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Prefacio

Nos complace presentar un nuevo numero de la revista Teoria y Aplicaciones de la Quimica
Analitica en México, que refleja el esfuerzo y compromiso de la comunidad profesional y
estudiantil dedicada a esta disciplina en nuestro pais.

En cada edicién se pone de manifiesto la diversidad de areas en las que la Quimica Analitica
desempena un papel fundamental: desde su ensefianza y los estudios tedricos, hasta la
aplicacion de técnicas clasicas como la espectrofotometria y la cromatografia. Asimismo, se
abordan desarrollos innovadores en materiales, soluciones para problematicas ambientales,
propuestas orientadas a la sostenibilidad e incluso la incorporacion de herramientas emergentes
como el aprendizaje automatizado.

Estamos convencidos de que Teoria y Aplicaciones de la Quimica Analitica en México contribuye
significativamente al fortalecimiento de la comunicacién y colaboracién entre quienes impulsan el
crecimiento de esta disciplina a lo largo del territorio nacional.

Expresamos nuestro reconocimiento y agradecimiento a los revisores y colaboradores que
aportan su experiencia para la elaboracion de cada numero, y especialmente a los autores que,
con dedicacion y rigor, han confiado en esta revista para difundir sus aportaciones.

Deseamos que este numero inspire nuevos conocimientos y perspectivas, y que mediante la
Quimica Analitica sigamos contribuyendo al avance de la ciencia en México y a la solucién de los
retos que impactan en nuestra sociedad.
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Evaluacion de estrategias para la determinacion de glicerol en biodiesel

mediante electroforesis capilar
Carlos Eduardo Lozano Olvera?, Maria Elena Paez Hernandez?, Israel Samuel Ibarra

Ortega?, Carlos Andrés Galan Vidal?, José Antonio Rodriguez Avila®*

Resumen

Se evaluaron diferentes estrategias para la determinacién indirecta de glicerol en muestras de
biodiesel a base de aceite de canola, a partir de su oxidacion empleando NalOs como agente
oxidante, mediante electroforesis capilar en sus modalidades de: electroforesis capilar de zona
(CZE) basada en el analisis del yodato (I03") obtenido de la oxidacién; y cromatografia micelar
electrocinética (MEKC) evaluando la 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) y la 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona (MBTH) como agentes derivatizantes hacia el formaldehido obtenido
de la oxidacion del glicerol. La metodologia empleando MBTH permitio la cuantificacién indirecta
de glicerol de manera eficiente, obteniendo un intervalo lineal 0.18-0.91 % m/m, un LOD de 0.06
% m/m, valores de precision intradiaria e interdiaria menores al 6.00 % en términos de porcentaje
de desviacion estandar relativa (% DER) y porcentajes de recuperacion de 98.45-101.05 %. La
metodologia 6ptima fue aplicada a muestras reales de biodiesel, sin presentar diferencias
significativas en comparacién con la metodologia oficial de analisis de glicerol (% m/m),
demostrando ser aplicable para la determinacion de glicerol en muestras de biodiesel de acuerdo
con los limites establecidos por las normas oficiales.

Palabras clave. Glicerol, Biodiesel, MEKC, Cuantificacion

Abstract

Diverse strategies for indirect determination of glycerol in canola oil-based biodiesel samples were
evaluated, through its oxidation employing NalO, as the oxidant agent, using different capillary
electrophoresis modalities such as: capillary zone electrophoresis (CZE) based on yodate (103)
obtention from glycerol oxidation; and micellar electrokinetic chromatography (MEKC) using the
2,4-dinitrophenylhydrazine (2,4-DNPH) and the 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone (MBTH)
as derivatizing agents of formed formaldehyde by glycerol oxidation. The methodology using
MBTH permitted the indirect quantification of glycerol, obtaining a linear interval range 0.18-0.91
% wiw), LOD 0.06 % w/w, inter- and intra-day values lower than 6.00 % of relative standard
deviation percentage (% RSD) and recovery percentages of 98.45-101.05 %. The optimal
methodology was applied to real biodiesel samples, with no significant differences observed
compared with the official standard methodology of glycerol content determination (% w/w),
demonstrating applicability for the glycerol determination in biodiesel samples according with the
official standard limits.

Keywords. Glycerol, Biodiesel, MEKC, Quantification
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1. Introduccion

El biodiesel es uno de los biocombustibles con mayor aplicabilidad en diversos sectores de interés
como la agricultura, procesos energéticos y transporte. Se compone a partir de ésteres
monoalquilicos de cadena larga de acidos grasos (C14-C22), y su elaboracion se basa en la
transesterificaciéon de materias primas con un elevado contenido de ftriglicéridos tales como:
grasas animales, aceites vegetales y aceites de cocina usados [1]. La reaccion involucra el uso
de aceite o grasas en crudo con un alcohol como solvente (comunmente metanol o etanol) en
presencia de un catalizador (hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, acido sulfurico, entre otros)
[2]. El proceso convierte los triglicéridos presentes en ésteres metilicos (componentes principales

del biodiesel) y glicerol como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Reaccién global de transesterificacion.

De manera general, la formacién de subproductos en una reaccién afecta la calidad del producto
final esperado. En este sentido, la presencia de glicerol en biodiesel puede ocasionar problemas
severos en motores que se basan en este combustible, debido a la potencial formaciéon de
emulsiones (glicerol/agua) que propician bloqueos en los filtros de combustible [3], ademas la
guema de este subproducto puede generar la formacion de gases nocivos para la salud; tal es el
caso de la acroleina, la cual es considerada como un irritante del sistema respiratorio y su
exposicion prolongada puede ocasionar dafos irreversibles en los tejidos pulmonares [4]. Las
normas EN 14214 y ASTM D6751, establecen un limite permisible de glicerol (% m/m) de 0.24 y
0.25 %, respectivamente [5].

La determinacion de glicerol en biodiesel es esencial durante su produccién y puede realizarse
mediante diferentes métodos. Las normas ASTM D6584 y EN 14105 establecen procedimientos
para la determinacién de este, las cuales involucran el uso de cromatografia de gases (GC) para
separar los componentes de la muestra, seguido de una deteccidn por ionizacion de llama (FID)
que determina la concentracion de glicerol en la muestra. Existen metodologias que involucran
técnicas volumétricas para la determinacion de glicerol, sin embargo, estas carecen de precision
y exactitud, ademas dependen de una cantidad considerable de glicerol dentro de la muestra lo
que las convierte en inadecuadas [6]. Métodos espectroscopicos como RMN y espectroscopia IR
vuelven la determinacién de este compuesto complicada debido a la naturaleza de la muestra y
el posible solapamiento de las senales que los interferentes pueden causar, y finalmente, las
técnicas electroquimicas suelen ser consideradas de alto costo y dificil aplicacion [7, 8].

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se propuso la evaluacion de diferentes metodologias
simples y de menor costo para la determinacién de glicerol en muestras de biodiesel empleando
la técnica de electroforesis capilar como: la electroforesis capilar de zona y la cromatografia
micelar electrocinética.
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2. Experimental

2.1. Reactivos e instrumentacion

Todas las soluciones fueron preparadas utilizando agua desionizada (18.2 MQ cm) obtenida de
un equipo Milli-Q (Millipore). Se elaboraron soluciones estandar disolviendo el correspondiente
reactivo analitico (todos Sigma-Aldrich): peryodato de sodio (NalO4, 2000.0 mg L"), yodato de
sodio (NalO3, 2000.0 mg L"), formaldehido (1000.0 mg L"), glicerol (1000.0 mg L"), nitrato de
sodio (NaNQOs, 500.0 mg L"), 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH, 500.0 mg L) disuelta en
acetonitrilo con 5.0 % v/v de acido acético concentrado, pentanal (1000.0 mg L"), 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona (MBTH, 2000.0 mg L") y tartrazina (1000.0 mg L™").

Todas las evaluaciones mediante electroforesis capilar se realizaron utilizando un equipo
Beckman Coulter PA 800 plus con un detector de arreglo de diodos. Los datos recolectados fueron
analizados mediante el software Beckman PA sistema 10.1 version 32 karat. Las separaciones
se realizaron utilizando un capilar de silice fundida (21.5 cm x 75 ym D. I., Agilent), a 25 °C. Previo
a los andlisis el capilar fue acondicionado con NaOH 1.0 M por 10 minutos, NaOH 0.1 M por 10
minutos, agua desionizada por 10 minutos y electrolito de trabajo por 10 min. El analisis por
cromatografia de gases (GC) fue realizado de acuerdo con los parametros establecidos en la
norma oficial ASTM D6584, utilizando un cromatografo de gases Perkin-Elmer, Autosystem XL,
con un detector de ionizacion por flama (FID), columna de separacion HP-2 ultra ((5.0 %-fenil)-
metilpolisiloxano), temperatura de inyector de 250 °C, temperatura de detector de 260 °C y
volumen de inyeccion de 1 L.

2.2. Analisis por electroforesis capilar
A partir de la reaccion de oxidacién del glicerol con peryodato (Ecuacion 1) se propusieron tres
metodologias de analisis indirecto mediante electroforesis capilar.

C;HgO; + 2Nal0, — 2HCHO + HCOOH + 2NalO; + H,0 ™)

2.2.1. Electroforesis capilar de zona (CZE)

Como primer acercamiento se consideré la formacion de los aniones 103" y el exceso de 1047, ¥y
se propuso su separacion mediante CZE [9]. Para ello, se pusieron en contacto volimenes de
1.0 mL de cada solucion estandar de NalO4, NalOs y NaNQOs, la mezcla resultante se aforé a 10.0
mL con agua desionizada y la separacién se evalud utilizando diferentes electrolitos de trabajo
en el intervalo de pH de 2.0, 4.0, 7.0 y 9.0 compuestos a partir de glicina, acido acético / acetato
de sodio, fosfato de sodio dibasico / fosfato de sodio y tetraborato de sodio, respectivamente en
concentraciones de 20.0 mM. Ademas, se aplicaron voltajes de separacién de 14 y 20 kV en
polaridad normal y utilizando una longitud de onda de deteccion de 230 nm.

2.2.2. Cromatografia micelar electrocinética
Como segundo acercamiento se propuso la determinacion de glicerol en biodiesel mediante la
derivatizacion del formaldehido obtenido, utilizando la 2,4-DNPH y MBTH como agentes
derivatizantes (Ec. 2 y 3), evaluando como estandares internos (E.l.) al pentanal y la tartrazina,
respectivamente.
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De acuerdo con las caracteristicas de los productos formados en las Ecuaciones 2 y 3, se propuso
la separacion de los analitos mediante MEKC. En el caso del derivatizante 2,4-DNPH, soluciones
estandar de formaldehido (25.0 mg L") se pusieron en contacto con 5.0 mL del derivatizante y el
estandar interno (pentanal, 12.5 mg L"), llevando a un volumen final de 10.0 mL. Posteriormente,
con la finalidad de evaluar las condiciones reales de reaccion, soluciones estandar de
formaldehido (25.0 mg L") obtenido a partir de la oxidacién de glicerol se sometieron al
procedimiento descrito anteriormente, utilizando la 2,4-DNPH. Las muestras fueron analizadas
mediante el equipo de electroforesis utilizando un electrolito de trabajo compuesto por: [SDS] 20.0
mM, [NazB407] 20.0 mM, pH 9.0, un voltaje de separacién de 14 kV en polaridad normal y una
longitud de onda de deteccidon de 360 nm.

Para el caso del derivatizante MBTH, de acuerdo con la Ecuacion 3, es necesaria la presencia
de un oxidante para que se lleve a cabo la derivatizacién del formaldehido, por lo que se propuso
su derivatizacion en un solo paso a partir de la oxidacion del glicerol empleando un exceso del
agente oxidante (I04). Por lo anterior, se elaboraron soluciones acuosas sintéticas de
formaldehido (25.0 mg L") obtenidas del proceso de oxidacion del glicerol, se pusieron en
contacto con 1.0 mL de MBTH y el estandar interno (tartrazina,15.0 mg L"), se llevaron a un aforo
de 10.0 mL y la reaccién se dejé durante 30 min. De acuerdo con los resultados preliminares, el
electrolito de trabajo fue optimizado a partir de un disefio de experimentos de Taguchi (Lo3)?
evaluando las concentraciones de: SDS (20.0-60.0 mM), NaxB4O7 (15.0-25.0 mM) y pH (8.5-9.5),
utilizando como variable de salida la suma de los platos tedricos (Nsum) de las sefales
correspondientes al agente derivatizante MBTH, el formaldehido-derivatizado y la tartrazina. Las
muestras fueron analizadas aplicando un voltaje de separacion de 14 kV en polaridad normal y
una longitud de onda de 230 nm.

2.3. Validacion de la metodologia
La metodologia optimizada fue validada de acuerdo con el protocolo de la IUPAC [10]. Se
determinaron los parametros analiticos como: intervalo lineal, sensibilidad, limite de deteccién
(LOD), limite de cuantificacion (LOQ), mediante el método de minimos cuadrados. Los valores
de precision intradiaria (por triplicado, durante el mismo dia) e interdiaria (por triplicado, durante
tres dias diferentes) fueron expresadas como el porcentaje de desviacion estandar relativa (%
DER), al analizar tres soluciones acuosas sintéticas de glicerol, sometidas a oxidacion (Ecuacion
1) con concentraciones obtenidas de formaldehido de 0.29, 0.58 y 0.87 % m/m. Dichas
concentraciones fueron aplicadas para la evaluacion de los ensayos de recuperacion del método
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propuesto. Finalmente, los resultados de la metodologia optimizada fueron comparados
estadisticamente con los obtenidos mediante el método oficial ASTM D6584 (GC), para ocho
muestras diferentes de biodiesel a base de aceite de canola.

Las condiciones 6ptimas de analisis fueron aplicadas a muestras de biodiesel. Para ello, 250 yL
de biodiesel fue pesado y sometido a un proceso de separacion liquido-liquido adicionando 800
ML de agua desionizada y 200 pyL de diclorometano en agitacion constante durante 10 min.
Posteriormente, las fases fueron separadas por centrifugacion (2000 rpm, durante 5 min) y 300
ML de la fase acuosa se pusieron en contacto con 300 uL de NalO4, 1.0 mL de MBTH y 150 yL
de tartrazina. La mezcla fue llevada a un volumen de 10.0 mL y la reaccion se mantuvo durante
30 minutos hasta alcanzar el equilibrio. Finalmente, las muestras de biodiesel fueron analizadas
mediante electroforesis capilar, aplicando un voltaje de separacion de 14 kV y una longitud de
onda de deteccién de 230 nm.

3. Resultados y Discusion
3.1. Analisis por electroforesis capilar

3.1.1. Electroforesis capilar de zona

De acuerdo con la literatura, es posible la determinacién indirecta de glicerol en muestras
biodiesel a partir de la formacion del anién 103 [9]. Por lo anterior, se propuso la separacion de
104, 105y NO3 mediante la evaluacion de los diferentes parametros descritos en la seccién 2.2.1.
Para ello, como primer acercamiento se evalud la separacion utilizando un electrolito de trabajo
compuesto por glicina (20.0 mM) y acido trifluoroacético (TFA, 15.0 mM) a un pH de 2.0, un voltaje
de separacion de 14 kV en polaridad normal y una longitud de onda de deteccion de 230 nm. De
acuerdo con el electroferograma obtenido (Figura 2), no se pudo llevar a cabo la determinacién
de los aniones mediante electroforesis capilar de zona bajo las condiciones evaluadas. Como se
observa en la Figura 2, la ausencia de sefales asociadas a los aniones de interés demostro la
inefectividad en la aplicabilidad del método propuesto. Lo anterior, puede atribuirse
principalmente a tres factores: i) los aniones presentan una baja absortividad que da como
resultados sefales menores a la sensibilidad de la técnica por electroforesis, siendo confundibles
con el ruido instrumental, ii) la baja o elevada movilidad electroforética de los aniones que se
oponen al flujo, lo que promueve tiempos de migracién relativamente mas elevados v iii) los
valores de pH relativamente acidos que promueven la desactivacion del capilar [11].

Con la finalidad de mejorar las condiciones de separacion, se evaluaron diferentes valores de pH
(2.0, 4.0, 7.0 y 9.0), asi como voltajes de separacion (14 y 20 kV). Sin embargo, bajo ninguna de
las condiciones evaluadas los resultados fueron satisfactorios, por lo que se descarto la aplicacion
de la metodologia por CZE.
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Absorbancia (muA)

Tiempo (min)

Figura 2. Electroferograma del andlisis de una solucién estandar de 104 (200.0 mg L), 103 (200.0 mg L-
1), NO3 (50.0 mg L"), pH 9.0, 14kV y 230 nm, con un tiempo de analisis de 18 min.

3.1.2. Cromatografia micelar electrocinética

Los ensayos preliminares con 2,4-DNPH como derivatizante demostraron que se llevé a cabo de
manera satisfactoria la separacion entre los analitos de interés (agente derivatizante 2,4-DNPH,
el formaldehido-derivatizado y el E. I. pentanal) en muestras sintéticas estandar de formaldehido,
permitiendo una buena resolucion entre las sefiales asociadas a ellos (Figura 3a). Por lo anterior
la metodologia fue aplicada a muestras estandar de formaldehido obtenido de la reaccion de
oxidacion de glicerol (Ec. 1) (Figura 3b). De acuerdo con la Figura 3b, no se observa la separacion
de los analitos de interés, esto puede atribuirse a que la presencia de agentes oxidantes tales
como 103 y |04 durante la oxidacion del glicerol, promueve la degradacién del 2,4-DNPH
afectando el perfil electroforético en el analisis de muestras. Ademas, dentro de los productos de
degradacion descritos se incluyen los 6xidos de nitrdgeno (NOx) que pueden representar un
riesgo para la salud [12].

Con base en lo anterior, se descarté el uso del 2,4-DNPH como agente derivatizante y se propuso
la utilizacion del MBTH, el cual presenta una mayor estabilidad en condiciones oxidantes y dichas
condiciones son las que permiten el proceso de derivatizacién hacia aldehidos de cadena
pequefia (C4-C3), como el formaldehido [13]. Por otro lado, la composicion del electrolito de
trabajo resulta critica en separaciones mediante MEKC, por lo que su optimizacion se realizé
mediante el disefio de parametros de Taguchi (Lo3)® descrito en la seccidén 2.2.2 (Tabla 1),
ademas la contribucion de cada una de las variables evaluadas se muestra en la Figura 4.
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Figura 3. Electroferograma de a) la determinacién de una solucion estandar de 2,4-DNPH (250.0 mg L"),
formaldehido (25.0 mg L") y pentanal (12.5 mg L") y b) la determinacion de una solucién de 2,4-DNPH
(250.0 mg L"), formaldehido (25.0 mg L-') obtenido de la oxidacién de glicerol y pentanal (12.5 mg L™"):
Utilizando condiciones de [SDS] 20.0 mM, [NazB4O7] 20.0 mM y pH 9.0, 14 kV y 360 nm.

Tabla 1. Matriz de experimentos Taguchi (Le3)3.

Experimento SDS (mM) Na:B407 (mM) pH Promedio de la suma del nimero de
platos tedricos (Nsum, %DER)
1 20.0 15.0 8.5 1641.5 (0.6)
2 20.0 20.0 9.0 3204.5 (0.6)
3 20.0 25.0 9.5 7476.5 (0.2)
4 40.0 15.0 9.0 5421.5 (0.7)
5 40.0 20.0 9.5 3838.5 (0.9)
6 40.0 25.0 8.5 4135.5 (0.6)
7 60.0 15.0 9.5 6899.5 (0.3)
8 60.0 20.0 8.5 6146.5 (0.1)
9 60.0 25.0 9.0 11464.5 (1.5)

De acuerdo con la Figura 4, la concentracion de SDS es el factor con mayor influencia en el
proceso de separacion (45.6%). La variacion en la concentracion de SDS puede modificar la
viscosidad y fuerza ionica del electrolito de trabajo, asi como la formacion de micelas estables
[14]. El tiempo de migracion de los analitos por MEKC depende del coeficiente de particion de
cada uno hacia las micelas formadas. Por lo anterior, una concentracién mayor de SDS (60.0
mM) si bien incrementa la viscosidad del electrolito de trabajo y, por lo tanto, el tiempo de analisis,
se asegura la formacion de micelas estables que incrementan las interacciones analito-micela, lo
que facilita la separacion de las moléculas de interés [15]. Por otro lado, la concentracién de
Na>B4O7 tiene una contribucion del 30.3% en el proceso de separacion; su disminucion (15.0 mM)
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mejora la movilidad electroforética de los analitos, sin embargo, no se obtiene una resolucion
adecuada de las sefales correspondientes. De forma contraria, un incremento de la
concentracién (25.0 mM) dificulta la movilidad electroforética de las moléculas cargadas, sin
embargo, mejora la separacion de los analitos de interés. Finalmente, el pH contribuy6 un 18.3%
a la varianza total del proceso. Su variacion modifica la carga superficial del capilar, afectando la
velocidad del flujo electroosmatico y finalmente al perfil electroforético [16].

SDS (mM) Na,B,0; (mM) pH
8000

7000

6000

5000

Promedio de la suma de platos tedricos (Ngym)

4000

20.0 40.0 60.0 15.0 20.0 25.0 8.5 9.0 9.5

Figura 4. Efecto de la concentracion de SDS, Na2B4+O7 y pH, en el valor promedio de la suma del nimero
de platos tedricos (Nsum) de MBTH, formaldehido derivatizado y tartrazina.

Finalmente, las condiciones 6ptimas estimadas a partir del disefio de experimentos fueron [SDS]
60.0 mM, [Na2B4+O-] 25.0 mM y un valor de pH de 9.0, las cuales coincidieron con el experimento
9 de la matriz experimental, permitiendo el analisis de MBTH, formaldehido-derivatizado y
tartrazina de manera eficiente. En este sentido, como se observa en la Figura 5, las
concentraciones relativamente bajas de SDS y Na:B.O; (experimento 1, Figura 5a), no son
suficientes para la separacién y caracterizacion de las sefiales correspondientes de los analitos.
Sin embargo, el aumento en la concentracion de los reactivos (experimento 9, Figura 5b),
incrementa la formacion de micelas y la viscosidad del electrolito de trabajo lo que permite la
separacion y cuantificacion de los analitos.
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Figura 5. Electroferograma de la determinacién de una solucion estandar de MBTH (100.0 mg L-1), glicerol
(25.0 mg L") y tartrazina (15.0 mg L"), utilizando las condiciones del electrolito de trabajo de a) el
experimento 1, b) el experimento 9 y ¢) en una muestra de biodiesel real bajo condiciones 6ptimas ([SDS]
60.0 mM, [Na2B407] 25.0 mM y pH 9.0, 14 kV y 230 nm.

3.3. Validacion de la metodologia
De acuerdo con los resultados obtenidos, la determinacion del MBTH, formaldehido derivatizado
y tartrazina, a partir del proceso de oxidacién de los estandares de glicerol, no presenté
interferencias quimicas o espectrales derivadas de la matriz de analisis (biodiesel). Por lo anterior,
la metodologia MEKC utilizando MBTH como agente derivatizante fue validada evaluando
linealidad, limites de deteccién y cuantificaciéon (LOD y LOQ), precision y exactitud de las
determinaciones. Para ello, soluciones acuosas sintéticas de glicerol fueron sometidas al proceso
de oxidacion, como se describid en la seccion 2.2.2, para la obtencién de soluciones de
formaldehido en el intervalo de concentraciones de 0.25-0.91 % m/m. Asimismo, para la
evaluacion de la precision intra e interdiaria y los ensayos de recuperaciéon, se repitié el
procedimiento previamente descrito, para la obtencion de soluciones enriquecidas de
formaldehido de concentraciones 0.29, 0.58 y 0.87 % m/m. Finalmente, las soluciones fueron
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sometidas a la metodologia propuesta de analisis por MEKC-MBTH. La Tabla 2, resume los
parametros analiticos obtenidos a partir del método propuesto.

Tabla 2. Parametros analiticos de la metodologia por MEKC utilizando MBTH como derivatizante.

Parametro Valor

Intervalo lineal (% m/m) 0.25-0.91
Sensibilidad analitica (Abs (% m/m)™") 5.337+0.049
Ordenada al origen (Abs) 1.6501£0.034
Coeficiente de determinacion (R?) 0.9965
Limite de deteccién LOD (% m/m) 0.06
Limite de cuantificacién LOQ (% m/m) 0.18
Precision intradiaria (% DER, n=3)

0.29 % m/m (8.0 mg L") 3.72

0.58 % m/m (16.0 mg L") 0.54

0.87 % m/m (24.0 mg L") 1.05
Precision interdiaria (% DER, n=9)

0.29 % m/m (8.0 mg L) 5.48

0.58 % m/m (16.0 mg L") 2.57

0.87 % m/m (24.0 mg L") 3.69
Porcentaje de recuperacion (%)*

0.29 % m/m (8.0 mg L") 101.05 (2.68)

0.58 % m/m (16.0 mg L") 99.87 (1.73)

0.87 % m/m (24.0 mg L") 98.45 (1.96)

*%DER entre paréntesis.

De acuerdo con los resultados, el método propuesto demostro linealidad apropiada en el intervalo
de trabajo, obteniendo un R? de 0.9965. Los LOD y LOQ fueron 0.06 y 0.18 % m/m,
respectivamente, denotando la aplicabilidad en el control de calidad del biodiesel donde los limites
permisibles de acuerdo a los métodos oficiales son 0.24 y 0.25 % m/m [5]. Los valores de % DER
de los analisis de precision intra e interdiaria fueron menores al 6.00 %, para cada una de las
mediciones en el rango de concentraciones evaluado, demostrando que el método propuesto es
preciso y competitivo respecto a los estandares oficiales. De igual forma, los porcentajes de
recuperacion obtenidos oscilaron entre 98.45 y 101.05 %, los cuales se encuentran dentro del
intervalo de porcentajes aceptables (80.00-110.0 %) para el disefio de metodologias analiticas
[17].

Por lo anterior, el método propuesto bajo las condiciones Optimas del electrolito de trabajo fue
aplicado a muestras de biodiesel a base de aceite de canola de forma satisfactoria (Figura 5c).
En este sentido, los resultados obtenidos de la determinacion de glicerol fueron comparados
estadisticamente con los resultados obtenidos a partir del método oficial ASTM D6584 por GC
(Tabla 3). De acuerdo con la Tabla 3, los resultados de la metodologia propuesta (MEKC-MBTH)
no demostraron diferencias significativas respecto a los obtenidos por el método oficial (GC) (texp
< tuit) para la determinacién de glicerol en muestras de biodiesel a base de aceite de canola,
demostrando la inexistencia de efectos negativos en la cuantificacion del formaldehido
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derivatizado, debido a las matrices de glicerol. Ademas, la metodologia mostré su potencial
aplicabilidad como una alternativa eficiente y de menor costo para el control de la calidad en
muestras de biodiesel, en comparacion con los estandares oficiales.

Tabla 3. Evaluacion de la exactitud entre el método oficial (GC) y el método propuesto (MEKC-MBTH).

Contenido promedio de glicerol (%om/m),

Muestra %DER (n=3) texp
ASTM D6584 (GC) MEKC-MBTH
1 0.18 (0.34) 0.19 (1.33) 0.93
2 0.18 (0.21) 0.18 (0.57) 1.73
3 0.19 (0.33) 0.19 (0.59) 0.43
4 0.19 (0.21) 0.19 (0.63) 0.53
5 0.20 (0.19) 0.20 (0.76) 1.46
6 0.14 (0.76) 0.13 (1.37) 2.87
7 0.12 (0.28) 0.12 (0.54) 2.35
8 0.15 (0.55) 0.15 (0.86) 2.62

tort = 4.30 (g.d.I. = 2, a =0.025)

Por otro lado, en la actualidad el avance y desarrollo cientifico y tecnoldgico son direccionados
hacia el desarrollo de nuevas técnicas y metodologias que sean mas sustentables con el medio
ambiente. En este sentido, se evalu6 el desempefio ambientalmente adecuado de la metodologia
propuesta por MEKC comparado con el método normado por GC a partir del software AGREE, el
cual evalua 12 principios y su significancia en el desarrollo de nuevos métodos analiticos (Figura
6).

AGREE 12 principios de la quimica analitica verde

1. Tratamiento de muestra

Cantidad de muestra

Posicion del dispositivo (portabilidad)
Pasos para el tratamiento de muestra
Automatizacion y miniaturizacion
Derivatizacion

Generacion de desechos
Rendimiento del analisis

Consumo energético

10 Fuente de materias primas

11. Toxicidad

12. Seguridad operacional

OCOENDO A WN

Figura 6. Evaluacion del impacto ambiental del a) método propuesto (MEKC-MBTH) y los b) métodos
oficiales ASTM D6584 y EN 14214 (GC).

De acuerdo con la Figura 6, la metodologia propuesta (MEKC-MBTH) tiene un impacto mas
positivo en comparacion con los métodos oficiales en una gran mayoria de las categorias
evaluadas. Esto puede atribuirse al menor tratamiento de muestra, el uso de reactivos menos
téxicos, asi como a la menor formacion de desperdicios, lo que la convierte en una alternativa
sustentable y adecuada para la determinacion de glicerol en biodiesel.
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4. Conclusiones

Se evaluaron diferentes metodologias para la determinacion de glicerol en biodiesel a partir de la
técnica por electroforesis capilar. Entre ellas, la metodologia a base de cromatografia micelar
electrocinética para la determinacién indirecta de glicerol en biodiesel basada en la derivatizacion
de formaldehido utilizando la 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona como agente derivatizante, ha
sido aplicada de forma satisfactoria. La composicion del electrolito de trabajo fue optimizada para
la separacién de los analitos siendo estas condiciones: [SDS] 60.0 mM, [Na>B:O7] 25.0 mM, pH
9.0. La separacion fue realizada utilizando polaridad normal, un voltaje de 14 kV y una longitud
de onda de deteccion de 230 nm. De acuerdo con los resultados obtenidos, el método propuesto
por MEKC-MBTH permiti6 una tasa de analisis de tres analisis por hora (tiempos de analisis
menores a 18 min), en comparacion con los métodos oficiales (dos analisis por hora). Ademas,
la metodologia propuesta obtuvo valores de %DER menores al 6.0 %, y porcentajes de
recuperacion del 98.45-101.05 %, demostrando una precision y aplicabilidad adecuada para el
andlisis de muestras. Finalmente, el método propuesto demostré ser exacto al no presentar
diferencias significativas respecto a los valores obtenidos mediante la metodologia oficial por GC.
Por lo anterior, el método resultd ser una potencial alternativa simple, de menor costo y
sustentable para el control de calidad de muestras de biodiesel en la determinacién del contenido
de glicerol (%sm/m), en comparacion con los métodos internacionales oficiales.
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Desarrollo de un modelo clasificatorio entrenado de aprendizaje
automatizado supervisado para la deteccion de filamentos microplasticos

en sal de mesa obtenida de la laguna de Cuyutlan, Colima
Cristian Michelle Hernandez Covarrubias?, Roberto Muiiiz Valencia?, Silvia Guillermina

Ceballos Magana®”

Resumen

La presencia generalizada de microplasticos (MP) en el océano impacta directamente a productos como la
sal marina, representando un problema de salud publica debido al elevado consumo diario de este mineral
y a los posibles efectos adversos asociados a los MP. Diversos estudios han confirmado la presencia de
MP en esta matriz, y han destacado la presencia de filamentos como una morfologia predominante a través
de técnicas como la microscopia combinada con espectroscopia (de infrarrojos -FTIR o Raman-) son
efectivas, a costa de tiempos de analisis prolongados. Por otro lado, técnicas computacionales
semiautomatizadas entrenadas representan un area de oportunidad al agilizar la identificacion y
cuantificacion de MP.

El presente trabajo propone una metodologia rapida y asequible para la cuantificacion de filamentos de MP
mediante un modelo de aprendizaje automatizado utilizando software abierto “llastik” y “FIJI”, Y destaca
por ser replicable con equipo de microscopia 6ptica y un teléfono movil para la cuantificacion de filamentos
de MP en sal de mesa. El modelo de deteccion demostro alta sensibilidad (100%) y aceptable especificidad
(76.4%). Al aplicarlo a muestras de sal marina obtenidas de ocho zonas de Cuyutlan, Colima, se identifico
una concentracion media de 1254.2 filamentos/Kg de sal, con una desviacion estandar relativa (DER) de £
32.0% y longitud promedio de 889 ym + 23.9% (DER).

Palabras clave. Microplasticos, aprendizaje automatizado, analisis de imagenes, estereomicroscopia.

Abstract

The widespread presence of microplastics (MP) in the ocean has a direct impact on products such as sea
salt, raising public health concerns due to the high daily consumption of this mineral and potential adverse
effects associated with MP. Several studies have confirmed the presence of MP in sea salt and highlighted
the predominance of microplastic filaments through techniques such as infrared (FTIR) or Raman
spectroscopy combined with microscopy. While these techniques are effective, they require lengthy analysis
times. On the other hand, trained semi-automated computational techniques offer a solution by streamlining
the identification and quantification of MP.

This paper proposes an affordable, rapid methodology for quantifying MP filaments using an automated
machine learning model incorporating open-source software 'llastik' and 'FIJI'. This methodology is notable
for its replicability using optical microscopy equipment and images obtained via smartphone to quantify MP
filaments in sea salt. The detection model demonstrated high sensitivity (100%) and acceptable specificity
(76.4%). When applied to sea salt samples obtained from eight areas of Cuyutlan in Colima, a mean
concentration of 1254.2 filaments per kg of salt was identified, with a relative standard deviation (RSD) of
132.0% and an average length of 889 um (RSD +23.9%).

Keywords. Microplastics; machine learning; stereomicroscopy; image analysis
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7. Introduccion

La contaminacion por microplasticos, MP, (particulas poliméricas antropogénicas de tamano
comprendido entre 1 ym y 5 mm), [1,2] es un tépico de interés en la actualidad que afecta
directamente a todos los organismos vivos y su amplia presencia en el medio ambiente tiene
como origen el vasto uso de articulos de plastico durante las ultimas siete décadas [3].

Debido a la presencia generalizada de MP en el medio ambiente, es un hecho que los alimentos
procedentes del océano (tanto pescado como moluscos bivalvos), asi como la sal marina, son
susceptibles de sufrir contaminacion por MP [4].

En este contexto, la sal marina para consumo humano es una matriz interesante que debe
estudiarse porque es producida mediante la evaporacién de salmuera, solucion altamente
concentrada de NaCl, gracias a condiciones ambientales como el viento y la radiaciéon solar lo
que dando lugar a la cristalizacion de la sal [5].

Este compuesto se utiliza de manera tradicional para consumo humano. Al respecto, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que la media mundial de consumo de sal es de
10.78 g/dia, siendo mas del doble de la cantidad recomendada por esta (<5 g/dia) [6].

De esta forma es sencillo observar como este mineral sirve como un indicador de contaminacion
ambiental para el océano y, comprender que el consumo de sal contaminada con MP es un
fendmeno ya normalizado que se encuentra inherentemente ligado a un origen asociado con la
presencia de estos contaminantes [7].

Una caracteristica notable de los estudios enfocados en muestras de sal es el predominio de un
tipo especifico de MP de morfologia presente: fibras/ filamentos microplasticos [5,8-10] utilizando
principalmente FTIR combinado con microscopia optica [5,8,10,11] con resultados positivos en
identificacion de MP a expensas de tiempos de analisis extensos [4].

Por otra parte, el uso de técnicas computacionales semiautomatizadas y entrenadas, como la
inteligencia artificial y los modelos de aprendizaje automatico para el analisis de imagenes,
suponen un campo de investigacion potencial para la determinacion de microplasticos [12]. El
uso de estas técnicas y metodologias podria facilitar y acelerar la identificacion y cuantificacion
de MP de forma similar a como se ha utilizado como una herramienta de apoyo en el analisis de
imagenes de lineas celulares [13] y multiples tejidos biolégicos [14] mediante programas
informaticos como FIJI [15], scikit-learn [16], o llastik [17], entre otros.

Aunque su implementacion en el analisis rutinario de imagenes en el campo especifico de la
identificacion y cuantificaciéon de MP se encuentra aun en una fase temprana, se trata de un area
de oportunidad relevante a explorar para aprovechar estas herramientas y emplearlas como un
recurso Util para facilitar el analisis de estas particulas antropogénicas.

Es por ello que el presente estudio pretende contribuir con una metodologia rapida para la
cuantificacion de filamentos de MP mediante la implementacion de un modelo de aprendizaje
automatizado supervisado, de tipo “random forest”, utilizando el software gratuito llastik y FIJI,
que puede ser facilmente replicado utilizando equipo de microscopia Optica convencional
(estereomicroscopio) obteniendo imagenes con un teléfono movil para asi analizar particulas
poliméricas de morfologia comun como los filamentos en una matriz mas compleja (sal de mesa),
y evitar la limitacion en términos de equipamiento, aportando a la integracion de herramientas
automatizadas en el analisis de MP como instrumentos de analisis complementarios a las
técnicas existentes.
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8. Experimental
8.1. Obtencion de muestras de sal
Se recolectaron ocho muestras de sal marina, con una masa promedio de 2 kg cada una,

recolectadas en distintas zonas de la subcuenca RH15Aa ubicada en Cuyutlan, Colima. Cada
muestra se etiquetd segun el punto de muestreo (A-G, Figura 1).

Figura 1. Mapa de la laguna de Cuyutlan, en el que se observan las ocho zonas de muestreo de sal,
designadas por letras de la “A” a la “G”.

8.2. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra se tomaron 20 g de sal y se disolvieron en 100 mL (proporcion
5:1 vim) de agua Milli-Q 18.2 MQ previamente filtrada para evitar posibles contaminaciones por
MP. Las soluciones se sometieron a agitacién utilizando un vortex (Genie 2 de scientific
industries) hasta su completa disolucion. A continuacién, se filtraron a través de un filtro Whatman
934-AH (tamafo de poro de 1.5 um) utilizando una bomba de vacio. Este proceso se realizé por
triplicado para cada una de las ocho muestras. Para garantizar la retencién de cualquier particula
que pudiera quedar en el matraz aforado empleado para la disolucién, se enjuagé con 5 mL de
agua Milli-Q filtrada y se sometié a filtracidn utilizando el mismo filtro. Para garantizar la integridad
fisica de las posibles particulas MP presentes en la muestra, se decidié no tratar las muestras
mediante digestidon de ningun tipo.

Las imagenes se adquirieron mediante un microscopio estereoscépico (Wild Heerbrug M75) con
un nivel de magnificacion de 20x para obtener 15 imagenes por filtro. Para la captura de
imagenes, se utilizé un teléfono movil (modelo OnePlus 12) empleando su camara principal de
50 MP, una resolucién de 3072 x 3072 pixeles, distancia focal de 28 mm, apertura /1.6, ISO 50,
balance de blancos automatico y tiempo de exposicion variable.

El procesamiento de imagenes se realizé en una computadora portatil Lenovo (TM) LOQ con
CPU i7-13620h a 2,4 GHz y 32 GB de RAM con sistema operativo Windows 11 de 64 bits. Las
imagenes adquiridas se procesaron mediante el software FIJI, donde se redimensionaron a una
resolucion de 2280 x 2280 pixeles. Posteriormente, las imagenes se convirtieron al formato HDF5
y se importaron al software llastik para su segmentacion y después ser analizadas mediante FIJI.
Un resumen grafico del flujo de trabajo se visualiza en la Figura 2.
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Figura 2. Flujo de trabajo general que comprende el tratamiento de la muestra y su posterior analisis
mediante microscopia optica y herramientas computacionales de analisis de imagenes y modelos de
aprendizaje automatizado.

8.3. Andlisis de imagenes para identificar filamentos

Se empled llastik para entrenar un modelo de clasificacion de tipo bosque aleatorio (random
forest) para la deteccion de filamentos. El set de entrenamiento comprende un total de cien
imagenes correspondientes a muestras de sal enriquecidas con filamentos de nylon de un tamano
comprendido entre 300-2000 pm, asi como muestras en blanco (sin ningun microplastico) y
muestras de sal que podian o no contener filamentos MP. El apartado de procesamiento de
imagenes por lotes de este software permitio el analisis automatizado de todo un lote de imagenes
extraidas de las muestras con el mismo numero de canales, dimensiones y formato (.h5) que las
imagenes de entrenamiento. Una vez obtenidas las imagenes binarizadas de un lote de
imagenes, el siguiente paso es analizarlas con FIlJI para determinar los MP en la muestra.

Para esto, se desarrolld6 un macro para el analisis de las imagenes binarizadas de interés
obtenidas tras la segmentacion con llastik (dichas imagenes correspondian a la clase “MP con
forma de filamento”). Este macro permitio la conversién de pixeles a micrémetros, atenuar el ruido
de fondo, convertir la imagen a un esquema de color de 8 bits y aplicar posteriormente un umbral
automatico con el método “Max entropy” [18], asi como el andlisis de particulas con una longitud
minima de 350 um considerando la magnificacién empleada en el microscopio (20x) y la cantidad
de fotos requerida por muestra, circularidad en el rango de 0.00-0.30 y un recuento de filamentos
de MP.

8.4. Validacion del método

Para valorar el rendimiento del método, se realizaron evaluaciones: 1) recuperacién de MP en
muestras de sal fortificadas y 2) la evaluacion del modelo de clasificacion mediante el célculo de
parametros de validacion: sensibilidad, especificidad, exactitud y exactitud balanceada.

En referencia al analisis de recuperacion, un total de 70 particulas de MP, (60 fragmentos y 10
filamentos) se contaron y se afiadieron a una muestra de 20 g de NaCl G.R. al 99%.
Posteriormente, la muestra se diluyé hasta 100 mL con agua Milli-Q previamente filtrada y se
sometié al mismo tratamiento descrito en la Figura 2. Tras la filtracion, el filtro se secd a
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temperatura ambiente y posteriormente se examind visualmente las imagenes obtenidas para
realizar un recuento manual y automatizado de filamentos de MP mediante llastik y FIJI para
evaluar el porcentaje de recuperacién obtenido por el analista frente al analisis automatizado de
imagenes a partir de la Ecuacion 1.

Recuperaciéon (%) = 100 x (

particulas contadas)

particulas afiadidas (1 )
La capacidad predictiva del modelo desarrollado se estableci® como la diferencia de los
resultados obtenidos mediante recuento visual y mediante llastik y FIJI, empleando como
conjunto de evaluacién 15 imagenes representativas capturadas durante el analisis de
recuperacion en las que el nimero de particulas MP ya habia sido confirmado por el analista.
Contando el numero de falsos positivos (FP), falsos negativos (FN), verdaderos positivos (VP) y
verdaderos negativos (VN) en el conjunto de evaluacién, es posible realizar una matriz de
confusién para determinar la capacidad predictiva del modelo (Tabla 1).

Tabla 1. Matriz de confusion y pardmetros de validacién empleados para determinar el rendimiento del
modelo clasificatorio desarrollado.

Matriz de confusion Parametro
Verdad ibili = <—>
Sensibilidad VP TFN x 100
Positivo Negativo ifici = (—) X
g Especificidad FPTUN 100
S Positivo Verdadero Falso
S Positivo (VP) | Positivo (FP)
8 | Neaativo Falso Verdadero Exactitud = VL HVN
S Negativo (FN) | Negativo (VN) xactitud = —5——y
Total Positivos (P) Negativos (N) Exactitud bal da = 1( i + N )
d xactitu aanceaa—2 VP+FN T FPXVN

9. Resultados y Discusion
9.1. Validaciéon del método

Debido a que la muestra de sal no presenta materia organica se opto por disolver 20 g de sal en
100 mL de agua. El emplear un volumen reducido de agua y menor cantidad de muestra, asi
como la ausencia de un tratamiento quimico para digerir la materia organica, presenta algunas
ventajas, como el hecho de que se trata de un procedimiento verde al evitar el uso de H.O, y
también un menor uso de agua, al igual que minimiza el riesgo a la obstruccion del filtro por parte
de material insoluble presente en la muestra.

En el caso del entrenamiento del modelo de machine learning, se utilizé llastik para entrenar un
modelo de clasificacion de tipo bosque aleatorio para la deteccion de filamentos. El flujo de trabajo
de llastik puede dividirse en distintas fases: adicion de datos de entrada y seleccion de
caracteristicas, el entrenamiento, exportacion de predicciones y procesamiento por lotes, seguido
por el analisis de las imagenes binarizadas mediante FIJI.
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Durante la fase inicial, cien imagenes representativas se utilizaron como datos de entrada para
el entrenamiento del modelo de bosque aleatorio, estas imagenes corresponden a muestras de
sal enriquecidas con filamentos de nylon de un tamafo comprendido entre 300 y 2000 um, asi
como muestras blanco y muestras de sal real.

En la segunda fase, se optimizd el modelo acorde con las caracteristicas de la imagen que
incluyen color, la intensidad, los bordes y la textura que se visualizan como “filiros” con radios de
precision (o) que permiten obtener informacién util de los pixeles seleccionados y su area
circundante. En este estudio se seleccionaron cuatro filtros diferentes para entrenar el algoritmo
clasificador, incluidos el laplaciano gaussiano, la magnitud del gradiente gaussiano, la diferencia
de Gaussianos y los Eigenvalores del tensor de estructura, con tres valores de ¢ diferentes (0.70,
1.00, y 1.60).

La fase de entrenamiento consistio en asignar manualmente rétulos a un conjunto de pixeles que
presentan caracteristicas morfolégicas similares. Esta asignacion se realizd utilizando cinco
rétulos distintivos (“fondo”, “filamentos microplasticos”, “sombras”, “bordes y sedimentos” y “No-
filamentos”), cada una de las cuales corresponde a una clase especifica de pixeles que presentan
atributos de borde y textura particulares.

La fase de exportacion de predicciones permitié obtener imagenes binarizadas a partir del set de
datos empleados para el entrenamiento, con estas imagenes se obtiene un mapa de probabilidad
especifica de correspondencia de pixeles a la pertenencia de una clase u otra. En este caso, las
imagenes de interés corresponden a las etiquetas “Filamento de MP”.

El procesamiento por lotes permitid el analisis automatizado de un conjunto completo de
imagenes extraidas de las muestras con el mismo nimero de canales, dimensiones y formato
que las imagenes en el set de entrenamiento. Esta fase sencilla y sélo implica utilizar un lote de
imagenes a analizar y esperar a la generacion de las imagenes segmentadas resultantes para
que puedan ser analizadas por el software FlJI en el siguiente paso.

El analisis de Imagenes mediante FIJI se realizé mediante un macro para agilizar el analisis de
las imagenes binarizadas obtenidas a través de llastik y permite establecer una escala de
medicidn en funcién de la magnificacién, reducir el ruido, convertir la imagen a un esquema de
color de 8 bits y aplicar posteriormente un umbral automatico con el método “Max entropy”.
También facilité afinar detalles con las funciones “Dilate” y “Remove outliers” asi como el analisis
de particulas con ciertos parametros establecidos: una longitud minima de 350 ym, y circularidad
en el rango de 0.00-0.30 para que las particulas y rocas con formas geométricas similares a
esferas no se contaran como filamentos.

9.2. Recuperacion de filamentos de nylon en muestras fortificadas

El calculo del porcentaje de recuperacién se calculd a través de la Ecuacion 1. Tras el analisis
con el método propuesto (en el que fortificé una muestra de sal con 70 particulas, 60 fragmentos
y 10 filamentos de nylon), se contabilizaron un total de 76 particulas (12 filamentos y 64
fragmentos), obteniéndose una recuperacion del 108.6%, valor dentro de los limites aceptables.
El incremento observado en el andlisis de recuperacion (superior al 100%) puede atribuirse a una
posible fragmentacion de las particulas afadidas durante la preparacién de la muestra, en
especial durante la agitacion en el vértex dando lugar a particulas de menor tamafo, o en su
defecto, debido a la presencia de microplasticos en el reactivo utilizado. Con estos resultados, se
consideraron las 12 particulas de nylon encontradas en esta prueba como VP durante la
verificacion del rendimiento del modelo de aprendizaje automatizado en las 15 imagenes
obtenidas durante este analisis.

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




TEORIA Y APLICACIONES
AMQ A DE LA QUIMICA ANALITICA

). ASOCIACION HEXICANA DE QUMICA ANALITICA A.C. EN MEXICO

Numero 3, enero — diciembre 2025

9.3. Rendimiento del método de clasificacion

El rendimiento del método de identificacion se evalué6 mediante cuatro métricas: sensibilidad,
especificidad, exactitud y especificidad mediante las ecuaciones vistas en la Tabla 1. Estas
métricas se calcularon comparando el recuento automatizado de particulas en 15 imagenes de
una muestra fortificada con 70 particulas frente al recuento manual realizados por un analista
obteniendo 12 VP, 13 FP, 0 FN, 42 VN, 12 P y 55 N. Algunos de los filamentos afadidos y
recuperados capturados en imagenes que se consideraron VP, al igual que particulas
errébneamente clasificadas por el modelo desarrollado se observan en la Figura 3.

b ' C
A%\ & FP

a VP

e X e—— DR TS

Figura 3. Ejemplos de particulas afiadidas durante el proceso de fortificacion de la muestra. a) 2 fragmentos
de MP (VN, con borde rojo para distincion) y un filamento de nylon (VP, borde amarillo) detectado
correctamente por el modelo. b) filamento de nylon detectado correctamente por el modelo y c) fragmento
de plastico detectado erréneamente como filamento (FP).

La sensibilidad del modelo registré un total de 12 VP (filamentos contados) y un total de 0 FN, lo
que resultdé en una sensibilidad del 100%. Esto indica que el modelo es altamente sensible,
detectando y contando con precision todos los MP en el rango de tamafio de 350—-1500 ym que
fueron afadidos y contados manualmente.

La especificidad obtenida fue de 76.4%; debido a que el modelo clasific6 de manera incorrecta
13 particulas como filamentos a pesar de no ser aquellos contados manualmente (FP) mientras
que 42 fragmentos y particulas presentes en la sal fueron identificados correctamente como VN.
El modelo demostroé sensibilidad y especificidad aceptables, destacando su alta sensibilidad para
detectar exitosamente filamentos en muestras de sal. La ausencia de falsos negativos (FN) es un
resultado deseable, ya que un alto valor de FN seria perjudicial al compararse con un alto valor
de falsos positivos (FP), pues un numero elevado de FN podria dar lugar a la subestimacion de
las particulas de MP en la muestra debido a la incapacidad por parte del modelo para contabilizar
las particulas no detectadas.

La exactitud del modelo fue de 0.81, lo que destaca que el modelo de deteccion de filamentos
tiene la capacidad de predecir con precision las clases de los objetos en las imagenes. Sin
embargo, y teniendo en cuenta que existe un desequilibrio entre las clases positivas y negativas
(12 P y 55 N), el valor de la exactitud se evalua en combinacion con el parametro de exactitud
balanceada para su interpretacion integral.

El valor de exactitud balanceada fue de 0.88, lo que implica que la clase minoritaria (12 P;
medidos por la sensibilidad) se detecta de forma correcta y consistente durante el analisis, al igual
que la clase mayoritaria (55 N; medida por la especificidad) lo que indica que el modelo es robusto
a la hora de identificar filamentos en la matriz a pesar de pertenecer a una clase minoritaria.
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9.4. Analisis de muestras reales

En las muestras analizadas se encontré una cantidad promedio de filamentos de 1254 (32.0%)
de MP/kg. La alta frecuencia de filamentos ha sido documentada en diversos estudios
internacionales que emplean distintos tipos de sal y técnicas de deteccion [5,8-10], lo que se
alinea con la tendencia de que este mineral contaminado con MP cuenta con particulas
filamentosas. Por otra parte, los resultados individuales para el conteo de MP/kg para cada sitio
de muestreo fueron: 1550 (44.8%), 1133 (29.4%), 1650 (37.8%), 1100 (27.6%), 1317 (13.3%),
1200 (18.2%), 1067 (29.8%) y 1017 (31.6%) encontradas en los sitios A, B, C, C1,DE, Fy G,
respectivamente. En la Figura 4 se observan algunos ejemplos de los filamentos microplasticos
detectados por el modelo desarrollado.
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Figura 4. Filamentos de MP (con borde amarillo) detectados a través del modelo entrenado en muestras
reales de sal a) 4 diferentes filamentos de MP de tamafio <1 mm. b) filamento detectado por el modelo
encontrado en la muestra “C”, c¢) filamento detectado en la muestra “D”, d) filamento detectado en la muestra
HE”

Algo notable de estos resultados es que existe una alta variabilidad dentro de cada grupo de
datos, en particular en los sitios A, C y G, que supera el 30% de desviacion estandar relativa.
Esta elevada variabilidad se puede verificar a partir de una prueba ANOVA de 1 factor en la que
se compara la presencia de filamentos entre los diferentes puntos de muestreo. El valor del
estadistico F en este caso es de 0.9616 mientras que el valor critico para F es de 2.65719, lo que
demuestra que no hay diferencias significativas entre los puntos de muestreo. Por otra parte, la
suma de cuadrados (SC) intergrupal es de 457.166 siendo inferior a la SC dentro de los grupos
(1086.66) lo que comprueba que hay una gran variabilidad intergrupal en los resultados en
comparacion con la observada entre los grupos (puntos de muestreo). Esto es previsible al
considerar que la presencia microplasticos es un fenémeno de contaminacién difusa; es decir,
que no tiene un punto de origen bien definido ni identificable, pudiendo provenir de multiples
fuentes y actividades antropogénicas, a pesar de esto es posible sefalar a articulos como redes
de pesca, cuerdas [10] y materiales de embalaje como botellas y bolsas plasticas [5,7] al igual
que las propias lonas empleadas durante el proceso de cristalizacion de la sal como fuentes
potenciales de esta contaminacion. Estos hallazgos son congruentes con el hecho de que la
contaminacion por MP de este mineral es un problema inherente a su produccion.
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10.Conclusiones

Se desarrollé un método de preparacion de muestra por filtracion que es adecuado para muestras
solubles en agua como la sal de mesa, evitando el uso de reactivos como KOH y H,0,. Este
método es mas respetuoso con el medio ambiente en comparacién con otras metodologias
gracias a la utilizacion de cantidades pequefias de muestra y de agua. Asimismo, se hace uso de
equipo de laboratorio de bajo costo y convencional, evitando emplear equipos de microscopia y
materiales costosos como la microscopia de fluorescencia. De igual manera, se emplean
herramientas computacionales gratuitas e interactivas para llevar a cabo el andlisis
computacional (llastik y FIJI), optando por la facilidad en su uso y facilidad de réplica.

El modelo clasificatorio desarrollado para detectar filamentos tiene la capacidad de detectar
longitudes superiores a 175 ym y demostré un alto rendimiento y aceptable robustez en esta tarea
con valores de sensibilidad, especificidad, exactitud y exactitud balanceada del 100%, 76.4%,
0.81 y 0.88, respectivamente.

Este estudio destaca el potencial de las técnicas de aprendizaje automatico para analizar MP en
matrices alimentarias complejas, proporcionando un marco replicable que utiliza equipos
accesibles y herramientas de cédigo abierto como llastik y FIJI. La flexibilidad de estas
herramientas computacionales permite a los usuarios adaptar el método a diferentes técnicas de
microscopia, matrices o escenarios de reentrenamiento sin necesidad de tener conocimientos
avanzados en analisis de imagenes.
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Aplicacién de un catalizador de CaO modificado conSry K enla
determinacion del perfil de acidos grasos en aceites mediante

cromatografia de gases
Enoch Olvera-Ureiia?, J. Andrés Tavizén-Pozos®, José A. Rodriguez®*

Resumen

Los lipidos son un grupo de compuestos que contienen en su mayoria triglicéridos y acidos
grasos, la identificacion y determinacién de la proporcidon entre ellos es caracteristica de la
muestra. De forma general, este analisis se le conoce como perfil de acidos grasos y es
fundamental en diversas areas del conocimiento. Segun la ISO 12966 el perfil de acidos grasos
se realiza por cromatografia de gases, empleando BF3; en metanol para formar ésteres metilicos.
El CaO es un catalizador heterogéneo que es posible obtenerlo de materiales como la piedra
caliza o el cascaron de huevo, adicionado con iones Sry K (9.0 %p/p) para mejorar la obtencién
de ésteres metilicos de acidos grasos contenidos en aceite de oliva. Las condiciones de reaccion:
relacion molar MeOH/aceite, temperatura (°C) y tiempo (h) fueron evaluadas empleando un
disefio de experimentos tipo Box-Behnken observando que todas las variables son criticas. El
perfil de acidos grasos obtenido mediante la metodologia oficial y la propuesta proporciona
resultados similares.

Palabras clave. Aceites, Perfil de acidos grasos, Catalisis heterogénea, Oxido de calcio,
Cromatografia de gases.

Abstract

Lipids are a group of compounds that mostly contain triglycerides and fatty acids. Identification
and determination of their composition are characteristics of the sample. Fatty acid profile is
essential in different areas of knowledge. According to ISO 12966, fatty acid profile is performed
by gas chromatography, using BFs; in methanol to obtain methyl esters. CaO-based is a
heterogeneous catalyst which can be obtained from materials such as limestone or eggshell and
the addition of Sr and K ions (9.0% w/w) improves its reactivity. The reaction conditions: MeOH/oll
molar ratio, temperature (°C) and time (h) were evaluated using a Box-Behnken design of
experiments. It was observed that all variables were critical, and the fatty acid profile obtained
using both methodologies were statically similar.

Keywords. Oils, Fatty acid profile, Heterogenous catalysis, Calcium oxide, Gas
chromatography.
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1. Introduccion

El perfil de acidos grasos es una herramienta que ayuda a determinar la composicién y cantidades
de acidos grasos presentes en una muestra. Los lipidos estdn compuestos en su mayoria por
triglicéridos, éstos pueden clasificarse a partir de distintas caracteristicas como: el grado de
insaturacion, geometria, longitud de la cadena [1] y la posicién de los enlaces dobles [2]. Por otra
parte, los triglicéridos estan compuestos por una molécula de glicerol unida a tres acidos grasos
mediante un grupo funcional éster [3].

Este analisis se emplea en distintas areas como en el control de calidad de productos lacteos,
[4], monitoreo de biomarcadores para la deteccidon de enfermedades como el Alzheimer o
hipertensién [5, 6], o en la produccidn y control de calidad de biocombustibles [7, 8].

Segun la norma ISO 12966 el perfil de acidos grasos se realiza mediante cromatografia de gases
empleando ftrifluoruro de boro (BF3:) como agente derivatizante, catalizando la reaccién de
transesterificacién entre los triglicéridos presentes en el aceite y metanol, para formar ésteres
metilicos [1, 9, 10]. Particularmente, el BFs; se puede obtener como BFs/metanol siendo un
reactivo comercial, ademas de llevar a cabo la reaccion en tiempos menores a 30 minutos. Por
otro lado, los catalizadores heterogéneos surgen como alternativa, debido a que no son
compuestos corrosivos y pueden recuperarse para emplearse en mas de un ciclo [11]. Siendo el
oxido de calcio (CaO) un buen candidato como catalizador heterogéneo, ya que se ha utilizado
previamente en reacciones de produccion de biocombustible debido a que es posible obtenerse
a partir de materiales econémicos como piedra caliza o de materiales formados por Ca(OH). o
CaCO3; como cascaron de huevo, huesos, conchas marinas y residuos de construccion [12, 13].
Sin embargo, el CaO no presenta rendimientos competitivos con el BF3, por lo que se requiere la
adicion de especies metdlicas que mejoren su reactividad, como el potasio (K) y el estroncio (Sr)
que mejoran la reactividad y estabilidad del catalizador [14, 15, 16].

2. Experimental

2.1. Reactivos y equipos

Para la sintesis del catalizador se empled piedra caliza y cascarones de huevo obtenidos en
tiendas locales de Pachuca, Hidalgo, Sr(NO3). (CTR Scientific, 99.6%) y KNO3 (CTR Scientific,
99.0%). Se utilizd aceite de oliva comercial obtenido de tiendas locales de Pachuca, Hidalgo,
CH3OH (J.T. Baker, 99.6%), naftaleno (Merck, 99.6%) y n-Hexano anhidro (Merck, 99.0%). La
validacion de la metodologia se realizé6 empleando BFs/metanol (Fluka, 10.0%) y NaCl (Merck,
99.0%). El andlisis del perfil de acidos grasos se llevé a cabo con un cromatégrafo de gases
acoplado a un detector de ionizacién en llama (GC-FID) Agilent Technologies 6890N Network GC
System empleando como fase movil nitrégeno, aire e hidrogeno y como fase estacionaria una
columna capilar SGE-BPX70. La caracterizacion del catalizador se llevd a cabo empleando
difraccion de rayos X en polvos en un equipo Philips X’'pert Pro con fuente de radiacion Cu Ka
(40 kV, 30 mA) con una longitud de onda de 0.154 nm.
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2.2. Sintesis y caracterizacion del catalizador

El soporte de CaO se sintetiz6 a partir de cascarones de huevo previamente calcinados a 800 °C
por 4 h en combinacidén con piedra caliza en una proporcion de 50/50 %p/p. El solido se mezcld
con metanol empleando agitacién a una temperatura de 60 °C durante 30 min. La mezcla se
macero por 12 h a 60 °C para evaporar el metanol y transcurrido este tiempo se llevo a cabo una
segunda calcinacion a 800 °C por 4 h.

Posteriormente se sintetiz6 el catalizador fortificado, empleando el soporte previamente obtenido
y los iones Sr y K, que se obtuvieron a partir de sales de nitratos: Sr(NOs), y KNOs. Donde la
concentracién de los iones adicionados fue de 9 %p/p y se adicionaron al soporte mediante
impregnacién con metanol a 60° y agitacion constante por 30 min, la mezcla se macero por 12 h
y se calciné a 800 °C por 4 h [17].

2.3. Diserio de una metodologia analitica para la determinacion de acidos grasos

Las reacciones de derivatizacion de aceite de oliva comercial se realizaron en una ampolleta de
vidrio de 5 mL a la que se le adicion¢ el catalizador, metanol (MeOH) y aceite de oliva. Previo a
la reaccion, el catalizador se secé por 12 h a 120 °C para eliminar humedad adsorbida. La
ampolleta se sellé6 y se introdujo a un horno precalentado a la temperatura seleccionada
previamente. Al terminar la reaccion se extrajeron 40 pL del extracto de ésteres metilicos y se
diluyeron en 400 pL de estandar interno (naftaleno 100 mg/L en hexano).

Las soluciones fueron inyectadas en un cromatografo de gases acoplado a FID con una rampa
de temperatura de 5°C/min desde 50 °C hasta 220 °C con un tiempo de analisis total de 44 min.
La reaccién de transesterificacion se llevd a cabo evaluando diferentes variables asociadas a las
condiciones experimentales, la relacion molar MeOH/aceite, la temperatura y el tiempo de
reaccion fueron seleccionadas [12]. Dichas variables fueron evaluadas, mediante un disefio de
experimentos de superficie de respuesta tipo Box-Behnken, la Tabla 1 muestra los niveles
seleccionados para cada una de las variables. Se selecciond como variable de respuesta la
relacion de areas de la sefal del acido oleico (C18:1) /estandar interno debido a que el acido
oleico es el acido graso que se encuentra en mayor proporcion en el aceite de oliva [18].

Tabla 1. Factores y niveles elegidos para la optimizacién del disefio de experimentos tipo Box-Behnken

Factor -1 0 1
Relacion molar | 10.0 12.5 15.0
MeOHy/aceite

Temperatura 50.0 60.0 70.0
(C)

Tiempo (h) 0.5 1.0 1.5

2.4. Evaluacion de la metodologia analitica y caracterizacion del catalizador
La precisién de analisis se realizd mediante el analisis de una muestra de aceite de oliva tres dias
diferentes. Mientras que la exactitud, se realizd mediante comparacion de los resultados
obtenidos de la metodologia desarrollada con la metodologia oficial descrita en la ISO 12966-2,
empleando el catalizador BFs/Metanol como agente derivatizante.
Adicionalmente el catalizador sintetizado nuevo y tras un ciclo de uso fueron caracterizados por
difraccion de rayos X de polvos (DRX).
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3. Resultados y Discusion

3.1. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion
Se llevo a cabo la derivatizacion de los triglicéridos contenidos en aceite de oliva mediante un
disefio de experimentos de 3 factores y 2 niveles, se evaluaron las siguientes variables: relacion
molar MeOH/aceite (A), temperatura (B) y tiempo (C), como variable de salida se eligio la relacion
sefal C18:1/estdndar interno. Posteriormente, se analizaron los resultados de los 15
experimentos obtenidos, la Tabla 2 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 2. Matriz de disefio de experimentos empleando como variable de salida a la relacién sefal
C18:1/estandar interno y los resultados obtenidos.

Experimentos A B C C18:1
1 10 70.0 1.0 0.39
2 12.5 70.0 0.5 0.10
3 12.5 70.0 1.5 0.25
4 15.0 70.0 1.0 0.65
5 10.0 60.0 0.5 0.10
6 10.0 60.0 1.5 0.03
7 15.0 60.0 0.5 0.12
8 15.0 60.0 1.5 0.36
9 10.0 50.0 1.0 0.44
10 12.5 50.0 0.5 0.35
11 12.5 50.0 1.5 0.70
12 15.0 50.0 1.0 0.22
13 12.5 60.0 1.0 0.46
14 12.5 60.0 1.0 0.59
15 12.5 60.0 1.0 0.44

A partir del analisis del modelo se obtuvo un valor de 0.7923 para el coeficiente de determinacién
(R?) y se desarroll6 el andlisis de varianza (ANOVA) de los modelos del sistema (Tabla 3), donde
se puede observar que los valores de probabilidad (p) superan 0.05, por lo que los tres modelos
evaluados son criticos, siendo el modelo de interacciones el que mas contribuye al sistema, de
manera que se puede describir al sistema como un modelo cuadratico completo.

Tabla 3. ANOVA del sistema obtenido mediante el disefio de experimentos

Modelo g.l. SS MS p Contribuciéon
(%)

Lineal 3 0.09443 0.03148 0.385 15.55

Cuadratico 3 0.16299 0.05433 0.212 27.09

Interacciones | 3 0.22363 0.07454 0.137 36.83

Total 14 0.60713
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Mediante la ecuacion del sistema se realizaron los graficos de superficie (Figura 1) con el objetivo
de obtener los parametros optimos. Los graficos muestran que a valores maximos de tiempo (1.5
h) y temperatura (70 °C) se pueden obtener los resultados 6ptimos para la variable de salida. Ya
que, anteriormente se ha descrito que las temperaturas de reaccion ideales para la formacién de
ésteres metilicos se encuentran entre 60 °C y 70 °C, por otro lado, las reacciones de
transesterificacion se llevan a cabo entre 2 y 3 horas [19], sin embargo, se busca reducir el tiempo
de reaccion para obtener una metodologia mas eficiente [20]. Contrario al tiempo y temperatura,
la relacion molar MeOHy/aceite presenta su punto 6ptimo en niveles minimos (10.7), ya que la
adicion de un exceso de metanol puede inhibir al catalizador, reduciendo su actividad y los
rendimientos de reaccion [21].

Grafico de superficie a relacién molar MeOH/aceite constante {10.7/1.0) Grifico de superficie a tiempo constante (1.5 h}

Relacion C18:1/estandar
Relacion sefial C18:1/estandar

Temperatura (°C)

Relacién melar MeOH/aceite g Temperatura (°C)

Tiempo (h)

Grafico de superficie a temperatura constante (70 °C)

Relacién C18:1,

Relacion molar MeOH/faceite

Tiempo (h)

Figura 1. Graficos de superficie que muestran las condiciones 6ptimas de reaccién para la derivatizacion
de triglicéridos con CaO.

Se evaluaron las condiciones de reaccién 6ptimas por duplicado (Figura 2), obteniendo un valor
optimo de relacion de area C18:1/E.1. de 0.97+0.01, que resultd superior al valor tedrico predicho
de 0.85. Ademas, se observo la presencia de los cinco acidos grasos principales presentes en el
aceite de oliva.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos a partir de los valores 6ptimos encontrados con los graficos de
superficie, donde se observa la presencia del acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1) y acido linoleico (C18:2).

3.2. Validacion de la metodologia y caracterizacion del catalizador
La precision de la metodologia se estimé empleando parametros de precision intermedia
mediante el analisis de una muestra de aceite de oliva durante tres dias diferentes, se obtuvo la
proporcion de acidos grasos presentes en las tres muestras (Tabla 4) con valores menores al 3.0
% en términos de desviacion estandar relativa (% DER, n=3), indicando valores adecuados dentro
de los descritos por la IUPAC [22].

Tabla 4. Composicién de las muestras de aceite de oliva analizadas en tres dias distintos.

Acido graso | Experimento | Experimento | Experimento | % DER (n=3)
1 2 3

C16:0 25.86 25.68 25.27 1.18

C16:1 2.20 2.20 2.26 1.56

C18:0 2.19 2.22 2.19 0.79

C18:1 60.00 60.06 60.13 0.11

C18:2 9.75 9.84 10.15 2.12

Por otro lado, la exactitud se evalué mediante la comparacién de la metodologia propuesta contra
la ISO 12966, obteniendo la composicion caracteristica de los acidos grasos presentes en el
aceite de oliva (Tabla 5), misma que se compard con los intervalos descritos por el Codex
Alimentarius [18], observando que la proporcion del acido palmitico es superior al reportado.
Ambas metodologias se compararon mediante una prueba t-Student, observando que no existe
diferencia significativa entre las proporciones de cada acido graso, por lo que esta diferencia se
le atribuye a la fabricacion del aceite. Por otro lado, la altura de los picos cromatograficos
obtenidos mediante la ISO 12966 (6.5 pA) resultan significativamente menores a los obtenidos
empleando el catalizador de CaO adicionado con iones K y Sr (750 pA), lo que facilita la
identificacion de los analitos. De igual forma, la metodologia propuesta resulta mas econémica
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debido a que emplea mayormente materiales considerados como desechos, ademas de disminuir
el uso de disolventes organicos volatiles y compuestos de un solo uso.

Tabla 5. Comparacion de la composicion entre ambas metodologias y el Codex Alimentarius.

Acido graso | Catalizador | BFs/Metanol | Codex

de CaO Alimentarius
C16:0 25.85 25.42 7.5-20.0%
C16:1 2.20 1.35 0.3-3.5%
C18:0 2.19 2.71 0.5-5.0%
C18:1 60.00 61.03 55.0-83.0%
C18:2 9.75 9.48 3.5-21.0%

Adicionalmente se llevé a cabo la caracterizacién del catalizador nuevo y tras un ciclo de uso con
el objetivo de conocer las especies involucradas en la formacion de ésteres metilicos. La Figura
3 muestra la comparativa entre ambos difractogramas, donde se puede observar la presencia
mayoritaria de picos caracteristicos de Ca(OH). debido a la humedad presente en el catalizador
[23, 24]. Adicionalmente se observa una presencia menor de SrCOs;, CaCOsz y una especie
bimetalica; K,Sr(COs)2. La presencia de estas especies se le atribuye a la impregnacion de los
iones al soporte con metanol [25, 26, 27, 28]. Por otro lado, las cantidades encontradas de CaO
resultan inferiores, debido a que la mayoria del calcio se encuentra en forma de hidroxido, sin
embargo, tras un ciclo de uso se observa la disminucion de la cantidad de CaO, por lo que se le
puede atribuir una mayor actividad catalitica [29, 30].

A 4SrCO,
® K,Sr(CO;),

A Ca(OH),
HCaO0
® CaCoO,

Conteos (U.A))

Angulo (26)
Figura 3. Patrones de DRX del catalizador de CaO adicionado con iones Sr y K nuevo (a) y el catalizador
tras un ciclo de uso (b).

4. Conclusiones

La metodologia desarrollada para la determinacion del perfil de acidos grasos empleando un
catalizador a base de CaO adicionado con iones Sry K no presento diferencias significativas con
los resultados obtenidos mediante BFs3, sin embargo, los cromatogramas obtenidos mediante la
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metodologia propuesta presentan mayor altura en un menor tiempo y con un costo de operacion
mas bajo, ya que no requiere el uso de grandes cantidades de disolventes organicos ni especies
de un solo uso. Por otro lado, la caracterizacion del catalizador mostro la presencia mayoritaria
de Ca(OH), ademas de 6xido de calcio, siendo éste el compuesto activo en la transesterificacion
de triglicéridos, sin embargo, tras un ciclo de uso, se observa la perdida de dicho compuesto, por
lo que el catalizador requeriria una calcinacion adicional para poder ser reusado.
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Fullerenos: Modelos armables y hojas de calculo para aprender modos
normales de vibracion

José Antonio Guevara-Garcia

Resumen

El enorme desarrollo de los fullerenos ha impactado en casi todas las areas de la quimica, la
variedad de geometrias y simetrias estructurales y la simplicidad de su composicion son ideales
para utilizarlos como ejercicios didacticos en la ensefianza de la simetria y la teoria de grupos
aplicada a la espectroscopia. En este trabajo se desarrolla un principio de construccién de
modelos con popotes y rafia para, posteriormente, utilizar estos modelos y las hojas de calculo
disefiadas ex profeso, para la determinaciéon de los modos normales de vibracién de varios
miembros de esta familia. EI nUmero de bandas calculadas concuerda perfectamente con las
bandas activas en IR y Raman calculadas utilizando métodos semi-empiricos y con las
observadas experimentalmente en el caso del Cgo ¥ del C7o. Esta experiencia didactica permite
introducir a los estudiantes a la espectroscopia infrarroja, que fue la primera técnica mediante la
cual se caracterizé el Ceo.

Palabras clave. Fullerenos, modelos, hojas de calculo, calculo vibracional.

Abstract

The enormous development of fullerenes has impacted almost all areas of chemistry. The
variety of structural geometries and symmetries and the simplicity of their composition
make them ideal for use as educational exercises in teaching symmetry and group theory
applied to spectroscopy. This work develops a principle for constructing models using
straws and raffia. These models and specially designed spreadsheets are subsequently
used to determine the normal vibration modes of various members of this family. The
number of calculated bands agrees perfectly with the IR and Raman active bands
calculated using semi-empyric methods and with those observed experimentally for Ceo
and Cyo. This educational experience introduces students to infrared spectroscopy, which
was the first technique used to characterize Ceo.

Keywords. Fullerenes, models, spreadsheet, vibrational calculation.
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1. Introduccion

En 1985, un grupo de investigadores de la universidad de Rice, EU, y de la universidad de Sussex,
Inglaterra, observaron una sefal en el espectro de masas correspondiente a una molécula muy
estable de 60 atomos de carbono (Ces), encontrada gracias a su espectro de absorcién
proveniente de polvo interestelar [1]. Basandose en un modelo hecho de papel, estos
investigadores propusieron que, dada la estabilidad de la molécula, la estructura deberia ser la
de un cumulo semejante a un icosaedro truncado con 12 caras pentagonales y 20 caras
hexagonales y la denominaron “Buckminsterfullerene” o “Buckyball”, debido a su semejanza
estructural con un domo geodésico de igual numero de vértices disefiado por el arquitecto Richard
Buckminster Fuller. Una estructura analoga mas conocida, corresponde a la de un balén de futbol
soccer, por lo que el nombre de “futboleno” ha sido adoptado, y de hecho es asi como se le
conoce en espafiol.

En el Ceo los atomos de carbono estan organizados formando estructuras hexagonales y
pentagonales que se unen de una manera optimizada para formar una molécula esférica hueca
con una distribucién uniforme en su tensién de enlace sobre todos los atomos de carbono.
Algunos electrones se encuentran deslocalizados sobre toda la molécula, de una manera mucho
mas pronunciada que en el benceno. Pero el benceno es plano, y muchos de sus derivados
también lo son: asi que el futboleno, esférico por naturaleza, practicamente afade una nueva
dimensién a la quimica de los compuestos aromaticos y es una nueva forma alotropica del
carbono [2].

Oftra estructura interesante es la que se encontré en el hollin depositado sobre un electrodo de
grafito usado para sintetizar fullerenos, este material contenia agujas de carbén formadas por
tubos anidados muy delgados. Las moléculas de fullerenos en forma de tubos (tubolenos),
pueden tener una sorprendente mezcla de propiedades, incluyendo gran resistencia, ya que las
fibras de las formas convencionales de carbono son ya las mas fuertes conocidas [3]. Ademas,
es factible que las moléculas mas grandes de fullerenos sean quirales y que tengan incorporados
tubos en su estructura.

La quimica de los fullerenos puede convertirse en una rama industrial muy importante, ya que
tiene aplicaciones potenciales en catalisis y polimerizacion, asi como en el mas distante desarrollo
de su superconductividad y ferromagnetismo [4]. De entre las propiedades fisicas del Ceso que
destacan por sus posibilidades estan: la superconduccion por tres dimensiones a 45 K del Ceo
dopado con Cs y Rb; la facilidad de su crecimiento sobre arsenuro de galio (GaAs), para producir
dispositivos semiconductores; la posibilidad de atrapar a los atomos dentro de su estructura; y la
posibilidad de ser el mejor lubricante nunca antes conocido [5].

El enorme desarrollo de los fullerenos ha impactado en casi todas las areas de la quimica, la
variedad de geometrias y simetrias estructurales y la simplicidad de su composicion invitan
ademas a utilizarlos como ejercicios didacticos en la ensefianza de la simetria y la teoria de
grupos aplicada a la espectroscopia. En anteriores contribuciones [6, 7] hemos reportado el
disefio de miembros de la familia de los fullerenos. En el presente trabajo utilizamos estos
modelos y hojas de calculo disefiadas ex profeso, para la determinacion de los modos
fundamentales de vibracion de esta familia de cumulos, que dan lugar a las bandas caracteristicas
de los espectros de IR y Raman, asi como la construccion de modelos con popotes y rafia para
su modelamiento. Cabe recordar que la espectroscopia IR fue la primera técnica mediante la cual
se caracterizo el Ceg [8], de ahi la importancia que tiene el calculo vibracional en estas moléculas.
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Ademas, esta actividad contribuye a la integracion de herramientas tecnolégicas en la educacién
para vencer una de las barreras mas grandes para el aprendizaje de la espectroscopia, que es la
construccion de una imagen mental de las moléculas, de su simetria y su movimiento vibracional.

2. Experimental

MODELOS PARA CONSTRUCCION. Construya los modelos de los fullerenos segun las plantillas
que se muestran en la figura 1y 2, usando la técnica de popote y rafia. Se recomienda apoyarse
de los articulos [6] y [7].

CSO Ctﬁ[] C?O

Figura 1. Fullerenos Cso, grupo puntual Dsh, Ceo, grupo puntual In, y C7o, grupo puntual Dsh. Ensamble las
plantillas el nimero de veces indicado para cada cumulo. Conecte los extremos de los cinturones por la
arista y/o el doble enlace marcados con (*). Una las dos tapas por arriba y por abajo del cinturén para
formar la estructura completa. Los insertos muestran los modelos terminados (con enlaces sencillos para
mejor claridad) con dos vistas: el eje de mayor orden y el plano molecular. En el caso del Ceo, se presentan
3 vistas: un eje Cs, un eje Cs, y un eje Ca.
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D

Figura 2. Fullereno Cas (izquierda), grupo puntual Tq; y C26 (derecha), grupo puntual Dsn. Construya el
armazon de hexagonos y pentagonos como se muestra. Las lineas sencillas y dobles indican popotillo
sencillo o doble, que en Quimica representan enlaces. Amarre con un tramo de rafia las aristas o los
vértices que tienen el mismo numero, y de manera consecutiva. La plantilla se va a ir cerrando, formando
el cumulo correspondiente. Los insertos muestran los modelos terminados (con enlaces sencillos para
mejor claridad) con dos vistas: el eje de mayor orden y el plano molecular.

USO DE HOJAS DE CALCULO PARA LOS MODOS VIBRACIONALES. El método utilizado para
calcular los modos fundamentales de vibracién es el descrito por W. L. Jolly [9] y fue automatizado
en hoja de calculo usando el programa Microsoft Excel. El procedimiento se ejemplifica a
continuacion para el Cys (grupo puntual Dsy, Fig. 2).

1. Se determina el grupo puntual de la molécula, con apoyo del modelo correspondiente.
Figura 3.

plano horizontal

Figura 3. Fullereno C2s mostrando los elementos de simetria que definen el grupo puntual Dsn: un eje
principal, Cs, con giros de 120°; el plano horizontal, on, que refleja la mitad izquierda de la molécula en la
derecha; ejes C2 perpendiculares al Cs, con giros de 180°. El elemento Ss es la combinacion del giro de
120° utilizando el eje Cs, y el plano horizontal, oh. Completando los elementos de simetria, los planos
verticales, ov, se encuentran conteniendo al eje C3, en la figura uno de estos elementos es el plano a lo
largo de la flecha que senala el eje Cs. Todas estas operaciones dejan la molécula indistinguible con
respecto a su posicion original.
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2. Para cada clase de operacion de simetria R, el usuario determina el numero de atomos
que no cambian de posicion, un(R), al llevarse a cabo la operacion. El resultado
correspondiente se teclea en la Seccién 1 de la hoja de calculo en la linea denominada
No. atomos fijos (Tabla 1). En el caso del C, estos son: 26 (E), 2 (Cs), 0 (Cz), 6 (on), O
(S3), 4 (ov) (ver Figura 3).

Tabla 1. Seccion 1 de la hoja de calculo de los modos normales de vibracion, correspondiente al grupo
puntual Dsp.

SECCION 1 DATOS
D3h E 2C3 3C2 OCh 283 30\/ h

R f(R) R
E 3 Cs, Cs?

Ovdh 1 Cs, Ce°

No. de atomos fijos, nu(R) 26 2 0 6 0 4
i 3 S S3?

Valores de f(R)= 3 0 -1 1 2 1
C 1S4 S
X(R) = un (R)*(R) = 78 O 0O 6 0 4 2 b D4
2 3
Coef. de simetria= 1 2 3 1 2 3 12/©©0 Ss, Ss
Cs, C& 1 Se, S¢°
I'(R) = 78 0O 0 6 0 12 e &0

La hoja de calculo multiplica cada valor de nu(R) por el factor apropiado f(R), el cual es la suma
de la diagonal principal en la representacion matricial de la operacién en cuestion [9], y que se
muestra en la Tabla de contribucion a la representacién reducible por operacion de simetria (a la
derecha de la Tabla 1). Esto genera la representacion reducible, T'(R) = X(R)-coef de simetria.
Este ultimo es el numero de operaciones generadas por cada elemento de simetria, o
simplemente el factor numérico de cada operacion. Seccién 1 de la hoja de calculo.

Para efectuar la reduccién de la representacion reducible en sus representaciones irreducibles,
la hoja de célculo multiplica cada caracter de T'(R) (en nuestro ejemplo, estos caracteres son 78
0 06 0 12, como se ve en la ultima linea de la Tabla 1) por el caracter de la representacion
irreducible del grupo puntual (la Tabla de caracteres se muestra a la derecha de la Tabla 2).

El numero de veces que una representacion irreducible se encuentra contenido en la
representacion reducible se obtiene de la sumatoria,

ai = 1/h-> xi(R)-Xi(R) (1)

donde Xi(R) es el caracter i de la representacion irreducible R. La seccién 2 de la hoja de calculo
(Tabla 2), calcula los valores yi(R)-Xi(R), de cada representacion irreducible. El factor h es el
orden del grupo, que resulta de la suma simple de los coeficientes de las operaciones de simetria
del grupo puntual, en nuestro ejemplo h = 12.

El valor a; para cada representacion irreducible del grupo puntual se calcula en la Seccién 3 (Tabla
3), en la primera columna, y corresponde a la representacion de los 3N-grados de libertad de la
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molécula, (I'sn) es decir, todas las formas en que la molécula puede moverse en el espacio
tridimensional y contiene a los modos traslacionales (I'tass), rotacionales (I't) y vibracionales

(Tvib)-

Tabla 2. Seccion 2 de la hoja de calculo de los modos normales de vibracion, correspondiente a la reduccién
de las representaciones irreducibles. La Tabla a la izquierda presenta los resultados del producto
xi(R)-Xi(R), a cada representacion irreducible. La parte a la derecha es la Tabla de caracteres del grupo
puntual (https://es.webqc.org/symmetrypointgroup-d3h.html).

SECCION 2
Dan

A1’

A2'

£

A1"

A2"

"

78
78
156
78
78
156

2Cs;

0
0
0
0
0
0

Tabla de caracteres

D3h E 2C; 3C 2S; 3oy
3C.  on 2S; 3oy . 2 B 3 .

A1l 1 1 1 1 1 1
0 6 0 12

A2' 1 1 -1 1 1 -1
0 6 0 -12

E' 2 -1 0 2 -1 0
0 12 0 0

A1" 1 1 1 -1 -1 -1
0 -6 0 -12

A2" 1 1 -1 -1 -1 1
0 -6 0 12

E" 2 -1 0 -2 1 0
0 -12 0 0

Tabla 3. Seccién 3 de la hoja de calculo de los modos normales de vibracién, correspondiente al calculo de
los modos normales de vibracion. Los valores de la 12 columna (I"an) son el resultado de aplicar la ec.
(1) para cada representacion irreducible (Tabla 2, lado izquierdo); mientras que Tvip = T'an- Trot -

rvib-

SECCION 3. MODOS NORMALES

[an Ttras | Lvib

8 0 0 8

6 0 1 5

14 1 0 13

0 0 5

1 0 6

12 0 1 11
total 48
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Para obtener la I'vi,, se hace la resta I'vic = T'sn - T'rot - T'iras, para cada representacion irreducible
del grupo puntual. Si un modo traslacional se transforma como una representacién irreducible,
entonces tiene como funciones base x, y, z; si un modo rotacional se transforma como una
representacion irreducible, entonces tiene como funciones base Rx, Ry y Rz. Esto se determina
por inspeccion del lado derecho de la Tabla de caracteres correspondiente (la Tabla completa
para el grupo Di, se puede consultar en el sitio https://es.webqc.org/symmetrypointgroup-
d3h.html).

Las reglas de seleccion para las transiciones vibracionales requieren un cambio en el momento
dipolar, es decir, para que un modo vibracional absorba luz infrarroja, debe resultar en un cambio
periodico en el momento dipolar de la molécula [10]. Esto se traduce en Teoria de Grupos a que
las vibraciones normales que son activadas en IR se transforman como las representaciones
irreducibles que tienen como base x, y, z (penultima columna de la Tabla de caracteres, que se
encuentra en la parte derecha de la Tabla 2). Otros modos vibracionales provocan un cambio en
la polarizabilidad de una molécula, es decir, distorsionan la nube de electrones que rodea a la
molécula, sin que necesariamente se produzca un cambio en el momento dipolar, estas
vibraciones son activas en la espectroscopia Raman, y en Teoria de Grupos, son los modos
vibracionales que tienen como base cualquier funcién cuadratica o doble (extrema derecha de la
Tabla de caracteres, https://es.webqc.org/symmetrypointgroup-d3h.html). Las vibraciones no
activas son aquellas que no tienen funciones base en el lado derecho de la misma Tabla. Estos
resultados se presentan en la Seccion 4 de la hoja de calculo (Tabla 4).

Tabla 4. Seccién 4 de la hoja de calculo de los modos normales de vibracion, correspondiente al calculo de
los modos normales de vibracién. Donde R representa los modos normales en Raman y | los modos
normales en Infrarrojo. Los nimeros de estas columnas son el nimero de funciones que tienen como base
X, ¥, z (columna 1) y/o funciones dobles (columna R) de cada representacién irreducible en la Tabla de
caracteres. Luego, las columnas IR activas y RAMAN activas resultan de la multiplicacién simple de |y R

por I'vi, de la Tabla 3.

SECCION 4. VIBRACIONES ACTIVAS E INACTIVAS

R | IR activas RAMAN activas inactivas

1 0 0 8 0

0 0 0 0 0

1 0 0 13 0

0 1 5 0 5

0 0 0 0 0

1 0 0 11 0
TOTAL 5 32 5
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3. Resultados y Discusion

En la Figura 4 se muestra el espectro de IR de molécula C26_D3h, resultado del calculo tedrico
(Gaussian 19) correspondiente. Ademas de la imagen de la hoja de calculo de Excel completa.

IR Spectrum
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T — -~
£ 800+ — 2,000 S 8
(5 3 1
600 L 1,500 3, &

-y ¢ . N ©
2 400 - L 1,000~ @
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SECCION 1 DATOS B N
D3h E 2C3 3C2 ch 2S3 3ov h
No. de atomos fijos| 26 2 0 6 o 4
Valores de f(r)= 3 0 -1 1 -2 1 (de la Tabla 1)
XR) = un R)*(R) 78 0 0 6 0 4
Coef. de simetria= 1 2 3 1 2 3] 12
X(R)= coeficiente* 78 0 0 6 0 12
SECCION 2 TABLA DE CARACTERES
D3h
Al' 1 1 1 1 1 1
A2' 1 1 -1 1 1 -1
B 2 =il 0 2 =il 0
Al 1 1 1 -1 -1 -1
A" b i =l = = 1
B “ <1 0 2 X 0
SECCION 3 REWCCI@NDEREPRESENTACIONES SECCION 4 MODOS NORMALES SECCION 5 VIBRACIONES ACTIVAS E INACTIVAS
‘D3h T 3N T tras T rot T'vib R 1 IR activas RAMAN activas inactivas
Al 78 0 0 6 0 12 8 0 8 1 0 0 8 0
|A2! 78 0 0 6 [ -12 6 0 1 5 0 0 0 0 5
B 156 0 0 12 0 0 14 1 13 1 0 0 13 0
ALY 78 0 0 -6 0 -12 5 0 5 0 1 5 0 0
A" 78 0 0 -6 0 12 7. 1 6 0 0 0 0 6
B 156 0 0 -12 0 0 12 0 i 11 i 0 0 11 0
total 48 5 32 11 i

Figura 4. Arriba: Espectro IR tedrico (Gaussian 19) del Fullereno Cz2s mostrando las bandas de vibracion.
Noétese que las bandas observables son aquellas con valores altos de €, 5 en total, en concordancia con el
célculo realizado por Teoria de Grupos. Abajo: Imagen de la hoja de Excel completa, con las secciones
correspondientes. Los numeros de la seccién 1 resaltados en naranja son los Unicos valores que el usuario
tiene que introducir en la hoja de calculo automatizada.

En la Tabla 5, hacemos un resumen de los resultados obtenidos al aplicar el método a los
fullerenos que se reportan en esta contribucion y otros miembros de esta familia de los cuales
hemos construido las correspondientes hojas de calculo (disponibles solicitando al autor de
correspondencia). El nUmero de atomos que no cambian de posicion, un(R), al llevarse a cabo la
operacion de simetria también puede determinarse por observacién del modelo en pantalla,
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utilizando el software gratuito Nanotube Modeler, Generation of Nano-Geometries, de la firma
JCrystalSoft, 2005-2018 (http://www.jcrystal.com/products/wincnt/).

En todos los casos el numero de lineas concuerda perfectamente con lo observado
experimentalmente o calculado por método tedricos [8], [11] - [14].

Tabla 5. Modos normales de vibracién calculados para una coleccién de 24 fullerenos, 12 en cada columna
(en negritas se presentan los discutidos en este articulo).

atomos de C bandas atomos de C bandas
(G. puntual) IR Raman | (G. puntual) IR Raman
20(In) 1 4 54(D3) 77 79
24(Deq) 8 15 56(D3q) 42 43
26(D3n) 5 32 58(Casv) 87 87
28(Tq) 1" 23 60(ln) 4 10
30(Dsn) 13 23 70(Dsn) 31 53
32(D>) 44 46 76(D>) 165 222
34(Cs) 50 50 76(Tq) 29 59
38(Casv) 57 57 78(C2v) 172 228
40(Tq) 15 31 78(D3) 113 115
42(Ds) 59 61 78(D3n) 55 97
48(Do) 68 70 80(In) 6 14
50(Dsn) 22 38 140(1) 19 42

Una vez que el estudiante domina la técnica de construccién de estos modelos, asi como el uso
de las hojas de calculo y la teoria, se encontrara motivado para abordar el estudio de otros
fullerenos, implementando la construccion de su modelo y llevando a cabo el analisis de los
modos normales de vibracién con la hoja de calculo correspondiente.

4. Conclusiones

El método implementado en este articulo es una herramienta didactica que permite aplicar los
conocimientos de la simetria y de la teoria de grupos, pero también el dominio de la programacion
en hoja de calculo, ademas de la habilidad de construir modelos moleculares de bajo costo.
Ademas, las hojas de calculo pueden utilizarse en otras moléculas para el analisis de los modos
normales de vibracion. La sencillez de su manejo y la posibilidad de interactuar con la hoja
cambiando los datos de entrada hacen de esta aplicacidén un recurso valioso en la docencia de la
espectroscopia e inclusive una herramienta de investigacion, conforme se van desarrollando
nuevas aplicaciones de los fullerenos [15].

Esta herramienta se ha integrado al plan de estudios de la materia de espectroscopia molecular,
de la licenciatura de Quimica Industrial, en un formato de 2 Talleres en el primero, los estudiantes
realizan la construccion de un fullereno, y determinan los elementos de simetria del mismo y en
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el segundo utilizan la hoja de calculo correspondiente para determinar los modos normales
vibracionales.

Estos Talleres se han impartido por varios afios con excelentes resultados, que se traducen en
una mejor comprensién de la Teoria de grupos, un manejo adecuado de la terminologia en
simetria y el manejo de hojas de calculo.
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Sintesis rapida de carbén activado a baja temperatura y una etapa

José Antonio Guevara-Garcia y Elda Jael Olivares Martinez

Resumen

En este trabajo se reporta la sintesis de Carbon Activado (CA) a partir de aserrin de diversas
maderas mediante tratamiento térmico utilizando como agente activador los gases con alto
contenido de azufre que se desprenden del calcinado del cascarén de huevo finamente
pulverizado, aprovechando la misma reaccion de calcinacion para obtener CaO del cascaron. La
co-sintesis se realizé en un crisol Gooch, conteniendo aserrin, sobrepuesto en otro normal,
conteniendo cascaréon de huevo. EI CA se obtuvo a 500 °C, trecientos grados menos que los
procedimientos comerciales donde utilizan temperaturas de 800 °C o mayores, y en varias etapas.
En cuanto al cascarén de huevo, fue necesario un tratamiento posterior a 800 °C para obtener
Ca0. Se utilizé el azul de metileno en solucién acuosa y agua de yodo, para estudiar las isotermas
y la cinética de adsorcidn del CA. Los resultados demostraron que los CA son comparables con
los comerciales en cuanto a superficie especifica, ademas de tener cinéticas de adsorcién rapida.
El método reportado aqui reduce considerablemente los costos de obtencion de CA y de CaO,
puesto que no se utilizan reactivos sino residuos, se utiliza una temperatura de reaccion menor y
se minimiza la emision de gases provenientes de los procesos de combustion.

Palabras clave. Carbén activado, Aserrin, Cascarén de huevo, Oxido de calcio, Adsorcion.

Abstract

In this work, Activated Carbon (AC) was prepared from sawdust of various woods through
heat treatment using as an activating agent the gases with high sulfur content that are
released from the calcination of the finely pulverized eggshell, taking advantage of the
same calcination reaction to obtain CaO from the shell. The co-synthesis was carried out
in a Gooch crucible, containing sawdust, superimposed on another normal one, containing
eggshells. The AC was obtained at 500 °C, three hundred degrees less than commercial
procedures where they use temperatures of 800 °C or higher, and in several stages. As
for the eggshell, further treatment at 800 °C was necessary to obtain CaO. Methylene blue
in aqueous solution and iodine water was used to study the isotherms and adsorption
kinetics of AC. The results showed that CA are comparable to commercial ones in terms
of specific surface area, in addition to having fast adsorption kinetics. The method reported
here considerably reduces the costs of obtaining AC and CaO, since no reagents but
wastes are used, a lower reaction temperature is applied and the emission of gases from
the combustion processes is minimized.

Keywords. Activated carbon, Sawdust, Eggshell, Calcium oxide, Adsorption.
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1. Introduccion

La demanda mundial de agua para todos los usos es actualmente de unos 4,600 km?® al afio y se
estima que aumentara entre 5,500 y 6,000 km?® al afo para 2050, o sea un 20-30% [1]. La
magnitud de este aumento es proporcional al aumento de la poblacién mundial, que se situara
entre 9,400 y 10,200 millones de personas en 2050 [1]. La escasez de agua sera mas grave en
las megaciudades, donde se estima que el 63% de ellas sufrird este problema [2]. Si bien entre
el 56 % y el 66 % de la poblacién mundial estara expuesta a escasez de agua potable durante al
menos un mes o un ano para finales de siglo [3], es urgente realizar importantes inversiones en
sistemas de tratamiento de aguas residuales, en todo caso optimizar los ya existentes, y en la
mejora de los sistemas de distribucion.

La contaminacién del agua por compuestos organicos es un problema mundial. Hoy en dia, una
contaminacion de tratamiento bioldgico y quimico y adsorcién en carbén activado (CA) es cada
vez mas comun para la eliminacién de la amplia variedad de contaminantes recalcitrantes de las
aguas residuales. En particular, el CA se ha utilizado ampliamente en la adsorcién de especies
quimicas de soluciones acuosas como un adsorbente versatil con propiedades de sorcion
6ptimas. Sin embargo, la produccién y regeneracién de CA comercial no son econdmicamente
viables, por lo que la produccion de CA mediante el uso de nuevos materiales y métodos con
materias primas de bajo costo estd cobrando mayor importancia. CA es un término comun
utilizado para describir materiales a base de carbon que contienen una estructura de poros
internos bien desarrollada. Se produce a partir de una amplia variedad de materiales como
madera, carbon, lignito y cascara de coco. Las propiedades de adsorcion unicas del CA, con fines
de remocion de contaminantes, pueden verse significativamente influenciadas por la naturaleza
de los grupos funcionales o atomos unidos quimicamente presentes en la estructura porosa como
oxigeno, hidrégeno, azufre y nitrégeno, carboxilo, carbonilo, fenoles, lactonas, quinonas y otros.
[4].

Entre las materias primas, el aserrin de madera destaca por su abundancia, ya que, a pesar de
su gran numero de usos, se ha estimado que, por cada m® de madera, se obtiene como
subproducto aproximadamente 0.19 m*® de corteza y 0.21 m® de aserrin. Por lo tanto, existen
cantidades significativas de residuos de madera disponibles como materia prima para la
produccién de productos quimicos y biomateriales [5].

La otra materia prima utilizada en este trabajo es el cascardon de huevo. Este es un residuo muy
abundante a nivel mundial, la produccion mundial de huevos de gallina es de 58.7 millones de
toneladas, mientras que, considerando que la cascara de huevo pesa aproximadamente el 10%
de la masa total del huevo, el desperdicio anual de cascara de huevo seria de aproximadamente
5.9 millones de toneladas [6]. Las cascaras de huevo estan compuestas por una red de fibras
proteicas, asociadas con cristales de carbonato de calcio (96% del peso de la cascara), carbonato
de magnesio (1%) y fosfato de calcio (1%), ademas de sustancias organicas y agua. Alrededor
del 70-75% de la estructura de la membrana esta compuesta por proteinas, ricas en aminoacidos
como lisina, prolina, alanina, cisteina y fenilalanina [7].

El objetivo de este trabajo fue incrementar la capacidad de adsorciéon del CA mediante su
activaciéon con compuestos emitidos por calcinaciéon de cascardn de huevo, principalmente de
azufre, ya que esto da lugar a la formacion de complejos carbono-azufre cuya naturaleza facilitan
la retencion de gran variedad de compuestos e iones metalicos, tales como el cadmio, que forman
un fuerte enlace con el azufre [8].
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2. Experimental

2.1. Preparacion de CA y calcinacion de cascara de huevo.

El carbon activado y el calcinado de cascarén de huevo (analisis de Rayos-X en polvo
demostraron posteriormente que se trata de CaOH) se obtuvieron mediante tratamiento térmico
simultaneo. El aserrin de pulpa y corteza de diferentes tipos de madera (Tabla 1) utilizado para
el CA se obtuvo de trabajos previos en nuestro Laboratorio [9]. La cascara de huevo se seco a
temperatura ambiente y, una vez completamente seca, se molié y homogeneizé con una malla
de 0.125 mm. Se colocaron 3 g de cascara de huevo, previamente molida y homogeneizada, en
un crisol. Se colocaron 3 g de serrin de madera en un crisol Gooch. A continuacién, el crisol
Gooch con el aserrin se coloco sobre el crisol con la cascara de huevo. Ambos crisoles se
introdujeron en una mufla con una rampa de temperatura programada de 200 °C durante una
hora y, posteriormente, de 500 °C durante otra hora. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar los
crisoles y se colocaron en un desecador. Se pes6 el CA y el CaOH y se calculan los porcentajes
de rendimiento.

2.2. Estudios de Adsorcion.

Se realizaron estudios de adsorcion con diferentes concentraciones de azul de metileno (AM),
CA y tiempo, a una temperatura constante de 25 °C y un pH de 6.0. Se prepard una solucién
madre de AM disolviendo 1.0 g del colorante en 1 L de agua bidestilada. La concentracién de AM
se varié entre 4 y 20 mg/L, la cantidad de CA se varié entre 0.05 y 0.25 g, y se emplearon tiempos
de 30, 60 y 90 min.

La cantidad de AM adsorbida en el tiempo t, g: (mg/g), se calculé mediante la siguiente ecuacion:

g = (Co—C)w (1)

Donde C; es la concentracion inicial del colorante, C; es la concentraciéon dada en el tiempo ¢, V
es el volumen de la solucion de colorante en litros y M es el peso del CA en gramos.
El porcentaje de eliminacién de AM se calcul6 segun la ecuacion:

remocion(%) = (1 — =) x100 )

1

Donde C,y Csson las concentraciones inicial y final del colorante AM.
Para ajustar la isoterma de adsorcién, se utilizé la ecuacion de Langmuir en su forma lineal:

Ce_ 24—

de dm KaQm

3)

Donde ge (mg/g) y Ce son las cantidades de AM adsorbidas por unidad de masa del adsorbente
y la concentracion de AM no absorbido en solucién, respectivamente; gm es la cantidad maxima
de AM adsorbida por unidad de masa del adsorbente que forma una monocapa; y Ka (L/mg) es
una constante que se relaciona con la afinidad de los sitios de adsorcion [10].

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




SAMQA R

@) 1500180100 HEXICANA DE QUIMICA ANALITICA A<, EN MEXICO

Numero 3, enero — diciembre 2025

Para predecir el proceso cinético del mecanismo de adsorcion, se utilizaron las ecuaciones de
pseudoprimer y pseudosegundo orden de Lagergrens [10]. En este caso, se observo
experimentalmente que se cumple la ecuacion de pseudosegundo orden:

t 1 1
l=2 424 4
4 Kq; qe )

Donde K> es la constante de velocidad de pseudo-segundo orden y ge es la cantidad de AM
adsorbida en el equilibrio (mg/g).

El valor de la superficie especifica S (m?/g) de los CAs obtenidos se calculd con la ecuacion
propuesta por [11]:

IY = 0.77xS + 15 (5)

2.3. Indice de azul de metileno (IAM) e indice de yodo (Il).

La determinacion del |l se realizé segun la norma NMX-F-152-SCFI-2011. En este sentido, las
muestras de carbon activado (700-2000 mg) se ponen en contacto con 100 mL de solucion
acuosa de yodo (0.1 mol/l) a 25 °C, determinando la cantidad de yodo adsorbida mediante
titulacion con tiosulfato de sodio. Asimismo, el IAM se basa en la determinacion de la cantidad
maxima de una solucion estandar al 0.15 % adsorbida por una muestra de 100 mg de carbon
activado durante 10 horas [11].

3. Resultados y Discusion

La Tabla 1 muestra los resultados experimentales. Se observa que se obtuvo CA de calidad
aceptable en términos de IAM, que mide la adsorcion de un colorante industrial. Los valores
obtenidos son inferiores a los reportados para CA de semilla de mamey [12], por ejemplo, pero
los valores de Il obtenidos son comparables con estos ultimos e incluso mejorados en algunos
casos. El CA comercial presenta valores promedio de S de 600 m?/g. EI CA de corteza de pino
alcanza este valor, y el de corteza de oyamel lo supera. EI CA experimental mas avanzado
alcanza valores superiores a 1000 m?/g, pero su activacion se realiza mediante métodos quimicos
complejos [13].

En la Figura 1(a) se observa que la remocion de AM aumenta ligeramente con el tiempo, pero
depende en gran medida de la concentracion del colorante: a mayor concentracion, mayor
adsorcion. Esta dependencia de la adsorcion tanto de CA como de AM se manifiesta en el ajuste
casi perfecto de la ecuacion cinética de pseudosegundo orden (Figura 1(b), con velocidades de
reaccion de hasta 1.97 L3’mg™'s™ y un g en equilibrio de 3.09 mg-g™", en comparacion con los
valores de 0.48 y 1.16 para CA de semilla de mamey, respectivamente [12].
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Tabla 1. Resultados experimentales de IAM, Il y S para CA, y rendimientos para CA y CaOH.

Tipo de madera Rendimiento (%) IAM Il S
CA CaOH (mL/g) (mg/g) | (m?g)

Hule (pulpa) 15.49 78.10

Hule (corteza) 28.78 84.65 2.27 339 421
Pino (pulpa) 15.07 82.10

Pino (corteza) 28.79 81.08 2.04 447 565
Oyamel (pulpa) 9.66 78.85

Oyamel (corteza) 19.18 90.70 2.56 579 733
Semilla de mamey’ 10 430 543
GAC-1240? 559

1. CA obtenido de la semilla de mamey (Mammea americana L.) [12].
2. Carbon activado granular (CAG) comercializado por NORIT Laboratories, Paises Bajos: www.norit-

americas.com

350 - (b) = (a)
80 EEEEERERR SR ERERERRARARAY ..
300 —a— 12 mg/L MB
—e— 20 mg/L MB —=—0.05g AC
250 + —aA— 28 mg/L MB y —e—0.15
= —4—025 A
200 .= 70 B e i ®
150 - A @ ® A- el g
L B 5 G
100 . s ot ® T ) 604 e-~ il
P . A .=
[ s Y O L S5
804 O LRmenmtT e ————TTme =T . il
"fl_“,._ _________ - sl
— ° . &
T T T T T T 50
30 40 50 60 70 80 0 — T T T T T T T
i 30 40 50 60 70 80 90
t (min) )
min

Figura 1. (a) Efecto del tiempo en la eliminacion de AM: 12, 18 y 20 (mg/L), lineas continuas, discontinuas
y punteadas, respectivamente; (b) Grafico de pseudo-segundo orden para la eliminacion de AM con AC:
0.05, 0.15 y 0.25 g, lineas continuas, discontinuas y punteadas, respectivamente. %r — porcentaje de

remocion.
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4. Conclusiones

Se observo que el tratamiento térmico simultaneo tiene un efecto termodinamico que permite la
calcinacién de la cascara y la activacion del carbon a temperaturas mas bajas que los procesos
individuales. Por lo tanto, el CA se obtiene a 500 °C en lugar de 800 °C, mientras que la cascara
de huevo se obtiene en una forma intermedia de CaO, esto es CaOH. Ademas, la adsorcién de
los componentes gaseosos de la calcinacidn de la cascara disminuye sustancialmente la emision
de gases de todo el sistema. ElI CA se caracterizé por IAM e |, resultando comparable con lo
reportado en la literatura [10]. La superficie especifica (S) del CA de corteza de pino alcanzo el
valor de la de los CA comerciales, que tienen un promedio de 600 m#g [13], y la de la corteza de
oyamel fue incluso mayor.

El CA obtenido tiene alta capacidad de adsorcién y altas velocidades de reaccién de adsorcion,
pero es comparativamente menos afin al bromuro de metilo que otros CA reportados en la
literatura. Se sabe que el CA activado con compuestos de azufre, como el H,S, se utiliza como
adsorbente de metales pesados como el cadmio [8]. Es necesario evaluar el CA sintetizado en la
adsorcion de diferentes metales en solucién, puesto que la calcinacion del cascarén de huevo
produce gases ricos en azufre.

Los resultados obtenidos en este trabajo cumplen nuestras expectativas y ofrecen amplias
perspectivas para el uso del CA preparado con esta nueva metodologia. En cuanto al CaO,
preparado con un tratamiento posterior del CaOH a 800 °C, los rendimientos alcanzan el 90%, lo
que posiciona a este método como una ventaja para la preparacion de materiales con alto valor
afiadido y beneficios ambientales. Este material se probara como catalizador heterogéneo en la
sintesis de biodiésel [14], y como coadyuvante en la pirdlisis de material celuldsico residual [15].
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Convenio y uso de la Escala de Prediccion de Reacciones (EPRx) del

convenio de Charlot para hacer calculos de pH en mezclas complicadas
Alberto Rojas-Hernandez, Maria Teresa Ramirez-Silva*

Resumen

Los calculos de pH son actividades de aprendizaje frecuentes en los cursos y libros que tocan el tema
acido-base de Brgnsted. Y aunque es un tema obligado, generalmente se ensefia a hacer calculos en
sistemas simples, como puede ser el caso de una solucién acuosa de un acido, una base o un anfolito
de un sistema poliprético, una mezcla de acidos monoproéticos o una mezcla del acido y la base del
mismo par acido-base conjugado. Sin embargo, en el ejercicio profesional, los quimicos utilizan
soluciones acuosas mucho mas complicadas, y la mayoria de los cursos y libros no ilustran este tipo
de sistemas. En el presente articulo se muestra una metodologia que, si se sigue paso a paso, permite
obtener valores de pH muy cercanos al valor experimental, aun en el caso de soluciones acuosas de
mezclas de especies de varios sistemas polidonadores de protén, utilizando para ello el método de
Charlot y el concepto de equilibrio representativo. La misma metodologia permite también tener una
idea de los errores cometidos sobre las concentraciones de las especies en sistemas en el equilibrio
termodinamico, para evaluar la bondad del modelo para los calculos efectuados. Finalmente, se usa
también un algoritmo que permite hacer el calculo del pH en este tipo de sistemas, con un conjunto
completo de equilibrios independientes (que es un modelo mucho mas robusto). En este trabajo se
demuestra que el calculo de pH con el mejor modelo de un equilibrio generalmente esta muy cerca
del valor calculado con el modelo robusto y del valor experimental.

Palabras clave. Calculo de pH, Equilibrios independientes, Equilibrio representativo, Método de
Charlot, Escala de prediccion de reacciones.

Abstract

Calculations of pH values are frequent learning activities in courses and books concerning Brgnsted
acid-base theory. Even though it is an obligatory topic; the teaching lies only in simple systems, like an
aqueous solution of an acid, base or ampholyte of a polyprotic system, a mixture of monoprotic acids,
or a mixture of the acid and base of the same conjugated system. Nevertheless, in professional
practice, chemists use aqueous solutions much more complex, not illustrated in most courses and
books. The present paper shows a methodology that, if followed step by step, allows obtaining pH
values very near to the experimental value, even in the case of mixtures of several polydonors of
protons in aqueous solutions, using Charlot’'s method and the concept of the representative equilibria.
The same methodology also allows evaluating the errors on the species concentrations at the
thermodynamic equilibrium of the system. Finally, in the paper an algorithm is described to calculate
the pH value in these systems with a complete set of independent equilibria (a much more robust
model). In this work, it is demonstrated that pH determination with the best one-equilibrium model
generally is almost the same compared with the pH obtained with the robust model, and to the
experimental value.

Keywords. pH calculations, Independent equilibria, Representative equilibrium, Charlot’'s method,
Reactions prediction scale.
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1. Introduccion

A pesar de que los calculos de pH se tratan en cualquier curso o libro que se relacione con la
teoria acido-base de Brgnsted, generalmente se presentan los célculos en los casos mas simples.
Los profesionales de la quimica preparamos soluciones mucho mas complejas, pero los libros
casi nunca ilustran calculos de pH para este tipo de sistemas.

Hace tiempo presentamos una metodologia que se aplica a estos calculos, aun en el caso de
mezclas complicadas en solucion acuosa [1]. En esa publicacion explicamos el calculo de pH en
una solucién acuosa de Alka-Seltzer clasico, pero el espacio en que se desarrollé fue muy
limitado. Es por lo que decidimos escribir el presente articulo, con una explicacién mas detallada
para dos ejemplos: una mezcla de interaccion y una mezcla de reaccion, buscando mayor difusion
para aplicar dicha metodologia.

2. Teoria, Metodologiay Ejemplos de Aplicacion

El método de Charlot para el estudio de los sistemas acido-base de Brgnsted involucra la
construccion de una Escala de Prediccion de Reacciones (EPRx). En una publicacién previa se
ha descrito el convenio de Charlot para construirla [2], aunque en esa publicacién se ha aplicado
solamente a la construccion de Diagramas de Zonas de Predominio (DZP).

Ahora bien, en el método de Charlot y para un sistema polidonador de n protones
(HpL/ .../H;L/ ../JHL/L/H%), se colocan en la EPRXx los n pares donador/receptor conjugados de
las especies de L de formacion (o de disociacion) a través de los equilibrios sucesivos. También
se colocan los pares del agua (H*/H,0 y H,0/OH™), con lo que queda representado el equilibrio
de autoprotdlisis. Para construir la EPRx se ha utilizado un conjunto completo de equilibrios
independientes [3]; de manera que se tiene toda la informacién quimica del sistema en ella.

Sin embargo, la filosofia del método de Charlot es identificar el equilibrio que contribuye mas a
las condiciones de equilibrio termodinamico del sistema. Aproximadamente en un 80 % de todos
los casos de interés practico, esto es posible, y la EPRx es esencial para proponer el equilibrio
representativo, que constituye el mejor modelo de un equilibrio.

2.1. Mezclas de interaccion y mezclas de reaccion

Para poder identificar el equilibrio representativo, que en el método de Charlot se usa como si
fuera el Unico presente en el sistema para determinar el estado de equilibrio, las mezclas de las
especies se clasifican como mezclas de interacciéon o mezclas de reaccion.

Se definen como mezclas de interaccion aquéllas en donde las especies mezcladas, como
reactivos, sélo muestran procesos quimicos con constantes de equilibrio menores que uno.

Por oposicion a las mezclas de interaccion, se definen como mezclas de reaccion aquellas en
donde al menos hay un proceso quimico, con especies mezcladas en reactivos, con constante
de equilibrio mayor que uno.

En el algoritmo de Charlot, para determinar las condiciones de equilibrio del sistema con el
equilibrio representativo y el pH de éste, las mezclas de reaccion se llevan (metédicamente) a la
primera mezcla de interaccion que tiene la misma condicién de equilibrio que la mezcla de
reaccion inicial. Esto es posible porque en la termodinamica las funciones de estado dependen
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de la condicion inicial (el estado inicial) y de la final, pero no del camino recorrido para alcanzar
la condicion de equilibrio (el estado final).

2.2. Metodologia para proponer el estado de equilibrio del sistema con ayuda de la
EPRx

1. Calculo de las concentraciones iniciales de las especies en la mezcla por la dilucion (si la
hubiere).

2. Disociacién completa de electrolitos fuertes en sus iones (si los hubiere) y calculo de
concentraciones iniciales de las especies disociadas.

3. Construccion de la EPRx especifica para la mezcla inicial a considerar. Si la mezcla es de
interaccion esa EPRXx inicial es la que se va a utilizar para el punto siguiente. Si la mezcla es de
reaccidén se hacen avanzar las reacciones al 100% (una por una, empezando por la de constante
de equilibrio mayor). Se construye entonces la EPRx especifica después de cada reaccion, hasta
llegar a la primera mezcla de interaccién (que es entonces equivalente a la mezcla inicial).

4. Propuesta del Equilibrio Representativo y calculo de las condiciones de equilibrio de las
especies involucradas en ese equilibrio. El Equilibrio Representativo generalmente es el de mayor
constante de equilibrio, de entre los equilibrios que se presentan con especies mayoritarias.

5. Calculo de las concentraciones de las especies mayoritarias.

6. Calculo de concentraciones de las especies minoritarias, una a una, usando los equilibrios que
completen un conjunto de equilibrios independientes.

7. Calculo del porcentaje de error sobre las concentraciones totales de los componentes de la
mezcla y sobre la carga eléctrica de la disolucion, para verificar si el "mejor modelo de un
equilibrio" no presenta inconsistencias y tiene un error de calculo pequefo, o si debiera utilizarse
un modelo mejor (de 2 equilibrios simultdneos o mas).

Los puntos 3, 4 y 5 de la metodologia representan los aspectos centrales del método de Charlot
y la aplicacién de la clasificacion de mezclas de interaccion y de reaccion. Los puntos 1, 2,6y 7,
por lo general, no se hacen en forma explicita en los cursos o en los libros; sin embargo, en este
caso se consideran esenciales (sobre todo para personas que comienzan a estudiar estos temas).
Los puntos 1y 2 permiten mostrar explicitamente calculos basicos que son indispensables, como
punto de partida para determinar la condicién de equilibrio del sistema. Los puntos 6 y 7 son
necesarios para saber si el calculo es autoconsistente; esto es, si la aproximacion del mejor
modelo de un equilibrio permite determinar las condiciones de equilibrio del sistema con un error
pequefo sobre las concentraciones de las especies del sistema en equilibrio termodinamico.

2.3. Ejemplo de calculo de condiciones de equilibrio y pH para una mezcla de
interaccion compleja

El citrato de oxolamina es una sal organica y es el principio activo de algunos antitusivos y
expectorantes comerciales. Su formula condensada es CxH27N30s, que corresponde con 1 mol
del anion citrato diacido y 1 mol del cation oxolamonio (como se muestra en la Figura 1). Su masa
molar es igual a 437.499 g/mol. La formula farmacéutica del jarabe dice que hay 1 gramo del
principio activo HOxol(H2Cit) por cada 100 mL de jarabe. Calcular las concentraciones de
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equilibrio de todas las especies y el pH con el modelo del equilibrio representativo. Evaluar
también el error cometido sobre los componentes y sobre la carga eléctrica con dicho modelo.

HO
O

[ i
+
// N\/\r N HO OH
—
| ) 0

HOxol" H,Cit”
Figura 1. Férmulas desarrolladas del oxolamonio (HOxol*) y del citrato diacido (Hz2Cit").
2.3.1. Calculo de concentraciones iniciales de las especies mezcladas.
Para calcular la molaridad del citrato de oxolamina en la solucién acuosa del jarabe, hay que
dividir la cantidad de sustancia del citrato de oxolamina, que hay en 1 gramo, entre el volumen

de 100 mL. Asi:

1000.0 mg 1 mmol
X
100 mL  437.499 mg

[HOxol(H,Cit)] = ~ 0.02286 M

2.3.2. Disociacién completa de electrolitos fuertes.
Suponiendo que la sal organica es un electrolito fuerte se tiene que:

HOxol(H,Cit) » HOxolt* + H,Cit™
inicio 0.02286M
equilibrio 0 0.02286M  0.02286M

2.3.3. Construir la EPRXx especifica para esta solucion y sefalar si la mezcla es de interaccion o
reaccion.

La EPRx especifica, para este sistema, se muestra en la Figura 2. Es la EPRx especifica porque
en ella se han sefialado las especies que se han mezclado, después de haber considerado la
disociacion de electrolitos fuertes. En esa EPRx se observa que se establecen seis equilibrios en
la solucidn, usando como reactivos las especies mezcladas: equilibrios quimicos de un acido y
una base (presentes en la mezcla) que interaccionan entre si. Estos equilibrios se muestran en
la Tabla 1.
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0.02286 M 0.02286 M
H+  HsCit 4 HCit2-
} /] | | | -
0 31/ 48 64 8.4 14
HCit>~  Cit3~ Oxol OH~
0.02286 M

Figura 2. EPRXx especifica para la solucion de 1 g de citrato de oxolamina, que muestra que la mezcla es
de interaccion. Los valores de pKa se tomaron del trabajo final del proyecto de investigacion de licenciatura
de Alonso Rojas y Guerra Flores [4]. La flecha sefiala la interaccion mas importante (el equilibrio
representativo), como se explica en el texto.

Tabla 1. Equilibrios que se presentan en la solucién del jarabe de citrato de oxolamina, usando las especies
mezcladas como reactivos.

Nurqe_ro d € Interaccién quimica Keg*

equilibrio
1 H,Cit™ 2 HCit?>~ + H* 10(0-0-48) — 10—*8
2 HOxol* 2 Oxol + H* 10(0-0-84) — 10—8+4
3 H,0 2 H* + OH~ 10(00-140) — 10-140
4 2H,Cit™ 2 H;Cit + HCit?~ fpleis) = ogdy
5 H,Cit™ 4+ HOxol* 2 H;Cit + Oxol 10B1-84) — 109—53
6 H,Cit~ + H,0 2 H;Cit + OH™ 103-1-14.0) — 1(—109

*

el exponente es negativo (y la constante de equilibrio menor que la unidad) porque
el acido estd a la derecha de la base al interaccionar como reactivos en ese
equilibrio

Cabe senalar que, siendo el H.Cit™ una especie perteneciente a un sistema tridonador de
protones, el HOxol* una especie perteneciente a un sistema monodonador de protones y a que
la solucidn es acuosa, deben reunirse 5 equilibrios independientes para tener toda la informacion
quimica del sistema.

2.3.4. Propuesta del equilibrio representativo y planteamiento de la condicion de equilibrio en la
solucion.

Generalmente el equilibrio representativo en el sistema (el mejor modelo de un equilibrio) es el
que tiene la constante de equilibrio mas grande. En este caso, de acuerdo con la Tabla 1, el
equilibrio representativo deberia ser la dismutacion del citrato diacido, porque es la interaccién
de un acido y una base mezclados que se encuentran en los pares mas cercanos en la EPRx.
Por lo tanto, para plantear la condicion de equilibrio, se hace la Tabla de Variaciéon de Cantidades
de Sustancia que se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tabla de Variacion de Cantidades de Sustancia para el equilibrio representativo que se presenta
en el jarabe de citrato de oxolamina.

2 HaCit S HsCit + HCit2- Kaismi = 10717
inicio 0.02286 M
equilibrio | 002286 M(1-2Y) 0.02286 My 02286 My

2.3.5. Calculo de las concentraciones de equilibrio de las especies mayoritarias.
Para conocer las concentraciones de las especies mayoritarias del sistema en el equilibrio
termodinamico, se sustituyen las concentraciones de equilibrio de la Tabla 2 en la constante de

dismutacion. Como la constante de ese equilibrio no es muy pequefia 2y no debe ser despreciable
frente a 1. Asi:

K. _ (0.02286y)(0.02286y) _ _ v¥* Y _— K- Sy= VKdismi_ _ 10717 0110139
dism1 [0.02286(1—2Y)]2 (1-2y)2  (1-2y) dism1 142 Raisms  1+2410-17 '

Y las concentraciones de equilibrio de las especies mayoritarias son:
[H,Cit™] = 0.02286 M(1 — 2y) = 0.02286 M(1 — 2(0.110139)) ~ 0.017824 M,
[H;Cit] = [HCit?"] = 0.02286 My ~ 0.02286 M(0.110139) = 0.002518 M,
[HOxol*] = 0.02286 M

2.3.6. Calculo de las concentraciones de equilibrio de las especies minoritarias.

Las especies cuyas concentraciones falta conocer son: Cit*, Oxol, OH- y H*. Estas
concentraciones deben ser mucho menores a las calculadas en el inciso anterior, si el equilibrio
representativo basta para conocer todas las concentraciones con un error pequefio (por ejemplo,
menor o igual al 5 %).

Para conocer estas concentraciones hay que utilizar cuatro equilibrios independientes, en donde
s6lo haya una concentracién desconocida de las especies minoritarias.

Asi por ejemplo:

Para conocer [Cit*], se va a usar el equilibrio:

M 2HCit?>~ 2 H,Cit™ 4+ Cit3” Kgigmp = 10*476D = 10717
0.002518 0.017824 X

= 10717 ~ 0.017824x/(0.002518)?

= [Cit3"] = x = [10717(0.002518)2/0.017824] M ~ 7.10 X 107 ° M

Para conocer [Oxol], se va a usar el equilibrio:

M Cit3~ 4 HOxol* 2 HCit?” + Oxol  Kjyy = 10064784 = 10720
7.10 x 107¢ 0.02286 0.002518 y

= 1072% ~ 0.002518y/[(7.10 x 107¢)0.02286]

= [Oxol] =y ~ [1072°(7.10 x 1075)0.02286,/0.002518] M =~ 6.45 x 10~7 M

Para conocer [H'], se va a usar el equilibrio:
M HiCit 2H,Cit™ + HY K, = 10003 = 10731
0.002518 0.017824 z
= 10731 ~ 0.0178242/0.002518
= [H*] =z ~ [10731(0.002518)/0.017824] M ~ 1.12 X 10™* M = pH = 3.95

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




SAMQA DE LA QUIMICA ARALITICA

mmclun HEXICANA DE QUIMICA ANALITICA A.C. EN MEXICO

Numero 3, enero — diciembre 2025

Para conocer [OH], se va a usar el equilibrio:
M H,0 2 H* + OH™ K, =100071%0 = 10-1%0
- 112 x 107* w
= 1070~ 1.12 x 10™*w
= [OH ] =w= [107'*°/1.12 X 107*] M = 893 x 107'* M = pOH = 10.05

2.3.7. Calculo de los porcentajes de error cometidos en el mejor modelo de un equilibrio.

Calculo del porcentaje de error sobre la concentracion del componente oxolamina (PEOxol).
Del balance de cantidad de sustancia del componente oxolamina, se tiene:

0.02286 M = [0x0l]¢ota) = [HOx01*] + [Ox0l] = (0.02286 + 6.45 x 1077) M

= PEOxol = (6.45 x 1077/0.02286)100 % ~ 2.82 x 1073 %

Calculo del porcentaje de error sobre la concentracion del componente citrato (PECit).
Del balance de cantidad de sustancia del componente citrato, se tiene:

0.02286 M = [Cit]ota; = [H5Cit] + [H,Cit™] + [HCit?~] + [Cit3~] =

=(0.002518 + 0.017824 + 0.002518 + 7.10 x 107®) M = (0.02286 + 7.10 X 10~ ®) M

= PECit = (7.10 x 107°/0.02286)100 % =~ 0.03 %

Calculo del porcentaje de error sobre la carga eléctrica (PEQ).
De la ecuacion de electroneutralidad del sistema:
[HOxol*] + [H*] = [OH™] + [H,Cit™] + 2[HCit?~] + 3[Cit3"]
(0.02286 + 1.12 x 10™*) M = (8.93 x 107! + 0.017824 + 2(0.002518) + 3(7.10 x 107)) M
= (0.02286 + 1.12x 10™*) M = (8.93 x 107'* + 0.02286 + 3(7.10 x 107°)) M
= (0.02286 + 1.12x 107* —=8.93 x 10711 — 2,13 x 107> )M = (0.02286) M
= PEQ = (1.12x 107 —8.93 x 10711 — 2.13 x 1075/0.02286)100 % =
= (0.000302/0.02286)100 % =~ 0.40 %

Como todos los porcentajes de error sobre las concentraciones y la carga eléctrica son menores
al 5 %, el modelo del equilibrio representativo (el mejor modelo de un equilibrio) basta para
conocer las concentraciones de equilibrio del sistemay el pH, sin necesidad de ocupar un modelo
con mas equilibrios independientes simultaneos.

2.3.8. Comprobacion del calculo con un modelo robusto, a partir de establecer el calculo iterativo
con un conjunto completo de equilibrios independientes.

Se establece una ecuaciéon que permita iterar el pH.

Asi, a partir de la ecuacion de electroneutralidad, las fracciones de los diagramas de distribucién
para las oxolaminas y los citratos, y la constante de autoprotdlisis del agua (como se explica en
la referencia [1]) se llega a la ecuacion (1).

faoxor* [OXOl]total + [H ] K / 1+ (fH cit— t ZfHCItZ + 3fC1t3 )[Cit]total (1)

Iterando con la rutina Solver, preprogramada en la hoja de calculo de Excel (Office 365 de
Microsoft®) se llega a la condicion de equilibrio que se muestra en la Figura 3.
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[HOxol] + [H] = [OH] + [H,Cit] + 2 [HCI] + 3[CitH]

H,Cit Problema HOxol”
pKal = 3.1 logBeta3 = 14.3
praz= 4.8 logBeta2 = 11.2 pKal= 8.4 logBetal = 8.4
pKa3i= 6.4 logBetal = 6.4
[Cit] = 0.02286 M [Oxol] = 0.022860 M
|pH | [cit] [HC]  [HiCit]  [HsCit] [cit] [Oxol] [HOxol+]  [Oxal’]
3.95785032. 9.25818E-06 0.00256257 0.017816597 0.002471573 0.02286 8.25868E-07 0.022859174 0.02286

Suma de la carga de los cationes (SCC)  0.022969366
Suma de la carga de los aniones (SCA)  0.022969504

Diferencia 1.37841E-07 0.000600108 %

Calculo_pH_Electroneutralidad

listo T2 Accesibilidact todo comecto BH m = 1 +100%
Figura 3. Hoja de calculo que considera la ecuacion (1) para iterar el valor de pH a la igualacion de ambos
miembros de dicha ecuacion, para el jarabe de citrato de oxolamina.

Como se puede apreciar en la Figura 3, el célculo de pH difiere solamente en 1 centésima; y las
concentraciones de equilibrio también difieren muy poco. Esto demuestra que el mejor modelo
de un equilibrio da un valor calculado con errores pequenos (adecuados). Aunque, por supuesto,
el modelo robusto para el calculo permite obtener errores mucho mas pequefios.

2.4. Ejemplo de calculo de condiciones de equilibrio y pH para una mezcla de reaccion
compleja

Se mezclan 25 mL de acido fosférico 0.0960 M con 25 mL de fosfato acido disédico 0.0300 M y
25 mL de fosfato trisddico 0.0300 M.

2.4.1. Calculo de concentraciones iniciales de las especies mezcladas.

Para calcular la molaridad de los diferentes fosfatos mezclados en la solucidon acuosa, se va a
considerar la aproximacion de que el volumen total de la solucion resultante es igual a la suma
de los volimenes mezclados; esto es, 75 mL. Asi:

[H;P0,] = ZE28%0 ) — 00320 M, [Na,HPO,] = [Na3PO,] =

25 mL (0.0300 M)

— =0.0100 M
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2.4.2. Disociacién completa de electrolitos fuertes.
Se han mezclado dos electrolitos fuertes, de manera que:

Na,HPO, —» 2Na* + HPO%~
inicio 0.0100 M
DD1 0 0.0200M  0.0100M

NazPO, » 3Nat + PO}~
DD1 0.0100M 0.0200 M
DD2 0 0.0500M 0.0100 M

Entonces, el recuento de concentraciones de las diferentes especies después de considerar las
diluciones y las disociaciones de electrolitos fuertes es:

[H;PO,] = 0.0320 M, [HPO2~] = [PO3~] = 0.0100 M, [Na*] = 0.0500 M

2.4.3. Construir la EPRXx especifica para esta solucion y sefalar si la mezcla es de interaccion o
reaccion.

La EPRXx especifica, para este sistema, se muestra en la Figura 4. En esa EPRX inicial se observa
que pueden ocurrir dos reacciones entre las especies mezcladas, que se muestran en la Tabla 3.

EPRx inicial ) 137 0.010 M
Ht E:PO) HoPO;
‘ N S Jr | ‘ > pH
N 2.1 6.8 — 117 14|
0.010 M 0.010 M

Figura 4. EPRXx especifica para la mezcla de fosfatos descrita en el texto. Los valores de pKa se tomaron
del articulo de Rodriguez-Laguna y col. [5], pero se redondearon a la décima. Se observa que pueden
ocurrir dos reacciones, sefaladas con doble flecha roja.

Como se observa en la Tabla 3, la reaccién que debe considerarse primero es la de la constante
de equilibrio mas grande. Asi, se hace avanzar al 100 %, de acuerdo con el reactivo limitante.

Tabla 3. Reacciones que se presentan en la mezcla de fosfatos descrita en el texto.

Numero de reaccién Reaccién quimica Kgi*
1 H,;PO, + PO,°” 2 H,P0,” + HPO,*~ 10017-21) — 1096
2 H,PO, + HPO,*~ 2 2H,P0,” 10(6:8-2.1) = 10%7

* el exponente es positivo (y la constante de equilibrio mayor que la unidad) porque el acido
esta a la izquierda de la base que reacciona, en los reactivos de ese equilibrio
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R1 H;PO, + PO}~ - H,P0%  + HPO%~ Kgi = 10%6 > 1
inicio 0.0320M 0.0100 M 0.0100 M
DR1 al 100 % 0.0220 M 0 0.0100M  0.0200 M

Entonces se construye la EPRx especifica, después de haber considerado el avance de la
reaccion 1 al 100 %. Esta EPRx se muestra en la Figura 5.

EPRx DR1 0.022 M 0.010 M 0.020 M
| | | | - bH
of 21 6.8] 117 14| ’
0.010 M 0.020 M

Figura 5. EPRx especifica para la mezcla de fosfatos después de haber considerado la primera reaccion,
como si ocurriera al 100 %, de acuerdo con el reactivo limitante. Se observa que hay una segunda reaccion,
que también debe hacerse avanzar al 100 %, de acuerdo con el reactivo limitante.

En la Figura 5 se observa que hay una segunda reaccion (que en este caso era la reaccién 2 de
la Tabla 3). Por la metodologia, esta reacciéon 2 también se debe hacer avanzar al 100 %, de
acuerdo con el reactivo limitante.

R2 H;PO, + HPO% - 2H,PO; Kgi = 10%7 > 1
DR1 al 100 % 0.0220 M 0.0200 M 0.0100 M
DR2 al 100 % 0.0020 M 0 0.0500 M

Entonces se construye la EPRx especifica, después de haber considerado el avance de la
reaccion 2 al 100 %, (Figura 6), en donde se observa que la mezcla que queda ahora es de
interaccion. De las cinco interacciones quimicas posibles entre las especies mezcladas, que se
muestran en la Tabla 4, la de mayor constante de equilibrio seria la primera propuesta para el
equilibrio representativo.

Cabe aclarar que, siendo los fosfatos especies pertenecientes a un mismo sistema tridonador de
protones y a que la solucion es acuosa, deben reunirse 4 equilibrios independientes para tener
toda la informacion quimica del sistema; esto es, de los 5 equilibrios de la Tabla 4 so6lo algunos
podran formar parte de un conjunto de equilibrios independientes.
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EPRxDRZ 902 M 0.050 M
u+  (H.P0, HPO2"
| | | | . DH
N 2.1 6.8] 1.7] 14
@ HPOZ~ PO;~ OH~™
0.050 M

Figura 6. EPRx especifica para la mezcla de fosfatos después de haber considerado la segunda reaccion,
como si ocurriera al 100 %, de acuerdo con el reactivo limitante. En este caso ya se observa una mezcla
de interaccién, en donde el equilibrio representativo se muestra con la doble flecha azul.

Tabla 4. Equilibrios que se presentan en la mezcla de fosfatos, usando las especies mezcladas como

reactivos.

Numero de L . "

equilibrio Interaccion quimica Keq
1 H,PO, 2 H,PO; + H* g2l — g2
2 H,PO; 2 HPOZ~ + H* 10(00-68) — 1(—68
3 2H,P0; 2 H;PO, + HPOZ~ 1021-68) = 1047
4 H,PO; + H,0 2 H;P0, + OH™ 10(21-14.0) — 10—119
5 H,0 2 H* + OH~ 10(00-140) — 1—140

* el exponente es negativo (y la constante de equilibrio menor que la unidad) porque
el acido estda a la derecha de la base que interaccionan como reactivos en ese
equilibrio

2.4.4. Propuesta del equilibrio representativo y planteamiento de la condicion de equilibrio en la
solucién.

Como el mejor modelo de un equilibrio normalmente es el de mayor constante de equilibrio, se
puede partir de seleccionar el primer equilibrio de la Tabla 4 como equilibrio representativo: esto
es, la disociacioén acida del acido fosférico. Por lo tanto, para plantear la condicién de equilibrio,
se hace la Tabla de Variacion de Cantidades de Sustancia que se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Tabla de Variacion de Cantidades de Sustancia para el equilibrio representativo que se presenta
la mezcla de fosfatos.

2 H3PO, S H,P04 + H+ Koy = 1021
DR2 0.0020 M 0.0500 M
equilibrio 0.0020 M(1-0t) 0.0020 M(25 + Q) 0.0020 M oL
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2.4.5. Calculo de las concentraciones de equilibrio de las especies mayoritarias.

El parametro Ka1/C, indica que el acido fosférico se disocia mucho, y que es muy probable que lo
siga haciendo, a pesar de la presencia del fosfato diacido que se forma después de las reacciones
iniciales. Asi:

2
Kal — 10_2.1 — (0.0020((])(()(()].;)(5101—0(()).0020()) — a(0.0S(ii;(()];OOZOL)) — 0.0500;-!;(:].(0020( N 10_2'1 _ 10_2'1(X = 0.050a + OOOZ(XZ

-2.1 -2.1
= 0.00202 + (0.050 + 10~21)q — 10721 = = o2 4 Q3010 107 _
0.002 0.002

Como en la expresion de la solucion general de ecuaciones cuadraticas, en este caso

-2.1 -2.1 _101.462 1.462)2 _ —100.599
A= 1' B = w ~ 101.462 yC — 10 ~ _100.599 = o 10 +\/(10 )?2-4(1)(-10 ) ~ 0.136446
0.002 0.002 2(1)

Y las concentraciones de equilibrio de las especies mayoritarias son:

[Na*] = 0.0500 M

[H;PO,] = 0.0020 M(1 — ) = 0.0020 M(1 — 0.136446) ~ 0.001727 M,

[H,POZ;] = 0.0500 M + (0.0020 M)a = 0.0500 M + (0.0020 M)0.136446 = 0.050273,
[H*] = (0.0020 M)a =~ (0.0020 M)0.134664 ~ 0.000273 M = pH =~ 3.56

2.4.6. Calculo de las concentraciones de equilibrio de las especies minoritarias.

Las especies cuyas concentraciones falta conocer son: HPO.*, POs*> y OH-. Estas
concentraciones deben ser mucho menores que las calculadas en el inciso anterior, si el equilibrio
representativo basta para conocer todas las concentraciones con un error pequefio (por ejemplo,
menor o igual al 5 %).

Para conocer estas concentraciones hay que utilizar tres equilibrios independientes, en donde
solo haya una concentracion desconocida de las especies minoritarias.

Asi por ejemplo:

Para conocer [HPO4?7], se va a usar el equilibrio:

M 2H,PO; 2 H3;PO, + HPO3™ Kgigmi = 1031768 = 1047
0.050273 0.001727 X

= 107*7 ~ 0.001727x/(0.050273)?

= 3 | =x=[10"*7(0. . ~ 292 x 10~
HPO? [107+7(0.050273)2/0.001727] M ~ 2.92 x 10~5 M

Para conocer [PO4*], se va a usar el equilibrio:

M 2HPO}™ 2 H,P0; + PO}~ Kgigme = 10687117 = 10749
2.92 x 107° 0.050273 y

= 10™*% ~ 0.050273y/(2.92 x 1075)?

= [Poi‘] =y~ [107*°(2.92 x 1075)2/0.050273] M ~ 2.14 x 10"13 M

Para conocer [OH], se va a usar el equilibrio:
M H,0 2 H* + OH™ K, =1000-140) = 10-140
- 2.73 x 107* w
= 107140 = 2,73 x 10~ *w
= [OH ] =w = [1071*0/2.73 x 107*] M = 3.66 Xx 1071 M = pOH = 10.44
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2.4.7. Calculo de los porcentajes de error cometidos en el mejor modelo de un equilibrio.

Calculo del porcentaje de error sobre la concentracion del componente fosfato (PEPO,).
Del balance de cantidad de sustancia del componente fosfato, se tiene:

0.0520 M = [PO,]ota1 = [H3PO,] + [H,PO;] + [HPO3™] + [PO37] =

=(0.001727 + 0.050273 +2.92 X 107° + 2.14 X 107*3) M = (0.0520 + 2.92 X 107> + 2.14 x 107 3) M
= PEPO, = (2.92 x 107> + 2.14 x 10713/0.0520)100 % =~ 0.056 %

Calculo del porcentaje de error sobre la carga eléctrica (PEQ).

De la ecuacion de electroneutralidad del sistema:

[Na*]+ [H*] = [0OH™] + [H,PO;] + 2[HPOZ™] + 3[P03~]

(0.0500 4+ 2.73 x 10°H M = (3.66 x 10711 +0.050273 + 2(2.92 x 107%) + 3(2.14 x 10—13)) M
= (0.050273) M = (3.66 x 10711 4+ 0.050273 + 2(2.92 x 107>) + 3(2.14 x 10-13)) M

= PEQ = (3.66 X 107! + 5.84 x 107> + 6.42 x 1073/0.050273)100 % =
~ (5.84 x 107°/0.02286)100 % =~ 0.12 %

2.4.8. Comprobacién del calculo con un modelo robusto, a partir de establecer el calculo iterativo
con un conjunto completo de equilibrios independientes.

" Autoguardado I 9. % CalculosDe-pH_Fosfatos TAQAM_.. v
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M [Na*] +

H] = [OH] + [HPOs] + 2[HPO] + 3[PO]

HyPO,

pKal= 2.1 logBeta3 = 20.6
pKa2= 6.3 logBeta2 = 18.5
pKa3= 11.7 logBetal = 11.7
3 [Cit] = 0.052 M
B00 De 1a mezcla inicial |pH |[H+] [OH-] [PO4™] [HPO4™]  [H,PO4T]  [H;PO4] [PO4’]
[Na#] = 0.05 M 3.55742361 0.00027706 3.60931E-11 2.06881€-13 2.87274E-05 0.050219613 0.00175166 0.052

Suma cationes - suma de aniones espectadores 0.05
Suma aniones-Suma cationes  0.05000001
Diferencia 6.1209€-09

1.22419€-05 %

Calculo_pH_Electroneutralidad

T Accesibilidad: todo comecto
Figura 7. Hoja de calculo que considera la ecuacion (2) para iterar el valor de pH a la igualacién de ambos
miembros de dicha ecuacion, para la mezcla de fosfatos descrita en el texto.

Nuevamente, a partir de la ecuacion de electroneutralidad, las fracciones de los diagramas de
distribucion los fosfatos, y la constante de autorpotdlisis del agua (como se explica en la referencia
[1]) se llega a la ecuacion (2).
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[Na*] + [H*] = K,,/[H*] + (fHZPOZ + 2fypoz- + 3fpo§-)[P04]tota1 (2)

Iterando con la rutina Solver, preprogramada en la hoja de calculo de Excel (Office 365 de
Microsoft®) se llega a la condicion de equilibrio que se muestra en la Figura 7.

Como se puede apreciar en esa Figura 7, el calculo de pH difiere solamente en menos de 1
centésima; y las concentraciones de equilibrio también difieren muy poco. Esto demuestra que,
también en el caso de la mezcla de fosfatos, el mejor modelo de un equilibrio da un valor calculado
con un error pequefo; aunque, por supuesto, es mucho mas pequefio el error cometido con el
modelo robusto.

3. Resultados y Discusion

Los ejemplos de la seccion anterior muestran que la metodologia propuesta (a partir del método
y las herramientas desarrolladas por Gaston Charlot para la ensefianza de la Quimica Analitica
General) es un gran auxiliar para proponer un modelo de un equilibrio que, en un alto porcentaje
de casos de interés, basta para calcular condiciones de equilibrio que son cercanas a las que se
obtienen con un modelo robusto (que considera un conjunto de equilibrios independientes
simultaneos competo).

La metodologia permite enfrentar practicamente cualquier mezcla de sistemas polidonadores
acido-base de Brgnsted, aun aquellas que no se estudian en los cursos de la licenciatura pero
que pueden aparecer en la vida profesional del quimico.

3.1. Comentarios acerca de las mezclas de interaccion

Desde el punto de vista didactico, en los cursos de Quimica Analitica en que se utiliza el método
de Charlot se comienza por el estudio de este tipo de mezclas, porque es en las mezclas de
interaccion que se selecciona el mejor modelo de un equilibrio. Esta tarea es grandemente
facilitada si se utiliza para ello la escala de prediccion de reacciones del convenio de Charlot.
Resulta muy interesante el hecho de que, en muchos casos de interés, el modelo de un equilibrio
funciona, como si fuera el Unico equilibrio presente en el sistema.

Cuando se ha seleccionado correctamente el equilibrio representativo, las concentraciones de
las especies que no aparecen en el mejor modelo de un equilibrio deberian ser mucho menores
que las de las especies mayoritarias. Su calculo permite verificar si esto es cierto, porque si no
es asi puede deberse a que se ha considerado (para el calculo de las especies mayoritarias) un
equilibrio que no es el representativo, o porque no basta el mejor modelo de un equilibrio para
determinar la condicion de equilibrio termodinamico.

El calculo de todas las especies presentes en el sistema, al llegar a la condicion de equilibrio,
implica utilizar un conjunto completo de equilibrios independientes.

Por otra parte, la metodologia propuesta permite analizar la autoconsistencia del modelo, y
evaluar qué tan bueno es el calculo, por medio de los errores cometidos con el mejor modelo de
un equilibrio.
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3.2. Comentarios acerca de las mezclas de reaccion

El modelo utilizado en el método de Charlot es termodinamico, lo que permite que el algoritmo de
transformar una mezcla de reaccién en su mezcla de interaccién equivalente (esto es, con el
mismo estado de equilibrio termodinamico) funcione, porque para el estado de equilibrio no
importa el camino recorrido para llegar a él.

Por otra parte, la metodologia propuesta permite saber si después de la primera reaccion
considerada se puede buscar el equilibrio representativo, o si todavia hay mas reacciones a
considerar antes de eso. Esto se debe a que, al construir escalas de prediccién de reacciones
especificas para el sistema (después de cada reaccién), no deja lugar a duda si la mezcla ya se
puede considerar como de interaccion.

Oftra cosa que esta metodologia combate es la idea preconcebida (casi siempre implicita y
muchas veces erronea) que la reaccion que se esta considerando en el sistema es la Unica
presente y que, por lo tanto, el calculo de equilibrio se puede hacer con la constante de equilibrio
de esa reaccion.

El ejemplo de mezcla de reaccion presentado muestra que hay mas de una reaccién que debe
ser considerada para poder llegar a la mezcla de interaccion equivalente, a partir de la cual se
puede encontrar el equilibrio representativo. También muestra que, en este caso, el equilibrio
representativo no es el inverso de ninguna de las dos reacciones.

3.3. Comentarios acerca del modelo robusto para el calculo de las concentraciones de
equilibrio en el sistema

En este caso se mostrd, tanto para la mezcla de interaccion como para la mezcla de reaccién,
que el modelo robusto (propuesto a partir de la ecuacién de electroneutralidad parametrizada en
la concentracion de iones hidronio) permite determinar la condicidon de equilibrio con un método
numérico. Y en los dos casos mostrados, como en muchos otros, el mejor modelo de un equilibrio
da practicamente los mismos resultados que el modelo robusto (que usa un conjunto completo
de equilibrios independientes simultaneos).

Cuando el modelo de un equilibrio no basta para calcular el estado de equilibrio del sistema con
poco error, es necesario proponer un modelo mas complicado, con dos o mas equilibrios
independientes. Y puede usarse también el modelo robusto. Sin embargo, este ultimo paso no se
introdujo como parte de la metodologia propuesta. En primer lugar, porque, si los errores
calculados son pequefios entonces no es necesario utilizar el modelo robusto. En segundo lugar,
porque si los alumnos se aficionan a ese calculo pueden dejar de aprender la quimica necesaria
para utilizar el mejor modelo de un equilibrio.
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4. Conclusiones

La metodologia de siete pasos propuesta en este trabajo permite hacer un primer calculo de la
condicién de equilibrio del sistema, aplicando la escala de prediccion de reacciones de Charlot
para proponer el equilibrio representativo y el célculo de la concentracién de equilibrio de todas
las especies en el sistema, lo que permite calcular los errores cometidos con este modelo y, en
su caso, utilizar un modelo mas robusto.

Con esto se pueden analizar mezclas mas complejas que las que normalmente se proponen en
los cursos vy libros de texto de Quimica Analitica, mezclas que pueden estar presentes en el
trabajo profesional cotidiano de muchos quimicos.

Esperamos que este trabajo permita introducir la metodologia en la ensefianza de la Quimica
Analitica en muchas instituciones de educacion superior en nuestro pais y en los paises de habla
hispana.
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Variacion estacional de material particulado PM2;s y su contenido de sodio
en la zona urbana de Saltillo, Coahuila: evidencia para la vigilancia de la

contaminacion del aire y la proteccién a la salud

Mara Sarahi Florencio Martinez 24, Edith Madai Colunga Urbinad, Julio Rivera Haro",
Carlos Mario Morales Bautista¢, lliana Margarita de la Garza Rodriguez?

ilianagarza@uadec.edu.mx*

Resumen

Evaluar la variacion estacional de las concentraciones de PM25 y su contenido de sodio en Saltillo,
Coahuila, con el fin de generar evidencia que fortalezca la vigilancia de la contaminacion del aire y la
prevencion de riesgos en la salud. Se recolectaron muestras de PM2s durante las cuatro estaciones del
afo utilizando un muestreador de bajo volumen (MiniVol, 5L/min) y membranas de nailon para analisis
gravimétrico. La masa total se determind por gravimetria y el contenido de sodio mediante
espectrofotometria de absorcién atémica. Las concentraciones de PM2s fueron mas elevadas en invierno
y otofio (107-216 ug/m3®) y menores en primavera y verano (24-104 pg/m3), superando los limites
establecidos por la Normatividad Mexicana (41 ug/m3) y de la Organizaciéon Mundial de la Salud (15 pg/m3).
El contenido de sodio también mostré un comportamiento estacional: alcanzo los valores mas altos en
invierno (9.18-36.32 ug/m?3), valores intermedios en otofio (6.61-12.16 ug/m?3) y los niveles mas bajos en
primavera y verano (1.72 a 13.77 ug/m?®). Las diferencias estacionales tanto en las concentraciones de
PM2zs5 como en su contenido de sodio reflejan la influencia de las condiciones meteorologicas y de las
fuentes locales de emisién, lo que evidencia la necesidad de fortalecer las estrategias de monitoreo y
control para proteger la salud de la poblacion.

Palabras clave. Material Particulado, Contaminacion del Aire, Sodio, Salud Ambiental

Abstract

To evaluate the seasonal variation of PM2s concentrations and sodium content in Saltillo, Coahuila, to
generate evidence to strengthen air pollution surveillance and health risk prevention. PM2.s samples were
collected during the four seasons of the year using a low volume sampler (MiniVol, 5 L/min) and nylon
membranes for gravimetric analysis. Total mass was determined by gravimetry and sodium content by
atomic absorption spectrophotometry. PM2s5 concentrations were highest in winter and autumn (107-216
pg/m3) and lower in spring and summer (24-104 pug/m3), exceeding the limits established by the Mexican
Standard (41 pug/m3) and the World Health Organization (15 pug/m3). Sodium content also showed seasonal
behavior: it reached the highest values in winter (9.18-36.32 ug/m3), intermediate values in autumn (6.61-
12.16 pg/m3) and the lowest levels in spring and summer (1.72 to 13.77 ug/m?). Seasonal differences in
both PM25 concentrations and sodium content reflect the influence of meteorological conditions and local
emission sources, which highlights the need to strengthen monitoring and control strategies to protect the
health of the population.

Keywords. Particulate Matter, Air Pollution, Sodium, Environmental Health.
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1. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la contaminacién del aire como la presencia
de agentes quimicos, fisicos o bioldgicos que alteren las caracteristicas naturales de la atmosfera
[1]. Esta contaminacion se asocia principalmente a emisiones derivadas del crecimiento
poblacional, al desarrollo industrial y al uso de combustibles fosiles, y se relaciona con efectos
adversos en los ecosistemas y la salud humana, tanto por exposiciones agudas como cronicas
[2,3]. Las condiciones meteorolégicas como la temperatura, la precipitacién, la humedad, la
velocidad y direccion del viento influyen en la formacion, el transporte y la dispersién de los
contaminantes [4]. Entre los contaminantes criterio, el material particulado PMzs es
especialmente preocupante debido a su capacidad para transportar sustancias toxicas y por su
impacto en la salud, al incrementar la morbilidad y la mortalidad en la poblacion [5,6]. El material
particulado PM_ s (particulas <2.5 ym) se compone de particulas solidas y liquidas que varian en
morfologia y composicion quimica, la cual incluye carbon elemental, sales inorganicas,
compuestos organicos, metales traza y agua [7-9]. Su origen puede ser primario (particulas
provenientes de las fuentes de emision) o secundario (formacién en la atmdsfera por reacciones
quimicas y fotoquimicas), su tamafo y tiempo de residencia en la atmosfera permiten su
transporte a largas distancias. Lo metales constituyen entre el 5 y 25% de la masa de las
particulas PMa2s, pero su toxicidad y capacidad de bioacumulacién incrementan los riesgos para
la salud [10-12]. Una vez inhaladas, las particulas pueden penetrar en los alveolos pulmonares,
pasar al torrente sanguineo y distribuirse por el organismo, mientras que los metales asociados
interactuan con proteinas y enzimas, generando efectos adversos en sistemas como el nervioso,
cardiovascular y urinario, e incluso favoreciendo procesos carcinogénicos [13,14]. El sodio,
aunque esencial en pequefas cantidades, puede resultar nocivo en concentraciones elevadas.
Sus emisiones provienen de procesos industriales (automotriz, alimentario, vidrio, ceramica, etc.)
y es liberado al aire como particulas (polvos de sales de sodio) o vapores. La inhalacién o
ingestion de sodio en exceso puede afectar principalmente al sistema cardiovascular y urinario,
ademas de contribuir al consumo diario de sodio, lo que puede influir negativamente en la presién
arterial [15,16]. La zona metropolitana de Saltillo (ZMS) ha experimentado en la ultima década un
notable crecimiento industrial y poblacional, concentrando mas de 25 parques industriales desde
el 2017. Este contexto incrementa el potencial de emisiones de PM.5 y metales asociados. La
caracterizacion quimica del PM2s permite identificar fuentes de emision, variaciones estacionales
y periodos de mayor riesgo para la poblacién [17]. El objetivo del presente estudio es evaluar la
variacion estacional de las concentraciones de PM2s y su contenido de sodio en la zona
metropolitana de Saltillo, Coahuila, para generar evidencia que oriente la vigilancia de la
contaminacion del aire y la prevencion de riesgos en la salud.

2. Experimental

2.1 Punto de muestreo

La zona Metropolitana de Saltillo (ZMS), conformada por las ciudades de Arteaga y Ramos
Arizpe, se localizan al sureste del estado de Coahuila de Zaragoza (Figura 1). Cubre una
superficie aproximada de 14,000 Km?, con una poblacion de 1,031,779 de habitantes, densidad
de 192.8 hab/Km? y un parque vehicular de 437,450 vehiculos en circulacion [18]. La ZMS esta
delimitada al sur por la Sierra Madre Oriental, con orografia dominada por la Sierra de Zapalinamé
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y al oeste por las Sierras Asta y Palma Gorda. La Altitud varia entre 400 a 2020 m.s.n.m. [19].
Una de las caracteristicas mas importantes es la direccion del viento en esta zona, ya que el
viento predominante proviene del norte, arrastrando con él las emisiones provenientes de los
parques industriales ubicados en el noreste de la ZMS [20]. El punto de muestreo se ubicé a una
altitud de 1600 m (25° 26’ 31” N, 100° 59’ 28” O) sobre la azotea de la Facultad de Ciencias
Quimicas (FCQ) de la Universidad Auténoma de Coahuila (UAdeC), donde no se presentan
barreras naturales o artificiales que impidan la captacion del material particulado, frente al edificio
se encuentra una vialidad de alto flujo vehicular. En un radio de 2.4 km se encuentran industrias
manufactureras de motores de gasolina, autopartes plasticas y metdlicas, accesorios
automotrices, articulos ceramicos, alimentarias, de vidrio y farmacéuticas. De acuerdo con el
Directorio Estadistico Nacional de Unidades Econdmicas, en la ZMS existen 227 industrias
(Figura 1) con mas de 100 trabajadores; 41.4% corresponde a la fabricacion de autopartes,
equipo de transporte y aeroespacial, y 13.2% a la industria del plastico y hule. El resto pertenece
a sectores metalicos, alimentarios, papel, quimica, cementera y textil.

2.2 Recoleccion de material particulado
Las muestras de PM2 5 se recolectaron en periodos de 48 h durante las cuatro estaciones del ano
2023: invierno (del 20 de febrero al 10 de marzo), primavera (del 22 de mayo al 9 de junio), verano
(del 21 de agosto al 8 de septiembre) y otofio (del 20 de noviembre al 10 de diciembre). Se
obtuvieron 40 membranas de las cuales 37 fueron validas. El muestreo se realizdé con un equipo
MiniVol (Airmetrics) operando a un flujo constante de 5 L/min, utilizando membranas de nailon de
47 mm de diametro y porosidad de 0.2 um (Whatman). El equipo se instalé sobre una estructura
metalica a 1.5 m por encima del nivel del techo. Fue calibrado al inicio del estudio y el flujo se
verifico cada 24 horas y después de cada cambio de membrana.

2.3 Datos meteorolégicos
Se midieron las variables de presién barométrica (hPa), direccién del viento y velocidad del viento
(Km/h), temperatura (°C) y humedad (%) que se obtuvieron de la estacién meteorolédgica (Davis,
Vantage Pro2) ubicada en la FCQ de la UAdeC.

2.4 Analisis Gravimétrico

Previo a realizar el analisis gravimétrico cada membrana utilizada se colocd en una caja Petri de
acrilico para su acondicionamiento donde se mantuvieron durante siete dias a condiciones de
laboratorio para tener un peso constante y se llevaron a pesar a la microbalanza electrénica
(Mettler Toledo XS205 Dual Range, resolucion de 0.01 mg) bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad. Después se utilizaron las membranas ya acondicionadas y pesadas en
las campanas de muestreo de cada estacion del afio. Una vez que se recolecté el material
particulado se volvieron a realizar el acondicionamiento previo a su pesada. La concentracion de
PM. s se determin6 pesando las membranas en la microbalanza electronica. Ya con los pesos de
cada membrana del antes y después de la recoleccion se utilizo la siguiente ecuacion para
calcular los ug de PM. 5 por cada m?®
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diferencia de peso
hg/m* = 4 P 11000

volumen total de aire

donde la diferencia de peso se calculé en mg, el volumen total de aire muestreado se convirtié a
m3y el 1000 es un factor para convertir a ug.
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#®Punto de muestreo ® Industrias Manufactureras

Figura 1. Mapa del punto de muestreo e industrias manufactureras en la ZMS.
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2.5 Analisis Quimico

Previamente se realizo la digestion de las membranas, se colocaron en vasos de precipitado de
100 mL con 5 mL de una mezcla HNO3:HCI (1:1), se cubrieron los vasos con un vidrio de reloj y
se llevaron a la parrilla de calentamiento a reflujo durante 30 minutos. Posteriormente, se filtraron
con papel Whatman #40 y se aforo a 25 mL con agua desionizada. La concentracién de sodio
se determind mediante espectrofotometria de absorcion atomica con flama (EAAF), (modelo
AA240FS de Varian). La curva de calibracion se elabor6 a partir de un estandar certificado de
1000 mg/L (Spectrum), utilizando cinco estandares en el intervalo de 0.4 a 1.2 mg/L. En la tabla
1, se presentan los parametros instrumentales que se utilizaron en el EAAF.

Tabla 1. Parametros instrumentales utilizados en el EAAF.

Corriente de LD

Metal Tipo de Flujos Longitud de Anchura de lampara (mglL)
llama (L/min) onda (nm) rendija (nm) (mI?A) 9
Na Aire/C;H; 13.88/2.29 589.0 0.5 5 0.0003

3. Resultados y Discusion
3.1 Concentracion de material particulado PMzs

En la Figura 2 se presentan las concentraciones de PMa.s recolectadas, estas se presentan
separadas de acuerdo con la estacion del afio que se muestrearon.

Las concentraciones mas altas se registraron en invierno alcanzando concentraciones superiores
a los 200 pg/m? durante el mes de febrero y durante marzo superiores a 100 ug/m?®, seguidas del
otofio con concentraciones por arriba de los 119 pg/m? observando un aumento durante el periodo
de noviembre-diciembre, mientras que en primavera y verano fueron significativamente menores
alcanzando concentraciones superiores a 30 y 24 ug/m? respectivamente y presentando poca
variabilidad en las concentraciones de PM2s (Figura 2). En el 67% de los periodos muestreados
las concentraciones excedieron el limite maximo permisible de la Norma Oficial Mexicana NOM-
025-SSA1-2021 (41 ug/m®) y en el 100% de los casos sobrepasaron las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (15 pug/m?).

3.2 Condiciones Meteoroldégicas

La direccién y velocidad del viento presentaron variaciones estacionales (Figura 3). En invierno
la direccion predominante fue del N al NNW con velocidades desde 0 hasta 60 km/h, mientras
que en primavera las direcciones predominantes fueron de N a ESE con velocidades desde 0
hasta <50 km/h. Durante el verano los vientos predominantes fueron de N a NW con velocidades
desde 0 hasta <40 km/h y en el otofio las direcciones de viento predominantes fueron de N a
WNW con velocidades desde 0 hasta <50 km/h. En todas las estaciones del afio se observo que
las velocidades del viento que mas predominaron fueron desde 0 hasta 5 km/h.
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Figura 3. Direccién y velocidad del viento de: a) invierno, b) primavera, c) verano y d) otofio.
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Las temperaturas durante el invierno oscilaron entre los 19°C a 25°C, junto con una humedad
variable con valores entre 14 a 64%, en primavera la temperatura se ve en aumento oscilando
entre 21°C a 27°C junto con la humedad que se encuentra en un rango de 47 a 72% y con
periodos de precipitaciéon durante el mes de mayo presentandose de 0.25 a 1.46 mm de
precipitacion, durante el verano se observaron altas temperaturas que van desde 21°C a 27°C y
baja humedad con valores entre 43 a 67%, pero se presentaron periodos de lluvia durante el mes
de agosto 1.40 mm y en septiembre 2.79 mm de precipitacion y en el otofio se presentaron las
temperaturas mas bajas que oscilan entre los 9°C a los 20°C, con los porcentajes de humedad
mas altas que van desde el 44 al 91%, presentando durante noviembre tres periodos con
precipitacion entre 0.25 a 0.53 mm de lluvia, mientras que en diciembre se present6é un periodo
de 0.25mm. Por ultimo, la presion barométrica en invierno y otofio se presento ligeramente mas
alta y con menor variabilidad, registrandose valores tipicos entre 1000 y 1019 hPa, mientras que
en primavera y verano se observaron periodos con presiones algo mas bajas, en el rango de
1002 a 1009 hPa, particularmente asociados con episodios de precipitacion (ver Figura 4). Este
patrén estacional se puede relacionar a la temperatura y densidad del aire, ya que en épocas
frias el aire se vuelve mas denso y en épocas calientes el aire es mas ligero [21].

b) _e_T(C)_a_ a—
a)  —e—T(°C)—A—RH (%)—+— P (mm)—+— BP (hPa) ) —e—T(°C)—a—RH (%) + P (mm) + BP(hPa)
100 304 40 1004 304 4.0
90 e 90+ ° Lss
25 ” 0l 2 /
. \ R -‘-\.,-/' Lo
—— o o 1 —__ 0
Am 20 \ / e ./ M ) —_ " 204 ‘ 4 N
Kooy O /\ z E § Reo{ & e K
< £ = < £
F 50 F s / \ / \A 205 oy T oo 15 g ":E_‘
A o
40 . \ / 5 40 . s
A / 10
30 \ \ o 30
A — 1.0 1.0
20 . \A/ ) 2 . \
10 05 104 A 05
e
0 0 t t t f t T T 0 od o 5 \\ e S A S 0.0
NI SIS R S . . }
¢ q}e/ W& F @ P P & @@ é\fo <\<> S {bo %’Q «’Q q{@
v N% v v P K E F I q/"b (th .{o oS NS N Q' \;
Periodos de Muestreo Periodos de Muestreo
<) o d) o
e A e e A 0y —x—
100 w o— T (°C)—4A— RH (%) —*— P (mm) BP (hPa) - w0 *—T(°C) RH (%) —*— P (mm) BP (hPa) X
90 . 904 A .
0 3.0
70 70 \
. > - = 2 - =
S ELL Em8 | < CEL S
< < T — = =
é 50 F1s. E_’ % X so4 15 .\./ 200 %
40 40 .\/\ /. 1
*
20 10- 20 10
0 1.0
20 \ 204
5. \ 5
\ * lo
10 ! o / \ JrE— g
0 e — 00 0 0 = = T 0
S\ Y Y A A A O Y Y O
,\,fb"g /290 ,quo ,790 ,'bgo ,79 rf‘q e?‘Q RN Q,<\° 'VQO N<\° 600 ‘Ho" U<\° 0 o & e
PPN E S PP P S FFF S
Periodos de Muestreo Periodos de Muestreo

Figura 4. Promedio de cada periodo para la temperatura, humedad, precipitacién y presion barométrica,
durante: a) invierno, b) primavera, c) verano y d) otofio.
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3.3Concentracion de sodio en las PMzs

El sodio en PM2 5 presento variaciones estacionales (Figura 5). Las concentraciones mas altas se
registraron en invierno las cuales oscilaron entre 9.18 a 36.02 uyg/m?, seguidas del otofio entre
6.61y 12.16 ug/m3, mientras que durante la primavera y verano se presentaron concentraciones
inferiores oscilando entre 1.72 'y 13.77 ug/m?® a 2.97 y 11.98 ug/m? respectivamente.
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Figura 5. Concentracion de sodio presente en las PM2s.

En la Zona Metropolitana de Saltillo existe unicamente una estacién automatica de monitoreo y
sensores de bajo costo que miden la concentracion de PM.s. No obstante, el presente estudio
evidencio valores superiores a los datos oficiales de la estacion automatica del municipio (flujo
de 16.5 L/min) principalmente durante el invierno y otofio (Figura 6), cuando las condiciones
meteoroldgicas favorecen la acumulacion de contaminantes en la atmosfera. Estos resultados
coindicen con estudios previos que documentan como la estabilidad atmosférica e inversion
térmica limitan la dispersion vertical de contaminantes y propician concentraciones elevadas de
particulas PM.s durante estaciones frias, debido a la topografia de la ciudad rodeada de
montafas los cual favorece el estancamiento atmosférico.

Las concentraciones de PMgzs registradas durante el 2023 alcanzaron niveles criticos que
superaron los valores recomendados por la OMS y a la NOM-025-SSA1-2021. Estos hallazgos
reflejan un riesgo crénico para la salud de la poblacién, dada la evidencia epidemiolégica que
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vincula la exposicion a PMzs con incrementos en la mortalidad y morbilidad por enfermedades
cardiovasculares y respiratorias [22].

Si bien la mayoria de los reportes oficiales se han centrado en la determinacién gravimeétrica de
PM.s, este trabajo aporta evidencia sobre su concentracion quimica, en particular la presencia
de sodio. Se identificaron concentraciones mas altas en invierno y en otofio, lo que sugiere una
relacion con las condiciones atmosféricas que limitan la dispersion y con la escasa precipitacion
durante estas estaciones, lo cual redujo los procesos de remocion.

La presencia de sodio en las PM. s se puede asociar a diversas actividades industriales presentes
en la ZMS, entre ellas la fundicién en la industria automotriz [23,24], la refinacion de metales, la
produccion de cemento [25], asi como la manufactura de vidrio, ceramica, detergentes y sintesis
de farmacos [26,27] Estas fuentes contribuyen no solo a la presencia de sodio, sino al deterioro
general de la calidad del aire de la region.

Aunque el sodio es un elemento esencial, su inhalacién en forma de particulas emite riesgos,
dado que puede ingresar al torrente sanguineo y contribuir al desarrollo de hipertension (ingesta
diaria de 1500 mg), enfermedades cardiovasculares, renales y dseas [28,29]. De este modo, los
resultados refuerzan la necesidad de que las evaluaciones de calidad del aire en México incluyan
analisis de composiciéon quimica de PMz s, lo que permitiria identificar las fuentes predominantes
y valorar con mayor precision los riesgos asociados para la poblacion expuesta.
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Figura 6. Concentracién de material particulado PMzs reportada por la estacion automatica del municipio.
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4. Conclusiones

La calidad del aire en la ZMS ha sido objeto de estudio debido a las condiciones geograficas que
favorecen la acumulacion de contaminantes, asi como al crecimiento industrial observando en
los ultimos afios. En este contexto, la contaminacion por PM2 s representa un problema ambiental
y de salud, ya que en este estudio se observé un incremento en las concentraciones durante las
estaciones de invierno y otofio. Esto se relaciona con las condiciones meteorolégicas y la
topografia de la region, que propician una menos dispersion, mayor acumulacion y una exposicion
mas prolongada a este contaminante.

Las concentraciones registradas durante la campafa superaron los limites permisibles
establecidos por la normatividad mexicana y las directrices de la OMS, lo que evidencia la
necesidad de fortalecer e implementar regulaciones que controlen las emisiones de PM3s.

El analisis quimico mostro la presencia de sodio en concentraciones elevadas durante el invierno,
lo que sugiere un posible origen de fuentes antropogénicas o la influencia de procesos
atmosféricos estacionales. Estos hallazgos subrayan la importancia de fortalecer la vigilancia
ambiental, incorporando la caracterizaciéon quimica de contaminantes atmosféricos. Asimismo, se
recomienda implementar estrategias de mitigacién enfocadas en la reduccion de emisiones
industriales y vehiculares, ademas de acciones preventivas dirigidas a proteger a las poblaciones
vulnerables, con el fin de disminuir los impactos en la salud asociados a la exposicion a PM2s en
la ciudad.
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Valorizacion de la cascara de naranja mediante la extraccion eficiente y
caracterizacion analitica de D-limoneno con un enfoque de economia

circular
Aldo Joaquin Pérez Rodriguez?, Anayeli Carrasco-Ruiz?*, Lidia Patricia Jaramillo-
Quintero 2, Lorena Pérez Sanchez®, Victor Manuel Gutiérrez GarciaP®

Resumen

En este trabajo se presenta la extraccion y caracterizacion del aceite esencial de cascara de naranja
(Citrus sinensis) mediante el método de hidrodestilacion asistida, promoviendo los principios de la
quimica verde y la economia circular. Las cascaras fueron sometidas a un pretratamiento de
despulpado, secado con flujo de aire y molienda mecanica para mejorar la eficiencia del proceso. Se
utilizé una solucion salina para favorecer la separacion de fases y aumentar el rendimiento,
aprovechando el efecto de “salting out”. El proceso de hidrodestilacion bajo una temperatura
controlada permitid la obtencién de 4.44 g de aceite esencial por cada 100 g de cascara seca, con
una densidad de 0.82 g/ml. A través del anadlisis por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC-MS) se identificaron varios compuestos volatiles del tipo terpenoide,
siendo el D-limoneno el componente principal (98.2 + 0.5%). La identidad del D-limoneno se confirmé
mediante Espectrometria de Masas, Espectroscopia Infrarroja (IR) y Resonancia Magnética Nuclear
de Hidrégeno (1H-RMN), con estos resultados se realizé la asignacion inequivoca de la estructura del
monoterpeno ciclico. Esta investigacion, ademas de valorizar un residuo de la industria alimentaria a
nivel laboratorio, propone a futuro un proceso a escala industrial, fomenta una economia circular y
promueve el aprovechamiento sostenible de los productos obtenidos para aplicaciones en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica.

Palabras clave. Economia circular, GC-MS, D-limoneno, Aceite esencial, Cascara de naranja.

Abstract

This research displays the extraction and characterization of orange peel (Citrus sinensis) essential oil
using the assisted “hydrodistillation method”, encouraging the principles of green chemistry and the
circular economy. The peels underwent a pretreatment of pulping, airflow drying, and mechanical
grinding to improve process efficiency. A saline solution was used to promote both phase separation
and high yield, taking advantage of the "salting out" effect. The hydrodistillation process under
controlled temperature allowed obtaining 4.44 g of essential oil per 100 g of dry peel, with a density of
0.82 g/ml. Through analysis by Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS),
several volatile terpenoid compounds were identified, with D-limonene being the main component (98.2
1 0.5%). The identity of D-limonene was confirmed by Mass Spectrometry (MS), Infrared Spectroscopy
(IR), and Proton Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR). These results unambiguously assigned the
structure of the cyclic monoterpene. This research, in addition to valorizing a food industry waste
product at the laboratory level and proposing a future industrial-scale process, raises a circular
economy and promotes the sustainable use of the products obtained for applications in the food,
cosmetics, and pharmaceutical industries.

Keywords. Circular economy, GC-MS, D-limonene, Essential oil and Orange peel.
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1. Introduccion

La economia circular, como concepto econémico, se interrelaciona con la sostenibilidad en el
objetivo de mantener el valor de los productos, los materiales y los recursos durante el mayor
tiempo posible, reduciendo al minimo la generaciéon de residuos. Como su nombre lo dice, se
establece un uso “circular’, basado en el principio de «cerrar el ciclo de vida» de los productos,
los servicios, los residuos, los materiales, el agua y la energia [1] .En este sentido, la economia
circular es un modelo de produccion y consumo que ademas de promover la regla de las 3R’s
(reducir, reutilizar y reciclar) implementada desde 2004 en la cumbre del G8, implica compartir,
alquilar, reparar y renovar materiales y productos existentes todas las veces que sea posible para
crear un valor anadido. De esta forma, el ciclo de vida de los productos se extiende tratando de
darles siempre un valor adicional en cada etapa [2].

Una de las operaciones de la economia circular es la valorizacion de los residuos, la cual se
entiende como el principio y conjunto de acciones asociadas para recuperar el valor remanente
o el poder calorifico de los materiales que componen los residuos, mediante su reincorporacion
en procesos productivos, bajo criterios de responsabilidad compartida, manejo integral y
eficiencia ambiental, tecnolégica y econdmica [3].

Los beneficios de este modelo con todas sus variantes incluyen entre otras cosas la proteccion
al medio ambiente, reduccion en la dependencia de materias primas, crear empleos, reducir la
cantidad de residuos, etc. Con estos antecedentes resulta evidente que se requieren evaluar
aspectos ambientales, econémicos y sociales para asegurar la eficiencia en el uso de los
recursos. De manera particular, la quimica resulta de gran importancia para desarrollar procesos
y elaborar productos bajo este modelo.

Un residuo con alto potencial de valorizacion, tanto por la cantidad generada como por su
composicion rica en materiales de importancia econémica es la cascara de la naranja. La
producciéon de este fruto en el mundo se cuenta por arriba de cincuenta millones de toneladas
anuales, de las cuales mas del 20% son consideradas residuos para la industria alimentaria. El
manejo de grandes cantidades de esta cascara es un problema econdémico y ambiental
importante, ya que representa un riesgo de contaminacién debido a su descomposicion y a la
generacion de lixiviados [4]. Por esta razdn, es relevante proponer rutas alternas para la
valorizacion de este residuo, que incluyen tanto la extraccion de metabolitos con valor agregado
y una nueva aplicacion de los mismos.

Dentro de la extraccién se proponen metodologias que cumplen aspectos de la quimica verde,
estos métodos buscan minimizar la generacion de residuos y la contaminacion. En este sentido,
la hidrodestilacion asistida utilizando agua y cloruro de sodio, seguida de la desecacién con
sulfato de sodio anhidro, permite cumplir al menos con cuatro de los principios de esta filosofia,
entre ellos destacan el numero cinco al utilizar disolventes y condiciones de reaccion seguras, el
nuamero siete al utilizar materias primas renovables, el ocho por evitar los derivados quimicos y el
diez por disefar productos quimicos y sustancias que se degradan después de su uso [5].
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1.1 D-Limoneno

Uno de los principales metabolitos secundarios presentes en la cascara de naranja es el
limoneno, (4-isopropenil-1-metilciclohexeno), cuya estructura quimica permite clasificarlo como
monoterpeno con férmula molecular C1oH1s. Existen los isémeros épticos R (D) y S (L), lo que
permite que sea un compuesto opticamente activo. El D-limoneno es el principal componente en
el aceite esencial de las cascaras de Citrus spp [6]. El imoneno es ampliamente utilizado como
aditivo de sabor y aroma en diferentes industrias (cosmética, alimentos, limpieza, etc.), pero
también se usa para sintetizar varios productos naturales, tales como carvona, p-cimeno, alcohol
perililico y acido perilico. Otro uso potencial de este metabolito recae en su propiedad
antimicrobiana, con reportes de inhibicién de crecimiento en Salmonella senftenberg, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp. Con rangos de inhibicién de 58% para aceite
de pomelo (en E. coli) a 99% para D-limoneno puro en el mismo microorganismo [6].

Actualmente se plantea su uso como método de preservacién post-cosecha en algunos frutos
aplicandolo en forma de una pelicula comestible a base de una nanoemulsién. En este sentido,
Hou et al. [7] evaluaron este efecto en platanos (Musa sapientum L.), concluyendo que el D-
limoneno y la nanoemulsion tuvieron una concentracion minima inhibitoria de 0.336 mg/ml,
inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica 'y Escherichia coli.

En este trabajo se plantea la obtencién de D-limoneno a partir de residuos de cascara de naranja
provenientes de puestos ambulantes de jugos del municipio de Apizaco en el estado de Tlaxcala,
mediante hidrodestilacion y su caracterizacién por técnicas de cromatografia y espectroscopia,
con un enfoque de quimica verde y economia circular.

1.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Un cromatdgrafo de gases (GC) es un instrumento que se utiliza para separar compuestos
volatiles de una mezcla. La muestra se introduce en el GC, donde se vaporiza y se transporta a
través de una columna capilar por un gas portador, generalmente helio o hidrégeno. Los
diferentes compuestos en la muestra se separan en la columna segun sus interacciones con el
material de la columna y su volatilidad [11].

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que mide la relacion masa-carga (m/z)
de iones para identificar y cuantificar moléculas en una muestra. Cuando se acopla un GC a un
MS, los compuestos separados por el GC se introducen en el MS, donde se ionizan, se
fragmentan y se analizan en funcién de su m/z [11].

De esta forma, una GC-MS es una técnica instrumental que combina la capacidad de separacion
de la cromatografia de gases con la capacidad de identificacion de la espectrometria de masas.
Esta poderosa herramienta es ampliamente utilizada en diversas areas, incluyendo la quimica
ambiental, la industria farmacéutica, la investigacion forense y la seguridad alimentaria, entre
otras. El uso de esta técnica analitica permite determinar el nimero de sustancias quimicas en la
muestra inyectada y la proporcion de éstas, determinando asi su pureza. La caracterizacion de
los compuestos quimicos obtenidos se puede realizar mediante varias técnicas espectroscopicas,
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entre las que destacan IR y 1H-RMN, permitiendo tanto la identificacion de grupos funcionales
como el comportamiento de los protones en las moléculas analizadas [11].

2. Experimental

Todos los reactivos quimicos fueron adquiridos en Sigma Aldrich® y utilizados sin purificacion
previa. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear fueron adquiridos en el equipo JEOL
ECA 500 MHz. El analisis cromatografico fue realizado en un equipo de GC-MS Clarus 500. Los
espectros de IR fueron adquiridos en un espectrofotometro de Infrarrojo Spectrum 100 con ATR
de diamante de la marca Perkin Elmer.

2.1 Extraccion del aceite esencial de cascara de naranja

La extraccidn del aceite esencial se realizd por triplicado empleando el procedimiento de
hidrodestilacion de acuerdo con el método reportado por Farahmandfar et al. [8] haciendo algunas
adecuaciones y complementando con operaciones unitarias previas que involucran el tratamiento
y limpieza adecuada de la materia prima. Las cascaras de naranja se obtuvieron de puestos de
jugos ambulantes del municipio de Apizaco del estado de Tlaxcala, las cuales se secaron en un
horno provisto de flujo de aire a 45 °C durante 7 h. Posteriormente se procedié a la molienda de
la cascara secay se colocaron 100 g de muestra en un matraz de fondo plano para llevar a cabo
una destilacion simple durante 3.5 h. La destilacion se realiz6 en medio acuoso (700 ml)
agregando cloruro de sodio al 5 %. El aceite se separd por decantacion, y se filtré a través de
sulfato de sodio anhidro que funciona como un agente de secado. El aceite esencial se analizd
por GC-MS para separar e identificar compuestos volatiles utilizando el método de integrales
relativas, FT-IR para grupos funcionales y 1H-RMN para confirmar la estructura del D-limoneno.

2.2 Analisis GC-MS del aceite esencial de cascara de naranja

Para el analisis GC-MS se prepar6 una solucion del aceite esencial al 0.5 % (v/v) en un disolvente
organico polar de grado analitico, con el fin de garantizar una resolucion 6ptima de los analitos y
evitar la saturacién de la columna cromatografica. En cuanto a las condiciones instrumentales, el
analisis se llevd a cabo en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500, equipado con un
automuestreador y un detector de masas Clarus 500. La separaciéon se realizé utilizando una
columna capilar ZB-5MS (5% fenil-arileno, 95% dimetilpolisiloxano) de 30 m de longitud, 0.25 mm
de diametro interno y 0.25 um de espesor de fase estacionaria. Las condiciones experimentales
fueron las siguientes:

e Gas portador: Helio ultra alta pureza con un flujo constante de 1 ml/min.

e Inyeccion: Volumen de 1 pl a una temperatura de 250 °C.

e Programa de temperatura del horno: Temperatura inicial de 80 °C, incrementando a razoén
de 10 °C/min hasta alcanzar una temperatura final de 200 °C.

e Parametros del detector de masas: Temperatura de la fuente de ionizacion y de la linea
de transferencia de 200 °C, operando bajo un potencial de ionizaciéon de 70 eV (impacto
electrénico).
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La identificacién de los componentes se realizé mediante la comparacién de los espectros de
masas obtenidos con la base de datos NIST Mass Spectral Library (version 2.3). El analisis
cuantitativo se efectu6 mediante el método de normalizacion de areas de los picos
cromatograficos como demostraron Zhang et al. [9].

2.3 Analisis FT-IR y 1H-RMN del aceite esencial de cascara de naranja

El analisis mediante espectrofotometria de infrarrojo por transformada de Fourier FT-IR se realizd
directamente sobre la muestra pura (aceite esencial) sin preparacion previa, aprovechando las
ventajas de la técnica de reflexidn total atenuada. Se utilizé un espectrofotometro infrarrojo Perkin
Elmer Spectrum 100 equipado con un accesorio de Reflexién Total Atenuada (ATR) de diamante.
Los espectros se adquirieron bajo las siguientes condiciones: Rango espectral en intervalo de
4000 a 650 cm™, una resolucion de 4 cm ' y dieciséis barridos por muestra para optimizar la
relacion senal/ruido. El analisis de RMN de 1H se efectud en un equipo JEOL ECA 500 MHz a
22°C al preparar una disolucion 5 mM del aceite esencial en CDCIs. El nUmero de sefales,
desplazamientos, multiplicidad e integrales relativas fueron comparados con el espectro de 1H-
RMN de un estandar de D-limoneno de la marca Sigma-Aldrich en las mismas condiciones de
analisis.

3. Resultados y Discusion

El aceite esencial de cascara de naranja (AECN) obtenido por hidrodestilacion muestra un
rendimiento del 4.44 %, valor que se encuentra entre los reportados por Farahmandfar et al. [8],
quienes obtuvieron 1 % en el caso de material fresco y 6.9 % para material secado por liofilizacion,
el rendimiento obtenido es mayor al que estos autores reportan para el secado en horno a 45°C,
cuyo valor fue menor al 4 %. Este incremento se atribuye al secado controlado a 45 °C, que
minimiza la degradacién térmica de compuestos volatiles; la molienda fina, que aumenté la
superficie de contacto; y la adicion de NaCl al 5%, que provocd un efecto “salting-out”,
favoreciendo la migracion del D-limoneno a la fase oleosa y facilitando la separacién de fases.
Los resultados de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
mostraron la presencia de trece compuestos volatiles (Tabla 1), clasificados en dos grupos:
monoterpenos hidrocarbonados (como a-pineno, sabineno, B-mirceno y D-limoneno) y
monoterpenos oxigenados (como octanal, octanol, linalool, nonanal y terpineol). Cabe destacar
que los monoterpenos oxigenados poseen mayores propiedades bioactivas [6]. En la Tabla 1 se
muestran los porcentajes relativos de cada componente encontrado en el aceite esencial de
cascara de naranja, es claro que el compuesto mayoritario fue D-limoneno, con 98.2 + 0.5 %
como resultado de tres extracciones independientes y cuantificacion de cada una por GC-MS.
Este resultado es significativamente mayor que los que obtuvieron Farahmandfar et al. [8] y Liu
et al. [10] cuyos valores fluctuan entre 81.19 % y 88.7 % con diferentes técnicas de secado en el
primer caso y de 96 % para 11 monoterpenos, incluyendo D-Limoneno en el segundo trabajo.
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Tabla 1. Analisis GC-MS del aceite esencial de cascaras de naranja extraido por hidrodestilacion asistida.

Numero de Senal Tiempo de retencién Compuesto Identificado %
(minutos)
1 3.43 Alfa Pineno 0.25
2 3.85 Sabineno 0.04
3 3.94 Beta-mirceno 1.27
4 41 Octanal 0.07
5 4.24 Alfa fenandreno 0.02
6 4.29 Alfa pineno 0.07
7 4.55 D-Limoneno 97.59
8 4.58 B-Tujeno 0.33
9 4.93 1-Octanol 0.02
10 5.27 3-metil-6-(1-metildietildieno) 0.02
1 5.37 Linalool 0.17
12 5.42 Nonanal 0.01
13 6.64 Terpinen-4-ol 0.02
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Figura 1. Analisis del aceite esencial de cascara de naranja mediante GC acoplada a masas. Experimental
(en color rojo) y de la base de datos (en color verde).

En la Figura 1 se visualiza el cromatograma correspondiente al AECN con una sefial prominente
correspondiente al tiempo de retencidn del de D-limoneno en 4.54 minutos. En el espectro de
masas experimental se observan picos con las relaciones m/z caracteristicas del D-limoneno
(m/z= 68, 93, 94 y 136) el cual concuerda de forma adecuada con el espectro de masas del D-
Limoneno proveniente de la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia.

Los espectros de IR de la Figura 2 muestran un estandar® de D-limoneno (linea negra) y el aceite
esencial de cascara de naranja extraido en tres experimentos independientes (lineas roja, azul y
verde). Todos los espectros presentan bandas caracteristicas de monoterpenos hidrocarbonados
(~1650, ~3000 y ~3100 cm™). El estandar muestra sefiales adicionales de O-H (~3250 cm™),
indicando presencia de humedad, mientras que el AECN carece de estas bandas, lo que confirma
la eficacia de la técnica de hidrodestilacion empleada con NaCl y Na,SO, anhidro como agente
secante.
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Figura 2. Espectros de IR correspondientes a un estandar de D-limoneno marca registrada Sigma Aldrich®

(linea negra) y de aceite esencial de cascara de naranja extraido en tres lotes por hidrodestilacion (lineas
roja, azul y verde).

Las sefales e integrales correspondientes a los nucleos activos presentes en la estructura del D-

Limoneno en el espectro de 1H-RMN del AECN (Figura 3) fueron asignadas de manera
inequivoca, con base en la literatura reportada.
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Figura 3. Espectro de 1H-RMN de D-Limoneno en CDCls.
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4. Conclusiones

La investigacion presenta un método efectivo para la valorizacion del residuo de cascara de
naranja, un importante problema econémico y ambiental para la industria alimentaria. Mediante
un proceso de hidrodestilacion asistida, e incluyendo salting out con cloruro de sodio al 5 % y
eliminacion de agua con sulfato de sodio anhidro, se promueve la quimica verde y la economia
circular, se logré la extraccion de aceite esencial con un alto rendimiento 4.4 % y una pureza
notable 98.2 % (£0.5), identificando al D-limoneno como su componente principal. Este hallazgo
también fomenta el aprovechamiento de un producto de alto valor para su potencial aplicacion en
diversas industrias, como la nanotecnoldgica, la alimentaria, la cosmética y la farmacéutica,
contribuyendo asi a una gestion sostenible de los recursos.
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Resonancia Magnética Nuclear en la Cuantificacion de Metanol en
Productos Liquidos Obtenidos por Hidrogenacion Catalitica de Bioxido de
Carbono

Jorge Alberto Garcia Martinez®*, Maria Antonia Cortés Jicome?, José Antonio Toledo
Antonio?

Resumen

En este trabajo se presenta el desarrollo y aplicacién de dos métodos de analisis para cuantificar
metanol (ML) en productos liquidos (PLs) obtenidos por conversién catalitica de CO,. Estos
métodos, el relativo y el absoluto, estan basados en la resonancia magnética nuclear (RMN) de
'H. El primero considera la proporcion de integracion entre las sefiales de los protones metilicos
del ML y los del agua, obtenida como subproducto, asi como el numero de protones que originan
estas dos senales. En el segundo, se agrega nitrometano (NM) como estandar de referencia a la
muestra y se toma en cuenta la integracion de las sefiales de los protones metilicos del ML y del
NM en conjunto con el numero de protones que las producen, ademas del peso de la muestra y
del estandar. Ambos métodos probaron ser simples, rapidos y confiables en el intervalo de
concentracion de 10 a 50 % mol de ML.

Palabras clave. Metanol, Cuantificacion, RMN "H, Productos liquidos, Hidrogenacion catalitica.

Abstract

This work presents the development and application of two analytical methods to quantify
methanol (ML) in liquid products (LPs) obtained by catalytic conversion of CO,. These methods,
the relative and the absolute, are based on 'H nuclear magnetic resonance ("HNMR). The first
one considers the integration ratio between the signals of the methyl protons of the ML and those
protons of the water, obtained as byproduct, as well as the number of protons that originate these
two signals. In the second, nitromethane (NM) is added as a reference standard to the sample
and the integration of the methyl proton signals of the ML and NM together with the number of
protons that produce them, in addition to the weight of the sample and the standard, are
considered. Both methods proved to be simple, fast and reliable for quantifying ML in the
concentration range of 10 to 50 % mol of ML.

Keywords. Methanol, Quantification, "H NMR, Liquid Products, catalytic hydrogenation.
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1. Introduccion

La RMN es una técnica espectroscopica que se ha usado tradicionalmente en la elucidacion
estructural de compuestos organicos. Sin embargo, su aplicacion en el area de analisis
cuantitativo no es usual a pesar de que es una herramienta de cuantificacion rapida y precisa
cuando el método analitico se encuentra bien disefiado y se lleva a cabo apropiadamente [1]. La
eficiencia de la RMN cuantitativa (RMNc) es similar a la de técnicas de cuantificacion alternativas.
Cuando se compara con técnicas clasicas de analisis cuantitativo como la cromatografia de gas
y de liquidos, las espectroscopias de infrarrojo y ultravioleta asi como la espectrometria de
masas, la RMNc tiene como desventaja el alto costo del equipo pero en contraste presenta
ventajas tales como: 1) preparacion simple de muestra, 2) posibilidad de determinar
simultdneamente dos 0 mas analitos en una mezcla, 3) no es necesario contar con el compuesto
que se desea cuantificar para emplearlo como referencia en la determinacién, 4) tiempo de
analisis relativamente corto, 5) caracter no destructivo, 6) no requiere que el analito de interés
sea aislado de la mezcla en la que se encuentra para cuantificarlo, 7) requiere cantidad minima
de muestra (mg o ug), 8) es un detector practicamente universal, 9) alta sensibilidad y 10) no
siempre se requiere preparar curvas de calibracion con el analito de interés [2,3].

A diferencia de otras técnicas instrumentales de analisis, la RMNc es considerada un método de
medicion de proporcion primario debido a que el porcentaje de compuestos quimicos en una
mezcla puede determinarse directamente a partir del espectro de RMN sin referencia a otra
sustancia. Por otra parte, la cantidad absoluta puede conocerse por medio de materiales de
referencia simples diferentes del analito de interés [4,5]. Su aplicacibn como herramienta
cuantitativa se basa en el principio fundamental de que la intensidad de una sefial de resonancia
es directamente proporcional al numero de nucleos que la originan [6,7]. Usualmente el espectro
de RMN de una sustancia consiste en diversas sefales. Para efectuar la determinacion
cuantitativa de un analito en una mezcla de compuestos quimicos es necesario seleccionar una
linea de resonancia que sea especifica de éste en el espectro de la matriz que lo contiene [2]. La
eficiencia de la RMNc depende, en gran medida, de la habilidad para medir la respuesta de las
senales en el espectro de RMN. La informacién cuantitativa puede ser extraida de los espectros
de diferentes maneras: 1) integracion o area de la sefal, 2) altura de la sefal y 3) perfiles de
resonancia. Las integrales de las sefiales son los datos utilizados mas ampliamente en la RMNc¢

[3].

Aparte del método convencional de cuantificacion a través de una curva de calibracién construida
con el analito que se desea determinar existen, en general, dos modos de conocer la
concentracién de sustancias quimicas por RMN [3,5]. El método relativo, también llamado de
normalizacion o del 100%, es el mas sencillo. Para emplearlo es necesario conocer todos los
componentes de la muestra y elegir, al menos, una sefial de RMN para cada uno de ellos. El
proceso de calculo se sintetiza de la siguiente manera: la suma de las integrales por nucleo
observado ('H, 3C, etc.), de las sefales seleccionadas para cada constituyente de la muestra,
se toma como el 100%. El porcentaje molar de cada especie quimica es la integral, por nucleo,
de su senal, relativa al 100%. Una caracteristica importante de esta metodologia es que no se
requiere pesar la muestra; basta con disolverla en un disolvente apropiado para obtener su
espectro y efectuar la cuantificacion. El método absoluto permite la determinacion de la masa de
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un analito en una muestra pesada con exactitud. Involucra el uso de un estandar de referencia
Cuyo peso y pureza son conocidos. Esta sustancia es, desde luego, diferente a la que se desea
valorar. La cuantificacion absoluta de mas de un compuesto en la misma muestra puede llevarse
a cabo simultaneamente [3].

La emision antropogénica continua de emisiones de CO; y los problemas medioambientales que
este compuesto trae consigo han desafiado a la sociedad mundial para buscar mecanismos que
disminuyan su concentracién en el entorno atmosférico. Entre ellos, el principal es la transicion
del uso de la energia fosil a energias limpias renovables para reducir les emisiones de CO..
Mientras tanto, las tecnologias de captura de este gas y su transformacion en sustancias quimicas
y combustibles de alto valor agregado como ML, acido férmico, etanol, policarbonatos y metano,
por ejemplo, estan adquiriendo atencion considerable por su enfoque econémico y eficiente para
reducir emisiones a la atmodsfera provenientes de plantas de energia alimentadas por
combustibles fésiles y de industrias como la de cemento y la siderurgica, entre otras [8]. Al
presente, en el Instituto Mexicano del Petroleo se esta desarrollando un proyecto donde el CO;
se utiliza como una fuente de carbono para la obtencién de ML.

En esta comunicacion se presenta un par de métodos analiticos capaces de monitorear la
concentracion de ML en PLs obtenidos por transformacion catalitica de CO. a este alcohol.
Ambos estan basados en la RMN'H. En los dos casos la muestra se disuelve en dimetilsulféxido
hexadeuterado (DMSO-ds). En el método relativo el Unico paso de preparacion de la muestra es
su disolucién en este disolvente. En el método absoluto se emplea NM como referencia interna y
se pesan tanto la muestra como el estandar de referencia. Se compara la eficiencia de ambos
métodos y se presentan sus parametros de validacion. Se encontré que el tiempo de recuperacion
(t) entre pulsos de radiofrecuencia es un parametro critico en la adquisicion de espectros de
RMN'H con informacion cuantitativa. A consecuencia de la simplicidad del método relativo éste
se selecciond para realizar el monitoreo de ML en los PLs.

2. Experimental

Los experimentos de RMN se realizaron en un espectrometro marca Bruker, modelo Avance NEO
600, con campo magnético de 14.1 T y capacidad tanto para efectuar experimentos pulsados
como para convertir espectros en el dominio del tiempo en espectros en el dominio de frecuencia
por medio de transformada de Fourier. La deteccion de 'H se efectud en la frecuencia de 600
MHz. Se emple6 DMSO-ds como disolvente. Los espectros se obtuvieron con angulo de
excitacién de 90°; t, 30 s; tiempo de adquisicion de la sefal de decaimiento por induccién libre
(FID por sus siglas en inglés: Free Induction Decay), 1.47 s; amplitud espectral, 12 000 Hz;
numero de transientes, 16. El tiempo total de adquisicion de cada espectro fue de 8.40 min. Como
referencia del desplazamiento quimico (&) se utilizé el protén del DMSO-Hds presente en el
DMSO-ds. Los ensayos se llevaron a cabo con la sonda a temperatura de 25 °C. Cuando la
determinacion se realizé con el método relativo las muestras se analizaron como disoluciones al
10 % vol en DMSO-ds. En el caso del método absoluto, se mezclaron 100 mg de muestra con 80
mg de NM, aproximadamente, y la mezcla se diluy6 a 1 mL con el disolvente deuterado. En ambos
casos, las muestras preparadas se depositaron en tubos de vidrio de 5 mm de diametro externo
para adquirir sus espectros.
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3. Resultados y Discusion

Los componentes de los PLs obtenidos por reduccién catalitica de CO; bajo diversas condiciones
de temperatura, presion, tiempo de reaccidén y composicion de catalizador, son ML y agua. En la
Figura 1 se encuentra el espectro de RMN'H de un producto liquido disuelto en DMSO-ds. Los
protones metilicos del alcohol se encuentran como un doblete centrado en 3.16 ppm mientras
que su protdn hidroxilico se observa como un cuarteto centrado en 4.22 ppm. El singulete en 3.59
ppm se debe a los protones del agua. Las sefiales de ambos compuestos son definidas e intensas
y se encuentran bien separadas entre si. Estas caracteristicas permiten integrarlas de manera
confiable y obtener datos de utilidad en la cuantificacién del ML.
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Figura 1. Espectro de RMN'H tipico de una muestra de producto liquido generado por conversion catalitica
de CO2 a ML. Los unicos componentes detectados son este alcohol y agua. La sefial en 2.50 ppm
corresponde al protén residual en el DMSO-ds. La constante de acoplamiento vecinal (3JuH) observada
entre los protones del alcohol es 5.22 Hz. Las integraciones de las sefiales se encuentran debajo de éstas,
en color rojo.

Los parametros experimentales decisivos en la adquisicion de espectros de RMN con informacion
cuantitativa son el angulo de excitacion, el numero de transientes y el t. Los dos primeros tienen
influencia en la sensibilidad del experimento mientras que el tercero define la condicion
cuantitativa en la que los valores de integracion de las sefales representan con exactitud el
numero de nucleos que las originan. El {; debe ser, al menos, cinco veces el tiempo de relajacion
longitudinal (T4) del ndcleo que relaja mas lentamente para tener datos de integracion
cuantitativos [9]. El T1 de los protones del agua, en DMSO-ds, es de 1.1 s [10] mientras que el de
los protones metilicos del ML encontrado en la literatura, sin especificacion del disolvente, es de
3.2 s [11]. Ante esta incertidumbre, y aunque el T de los protones del ML en DMSO-ds puede
conocerse por medio del experimento de Inversidon-Recuperacion [12] se prefirié establecer el ¢,
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mas apropiado para este trabajo por medio de la variacién de este parametro de adquisicién en
el intervalo de 10 a 30 s, con incrementos de 5 s, y su correlacion con los resultados obtenidos al
analizar un estandar de concentracion conocida de ML. El ¢ de 30 s dio el mejor resultado
cuantitativo al evaluar una mezcla de ML y agua donde la concentracion del alcohol fue 48.20 %
mol.

Para valorar las condiciones de adquisicion de espectros, en el aspecto cuantitativo, se preparé
una mezcla sintética de ML y agua en concentracion de 34.48 y 65.52 % mol, respectivamente.
De esta mixtura se tomaron dos fracciones. Una porcién de 0.1 mL se llevé a un volumen de 1
mL con DMSO-ds en un matraz volumétrico. En esta disolucién se determiné la concentracion de
ML con el método relativo. Por otra parte, a una fraccion de 0.1015 g se agregaron 0.0787 g de
NM y esta combinacion se llevé a un volumen de 1 mL en un matraz aforado con DMSO-ds. En
esta preparacion se cuantificd el ML por el método absoluto. La concentracion de la muestra en
el disolvente deuterado fue de 10 % vol para su analisis por el método relativo mientras que en
el caso del método absoluto fue de, aproximadamente, 17 % vol. La adquisicion de ambos
espectros se realizd bajo las mismas condiciones experimentales. En la Figura 2 se encuentran
sobrepuestos los espectros de RMN'H de la mezcla ML-agua, con concentracion conocida de
ambos compuestos, preparada de diferente forma para su analisis por el método relativo y el
absoluto. Con los datos de integracion de las sefiales de los protones metilicos del ML y de los
protones del agua se determiné la concentracion del alcohol en la muestra por medio del método
relativo. La determinacion del ML a través del método absoluto se llevé a cabo con la informacion
de integracién de los protones metilicos tanto del ML como del NM. En este caso también se tomo
en cuenta el peso de la muestra y el del estandar de referencia.

La concentracion de ML en los PLs estudiados en este trabajo, a través del método relativo y el
absoluto, se calculé con las ecuaciones 1y 2, respectivamente. La primera esta basada en el
concepto de Malz y Pauli [2,3] mientras que la segunda, en el de Williams [13].

ML [% mol] = [(Ichzon/3) / (Ichson/3 + lh20/2)] X 100 (1)
donde: Icuson, integracion de los protones metilicos del ML; ln20, integracion de los protones del
agua.

ML [% mol] = [(Wnm lcrzon Nam PMm) / (PMam N Ichsno2 W)l x 100 (2)
donde: Wnwm, peso de NM [g]; Ichson, integracion de los protones metilicos del ML; Nnw, numero
de protones del metilo del NM; PMy, peso molecular de la muestra [g/mol]; PMnm, peso molecular
del NM [g/mol]; NmL, numero de protones del metilo del ML; Icusno2, integracion de los protones
metilicos del NM; Wy, peso de muestra [g].

En la Tabla 1 se encuentra la confrontacién de los resultados obtenidos en el calculo de la
concentracién de ML en diversas mezclas sintéticas de ML-agua, con concentraciones conocidas
de estas sustancias, por medio de los métodos relativo y absoluto de RMN'H. Los resultados
obtenidos a través de los dos métodos son semejantes y estan en concordancia con la
concentracion real.
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Figura 2. Espectros de RMN'H de una mezcla ML-agua con 34.48 % mol del alcohol. Los dos espectros
corresponden a la misma muestra. En color café se encuentra la fraccion de ésta que solo se disolvié en
DMSO-ds para efectuar la determinacion de ML por el método relativo. En color verde esta el espectro de
la porcién de la mezcla que se pesé y a la que se agregd una cantidad conocida de NM para fungir como
estandar de referencia en el método de cuantificacion absoluta. La unica sefial del NM es el singulete que
se localiza en 4.38 ppm. El hecho de que la 3Jun experimental en las sefiales del ML sea de 5.24 Hz significa
que bajo las condiciones de preparacion de muestra utilizadas en los dos métodos no se presenta o se
minimiza el fendmeno de transferencia quimica entre los protones labiles del alcohol y del agua.

Tabla 1. Comparacioén de la concentracion calculada de ML en mezclas de ML-agua a través de los métodos
relativo y absoluto de RMN'H.

Concentracién de ML [% mol]
Real Calculada
Método Relativo Método absoluto
49.65 51.01 51.21
34.48 34.56 34.72
19.71 19.78 20.26
9.91 9.90 10.38

La Tabla 2 presenta los parametros de validacién del par de métodos. La desviacion estandar
relativa se establecié mediante el analisis por septuplicado de una misma muestra sintética de
ML y agua con concentracién de 34.84 % mol del alcohol. El porcentaje de recuperacion se
determiné por medio del analisis de siete diferentes mezclas sintéticas de ML y agua con una
concentracion del primero igual a la que se empled en el experimento de precision. El limite de
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deteccién se establecid por diluciones sucesivas de una mezcla de ML-agua con concentraciéon
conocida del primero [14].

Tabla 2. Parametros de validacion de los métodos relativo y absoluto de RMN'H en la determinacién de ML
en mezclas de ML-agua.

Parametros de validacion Método Relativo Método Absoluto
Precision®® 0.51 1.57
Recuperacion® 97.45-98.46 96.03-99.09
Limite de deteccion® [% mol] 2E-04 2E-04

aComo desviacién estandar relativa, en experimento de repetibilidad. En el nivel de confianza
del 95%. csefal/ruido = 3.

Los resultados del analisis de algunos PLs obtenidos por transformacion de CO, a ML por medio
del uso de diversos catalizadores y condiciones de reaccion se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de ML en diversos PLs generados por hidrogenacion catalitica de COz. Estos PLs
fueron obtenidos con diferente catalizador bajo las mismas condiciones de tiempo de reaccion, temperatura
y presion. La determinacién se efectud con el método relativo.
Concentracién de ML
[% mol]
26.67
<10
18.17
<10
32.30

Catalizador

m|o0O|w|>

4. Conclusiones

La RMN'H fue apropiada para efectuar la determinacion de ML en PLs derivados de la
hidrogenacién catalitica de CO,. Los métodos relativo y absoluto desarrollados para cuantificar
ML en este tipo de muestras son confiables, precisos y requieren pequefa cantidad de muestra
para el analisis. El método relativo es mas simple que el absoluto ya que no es necesario pesar
la muestra ni afadirle algun compuesto de referencia; es suficiente con disolver la muestra en
DMSO-ds. EI NM fue adecuado como estandar de referencia en el método absoluto. El ¢ entre
pulsos es un factor experimental crucial para obtener espectros de RMN con datos cuantitativos.
La proporcion muestra/disolvente de 10 a 17 % vol fue acertada para ralentizar el fenémeno de
intercambio quimico entre los protones labiles de los componentes de los PLs. La informacion
obtenida por medio la RMNc permitio evaluar la eficiencia de diversos catalizadores en cuanto a
la conversién y selectividad en la transformaciéon de CO, a ML.
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Desarrollo de un sistema de extraccion en fase sélida basado en la
aplicacion de polimeros molecularmente impresos para la cuantificacion

de antiinflamatorios no esteroideos

David Aurelio Soria?, Maria Elena Paez Hernandez?, Irma Pérez Silva?, Giaan Arturo
Alvarez Romero?, Gabriela Islas Guerrero®, Israel Samuel Ibarra Ortega®*

Israel ibarra@uaeh.edu.mx*

Resumen

Se desarrolldé una técnica de preconcentracion simple, rapida y econdémica, basada en la
aplicacion de polimeros molecularmente impresos multi plantilla (mt-MIP) en un sistema de
extraccion en fase soélida (SPE) acoplado con electroforesis capilar (CE) para la determinacién
de naproxeno (NPX), diclofenaco (DCF) e ibuprofeno (IBP) en muestras de agua ambientales.
Bajo condiciones éptimas, la técnica propuesta proporcioné limites de deteccién (LODs) de 3.00
a 12.00 ug L™ para los farmacos estudiados. La precision de la técnica fue evaluada en términos
de repetibilidad y reproducibilidad, con %RSD < 10% en todos los casos. La técnica se aplicé con
éxito al analisis de muestras de agua ambientales (agua embotellada, grifo, cisterna, pozo, y rio),
obteniendo porcentajes de recuperacion superiores al 95.52 %.

Palabras clave. Polimeros molecularmente impresos, AINEs, Extracciéon en Fase Sdlida

Abstract

A simple, fast, and cost-effective pre-concentration technique based on the application of multi-
template molecularly imprinted polymers (mt-MIP) in a solid-phase extraction system coupled with
capillary electrophoresis (CE) was developed for the determination of naproxen (NPX), diclofenac
(DCF), and ibuprofen (IBP) in environmental water samples. Under optimal conditions, the
proposed technique provides limits of detection (LODs) ranging from 3.00 to 12.00 ug L™ for the
studied non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). The technique’s precision was evaluated
in terms of repeatability and reproducibility, with %RSD < 10% in all cases. Finally, the proposed
technique was successfully applied in the analysis of environmental water samples (bottled, tap,
cistern, well, and river water samples) with recovery rates over 95.52.

Keywords. Molecularly imprinted polymers, NSAIDs, Solid-phase extraction
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1. Introduccion

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) presentan propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias. La accion farmacologica de los AINEs se basa en la inhibicion de la
ciclooxigenasa, enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas en los sitios de inflamacién [1].
La razon detras de su amplia prescripcion reside en que, a diferencia de los opioides, no causan
sedacién, depresion respiratoria ni adiccién [2]. El ibuprofeno (IBP), naproxeno (NPX), y
diclofenaco (DCF) son ejemplos de los AINEs mas comunmente utilizados [3].

La presencia de AINEs en el medio ambiente se debe a su uso extensivo como medicamentos
recetados y de venta libre. Ademas, la disposicion inadecuada de residuos, y efluentes de sitios
de produccion son fuentes considerables, mientras que sus propiedades fisicoquimicas, como
alta polaridad, estabilidad y baja biodegradabilidad, han contribuido a su amplia dispersion en
diversos cuerpos de agua incluyendo rios, lagos, y presas [4,5]. Los AINEs son considerados
farmacos seguros; no obstante, su uso continuo e inadecuado puede dafar la salud humana,
causando disfuncion renal, complicaciones gastrointestinales y cardiovasculares; ademas, se han
reportado efectos negativos en la biota, como cambios citolégicos en el higado, rifiones y
branquias de algunas especies de peces [6,7]. De acuerdo con los efectos adversos asociados
con los AINEs, estos farmacos han sido incluidos en el Método 1694 de la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), mientras que el DCF se ha incorporado a la lista de
vigilancia de la ultima revisién de la Directiva Marco del Agua de la Uniéon Europea (EU-WFD)
para su determinacion o monitoreo en muestras ambientales a concentraciones de ug L™ y ng
L™ [7].

El analisis de AINEs se lleva a cabo mediante técnicas electroquimicas [8], cromatografia de
gases (GC) [9], cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) [10] y electroforesis capilar (CE)
[11]. Entre las técnicas analiticas, la CE ha encontrado profunda aplicacion en el campo de las
separaciones analiticas, debido a sus numerosas bondades, como el analisis multianalito,
tiempos cortos de analisis, elevada resolucion en las separaciones, requerimientos minimos de
muestra y reactivos quimicos. Desde el punto de vista analitico, el analisis de AINEs presenta
dos problemas principales: la sensibilidad y la selectividad, debido a que los analitos estan
presentes en concentraciones traza (ug L™" y ng L™), y a la gran cantidad de componentes que
pueden interferir con el analisis. Por lo que, es necesario implementar una etapa de pre-
tratamiento de muestra como: centrifugacion, homogeneizacion, destilacion y extraccion, [12], en
sistemas de aislamiento, limpieza y preconcentracion de analitos.

Entre las técnicas de extraccion, la extraccion en fase soélida (SPE, por sus siglas en inglés) es la
configuracion mas versatil, permitiendo el tratamiento de elevados volumenes de muestra, lo que
mejora la sensibilidad analitica [13,14]. Tipicamente, la SPE se lleva a cabo utilizando
adsorbentes comerciales (C8, C18, HLB, etc.), materiales carbonaceos [15], materiales basados
en celulosa [16] y marcos metal-organicos [17], sin embargo, en anos recientes se ha explorado
el uso de polimeros molecularmente impresos (MIPs) [18]. Los MIPs son materiales sintéticos
altamente selectivos, disefiados especificamente para reconocer y unirse a moléculas plantilla
[19]. La selectividad de los MIPs se confiere durante el proceso de sintesis en el cual se crean
cavidades que son complementarias, en forma, tamano y funcionalidad a la molécula plantilla, a
través de interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas [20].
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La versatilidad de los MIPs reside en la amplia combinaciéon de mondmeros funcionales y agentes
entrecruzantes que se pueden usar en su sintesis, lo que les confiere propiedades Unicas como
alta selectividad, estabilidad, reutilizacion, facilidad de sintesis y almacenamiento [21]. Estas
caracteristicas hacen de los MIPs excelentes adsorbentes, con aplicaciones en el analisis de
antibioticos [18], pesticidas [22] e iones metalicos [23]. Recientemente, los polimeros
molecularmente impresos con multi plantilla (mt-MIP) han recibido atencién debido a su
capacidad para generar multiples sitios de reconocimiento en un solo material polimérico [24].

El presente trabajo describe la sintesis y aplicacion de un mt-MIP en un sistema SPE acoplado a
CE para el analisis de IBP, NPX, y DCF en muestras de agua ambientales. El mt-MIP se sintetizo
a partir de 4-vinilpiridina (4VP) y acido metacrilico (MAA) como mondmeros funcionales, y
etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) como agente entrecruzante. Este adsorbente se caracterizé
mediante espectroscopia infraroja (IR), analisis termogravimétrico (TGA), analisis de tamafo de
particula (PS) e isotermas de adsorcién (Langmuir y Dubinin-Radushkevich).

2. Experimental

2.1. Materiales y reactivos

El tetraborato de sodio (NazB4O-), hidréoxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI) fueron
obtenidos de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Acetaminofén, ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco y acido a-naftalenacético utilizado como estandar interno (IS) fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Las soluciones se prepararon diluyendo el respectivo
reactivo de grado analitico en agua desionizada, proporcionada por un sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). La solucién electrolito soporte (BGE) consistié en 30 mM Na.BsO7 y 2 mM
de B-ciclodextrina, ajustada a un pH de 10 [25]. El MAA, 4VP, EGDMA, y el persulfato de sodio
(Na2S20s) empleados en la sintesis del mt-MIP fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). El metanol de grado HPLC utilizado en la sintesis y elucién se obtuvo de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

2.2. Sintesis del mt-MIP

El mt-MIP se sintetizé mediante polimerizacion por precipitacion. Primero, se mezclaron 0.025
mmol de IBP, ACE, NPX y DCF (moléculas plantilla) con 2.40 mmol de MAAy 3.60 mmol de 4VP
(mondmeros funcionales) en metanol (solvente porégeno) y la mezcla se agité (3000 rpm) durante
2 horas. Una vez completada la etapa de prepolimerizacion, se afladieron 23.00 mmol de EGDMA
(agente entrecruzante) y 350 mg de Na>S,0s. Con el objetivo de eliminar el contenido de oxigeno,
la mezcla de reaccién se purgd con nitrégeno durante 15 minutos. Posteriormente, la reaccién de
polimerizacion se llevé a cabo a 60 °C durante 8 horas. Finalmente, las moléculas plantilla se
eliminaron de la matriz polimérica a través de extraccion Soxhlet durante 24 horas, utilizando
metanol como solvente. Finalmente, el mt-MIP obtenido se secé a 60 °C durante 12 horas [18].
El polimero no impreso (NIP) se sintetizé bajo las mismas condiciones experimentales descritas
anteriormente, excluyendo la molécula plantilla.
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2.3. Instrumental

La caracterizacion del mt-MIP se realizd mediante un espectrofotémetro de infrarrojo con
transformada de Fourier (Perkin Elmer, modelo Spectrum Two) equipado con un accesorio ATR
Pike Gladiator con cristal de diamente. EI pH de las soluciones se ajustd utilizando un
potenciometro (Corning Science Products, modelo 440, NY, USA). La separacion electroforética
se llevd a cabo empleando un sistema de elecroforesis capilar (Beckamn Coulter, modelo P/ACE
5500-UV, Fullerton, CA, USA), utilizando un capilar de silice fundida (41.7 cm de longitud total x
75 um de diametro interno). La morfologia del adsorbente se evalué mediante un equipo de
microscopia electrénica de barrido (JEOL, modelo JSM-820). El tamano de particula se determiné
mediante un analizador de tamafo de particula por difraccion laser (Beckman Coulter, modelo LS
I3 32). La estabilidad térmica del adsorbente se evalu6 mediante analisis termogravimétrico
utilizando un equipo (TA Instruments, modelo TGA 2000), en un intervalo de temperatura de 35 a
600 °C (10 °C min™).

2.4. Electroforesis capilar

Al inicio de cada dia de trabajo, el capilar se acondicioné siguiendo la siguiente secuencia: NaOH
1.0 M durante 15 minutos, NaOH 0.1 M durante 10 minutos, agua desionizada durante 10 minutos
y BGE durante 10 minutos. Con el objetivo de mejorar la reproducibilidad de la separacion y
prevenir la adsorcién de los analitos en la pared del capilar, entre cada analisis, el capilar se lavo
secuencialmente con NaOH 1.0 M durante 4 minutos, NaOH 0.1 M durante 2 minutos, agua
desionizada durante 2 minutos y BGE durante 4 minutos. La inyeccion se realizé de forma
hidrodinamica (0.5 psi, 10 s) y se aplicé un voltaje de 18 kV para separar los analitos [25].

2.5. Experimentos de adsorcion

Los experimentos de adsorcién se llevaron a cabo en configuracion batch, primero se colocaron
10 mg de mt-MIP en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se acondicioné con 1.0 mL de metanol
seguido de 1.0 mL de agua desionizada (tres veces). Posteriormente, se afiadié 1.0 mL de una
solucion que contenia AINEs a una concentracion de 20.0 mg L, ajustada a pH = 3.5 con una
solucion de HCI 0.1 M, y se agité en vortex durante 5 minutos. La separacion de fases se completd
a través de centrifugacién (3 minutos, 5000 rpm) y la solucidén remanente se dopd con IS (1.0 mg
L") y se analizé mediante CE. La cantidad de AINEs adsorbida por gramo de adsorbente (ge) se
calculé como la diferencia entre la concentracién inicial (Co) y la concentracion de equilibrio (Ce).
Con el objetivo de estimar la capacidad maxima de adsorciéb y la energia asociada al proceso
de adsorcidn, los datos experimentales se ajustaron a los modelos tedricos de las isotermas de
Langmuir y Dubinin-Radushkevich.

2.6. Tratamiento de muestra
Se empacaron 20 mg de mt-MIP en un cartucho de SPE. El acondicionamiento del adsorbente
se llevé a cabo con 3 mL de metanol, seguido de 5 mL de agua desionizada (1 mL min").
Posteriormente, se hizo circular a través del cartucho 50 mL de muestra ajustada a pH = 3.5. El
cartucho de SPE se lavd con 5 mL de agua desionizada para eliminar el contenido de sales de la
muestra. Los analitos se eluyeron con 1 mL de una solucién de metanol/NaOH (0.01 M).
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Finalmente, el eluato se evapord a sequedad y se reconstituyé con 0.5 mL de estandar interno
0.5 mg L'y se analizé mediante CE.

3. Resultados y Discusion
3.1. Caracterizacion del mt-MIP

Se obtuvo el espectro FTIR del mt-MIP y de los precursores (Figura 1). El espectro FTIR del mt-
MIP (Figura 1d) muestra una banda centrada alrededor de 3000 cm™', correspondiente a los
enlaces O-H provenientes de los grupos -COOH del MAA. Una banda débil cerca de 2900 cm™’
se atribuye al estiramiento de los enlaces C-H de los grupos metileno (-CHy-) en la cadena
polimérica, la banda intensa centrada alrededor de 1730 cm™' corresponde a los grupos carbonilo
provenientes del EGDMA y MAA; y las bandas en 1068 y 993 cm™' se atribuyen a la flexion de los
anillos en el plano y fuera del plano de los enlaces C-H de la 4VP [26-28]. Finalmente, en los
espectros FTIR del agente entrecruzante y los monémeros funcionales (Figura 1a-c), se observa
una banda intensa cerca de 1630 cm™, correspondiente al estiramiento del enlace C=C de los
grupos vinilo; sin embargo, en el espectro del mt-MIP (Figura 1d), se observé la ausencia total de
esta banda. Este comportamiento confirma la incorporacién de los mondmeros funcionales a la
cadena polimérica mediante la conversion de los enlaces C=C en enlances C-C [26,27].

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700
(cm?)
Figura 1. Espectros FTIR. a) EGDMA, b) MAA, C) 4VP, y d) mt-MIP.
Para evaluar la estabilidad térmica, se realiz6 el analisis termogravimétrico del mt-MIP y del NIP.
En ambos casos, se identificd una etapa de degradacion en el rango de temperatura de 256 a

447 °C para el NIP y de 278 a 479 °C para mt-MIP. Este comportamiento se atribuye a la mayor
estabilidad térmica del mt-MIP debido al proceso de impresion molecular [18,24,29]. Por otra
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parte, el analisis de tamafo de particula revel6 que las particulas de mt-MIP miden 3.47 ym mas
con respecto al NIP. La diferencia en el tamafo de particula se atribuyé a las cavidades de
reconocimiento molecular generadas durante el proceso de sintesis [18,29].

Las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas inglés)
del mt-MIP y NIP se muestran en la Figura 2. En dichas micrografias se observa que, se
obtuvieron sélidos con una superficie rugosa, sin embargo, la morfologia de ambos sélidos es
diferente, el mt-MIP presenta una morfologia semi-esférica uniforme, mientras que el NIP exhibe
una morfologia irregular, descrita como una flor, caracterizada por un nucleo del que se extienden
protuberancias delgadas en forma de aguja. Estas diferencias se atribuyen a la etapa de
prepolimerizaciéon durante la sintesis del mt-MIP [18,29].

BED-C 20.0kV WD10.4mm High-P.C.30.0 HighVac. X10,000 BED-C 20.0kV. WD10.4mm High-P.C.30.0 HighVac. X10,000
- 1lum mm 1lum

Figura 2. Micrografia SEM: a) mt-MIP y b) NIP.

El médelo de Langmuir (ecuaciones 1y 2) describe el proceso de adsorcidn en superficies solidas
bajo las siguientes consideraciones: 1) las moléculas se adsorben en una monocapa, 2) todos
los sitios activos tienen la misma probabilidad de ser ocupados y 3) no hay interaccion entre
moléculas adsorbidas [30]. El mddelo de Langmuir se utilizo para determinar la capacidad maxima
de saturacion (Qmax) y para evaluar la viabilidad del proceso de adsorcién a través del parametro
Ri: si 0 < RL < 1, el proceso de adsorcion es favorable; si R. > 1, el proceso de adsorcion no es
viable: y, finalmente, si R. = 0, el proceso de adsorcion es irreversible [30].

1 1 1

o + (1)

Qe QmaxKLCe Qmax

1
L= 1+K;Cy ( )
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El modelo de Dubinin-Radushkevich (ecuaciones 3-5) se utiliza para determinar el mecanismo de
adsorcion en superficies solidas homogéneas y heterogéneas. La constante 3 representa la
energia libre asociada con el proceso de adsorcion, € es el potencial de Polanyi, R denota la
constante de los gases (8.314 J mol' K') y T es la temperatura absoluta del sistema. Con base
en los valores de energia obtenidos, es posible clasificar el proceso de adsorcién: adsorcion fisica
si E < 8 kd mol™ y adsorcion quimica si 8 < E < 16 kJ mol™ [30].

LnQ, = LnQ,, — B* (3)

& =RTLn(1 +-) (4)

-1
E= 7 (5)

La tabla 1 resume los resultados obtenidos: se obtuvieron valores de Qmax entre 2.71y 5.73 mg
g, mientras que los valores de R., de 0.17 a 0.67, confirman la viabilidad del proceso de
adsorcion. El modelo de Dubinin-Radushkevich indica que el proceso de adsorcion quimico,
segun los valores de energia obtenidos (8.33 a 14.43 kJ mol™"). En todos los casos, los datos
experimentales se ajustan a ambos modelos con coeficientes de determinacion r? > 0.96.

Tabla 1. Parametros de adsorcion para IBP, ACE, NPXy DCF.

Analitos
ACE IBP NPX | DCF

Qmax (Mg g7) 271 | 297 | 546 | 573

Modelo Parametros

Langmuir Ru 0.38 0.39 0.17 | 0.67
2 100 | 1.00 | 096 | 0.99
E (kJ mol”) 12.91 | 11.95 | 14.43 | 8.33

Dubinin-Radushkevich

r2

0.98 0.99 0.96 | 1.00

3.2.  Efecto del pH en la eficiencia de extraccion

El pH en el proceso de extraccion determina la carga neta de los analitos y del adsorbente. Los
analitos y mondmeros presentan propiedades acido-base debido a los grupos funcionales
presentes en sus estructuras, tales como grupos de acido carboxilico en IBP, NPX, DCF y MAA,
con valores de pKa de 4.4, 4.2, 4.0 y 4.5, respectivamente. Mientras que, un grupo fendlico en
el caso de ACE con un pKa de 9.5 [31]. En todos los casos, a valores de pH < pKa los compuestos
estan neutros o no ionizados y a valores de pH > pKa, los compuestos adquieren carga neta
negativa). Por otra parte, las propiedades acido-base de la 4VP se deben al grupo amino en su
estructura, por tanto, a valores de pH < pKa, la 4VP presenta una carga neta positiva, mientras
que a valores de pH > pKa, tiene carga neta cero. De acuerdo con lo anterior, se evaluo el efecto
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del pH en el proceso de extraccién en un intervalo de 3.5 a 11.5. La Figura 3a muestra los
resultados obtenidos. Se observé que el proceso de extraccion esta fuertemente influenciado por
el pH. Para IBP, NPX y DCF, se observé una disminucion drastica en la eficiencia de extraccion,
de 98.50 % a 17.03 % (n=3, %RSD < 5 %), a medida que el medio se volvia mas alcalino. Este
fendmeno se atribuye a la repulsion electrostatica entre la base conjugada de los analitos y los
monomeros funcionales en el mt-MIP. En el caso de ACE, se observo una eficiencia de extraccion
homogénea (57.13 %, n=3, %RSD < 5 %) en todo el intervalo de pH. Este comportamiento se
explica por el grupo fendlico en su estructura, que puede estabilizar la carga negativa mediante
resonancia en el anillo aromatico, minimiza la repulsion electrostatica con la base conjugada de
los monémeros funcionales en el mt-MIP. Debido a lo anterior, se puede mencionar que el
proceso de extraccion esta gobernado por interacciones hidrofébicas que predominan en medios
acidos [31]. En consecuencia, se selecciond un pH de 3.5 como el valor éptimo para estudios
posteriores.

3.3.  Optimizacion del sistema SPE
3.3.1 Efecto de la cantidad de mt-MIP

La cantidad de mt-MIP determina la disponibilidad de sitios activos en el sistema. Por lo tanto, se
investigo el efecto de la cantidad de mt-MIP en la eficiencia de extraccion en un intervalo de 10.0
a 30.0 mg. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3b. Se observé que el equilibrio se
alcanzo a partir de 20.0 mg, con porcentajes de extraccion de 85.87 % a 98.50 % (n=3, %RSD <
5 %) y no se observaron diferencias significativas para cantidades mayores de mt-MIP evaluadas.
Para minimizar la cantidad de mt-MIP utilizada, se seleccioné 20.0 mg como la cantidad éptima
para estudios posteriores.

3.3.2 Composicion del eluyente

La eficiencia de elucién se evalué mediante la recuperacion absoluta, empleando una solucion
estandar de AINEs y soluciones alcalinas de metanol en tres niveles de concentracion (0.001,
0.01, y 0.1 M). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3c. De acuerdo con los
resultados, se obtuvieron porcentajes de recuperacién absoluta superiores al 97.67 % (n=3,
%RSD < 5 %) cuando se utilizé una solucién de MeOH/NaOH (0.01 M) como eluyente, por lo
tanto, esta solucién fue seleccionada como el eluyente 6ptimo en el sistema SPE. Durante los
experimentos de elucion, se observd que, tras completar la adsorcion de ACE, el proceso de
elucion no fue cuantitativo. Esto se atribuye al comportamiento de adsorciéon en funcion del pH.
Como se muestra en la Figura 3a, la eficiencia de extraccién permanece constante en todo el
intervalo de pH, lo que limita la capacidad de elucion. EI MIP es adecuado para la
preconcentracion de IBP, NPX y DCF. Como resultado de esta etapa, se determind que las
condiciones 6ptimas del sistema SPE son pH de 3.5, 20.0 mg de mt-MIP y 1 mL de una solucion
MeOH/NaOH (0.01 M) como eluyente.
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Figura 3. Optimizacion univaribale del sistema SPE: a) efecto del pH, b) efecto de la cantidad del mt-MIP
y ¢) composicion del eluyente.

3.4. Parametros analiticos

Bajo las condiciones 6ptimas del sistema SPE, se trataron 50 mL de muestra y se determinaron
los parametros analiticos, los limites de deteccion (LODs), los limites de cuantificacion (LOQs),
el intervalo lineal, asi como la repetitividad y reproducibilidad de la metodologia, de acuerdo con
las recomendaciones de la IUPAC [32]. Bajo las condiciones oOptimas, la técnica propuesta
proporciona LODs de 3.00 a 12.00 ug L™. La precision de la técnica propuesta se evalud en
términos de repetibilidad y reproducibilidad (100.00 ug L"), obteniendo en todos los casos %RSD
< 10.00 %. Los resultados se resumen en la tabla 2.

3.1.  Efecto de la fuerza i6nica
De acuerdo con la composicion de la matriz analitica, es necesario evaluar el efecto de la fuerza
idnica sobre la eficiencia de extraccion. Este efecto se evalué empleando una solucién estandar
de AINEs en presencia de diferentes concentraciones de NaCl. Se observd que la eficiencia de
extraccién no se ve afectada por la presencia de NaCl en el intervalo de concentraciones de
1x107® a 1x10™" M. Este resultado indica la aplicabilidad del método en muestras de agua,
considerando el contenido de sales esperado en diferentes muestras de agua ambientales [33].
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Tabla 2. Parametros analiticos de la técnica mt-MIP-SPE-CE.

IBP NPX DCF
r2 0.9989 0.9999 0.9999
Ordenada
b0 = ts(bo) 0.3796 + 0.1284 0.4705+0.1929  0.3558 + 0.0938
Sensibilidad
b1 * ts(b4) 21.7960 + 1.1198  79.4721 £ 2.0442 52.7654 + 0.7321
Repetibilidad (RSD %, n=3)
100.00 pg L 3.97 2.89 4.83
Reproducibilidad (RSD %, n=3)
100.00 pg L 6.13 6.21 7.44
Intervalo lineal (ug L") 36.00-200.00 12.00-150.00 10.00-200.00
Limite de deteccion (ug L") 12.00 4.00 3.00
Limite de cuantificacion (ug L") 36.00 12.00 10.00

3.2.  Analisis de interferentes

La eficiencia de extraccion de IBP, ACE, NPX y DCF se evalu6 en presencia de interferentes
organicos, tales como cafeina (CAF), oxitetraciclina (Oxy) y acido salicilico (SA) e inorganicos,
como Ca?, Mg®* y K*) que de acuerdo a reportes previos, pueden coexistir con AINEs en
muestras de agua [34-36]. Los experimentos se realizaron en dos niveles de concentracion (10
mg L™" y 20 mg L™"). Se observé que el mt-MIP exhibe una alta afinidad hacia los analitos y la
eficiencia de extraccion no se ve afectada, incluso en concentraciones altas de interferentes,
proporcionando porcentajes de extraccion de 50.71 % a 98.50 % (n=3, %RSD < 5 %).

3.3.  Analisis de muestras reales

La técnica propuesta se aplicd en la determinacion de AINEs en diez muestras de agua,
incluyendo agua embotellada, de grifo, de manantial, de pozo y de rio, recolectadas en el estado
de Hidalgo, México. Sin embargo, no se encontraron muestras positivas para AINEs. Esto puede
atribuirse a varios factores, como efectos de dilucion, baja descarga regional de AINEs o la
ausencia de contaminacién cruzada en el area de estudio. Para demostrar la aplicabilidad de la
técnica desarrollada, se llevé a cabo el andlisis de una muestra blanco de grifo, fortificada a dos
niveles de concentracion ( 50 y 75 pg L™). En todos los casos, se obtuvieron porcentajes de
recuperacion superiores al 95.52 % con %RSD < 10.00 %. Los resultados se resumen en la tabla
3.
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Tabla 3. Analisis de recuperacion en muestras de agua.

Agregado L
Analito % greg (ug L)
NF 50 75
R ND 97.02 98.38
IBP
RSD - 7.21 4.37
R ND 96.31 99.63
NPX
RSD - 8.01 5.24
R ND 95.52 97.82
DCF
RSD - 7.34 5.06

R: recuperacion, RSD: desviacion estandar relativa, NF: no fortificado, ND: no detectado

La figura 4 muestra los electroferogramas obtenidos en el analisis de muestras fortificadas. La
figura 4a corresponde a una muestra de agua de grifo, mientras que la figura 4b corresponde al
analisis de la muestra de agua de grifo fortificadas con los analitos y estandar interno bajo las
condiciones 6ptimas de la técnica propuesta.

a) /'5\
NPX
DCF
b) IBP IS
6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
Minutos

Figura 4. Electroferogramas obtenidos de los andlisis de muestras de agua reales: a) muestra de
agua de grifo fortificada con estandar interno (500 ug L™") y b) muestra de agua de grifo fortificada
con estandar interno (500 pg L™") y AINEs (50 ug L™).
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4. Conclusiones

La utilizacién de MAA y 4VP como monomeros funcionales en la sintesis de un mt-MIP y su
implementacion en la SPE acoplado a CE, proporciona un método eficiente para la determinacion
de AINEs en muestras de agua. Mediante espectroscopia IR, microscopia SEM, y analisis
termogravimétrico se demostré el exitoso proceso de impresion molecular. Ademas, el mt-MIP
mostré una capacidad de extraccion hasta 9.8 veces superior en comparacion con el NIP. La
técnica propuesta proporciona resultados satisfactorios en términos de selectividad, exactitud y
precision en la determinacion de AINEs, con %RSD inferiores a 10.0 % en todos los casos. Bajo
las condiciones optimas, la técnica proporciona LODs competitivos (3.00 a 12.00 ug L™),
comparables o mejores con los reportados en la literatura, y puede aplicarse con éxito al analisis
de muestras de agua reales.
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Estudio polarografico para la cuantificacion diferenciada de metabisulfito

y sulfito de sodio

D.Valente?, U. Briones Guerash-Silva®®, E. Islas-Ortiz?, A.M. Reyes-Salas®,
E.O. Reyes-Salas®

octavio reyessalas@yahoo.de

Resumen

El metabisulfito de sodio y el sulfito de sodio son compuestos con propiedades redox; tienen
multiples aplicaciones, entre ellas, se usan como antioxidantes y agentes antimicrobianos en una
variedad de productos farmacéuticos y funciona como conservadores alimenticios. Ambos
compuestos tienen propiedades redox, por lo que pueden buscarse métodos electroanaliticos
que permitan su determinacion. Existen varias formas de cuantificar el metabisulfito, pero en
realidad, casi todas consideran la reaccién de metabisulfito de sodio con agua para dar sulfito.
Por ello, los estudios estan dirigidos a la determinacion del sulfito e indirectamente la del
metabisulfito. Otros métodos determinan el azufre total y lo expresan como sulfito, es decir, no
distinguen entre ambos.

Este trabajo muestra que la estabilidad del metabisulfito en agua depende de la concentraciéon y
de la presencia de oxigeno. Los resultados indican que tanto el metabisulfito como el sulfito
pueden ser cuantificados por polarografia con limites de deteccién bajos, del orden de 7 mg/L .

Palabras clave. Metabisulfito, Sulfito, Polarografia

Abstract

Sodium metabisulfite and sodium sulfite are compounds with redox properties; they have multiple
applications;they are used as antioxidants and antimicrobial agents in a variety of pharmaceuticals
and works as a food preservative. Both compounds have redox properties, so electroanalytical
methods can be sought that allow their determination. There are several ways to quantify
metabisulfite, but in reality, almost all of them consider the reaction of sodium metabisulfite with
water to give sulfite. Therefore, the studies are aimed at the determination of sulfite and indirectly
that of metabisulfite. Other methods determine total sulfur and express it as sulfite, that is, they
do not distinguish between them.

This work shows that the stability of metabisulfite in water depends on the concentration and
presence of oxygen. The results obtained show that both metabisulfite and sulfite can be
quantified by polarography with low detection limits, in the order of 7 mg/L.

Keywords. Metabisulfite, Sulphite, Polarography.
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1. Introduccion

Las propiedades redox del metabisulfito de sodio y del sulfito de sodio permiten darles multiples
aplicaciones, entre ellas, como antioxidantes y preservativos en alimentos.

El metabisulfito de sodio es un compuesto formado por dos iones sodio Na* y un ion metabisulfito
o disulfito S;0s%. Su férmula quimica es NayS;0s. Es un sdlido blanco cristalino. Se usa como
antioxidante y agente antimicrobiano en una variedad de productos farmacéuticos y funciona
como conservante en muchas preparaciones alimenticias [1].

Ambos compuestos tienen propiedades redox, por lo que pueden buscarse métodos
electroanaliticos que permitan su determinacion. Existen varias formas de cuantificar el
metabisulfito, pero en realidad, casi todas consideran la reaccion de metabisulfito de sodio con
agua para producir sulfitos o bisulfitos y no plantean una determinacion directa ni las propiedades
redox. Los estudios estan dirigidos a la determinacién del sulfito e indirectamente la del
metabisulfito.

Otros métodos determinan el azufre total y lo expresan como sulfito, es decir, no distinguen entre
ambos; por ejemplo, la Agencia de Alimentos y medicamentos en los Estados Unidos (“Food and
Drug Administration, FDA”) emplea el método oficial AOAC 990.28, basado en el método de
Monier-Williams y se basa en la destilacion acida del SO» seguida de la titulacion con sosa del
acido sulfurico generado [2]. También existen métodos espectrofotométricos y cromatograficos
[3].

Estos otros métodos encontrados en la literatura resultan no solo costosos sino mas laboriosos
pues implican o separaciones cromatograficas o varias reacciones para poder determinar el
contenido de azufre en el sulfito y el metabisulfito.

No se encontré ningun método que fuese directo ni que pudiese distinguir entre el monémero y
el dimero. Sin embargo, es importante distinguir entre ellos pues el metabisulfito tiene un mayor
poder como conservador, los precios de estos compuestos son diferentes y su reactividad
también es diferente.

Asi pues, en el presente trabajo se plantea un método polarografico para diferenciar compuestos
inorganicos de azufre con interés en la industria alimentaria (sulfito y metabisulfito de sodio).
Ademas, se presentan los resultados de la estabilidad del metabisulfito de sodio en disolucién
acuosa a través del tiempo.

2. Experimental

2.1 Metodologia
Los experimentos fueron realizados con el equipo 797 VA Computrace Metrohm con médulo
polarografico (electrodo de trabajo de gota de mercurio, electrodo de referencia Ag/AgCl, KClsat,)
y electrodo auxiliar de platino) con el software Metrohm CT97 application (1.2). Todas las
disoluciones se realizaron con material volumétrico grado A y se prepararon con agua
desionizada.
Los reactivos empleados se encuentran mencionados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Reactivos utilizados

Reactivo Marca Pureza
Hidroéxido de sodio Meyer 97 %
Acido acético glacial Drotasa 99.7 %
Nitrato de potasio Meyer 98 %
Metabisulfito de sodio Diquitra 98.7 % al 100 %
Sulfito de sodio Mallinckrodt 98.8 %
Nitrégeno Praxair 99.997 %

2.2 Determinacion polarografica de sulfitos totales

Para la determinacion por polarografia diferencial de impulsos (PDI), se colocan 20 mL del
electrolito soporte, en los que se burbujea nitrégeno durante 300 s para eliminar cualquier
interferencia del oxigeno; se agregan 50 uL de la disolucion de sulfito de sodio para realizar su
polarograma correspondiente, se continla con las adiciones del mismo volumen hasta obtener
un volumen total agregado de 150 uL. al terminar estos polarogramas se agregan 50 uL de la
disolucion de metabisulfito de sodio, se continlla con las adiciones del mismo volumen hasta
obtener un volumen total agregado de 150 pL.

Las condiciones del trabajo polarografico se presentan a continuacion en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones experimentales

Técnica Intervalo Aplitud Tiempo | Velocidad Electrolito pH
del pulso | del pulso de soporte
barrido
Polarografia | -0.200 a | -0.005V 0.05s 4.2 mV/s CH3sCOOH / 4.58
Diferencial | —1.000V CH3COONa
de Impulsos

2.3 Determinacion polarografica diferenciada de sulfitos y metabisulfitos de sodio

Como en el caso anterior, para la determinacion polarografica por (PDI), se colocan 20 mL del
electrolito soporte, al cual se burbujea nitrégeno por 300 s de para eliminar cualquier interferencia
del oxigeno; se agregan 500 pL de la disolucion de metabisulfito de sodio para realizar su
polarograma correspondiente, se continuan con las adiciones del mismo volumen hasta obtener
un volumen total agregado de 2500 L. al terminar estos polarogramas se agregan 500 uL de la
disolucion de sulfito de sodio, se contindan con las adiciones del mismo volumen hasta obtener
un volumen total agregado de 2500 pL.

Las condiciones del trabajo polarografico se presentan a continuacién en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones experimentales

Técnica Intervalo Aplitud Tiempo | Velocidad Electrolito pH
del pulso | del pulso de soporte
barrido
Polarografia | 0.250V a | -0.005V 0.05s 4.2 mV/s KNOs3 7
Diferencial | —1.650V
de Impulsos
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2.4 Determinacion polarografica de la estabilidad del metabisulfito de sodio
Los experimentos se realizaron con diferentes concentraciones de metabisulfito (cercanas a
1000, 5000 y 10 000 mg/L) tanto para los sistemas sin oxigeno (eliminado por burbujeo previo de
nitrdgeno) como para los que contenian oxigeno. La concentracion del metabisulfito se determiné
polarograficamente como se describié previamente y durante un cierto periodo de tiempo (0-240
horas). Durante el tiempo de reposo las disoluciones se mantuvieron al abrigo de la luz.

3. Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestran los polarogramas PDI amplificados en la zona en que ambas especies
se reducen a un mismo potencial de -0.680 V

Determinacién de azufre proveniente de
sulfito y metabisulfito de sodio
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Figura 1 A
Figura 1.A. Polarogramas representativos de adiciones de sulfito (curvas 1, 2 y 3) y metabisulfito de sodio
(4, 5 y 6). en medio amortiguado a pH 4.58 (zona de potenciales recortada a la zona de estudio).
Condiciones de trabajo indicadas en la Tabla 2. Figura 1 B: Representacion de la linealidad de la intensidad
de corriente de pico de reduccién a -0.680 V y la concentracidon de azufre total.

Figura 1B

Este experimento corrobora que, aunque en este medio no se diferencian las sustancias entre si;
es posible obtener una determinacién con respecto al azufre contenido en ambos analitos; la
sefial medida corresponde al azufre presente, independientemente de que provenga del sulfito o
del metabisulfito.

Este método propuesto aqui, con la determinacion total de azufre, es equivalente al empleado
por la FDA (Food and Drugs Administration) de los Estados Unidos, solo que ellos emplean una
metodologia mas laboriosa y costosa (una destilacion especial, transformacién del azufre total a
acido sulfurico y valoracion subsecuente con sosa, conocido como método de Monier-Williams).

En la Figura 2 se muestran los polarogramas de la determinacién simultanea de sulfitos y
metabisulfitos a pH =7

En la Figura 2A se muestran los polarogramas experimentales del metabisulfito en medio neutro.
Se observan tres sefales, aunque la primera, que corresponde a una oxidacion, es la mas grande
y, por tanto, donde se tendra mayor sensibilidad.

En la Figura 2B los polarogramas corresponden a las adiciones de sulfito a la disolucién que ya
contenia el metabisulfito (curva 5 de la figura 2A). Puede apreciarse que las correspondientes
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senales se presentan a diferentes valores de potencial de pico: a +0.150 V la del metabisulfito y
a-0.012 V la del sulfito; esta diferencia de potenciales de pico permite muy bien diferenciar ambas
senales.

300 A
5
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— 1000 2787606 ™ | | ‘__7‘ El 7.854E-06
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Figura 2. Polarogramas del estudio simultaneo de sulfito y metabisulfito de sodio a pH 7. A) adiciones de
metabisulfito de sodio (curvas 1 a 5). B) adiciones de sulfito de sodio a la disolucion 5 de metabisulfito
(curvas 6 a 9).

En las graficas de la Figura 3 se muestra que existe una buena correlacion lineal entre la
intensidad de corriente de pico y la concentraciéon tanto del metabisulfito (determinado en el
potencial de pico de 0.150 V) como del sulfito (determinado en el potencial de pico de -0.012 V).
Se indican también los valores de limite de detecciéon (LOD) y limite de cuantificacion (LDC),
similares para ambos analitos, aunque la sensibilidad es mayor para la determinacién del
metabisulfito.

Senal en 0.150 V de metabisulfito de sodio Sefal en -0.012 V de sulfito de sodio
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e e
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Figura 3. Relacion entre la intensidad de corriente de pico por PDI (en Amperios) y la concentracion del
analito de estudio (mg/L) en medio neutro. 3A para el metabisulfito de sodio; 3B para el sulfito de sodio.
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En estas condiciones es posible la determinacion de los 2 analitos simultdneamente, con un limite
de deteccion de aproximadamente de 10 ppm y de cuantificacion de 20-30 ppm para las
sustancias de estudio (metabisulfito y sulfito).

En la Figura 4 se muestra la estabilidad de las disoluciones de metabisulfito de sodio en diferentes
condiciones de concentracion, tiempo y presencia o ausencia de oxigeno.

Estabilidad del metabisulfito de sodio
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Figura 4. Variacion de la concentracién de metabisulfito en disoluciones de diferente concentracion en
funcion del tiempo, tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

Como puede observarse en la Figura 4, el metabisulfito es bastante estable, ain en presencia de
oxigeno. Solamente la combinaciéon de una baja concentracion de metabisulfito (del orden de
1000 ppm) en presencia de oxigeno produce una descomposicion del orden de un 35 % en el
curso de 250 h (poco mas de 10 dias).

Puede deducirse de las graficas de la Figura 4 que el metabisulfito si se oxida por el oxigeno del
medio, pero solamente en concentraciones relativamente bajas (1000 ppm o menos).

Se observa que en las disoluciones sin oxigeno en el sistema (burbujeados con nitrégeno), la
degradacion es minima, y después de mas de diez dias, se tiene mas del 95 % del metabisulfito
inicial.

Estos resultados permiten prever las condiciones de preparacion de disoluciones de metabisulfito
como antioxidante o conservador en productos comerciales.
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4. Conclusiones

Este trabajo ha mostrado que el metabisulfito es un compuesto estable; cuando esta en alta
concentracién casi no se degrada por mas de diez dias.

También ha sido posible mostrar que puede ser cuantificado por polarografia diferencial de
impulsos ya que presenta dos sefales de reduccion y una de oxidacion.

La senal de reduccion a -0.68 V (en medio amortiguado de pH = 4.8) coincide con la reduccion
del sulfito, por lo que es posible la determinacion de azufre total.

En medio neutro es posible la determinacion simultanea diferenciada del metabisulfito y del sulfito.
Estos resultados permitiran desarrollar una metodologia de control de calidad en la elaboracion
y aplicacion de estos antioxidantes, que son importantes aditivos alimentarios. Los limites de
deteccién son muy bajos, del orden de pocos mg/L (ppm), muy por debajo de los niveles de
concentracién en que suelen ser comercializados.
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acetilsalicilico, diclofenaco y paracetamol con Espectrofotometria UV-
Visible
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la Garza Rodriguez*

ilianagarza@uadec.edu.mx

Resumen

En la actualidad, las actividades industriales y domeésticas han favorecido la presencia de
contaminantes emergentes, entre los cuales destacan los farmacos contaminantes de interés
ambiental. Estos compuestos no se encuentran regulados por las normativas nacionales vigentes
de aguas residuales; sin embargo, su presencia ha sido reportada en efluentes industriales
hospitalarios y domésticos, los cuales pueden alcanzar las fuentes de agua superficiales y
subterraneas utilizadas para el consumo humano. Las técnicas analiticas empleadas para su
identificacion y cuantificacion, como la cromatografia liquida, suelen implicar altos costos vy
requerimientos técnicos mas avanzados. El presente trabajo tiene como objetivo disefiar un
meétodo Espectrofotométrico UV-Vis que permita la cuantificacién individual de acido
acetilsalicilico, diclofenaco y paracetamol en muestras de agua de grifo fortificadas, considerando
la posible interferencia de los componentes presentes en el agua de la red municipal. Las
concentraciones obtenidas de las tres muestras fortificadas utilizando los métodos propuestos
son de 152.5 + 1.6 mg/L de &cido acetilsalicilico, 9.95 + 0.14 mg/L de diclofenaco y 11.98 + 0.32
mg/L de paracetamol.

Palabras clave. Espectrofotometria UV-Vis, Contaminantes emergentes. Farmacos.

Abstract

As of today, domestic and industrial activities have favored the presence of emergent pollutants,
in which pharmaceutical drugs serve as pollutants of environmental interest. These compounds
aren’t regulated by current national norms for sewage; still, their presence has been reported on
industrial, domestic and hospital effluents, all of which can reach superficial and underground
sources of water used for human consumption. The analytical techniques used for their
identification and quantification, such as liquid chromatography, tend to be high cost while also
requiring advanced technical knowledge. The aim of this work is to design a UV-Vis
spectrophotometry method for the individual quantification of acetylsalicylic acid, diclofenac and
acetaminophen on fortified tap water samples; considering the possible interference of the
different components present on the water supplied by the municipal water network. The
concentrations found for the three fortified samples with the proposed methods were: 152.5 + 1.6
mg/L of acetylsalicylic acid, 9.95 * 0.14 mg/L of diclofenac and 11.98 + 0.32 mg/L of
acetaminophen.

Keywords. UV-Vis spectrophotometry, emergent pollutants, pharmaceutical drugs.
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1. Introduccion

En la actualidad, una de las problematicas ambientales mas importantes es la contaminacién del
agua; la alta demanda de este recurso hidrico derivada del aumento en la actividad antropogénica
y el crecimiento poblacional ha favorecido la presencia de contaminantes en diversos cuerpos de
agua, alterando su equilibrio y caracteristicas fisicoquimicas [1]. Entre los contaminantes ya
estudiados se encuentran los componentes organicos e inorganicos, sedimentos y recientemente
los denominados contaminantes emergentes [2].

Los contaminantes emergentes comprenden una amplia gama de moléculas derivadas de
productos de uso cotidiano, detectadas en los cuerpos de agua en concentraciones traza, que
van desde los mg/L hasta los ng/L, incluyendo aditivos industriales, plaguicidad, productos de
higiene personal, surfactantes, retardantes de llama, colorantes y farmacos [3]. La principal fuente
de contaminante farmacéuticos son las aguas residuales de la industria farmacéutica, hospitalaria
y domésticas ya que las plantas tratadoras no estan disefiadas para eliminarlos, debido a que no
existen normativas especificas que regulen los limites permisibles, como consecuencia una
fraccidon importante de estos componentes ya sea en su forma original o como metabolito, son
liberados a los cuerpos de agua durante las descargas residuales [4].

Entre los contaminantes emergentes de mayor interés se encuentran los farmacos de alta
actividad biolégica ya que a bajas concentraciones siguen interactuando con los organismos
bioldgicos, varios de estos farmacos presentan una alta estabilidad en los medios acuosos o, en
caso de degradarse generan metabolitos persistentes y potencialmente toxicos para el medio
ambiente [5].

De acuerdo con la funcién terapéutica, los farmacos pueden clasificarse en distintos grupos, tales
como los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) un grupo de especial preocupacion ya que
engloba farmacos utilizados para tratamiento del dolor y la inflamacion, estos se consumen de
manera casi cotidiana debido a que se dispensan sin necesidad de receta médica; en México se
estima que el 15% de farmacos encontrados en aguas residuales, superficiales y subterraneas
corresponden a principios activos de este grupo de medicamentos [6]. El incremento de los AINEs
en el medio ambiente se asocia con la automedicaciéon y abuso en el consumo, elevando su
produccién industrial, junto con la liberacion de metabolitos a través de las descargas de aguas
residuales doméstica u hospitalarias, y asi pueden incorporarse a los cuerpos de agua mediante
la escorrentias o infiltracion, alcanzando las aguas subterraneas [7].

El acido acetilsalicilico (AAS), diclofenaco (Diclo) y paracetamol (ACT), son tres farmacos del
grupo de los AINEs ampliamente utilizado para el tratamiento de dolor, fiebre e inflamacion [8]. El
AAS es considerado el antiinflamatorio modelo del grupo de los salicilatos, posee un pKa de 3.49
y sufre un proceso de degradacion fuertemente influido por el pH; aproximadamente el 20% de
la dosis administrada se excreta sin metabolizar [9]. El diclofenaco, generalmente se administra
como una sal sddica, presenta un pKa de 4.15 y cerca del 25% de la dosis ingerida se excreta de
forma inalterada [10].
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Por otra parte el paracetamol (ACT) es un acido débil con un pKa de 9.2, del cual entre 1y 10%
se excreta sin modificar, un consumo excesivo de este medicamento propicia la formacién del
metabolito NAPQI (N-acetil-p-benzoquinoneimina), el cual es téxico y genera necrosis en los
hepatocitos. La exposicion cronica a los tres farmacos ya sea intencional o accidental, se asocia
con alteraciones en los 6rganos involucrados en el proceso de excrecion y metabolizacion, debido
a su inhibicion no selectiva de la ciclooxigenasa lo cual afecta el flujo renal, induciendo
ulceraciones gastricas y concentraciones plasmaticas elevadas, presentando un potencial
carcinogeno [10].

En el medio ambiente, estos farmacos se relacionan con efectos adversos en los organismos
acuaticos, incluyendo la citotoxicidad de moluscos y peces, alterando su reproduccién, también
disminuyen la sintesis de pigmentos fotosintéticos en algas y aumentan la generacion de especies
de oxigeno [11]. Para la deteccion y cuantificacion de farmacos en el medio ambiente, la
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS) es una
de las técnicas mas empleadas debido a su alta sensibilidad y selectividad [12].

Sin embargo, a pesar de ser una técnica muy sensible, presenta desventajas como el alto costo
de analisis (reactivos y equipos), la preparacion de la muestra y la necesidad de contar con
analistas capacitados para el manejo y mantenimiento de la instrumentacion [13]. En contraste,
la espectrofotometria UV-Vis representa una alternativa analitica accesible, versatil y de menor
costo utilizada para analisis cualitativos y cuantitativos. Esta técnica permite la identificacion y
cuantificacién de compuestos farmacolégicos mediante la medicion de la absorcion de luz
ultravioleta o visible por los distintos grupos funcionales presentes en las estructuras de las
moléculas ya que cada farmaco tiene una sefial de absorcion maxima a una longitud de onda
especifica derivada de la presencia de estos distintos grupos que los conforman [14].

Ademas, esta técnica permite establecer una relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion de la muestra (Ley de Lambert-Beer), lo que facilita la cuantificacion precisa en
sistemas acuosos con una instrumentacion sencilla y de bajo costo operativo [15]. El objetivo de
este trabajo es disefiar métodos Espectrofotométricos UV-Vis que permitan la cuantificacion
individual de acido acetilsalicilico, diclofenaco y paracetamol en muestras de agua de grifo,
considerando la posible interferencia de los diferentes componentes presentes en el agua de la
red municipal.
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2. Experimental

En este trabajo se realizaron pruebas de solubilidad, variacion de pH, rango de trabajo y efecto
de matriz de cada uno de los farmacos estudiados.

2.1 Pruebas de Solubilidad
Se prepararon tres disoluciones para cada farmaco con tres solventes distintos: agua
desionizada, etanol al 10% y metanol al 10%. Para lo cual se pesaron 0.01 g, que después se
disolvieron en 100 mL del medio seleccionado; posteriormente, utilizando el mismo medio, se
diluyeron hasta lograr una concentracion de 10 mg/L, para al final, leer cada una de las soluciones
en el espectrofotometro UV-Vis.

2.2 \Variacion de pH
A partir de una solucién de 100 mg/L de AAS, Diclo o ACT, se realizaron diluciones a 10 mg/L de
cada farmaco, a las cuales se les modifico el pH de 1 a 12 utilizando soluciones de HCI 0.1M y
NaOH 0.1M, cada una de las soluciones con el pH ajustado se ley6 en el espectrofotémetro UV-
Vis.

2.3 Rango de trabajo
De manera individual, se elaboraron disoluciones con etanol al 10% de cada farmaco. Para el
AAS se probaron disoluciones desde 0.5 a 1000 mg/L y para Diclo y ACT se probaron disoluciones
desde 0.2 a 20 mg/L, después las disoluciones se llevaron a su lectura al espectrofotometro UV-
Vis y se realizé un barrido de 200 a 700 nm, en la tabla 1, se presentan los rangos de trabajo y la
longitud de onda que se utilizaron para cada farmaco manteniendo el pH=7 utilizando HCl o NaOH
0.1M. Después se obtuvieron las curvas de calibrado para cada farmaco utilizando cinco
disoluciones.

De acuerdo con la IUPAC, se llevo a cabo la determinacion del limite de deteccion (L.D.) utilizando
la ecuacion 1, y el limite de cuantificacién (L.C.) por medio de la ecuacién 2, donde Sg es la
desviacion tipica del blanco y m la pendiente de la curva de calibracién externa.

3S
L.D.=—E&
m
(1)
108
L.C.=—5
m

)
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Tabla 1. Rango de trabajo utilizado para la curva de calibrado de cada farmaco y longitud de onda (A) en
la que se llevo a cabo la lectura en el espectrofotémetro UV-Vis.

Farmaco Rango de Trabajo (mg/L) | A max. de absorbancia (nm) L.D. L.C
AAS 100 a 300 268 2.086 6.955
Diclo 1a20 273 0.314 1.045
ACT 1a20 243 0.113 0.378

2.4 Curva de Adicién de estandar

Las curvas de adicion de estandar nos permiten determinar si el método propuesto para cada
farmaco presenta un efecto de matriz, por lo cual se realizé una curva de adicién para cada
farmaco. Previamente se prepararon tres muestras de agua de grifo fortificadas, a la muestra 1
(M1) se le anadieron 150 mg/L de AAS, a la M2 se afadieron 10 mg/L de Diclo, y a la M3 se
afnadieron 12 mg/L de ACT.

Para realizar las curvas de adicion de estandar se realizé la misma serie de disoluciones que en
la curva de calibrado externa, pero antes de llevar al aforo a las disoluciones se les afadio 1 mL
de la muestra de agua de grifo previamente fortificada con una concentracién conocida del
farmaco estudiado a cada estandar.

3. Resultados y Discusion

3.1 Pruebas de Solubilidad y Variacion de pH
En las Figuras 1, 2 y 3 se presentan los espectros de absorcion que se obtuvieron en las pruebas
de solubilidad y variacion de pH de los tres farmacos estudiados.

0.4 0.4

ETANOL —pH1 pH 2

0.8 —— METANOL 08 ——pH3 ——pH4

g o —— AGUA s ——pH5 —=——pH6

E ’ § ‘ = pH 7 =——pH 8

g § —H 9  e—pH 10
< <

——pH 11 ——pH 12

0.2 0.2

230 260 290 320 350 200 250 300 350

Longitud de onda (nm) Longitud de Onda (nm)

Figura 1. a) Espectros de solubilidad para acido acetilsalicilico. b) Variaciones de pH con soluciones de
10mg/L de acido acetilsalicilico con HCl y NaOH 0.1M.
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Figura 2. a) Espectros de solubilidad para diclofenaco. b) Variaciones de pH con soluciones de 10 mg/L de
diclofenaco con HCl y NaOH 0.1M.
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Figura 3. a) Espectros de solubilidad con Paracetamol. b) Variaciones de pH con soluciones de 10 mg/L
de paracetamol con HCl y NaOH 0.1M.

Al realizar las pruebas de solubilidad se observé que el AAS vy el Diclo, se tardaron en disolverse
en agua, mientras que el ACT se disolvio rapidamente en los tres solventes; al realizar los barridos
en el UV-Vis (Figuras 1a, 2a y 3a) se encontré que las sefales de maxima absorcion de cada
farmaco fueron mayores utilizando etanol al 10%, por lo que, en todos los casos se selecciono el
etanol al 10% como el solvente éptimo.

En la Figura 1b se presentan los espectros que se obtuvieron de AAS variando el pH desde 1 a
12, donde se observa que a pH<3 se presentan dos sefales de absorcién (230 nm y 270 nm)
indicandonos que el AAS se encuentra en su forma protonada, a partir de pH 4 hasta pH 6 se
presenta una disminucion de la intensidad de las sefiales en 230 nm y 270 nm y a partir de pH 7
las senales en 230 nm y 270 nm se mantienen constantes pero aparece una nueva senal en 297
nm, al aumentar el pH>7 se siguen manteniendo constantes las sefiales en 230 nmy 270 nm y
en la sefial de 297 nm se va incrementando la sefial analitica.
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El comportamiento espectral del Diclo, se presenta en la Figura 2b donde se observa que a pH
de 1 a 4 se presenta un maximo de absorcion en 271 nm y la intensidad de absorcion va
incrementando y a pH>5 se presenta un desplazamiento de la sefial analitica hasta 275 nm.

En la Figura 3b se presenta el comportamiento espectral del ACT y podemos observar que a
pH<3 presenta un maximo de absorcion en 235 nm, mientras que en el rango de pH de 4 a 9 se
presenta una disminucién de la intensidad de la sefial analitica asi como un desplazamiento de
esta a 243 nm y a partir de pH>10 la sefal analitica se desplaza hasta 260 nm.

3.2 Curva de calibrado y adicion de estandar.
En las Figuras 4a a la 6a se presentan los espectros de absorcion de la curva de calibrado y en

las Figuras 4b a la 6b se presentan las curvas de calibrado asi como las curvas de adicion de
estandar de los farmacos estudiados.

e Acido acetilsalicilico (AAS)
Para obtener la curva de calibrado y la curva de adicion de estandar del AAS (Figura 4b) se utilizé
la longitud de onda de maxima absorcion de 268 nm de los espectros (Figura 4a), las curvas se
realizaron por triplicado.

1.2
1.2

1 1 @
o’
< 08 a) 08 b)
© [
& « 0.6
2 06 2 ()
2 3 0.4
o] Q .
< 04 ] o
2 0.2
0.2 ol
-100 0 100 200 300 400
0 0.2
200 250 300 350 400
Longitud de Onda (nm) 04 Concentracién (ppm)

Figura 4. a) Espectros obtenidos de la curva de calibrado externa de acido acetilsalicilico. b) Comparacion
de la curva de calibracion externa (azul) con la curva de adicién de estandar (naranja).

Tabla 2. Valores promedio de pendientes y ordenadas al origen de las curvas de calibrado de acido
acetilsalicilico.

Curva m (X £ S) b (X£S)
Calibrado 0.0033+5.8x10° 0.0142+3.03x10°3
Adicién de Estandar 0.0033+2.3x10° 0.1004+4.042x10*

n=3; m= pendiente; b=ordenada al origen; X= promedio; S= desviacion estandar.
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En la tabla 2 se presentan los valores promedio de: pendientes (m) y ordenadas al origen (b) de
las curvas de calibrado. Al observar las curvas y las pendientes podemos decir que las rectas son
paralelas, esto nos indica que la presencia de diferentes componentes en la muestra del agua no
interfiere con la cuantificaciéon del AAS y al extrapolar la curva de adicion de estandar
encontramos la concentracién real de la muestra obteniendo una concentracion de 152.5 + 1.6
mg/L.

e Diclofenaco (Diclo)
Para obtener la curva de calibrado y la curva de adicién de estandar del Diclo. (Figura 5b), se
utilizé la longitud de onda de maxima absorcion de 273 nm de los espectros (Figura 5a), las curvas
se realizaron por triplicado.
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Figura 5. a) Espectros obtenidos de la curva de calibrado externa de diclofenaco. b) Comparacion de la
curva de calibrado externa (azul) con la curva de adicién de estandar (naranja).

Tabla 3. Valores obtenidos para la pendiente y ordenada al origen de las curvas de calibrado de diclofenaco,
asi como el promedio y desviacién estandar calculado.

Curva m (X £ S) b(XtS)
Calibrado 0.027449.64x10* 0.0042+6.0x10°3
Adicion de Estandar 0.0307+2.65x10* 0.0611+4.00x10°2

n=3; m= pendiente; b=ordenada al origen; X= promedio; S= desviacion estandar.

En la tabla 3 al igual que en la tabla 2 se presentan los valores promedio de: pendientes (m) y
ordenadas al origen (b) de las curvas de calibrado, las rectas también son paralelas, indicando
que la presencia de diferentes componentes en la muestra del agua no interfiere con la
cuantificacion del Diclo., y al extrapolar la curva de adicion de estandar encontramos la
concentracion real de la muestra obteniendo una concentracion de 9.95 £ 0.14 mg/L.
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e Paracetamol (ACT)
Para obtener la curva de calibrado y la curva de adicion de estandar del ACT (Figura 6b) se utilizo
la longitud de onda de maxima absorcion de 243 nm de los espectros (Figura 6a), las curvas se
realizaron por triplicado.

1.2
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Figura 6. a) Espectros obtenidos de la curva de calibrado externa de paracetamol. b) Comparacion de la
curva de calibrado externa (azul) con la curva de adicion de estandar (naranjal).

Tabla 4. Valores obtenidos para la pendiente y ordenada al origen de las curvas de calibrado de
paracetamol, asi como el promedio y desviacion estandar calculado.
Curva m (X £ S) b(XtS)
Calibrado 0.0493+2.08x10* 0.1191+2.684x10*
Adicion de Estandar 0.0493+2.10x10* 0.1233+8.093x10°3

n=3; m= pendiente; b=ordenada al origen; X= promedio; S= desviacion estandar.

Por ultimo, en la tabla 4 al igual que en la tabla 2 y 3 se presentan los valores promedio de:
pendientes (m) y ordenadas al origen (b) de las curvas de calibrado, las rectas también son
paralelas, indicando que la presencia de diferentes componentes en la muestra del agua no
interfiere con la cuantificacion del ACT, y al extrapolar la curva de adicién de estandar
encontramos la concentracién real de la muestra obteniendo una concentracion de 11.98 £ 0.32
mg/L.

4. Conclusiones

A partir de las discusiones de los resultados obtenidos en este trabajo, se desarrollaron métodos
espectrofotométricos para la cuantificacion de cada uno de los tres farmacos considerados como
contaminantes emergentes. Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten determinar
dichos farmacos en muestras de agua de grifo fortificadas, la presencia de los distintos
componentes que se encuentran en el agua de grifo como iones mayoritarios (Ca y Mg), gases,
oligoelementos, contaminantes como metales pesados, compuestos organicos como farmacos
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hasta microoroganismos [16] que se distribuye por la red municipal no interfieren en el analisis,
alcanzando asi el objetivo de determinar la concentracion de acido acetilsalicilico, diclofenaco y
paracetamol en muestras de agua de grifo utilizando métodos espectrofotométricos de forma
rapida y sencilla. Las perspectivas de este trabajo son seguir desarrollando métodos donde se
puedan cuantificar la mezcla de los tres farmacos en la misma muestra utilizando herramientas
quimiométricas que permitan el analisis de una mezcla compleja.
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Desarrollo de un sistema de remocion de alfa-naftol y beta-naftol en
muestras de agua basado en la aplicaciéon de un LDH MgAl

David Aurelio Soria?, Maria Elena Paez Hernandez?, Irma Pérez Silva?, José Antonio Rodriguez
Avila, Israel Samuel Ibarra Ortega®*

israel ibarra@uaeh.edu.mx

Resumen

El presente trabajo describe el desarrollo de una técnica de remocion de a-naftol y p-naftol de
muestras de agua de interés ambiental basada en la aplicacion de hidroxidos dobles laminares
(LDHs). Mediante un estudio univariable se optimizaron los factores criticos del sistema de
remocion (pH, cantidad de LDH, y tiempo de contacto). Bajo las condiciones 6ptimas de trabajo;
pH: 4-10, 5 mg de LDH y 2.5 min de tiempo de contacto, el método fue aplicado con éxito en 17
muestras de agua, permitiendo la remocion de NAPs en niveles traza.

Palabras clave. a-naftol, p-naftol, hidréxidos dobles laminares

Abstract

The present work describes the development of a new removal technique for a-naphthol and B-
naphthol from environmental water samples based on the application of layered double
hydroxides (LDHs). A systematic study of the critical factors (pH, LDH amount, and contact time)
was performed using the one-at-a-time method. Under optimal conditions; pH: 4-10, 5 mg of LDH,
and 2.5 min of contact time, the method was successfully applied to 17 real water samples,
removing NAP isomers at trace concentrations.

Keywords. a-naphthol, p-naphthol, layered double hydroxides
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1. Introduccion

El a-naftol (a-NAP) y B-naftol (B -NAP) son contaminantes organicos derivados del naftaleno
(NAP), isdbmeros que difieren entre si por la posicion del grupo hidroxilo [1]. Estos son precursores
en diversas industrias, produccion de farmacos, pesticidas; sin embargo, su aplicacién mas
importante se encuentra en la produccién de colorantes azoicos, grupo de colorantes de mayor
importancia en la industria [1]. Debido a su extensa aplicacion, estos compuestos son liberados
al medio ambiente y distribuidos a través del aire, suelo y agua [2]. Estudios han demostrado que
el a-NAP y B-NAP son persistentes en agua y presentan toxicidad similar al NAP, el cual es
conocido por ser un agente teratogénico, mutagénico y potencialmente carcinégeno, de acuerdo
a datos de la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) [3]. De acuerdo con
los efectos adversos, es necesario el desarrollo de estrategias que permitan la remocion efectiva
de estos contaminantes organicos.

La remocién de contaminantes organicos se lleva a cabo a través de tratamientos bioldgicos,
reacciones enzimaticas, procesos de coagulacion-floculacién y adsorcién [4]. Entre estas
estrategias, la adsorcién presenta algunas ventajas debido a su simplicidad. Esta se describe
como un proceso fisico o quimico mediante el cual, las moléculas de una sustancia son retenidas
en la superficie de un material sélido. Este fendmeno se debe a interacciones analito-adsorbente,
entre las que se incluyen fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas, puentes de
hidrogeno, entre otras [5]. La adsorcion se lleva a cabo mediante el uso de diferentes
nanomateriales como grafeno [6], carbén activado [7], marcos metal-organicos [8], y polimeros
[9]; sin embargo, en afos recientes se ha explorado el uso de los hidréxidos dobles laminares
(LDHs) [10]. Los LDHs son una clase de nanomateriales (2D) representados por la formula
general [M?*xM3*y(OH),]**(A™)/,»-mH,0, donde M?* y M3 son cationes metalicos divalentes y
trivalentes, x representa la relacién molar de los cationes metalicos, y A™ son los aniones que
estan en la region interlaminar [11]. La versatilidad de los LDHSs reside en la gran cantidad de
cationes divalentes y trivalentes, asi como de aniones que pueden ser utilizados durante la
sintesis, mientras que su elevada area superficial, porosidad, estabilidad y elevada capacidad de
intercambio anionico los hacen materiales aptos para ser aplicados en sistemas de remocion [12].

El presente trabajo describe el desarrollo de una técnica de remocion de o-NAP y B-NAP en
muestras de agua mediante la aplicacién de un LDH de composicion MgsAl4/Cl. El LDH fue
caracterizado a través de microscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), microscopia
electrénica de barrido (SEM) e isotermas de adsorcidon. Finalmente, la evaluacién de la eficiencia
de remocion en cantidades traza se realizd mediante una técnica de pre-concentracién en linea
por electroforesis capilar (CE) de tipo apilamiento de muestras de gran volumen (LVSS).

2. Experimental
2.1.Reactivos

NaOH (98 %), HCI (36%) y Na:B4O7 (99%) fueron obtenidos de J.T. Baker. a-NAP (99%), B-NAP
(99%) y acido a-naftalenacético (99%) utilizado como estandar interno (El) fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich. La sintesis de los LDH se llevo a cabo a partir de MgCl2-6H20 (99%), AlCl3-9H0
(99%) obtenidos de Sigma-Aldrich.
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2.2. Sintesis del LDH

Los LDHs fueron obtenidos a través del método de coprecipitacion: 0.6099 g de MgCl,-6H.0 y
0.2413 g de AICI3-9H20 fueron solubilizados en 40 mL de agua desionizada, y el pH de la solucién
se ajusté a 11, con una con una solucion 6 mol L' de NaOH. La reaccién se mantuvo bajo
agitaciéon constante y en una atmésfera inerte provista por un flujo constante de nitrégeno a 80
°C durante 1 hora. Finalmente, los LDHs obtenidos se lavaron en 5 ocasiones con 10 mL de agua
desionizada para remover el exceso de sales remantente [13].

2.3. Instrumental

La caracterizacion del LDH se realizd empleando un espectrofotémetro de infrarrojo con
transformada de Fourier PerkinElmer 400 FT-IR (MA, EE.UU.) con un Pike GladiATR (Pike
Technologies, Inc., EE.UU.). La morfologia del LDH se evalué con un microscopio electrénico de
barrido (SEM) JEOL JSM-820. La separacion electroforética se llevd a cabo utilizando un equipo
Beckman Coulter P/ACE 5500 (CA, EE.UU.) con detector de arreglo de diodos (DAD).

2.4. Electroforesis capilar

La separacion se llevd a cabo en un capilar de silice fundida (41.7 cm x 75 ym de didmetro
interno), la inyeccion se realizé de forma hidrodinamica (0.5 psi, 10 s) y las determinaciones se
llevaron a cabo a una longitud de onda de 214 nm. El electrolito soporte (BGE) consistié de una
solucién de 10 mmol L' de NayB4O- ajustada a pH 9.5.

2.5. Experimentos de adsorcion

Los experimentos de adsorcion se llevaron a cabo en configuracion batch (n=3); Se colocaron 5
mg de LDH en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. El LDH se acondicion6é con 1.0 mL de agua
desionizada (tres veces). Posteriormente, se afadié 1.0 mL de una solucién estandar que
contenia a-NAP y B-NAP en concentraciones desde 10.0 mg L™ hasta 100 mg L™ ajustadas a pH
7 y se mantuvo en agitacion mediante vortex por 5 min. La separacion de fases se completd a
través de centrifugacion (3 min, 5000 rpm), y la solucion remanente se dopé con El (5.0 mg L")
y se analizé mediante CE. La cantidad de a-NAP y B-NAP adsorbida por gramo de adsorbente
(ge) se calculd como la diferencia entre la concentracién inicial (Co) y la concentracion de equilibrio
(Ce) (Ecuacion 1).
_ (CO_Ce)V

Qe =———— (1)

m

2.6. Tratamiento de muestra
Se colocaron 5 mg de LDH en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, y se acondicioné con 1.0 mL de
agua desionizada (tres veces). Posteriormente, se afiadié 1.0 mL de muestra y se agité mediante
un vortex durante 2.5 min. La separacién de fases se completé mediante centrifugacion (3 min,
5000 rpm). La solucion remanente se dopd con El en una concentracion de 50 ug L™ y se analizé
mediante LVSS.
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2.7. Evaluacion de la eficiencia de remocion
La eficiencia de remocion en concentraciones traza se evalué a través del analisis de la solucién
remanente mediante LVSS, una vez que habia sido tratada bajo las condiciones 6ptimas de la
técnica de remocion propuesta. Las condiciones del sistema de pre-concentracién LVSS fueron:
tiempo de inyeccion: 3 min, tiempo de pre-concentracion: 3 min y 6 kV de voltaje de pre-
concentracién. Bajo estas condiciones, la técnica proporciona limites de deteccion de 6.56 y 4.63
ug L' para a-NAP y B-NAP, respectivamente [14].

3. Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion del LDH

El espectro infrarrojo del LDH MgsAli/Cl se muestra en la Figura 1. En el espectro se observa
una banda centrada entre 3465 y 3500 cm™', correspondiente a los grupos hidroxilo (O-H)
presentes en las esferas de coordinaciéon de los centros metalicos Mg?* y AI**, asi como de las
moléculas de agua presentes en la region interlaminar del LDH. Las bandas alrededor de 950 y
555 cm™ se asocian al estiramiento de los enlaces Al-O. Finalmente, la banda en la regién de
1370 cm™ corresponde a los aniones carbonato en la intercapa debido al método de sintesis
[15,16].

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

cm

Figura 1. Espectro FTIR del LDH.

La morfologia del LDH fue investigada mediante microscopia electronica de barrido (SEM). La
Figura 2 muestra la micrografia obtenida, en las que se observa una morfologia laminar con forma
hexagonal, caracteristica de los LDHs [17,18].

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




TEORIA Y APLICACIONES
T 2 MQ V. DE LA QUIMICA ANALITICA

@) 1500180100 HEXICANA DE QUIMICA ANALITICA A<, EN MEXICO

Numero 3, enero — diciembre 2025

| oz S8
SED30.0 kv WD10.3mm High-P.X.30.0 HighVac. X15,000
| lum

Figura 2. Micrografia del LDH.

Se construyeron las isotermas de adsorcién de acuerdo con lo establecido en la seccién 2.5
(Experimentos de adsorcion). Los resultados se resumen en la Tabla 1. En todos los casos, los
datos experimentales se ajustan los modelos de las isotermas con coeficientes de determinacion
superiores a 0.94. Se determind que la capacidad maxima de adsorcién (Qmax) €s de 3.766 a
4.020 mg g”', mientras que los valores de R, de 0.620 - 0.674 corroboran la factibilidad del proceso
de adsorcién. De acuerdo con los valores de energia obtenidos, se concluyd que el proceso de
adsorcion, es un proceso quimico [19,20].

Tabla 1. Parametros de adsorcion a-NAP y B-NAP.

Analitos
Modelo Parametros

a-NAP B-NAP

Qmax (Mg g) 3.766 4.020

Langmuir RL 0.620 0.674

r2 0.991 0.996
E (kJ mol") 11.471 10.783

Dubinin-Radushkevich

r2 0.999 0.941

3.2. Optimizacioén del sistema de remocién
3.2.1. Efecto del pH
El o-NAP, B-NAP y el LDH pueden adquirir diferentes cargas netas dependiendo del pH de trabajo,
y esta carga neta es determinante en la forma en que interaccionan los analitos con el adsorbente.

De esta manera, el efecto del pH se evalud en el intervalo de pH 4 a 12. Los resultados se
muestran en la Figura 3a. Se observa que en el intervalo de pH 4 a 10 se obtienen porcentajes
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de extraccion superiores al 92.80 % (% RSD < 10%). Este comportamiento se explica por el grupo
hidroxilo presente en la estructura de los NAPs, el cual es capaz de polarizar la molécula,
permitiendo asi la interaccion con los grupos hidroxilo presentes en la superficie del LDH a través
de fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno [21]. Por otra parte, a valores de pH
superiores a 10, se observa un drastico descenso en la eficiencia de la extraccién, lo que se
atribuye a las repulsiones electrostaticas entre las bases conjugadas de los NAPs y la superficie
negativamente cargada del LDH, de acuerdo al pH de punto de carga cero (pHp.=9.6) y los
valores de pKa de 9.30 y 9.76 para el a-NAP y B-NAP, respectivamente [22]. De acuerdo con lo
anterior, se concluyé que el proceso de remocion es factible en el intervalo de pH 4-10, lo cual
representa una ventaja, ya que las muestras de agua superficiales tipicamente presentan un pH
entre 6.5y 8.5 [23].

3.2.2. Efecto de la cantidad de LDH

La cantidad de LDH se evalu6 en el intervalo de 1 a 30 mg. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 3b. Se observd que el equilibrio se alcanza a partir de 5 mg, y no se observan
diferencias significativas para cantidades superiores de masa. De esta manera, para minimizar la
cantidad de LDH utilizada, se seleccioné 5 mg de LDH como la cantidad éptima para estudios
posteriores.

3.2.3. Efecto del tiempo de dispersion

La eficiencia de remocion esta influenciada por el tiempo de contacto, el cual es el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio. Es por esto que se realizé un estudio en el intervalo de
tiempo de 1 a 15 min. Los resultados se muestran en la Figura 3c. Se observé que el equilibrio
se alcanzo a partir de 2.5 min. Para maximizar el numero de analisis en el tiempo, se selecciond
2.5 min como tiempo de dispersion 6ptimo.

Como resultado de esta etapa, se determind, que las condiciones 6ptimas del sistema de
remocion son: pH 4-10, 5 mg de LDH y 2.5 min de tiempo de contacto.

3.3. Efecto de la fuerza i6nica

De acuerdo a la naturaleza de la matriz analitica, es necesario evaluar el efecto de la fuerza iénica
sobre la eficiencia de la remocion. Para este fin, se emplearon soluciones estandar que contenian
los NAPs y concentraciones conocidas de NaCl en el intervalo de 1x10° a 1x10" M. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 3d. Se observé que el porcentaje de remocion
disminuye desde 92.80 hasta 29.42 % (%RSD < 10%, n=3) cuando la concentracién de NaCl es
1x10" M. Este comportamiento se atribuye a la saturacion de los sitios activos por el alto
contenido de iones CI [24].

Como resultado de esta etapa, se verifico que la fuerza ionica es una limitante de la técnica
propuesta y proporciond una idea de la aplicabilidad. De acuerdo con los parametros de fuerza
idnica esperados en diferentes muestras ambientales de agua, la técnica desarrollada puede
aplicarse en muestras de agua de grifo, rio y manantial; no obstante, no podria ser aplicada en
muestras de agua de mar [23]
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Figura 3. Optimizacién univariable de la técnica de remocion: a) efecto del pH, b) efecto de la cantidad de
LDH, c) efecto del tiempo de dispersion y d) efecto de la fuerza idnica.

3.4. Aplicacion en muestras reales

17 muestras de agua (grifo, manantial y rio) fueron dopadas con 25 ug L' de a-NAP y B-NAP y
tratadas bajo las condiciones Optimas de la técnica de remocion propuesta. La solucién
remanente se analizd6 mediante la técnica LVSS. La Figura 4 muestra los electroferogramas
obtenidos, donde se evidencia el abatimiento total de las senales correspondiente a los NAPs,
demostrando asi la eficiencia de remocion incluso en concentraciones traza, de acuerdo con los
limites de detecciodn provistos por la técnica.

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




SAMQA R

@) 1500180100 HEXICANA DE QUIMICA ANALITICA A<, EN MEXICO

Numero 3, enero — diciembre 2025

b)
El
3
]: 3x10° AU o-NAP
B-NAP
! A

3.00 3.50 4,00 4,50 5.00
min

Figura 4. Electroferogramas obtenidos en la remocion de o-NAP y B-NAP : a) muestra de agua de grifo
dopada con a-NAP 25 ug L1, B-NAP 25 ug L', y EI 50 ug L' analizada por LVSS, y b) muestra de agua de
grifo dopada con o-NAP 25 ug L', B-NAP 25 ug L', y EI 50 ug L, tratada por la técnica de remocion
propuesta y analizada por LVSS.

4. Conclusiones

La metodologia propuesta provee una alternativa eficaz, rapida y econémica para la remocién de

los isdmeros a-NAP y B-NAP de muestras ambientales de agua. La técnica de remocion es
competitiva cuando se compara con reportes previos en la literatura y tiene como principales
ventajas la simplicidad del adsorbente, el cual puede sintetizarse bajo condiciones suaves de
reaccion con reactivos asequibles para cualquier laboratorio de quimica analitica y prescinde del
uso de solventes téxicos. La técnica propuesta ofrece un amplio intervalo de trabajo de pH (4-
10), y el proceso se completa en 2.5 min empleando solo 5 mg de adsorbente. Finalmente, la
metodologia tiene como principal limitante el efecto de la fuerza iénica; sin embargo, la
metodologia puede ser aplicada con éxito en muestras de agua de rio, pozo y manantial, de
acuerdo a los parametros de fuerza idnica esperados.
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Resumen

El soporte de 6xido de titanio (TiO2) sobre superficies de membranas poliméricas es una estrategia
para aumentar su actividad fotocatalitica y desarrollar procesos hibridos de tratamiento de agua, uno
de los inconvenientes es la pérdida del catalizador durante el desarrollo de los procesos debido a que
la deposicion del TiO2 sobre la membrana se realiza por recubrimiento superficial, es por eso que se
busca tener modificaciones quimicas en la membrana que permitan anclar de manera permanente el
catalizador. En este trabajo, membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se modificaron
previamente mediante tratamientos basico y basico /acido, para posteriormente realizar la sintesis in
situ de TiO2 sobre la membrana. Las membranas se caracterizaron mediante espectroscopia
infrarroja, Raman y angulo de contacto, asi como en la degradacion fotocatalitica del naranja de metilo.
Los resultados obtenidos indican que el pretratamiento basico/H>SO4 permite el mejor anclaje del TiO2
sobre la membrana alcanzando un porcentaje de degradacién del 98,2 % después de 450 min; al
utilizar la membrana en un segundo ciclo, se obtiene un porcentaje de degradacion del 82,0 %, que
se mantiene constante durante los tres ciclos posteriores. Este método, representa un procedimiento
de insercion de bajo coste y facil preparacion, con buenos porcentajes de degradacion, lo que permite
su utilizacion en estudios posteriores en sistemas de filtracidn para el tratamiento de efluentes.

Palabras clave. PVDF; Tratamiento basico/acido; TiOy; degradacion.

Abstract

The titanium oxide (TiO2) support on polymeric membrane surfaces is a strategy to increase their
photocatalytic activity and develop hybrid water treatment processes, one of the disadvantage is the
loss of the catalyst during the development of the processes because the deposition of TiO2 on the
membrane is carried out by surface coating, that is why chemical modifications in the membrane are
sought to allow permanent anchoring of the catalyst. In this work, polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes were previously modified by basic and basic / acid treatments, to subsequently carry out
the synthesis of TiO2> on the membrane. The membranes were characterized by infrared, Raman
spectroscopy and contact angle, as well as in the photocatalytic degradation of methyl orange. The
results obtained indicate that the basic / H.SO4 pretreatment allows the best anchoring of TiO2 on the
membrane, reaching a degradation percentage of 98.2 % after 450 min. Using the membrane in a
second cycle, a degradation percentage of 82.0% is obtained, which remains constant throughout the
three subsequent cycles. This method represents a low-cost and easy-to-prepare insertion procedure,
with good and important degradation percentages, allowing its use in subsequent studies in filtration
systems for effluent treatment.

Keywords. PVDF, basic / acid treatment, TiO,, degradation.
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1. Introduccion

La escasez de recursos hidricos se ha vuelto un problema considerable el cual se ha intensificado
en los ultimos afios, principalmente como resultado de las descargas de aguas residuales
industriales y domésticas. Esto ha llevado a la busqueda y generacion de tecnologias de
tratamiento de aguas residuales las cuales sean efectivas y amigables con el medio ambiente.
En la actualidad muchas de las investigaciones se han dirigido a procesos de oxidacién avanzada
(POA) [1], que posiblemente en un futuro sean de los mas utilizados para el tratamiento de aguas
contaminadas, pues presentan grandes ventajas en comparacion a otros métodos ya que son
capaces de llevar a cabo una mineralizacién de los contaminantes organicos hasta didxido de
carbono y una oxidacién de compuestos inorganicos, asi como iones cloruros y nitratos ademas de
que su reactividad es no selectiva tratdndose de compuestos organicos. Lo cual los hace
especialmente interesantes si se quiere evitar la presencia de subproductos potencialmente téxicos
procedentes de los contaminantes originales, que podrian originarse mediante otros métodos que
no consiguen la completa oxidacion [2].

Dentro de los procesos de oxidacion avanzada (POA) destaca la fotocatalisis heterogénea con TiO,.
Este compuesto ha demostrado que numerosos contaminantes quimicos son susceptibles de
oxidarse mediante procesos fotocataliticos. Ademas, el TiO, presenta ventajas relevantes, como
su alta estabilidad quimica, baja toxicidad y amplia disponibilidad. Sin embargo, su
implementacién presenta un importante inconveniente, ya que al ser utilizado en forma dispersa
se dificulta su recuperacion y reutilizacion tras el proceso fotocatalitico. Para superar esta
limitacion, se ha propuesto la inmovilizacién del TiO, sobre diferentes sustratos. Recientemente,
diversas investigaciones se han centrado en la insercién de TiO., en membranas poliméricas
mediante un pretratamiento quimico, el cual permite la unién covalente de modificadores a la
superficie de la membrana, lo que proporciona una estabilidad quimica a largo plazo, en contraste
con los recubrimientos fisicos superficiales. De este modo, la membrana actia como soporte del
fotocatalizador, eliminando la etapa de recuperacién del catalizador al finalizar el proceso.
Asimismo, la membrana puede actuar como una barrera selectiva para las moléculas que
experimentan la degradacién, asi como los productos y subproductos generados durante el
proceso de degradacién [3], [4] .

2. Experimental

Las membranas de microfiltracion utilizadas para el desarrollo de este trabajo son membranas
comerciales poliméricas, hidrofilas y asimétricas con un tamafo de poro de 0.22 ym, marca
Millipore.

Se realizé la modificacion quimica mediante un tratamiento basico poniendo en contacto la
membrana en una solucién de NaOH al 5% por 24 horas, para llevar a cabo el tratamiento
basico/acido finalizado el tratamiento basico se pone en contacto con una solucion al 5% de los
diferentes acidos probados (HCI, H,SO, y HNO3) por 24 horas.

Una vez realizada la modificacion quimica de las membranas, se procedioé con la insercién de
Oxido de titanio, el cual fue preparado mediante el método sol-gel directamente sobre la
membrana, de acuerdo con el siguiente procedimiento: sobre la membrana polimérica se mezcld
una solucion de isopropoxido de titanio (IV) en etanol, en una proporcion 1:50. Posteriormente,
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se afiadieron gota a gota 5 mL de una solucién acuosa de HNO3s; 1 mol/L. La membrana se
mantuvo en contacto con la suspension bajo agitacion durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, la membrana se sec6 a temperatura ambiente, y posteriormente, se sometioé a un proceso
de secado en autoclave durante 1 hora.

La caracterizacion se llevo a cabo para las diferentes membranas estudiadas: membrana pristina,
membranas modificadas y membranas con particulas de TiO., ensambladas. Para ello, se
emplearon diversas técnicas de caracterizacion: espectroscopia Raman, espectroscopia
infrarroja de reflectancia total atenuada (IR/ATR) y medicion de angulo de contacto. Asimismo, se
evaluo la eficiencia de las membranas con particulas de TiO, ensambladas en la degradacién del
colorante naranja de metilo.

Para el seguimiento de la degradacion de colorante, se empled una solucién inicial con una
concentracion 10 mg/L a un pH de trabajo de 2. Para llevar a cabo el proceso de degradacién, un
area de 17.32cm? de la membrana a evaluar se introduce en 50 mL de la solucion de colorante y
se mantuvo en contacto bajo agitacién magnética por 2 horas, irradiando luz ultravioleta con una
longitud de onda de 254 nm. La cuantificacion del colorante en las diferentes soluciones se realizd
mediante espectrofotometria UV-Vis, a una longitud de onda de 507 nm.

3. Resultados y Discusion

3.1.  Espectroscopia Infrarroja

La modificacidon quimica de la membrana se llevé a cabo mediante un tratamiento basico o
basico/acido, con el fin de generar sitios activos que permitieran un anclaje estable de las
particulas de TiO,. Se realizé6 un analisis mediante espectroscopia infrarroja para verificar los
cambios producidos en la superficie de la membrana tras la modificacién quimica y la insercion
de TiO,.

La Figura 1 muestra que, para la membrana pristina y membranas con tratamiento basico-acido
los picos observados desde 750 a 981 cm™ se asocian a las fases a y B del PVDF [5], mientras
que la banda ubicada a 1070 cm™ corresponde a la vibracion del enlace C-F. La fase a de PVDF
se distingue en espectroscopia infrarroja por las bandas de vibracion en 1427, 1070, 875 y 765
cm', mientras que la fase B presenta picos a 1400, 1273, 1171 y 840 cm™ [6]. En el mismo
intervalo, en los espectros infrarrojos muestran otras bandas que corresponden a los grupos
funcionales de las fases a o B que interactian con las cadenas poliméricas, como las ubicadas
en 796, 855, 975y 1214 cm™ para la fase a y en 812, 1231 y 1455 cm™ a la fase B. Las sefiales
a 1382y 1453 cm™ se atribuyen a defectos en las cadenas de polimero producidas por el enlace
cabeza a cabeza y cola a cola [7]. Los espectros tanto de la membrana pristina como de las
membranas tratadas son similares entre los 650 y 1500 cm™', donde no se observan cambios
significativos después del procedimiento basico y basico/acido. La banda a 1730 cm™ presente
en la membrana pristina, se atribuye al aditivo responsable de la hidrofilicidad de la membrana
[8], el cual es el Unico en desaparecer durante los tratamientos basicos, basico/acido.

Una vez realizada la modificacion quimica, se procede con la insercion TiO2 sobre las diferentes
membranas (Figura 2), los espectros no muestran cambios considerables en la region entre 650
y 1500 cm™, lo que indica que el esqueleto del polimero no se altera.
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Figura 1. Espectro infrarrojo de (a) PVDF, (b) PVDF/OH, (c) PVDF/OH/H2SO4, (d) PVDF/OH/HNO3, (e)
PVDF/OH/HCI.

Las vibraciones correspondientes al TiO2 no se observan debido a que las sefiales de la fase
polimérica predominan en el espectro infrarrojo. Solamente para la membrana PVDF/TiO; y
PVDF/OH/TiO; se aprecian picos en el rango de 2862 y 2922 cm™' asociados a la vibracion C-H
de los grupos de alcoxido residual del precursor de titanio y presencia de grupos OH (vOH a 3310
cm™y 80H a 1644 cm™) que se asocian a grupos Ti-OH, asi como al agua adsorbida. Mediante
espectroscopia infrarrojo no se observan cambios significativos en la estructura de las
membranas por lo que se recurrié a espectroscopia Raman para su analisis.

(e)

(d)
(c)
(b)
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Figura 2. Espectro infrarrojo de (a) PVDF/TiO2, (b) PVDF/OH/TiO2, (c) PVDF/OH/H2S04/TiO2, (d)
PVDF/OH/HNO3/TiO2, (e) PVDF/OH/HCI/TiO2
3.1.  Espectroscopia Raman

La Figura 3 muestra los espectros Raman de la membrana pristina, asi como de las membranas
tratadas con base y base/acido. En la Figura 3(a) el espectro muestra una senal de flexién a 1430
cm™ atribuida al grupo CHy, esta banda se reporta caracteristica para todas las formas cristalinas
de PVDF [9], se observan dos sefiales débiles a 841 y 813 cm™ asociadas a la fase B y y de
PVDF respectivamente, sin embargo en el espectro se aprecian las sefiales a 676 cm™y 796 cm-
'y una sefal de alta intensidad a 879 cm™', estas son caracteristicas de la fase a [10], lo que
indica que la membrana presenta una mezcla de fases, predominando la fase a. Una vez
realizada la modificacion basica de la membrana el espectro Raman (Figura 3(b)) presenta dos
nuevas sefiales a 1130 y 1520 cm™” que son representativas del enlace C-C y C=C
respectivamente, demostrando que la modificacion basica da como resultado la
deshidrofluoracién en la superficie de la membrana. La membrana PVDF/OH/H.SO, vy
PVDF/OH/HNO3 presentan picos caracteristicos de la membrana pristina lo cual sugiere una
reticulacion de la estructura de la membrana eliminando los dobles enlaces formados durante el
tratamiento basico, por el contrario, la membrana PVDF/OH/HCI mantiene los picos
caracteristicos a 1130 y 1520cm™ representativos del C-C y C=C resultado de la
deshidrofluoracién por parte del hidroxido.

Intensidad (u.a)

AT e J'U\ J\/‘—"J (a) M

1000 1500 2000 2500 3000 3500
Corrimiento Raman (cm-1)

Figura 3. Espectro Raman de (a) PVDF, (b) PVDF/OH, (c) PVDF/OH/H2SOs, (d) PVDF/OH/HNO3, (e)
PVDF/OH/HCI
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Para las membranas con TiO; insertado (Figura 4), se puede apreciar que los espectros Raman
presentan muchas caracteristicas similares entre ellas, donde las bandas en 3010, 2978, 1430,
839, 834 y 795 cm™ corresponden a los grupos funcionales de la estructura de la membrana,
como se menciond anteriormente. Para la membrana PVDF/OH/TiO, y PVDF/OH/HCI/TIiO,
desaparecen los picos a 1520 y 1130 correspondientes a la formacion del doble enlace CH=CF
que se aprecian en las membranas PVDF/OH y PVDF/OH/HCI, indicando que las especies de
titanio ocuparon este tipo de sitios para anclarse a la estructura de la membrana. las bandas
correspondientes a la anatasa se pudieron detectar en todas las membranas con TiO» con
maximos a 657, 522, 410 y 149 cm™ donde estas sefiales se superpusieron con la presencia de
otras, presentando mas intensidad para la membrana PVDF/OH/H2SO4/TiOs.

Intensidad (u.a)

{e) o
(d) "
fc) .
A {b)
I

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Corrimiento Raman [cm)

Figura 4. Espectro Raman de (a) PVDF/TiO2, (b) PVDF/OH/TiO2, (c) PVDF/OH/H2SO04/TiO2, (d)
PVDF/OH/HNO3/TiO2, (e) PVDF/OH/HCI/TIO2

3.2.  Angulo de contacto

El rechazo de contaminantes, asi como el ensuciamiento o modificacién de la superficie de una
membrana estd estrechamente relacionado con la interaccion interfacial entre la membrana y el
contaminante, estos parametros pueden obtenerse a partir de medidas de angulo de contacto,
los valores obtenidos para las diversas membranas se muestran en la Tabla 1.

Se observa un incremento del valor de angulo de contacto en las membranas a las que se realizé
un tratamiento basico y basico/acido con respecto a la membrana PVDF, teniendo un valor mayor
para la membrana PVDF/OH Y PVDF/OH/HCI 111.91° Y 121.26° respectivamente, esto se
atribuye a la deshidrofluoracién lo que conlleva a la formacion del enlace C=C tal como se
menciona en el analisis de espectroscopia Raman.
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Una vez insertado el TiO,, los angulos de contacto disminuyen con respecto a los de las
membranas previamente modificadas mediante tratamiento basico o basico/acido, con excepcion
de la membrana pristina, en la cual el angulo de contacto aumenta de 71.21° a 102° tras la
insercion de TiO2. Si bien el espectro Raman confirma la presencia de TiO2 en la membrana, lo
que en principio deberia favorecer un incremento de la hidrofilicidad, este efecto no se observa.
Este comportamiento puede atribuirse a la forma en la que se deposita el TiO, sobre la superficie
de la membrana, ya que la formacién de aglomerados puede incrementar la rugosidad superficial,
dando lugar a una humectacion mas lenta y, por consiguiente, una disminucion de la hidrofilicidad.
Este fenomeno ha sido descrito por otros autores. Teow Y. H. Et al. [11] proponen que el
incremento de angulo de contacto se debe a una mayor rugosidad superficial generada por un
incremento de la concentracion de TiOz, lo que impide el contacto directo de la gota de agua con
la superficie de la membrana, pues los aglomerados de TiO, construiran una barrera entre ellos,
afectando negativamente la humectabilidad de la superficie.

Para la membrana PVDF/OH/H.SO./TiO2, el angulo de contacto decrece considerablemente
hasta 86.65°, en comparacion con las membranas PVDF/OH/H/HNOs/TiO, (100.07°) y
PVDF/OH/H/HCI/TIO2 (102.27°). En este caso, el analisis mediante espectroscopia Raman
muestra que esta membrana presenta la mayor proporcion de la fase anatasa.

Tabla 1. Angulo de contacto de membranas tratadas con y sin TiO2

Membrana Angulos de

contacto (°)
PVDF 71.21
PVDF/OH 111.91
PVDF/OH/H2SO4 101.72
PVDF/OH/HNO3 108.59
PVDF/OH/HCI 121.26
PVDF/TiO2 102.00
PVDF/OH/TIO2 107.00
PVDF/OH/H2S04/TiO2 86.65
PVDF/OH/HNO3/TiO- 100.07
PVDF/OH/HCI/TiO2 102.27

3.3.  Degradacion de colorante NM

La membrana PVDF/OH/H2,SO4/TiO, mostré la actividad fotocatalitica mas elevada con una
degradacion del 50.1 % para 120 min de contacto, seguida de PVDF/OH/HNO3/TiO,y PVDF/TiO,
con porcentajes de degradacion de 27.15 y 22.7 % respectivamente. Estos resultados se
atribuyen a la distribucion del TiO2 en la membrana y a la fase catalitica presente en cada una de
ellas, la membrana PVDF/OH/H,SO./TiO, segun lo observado en el espectro Raman presenta
una fase catalitica anatasa mejor definida y en mayor proporcion pues los picos se observan bien
definidos y con mayor intensidad.

ISSN: 3061-7758 | https://tagam.amqa.org.mx/




TEORIA Y APLICACIONES
AMQA DE LA QUIMICA ANALITICA

EN MEXICO

D ASOCIACION HEXICANA DE QUIMICA ANALITICA A.C.

Numero 3, enero — diciembre 2025

60

50

W B
=] =}

% Degradacion

n
=]

10

PVDF PVDF-TiO2 PVDF-OH-TiO2 PVDF/OH/H2504/Ti02 PVDF/OH/HNO3/TiO2 PVDF/OH/HCUTIO2

Figura 5. Porcentaje de degradacion del colorante naranja de metilo por membranas con TiOz insertado,
pH de trabajo 2, 10 mg/l naranja de metilo, tiempo de reaccién 120 minutos, area de membrana 17.32 cm?

A partir de los resultados anteriores, se seleccioné la membrana PVDF/OH/H2SO4/TiO2 como la
mas eficiente para la degradacion del colorante naranja de metilo, y se llevé a cabo un estudio
cinético de degradacion durante 9 horas. Los resultados se muestran en la Figura 6, donde se
puede observar que se alcanzar una eficiencia de degradacién del 98.2% tras 450 minutos desde
el inicio de la reaccién.

Posteriormente, se realizaron experimentos reutilizando la membrana, con el objetivo de evaluar
la estabilidad del TiO, anclado en la misma. El procedimiento consistioé en que, una vez concluida
la reaccién de degradacién, la membrana se lavd y se volvio a poner en contacto con una solucion
nueva de colorante. Este proceso se repitio tres ocasiones adicionales, completando un total de
4 ciclos consecutivos de uso de la membrana. En la Figura 6 se observa una disminucion del
porcentaje de degradacién entre el primer ciclo y los posteriores, este decremento fue del 18% a
las 7.5 horas de contacto. Esta disminucién puede ser atribuida a pérdida de particulas de TiO2
que estaban débilmente unidas a la membrana durante el proceso de insercion y que, por lo tanto,
son removidas por la agitacion propia del sistema fotocatalitico. El comportamiento observado en
los tres ciclos posteriores es similar en todos los casos, lo que indica que la remocién de particulas
ocurre principalmente durante el primer uso, mientras que aquellas particulas de TiO2 que se
encuentran fuertemente ancladas presentan buena estabilidad y permanecen unidas a la
membrana.
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Figura 6 Cinética de degradacion del colorante naranja de metilo 10 mg/l, pH 2, area de membrana 17.32
cm?

4. Conclusiones

El tratamiento con NaOH y H.SO4 permite una insercion mas estable de particulas de TiO, sobre
la misma obteniendo porcentajes de degradacién del 98.2% transcurridos 450 minutos. Al
reutilizar la membrana por segunda vez, se obtiene un porcentaje de degradacion del 82 %, que
se mantiene constante en los ciclos posteriores. Estos resultados sugieren que las membranas
comerciales de microfiltracion de PVDF modificadas mediante un tratamiento basico/acido
pueden actuar como soporte estable para las particulas de TiO,.
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Resumen

El presente trabajo se centra en la sintesis, funcionalizacién quimica y empacado de particulas
de silice para su aplicacion como fase estacionaria C18 en cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). El soporte de silice se obtuvo mediante un método de crecimiento por etapas
(semilla-crecimiento) basado en la hidrdlisis y condensacion controlada de ortosilicato de
tetraetilo (TEOS), logrando un elevado rendimiento de reaccion. Posteriormente, tanto el material
sintetizado como un lote de silice comercial de referencia fueron funcionalizados con
clorodimetiloctadecilsilano mediante silanizacion en fase liquida para obtener la selectividad de
fase reversa.

Se desarrollé un método de empacado a presion moderada (4000 psi) asistido por ultrasonido. El
desempenio de las columnas resultantes se evalué de manera comparativa mediante el trazado
de curvas de Van Deemter y la determinacién de factores de selectividad (a). Los resultados
demostraron que el protocolo de funcionalizacion y el método de empacado desarrollados son
altamente efectivos, logrando una calidad quimica equiparable a los estandares comerciales e
identificando los retos morfolégicos del soporte sintético para optimizar su eficiencia analitica.

Palabras clave. Cromatografia de liquidos de alto desemperio, Fases estacionarias para
cromatografia de liquidos, Sintesis de particulas de silice.

Abstract

This research focuses on the synthesis, chemical functionalization, and packing of silica particles
for use as a C18 stationary phase in High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The silica
support was obtained through a multi-stage growth method (seed-growth) based on the controlled
hydrolysis and condensation of tetraethyl orthosilicate (TEOS), achieving a high reaction yield.
Subsequently, both the synthesized material and a commercial reference silica batch were
functionalized with chlorodimethyloctadecylsilane via liquid-phase silanization to obtain reverse-
phase selectivity.

A column packing method assisted by ultrasound at moderate pressure (4000 psi) was developed.
The performance of the resulting columns was evaluated comparatively through Van Deemter
plots and the determination of selectivity factors (a). The results demonstrated that the developed
functionalization protocol and packing method are highly effective, achieving chemical quality
comparable to commercial standards, while identifying the morphological challenges of the
synthetic support required to optimize its analytical efficiency.

Keywords. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), Stationary phases for liquid
chromatography, Silica particle synthesis, Bonded phases for chromatography.
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1. Introduccion

La Cromatografia de Liquidos de Alto Desempefio (HPLC) es una herramienta fundamental de la
quimica analitica contemporanea, con aplicaciones criticas en las industrias farmacéutica,
alimentaria, petroquimica y ambiental. Sin embargo, la eficacia de esta técnica reside
intrinsecamente en la tecnologia de las columnas, especificamente en el disefio y desarrollo de
las fases estacionarias. Actualmente, en México, este sector presenta una marcada dependencia
tecnoldgica del extranjero, donde practicamente la totalidad de las columnas de alto desemperio
son importadas. Esta situacion no solo implica una vulnerabilidad econdémica frente a los costos
de adquisicion y logistica, sino que también limita la soberania cientifica y tecnolégica del pais.
Ante este panorama, el desarrollo nacional de métodos para la sintesis y funcionalizacién de
fases estacionarias a base de silice se posiciona como una prioridad estratégica. En la ultima
década, este campo ha experimentado una "revolucién" impulsada por la exigencia de mayores
niveles de eficiencia y selectividad [1, 2]. Las estrategias de vanguardia se centran en la
modificacion quimica de la superficie de silice para manipular con precision las interacciones
soluto-fase estacionaria [3], destacando dos vertientes principales: la innovacion en la morfologia
de las particulas y la incorporacién de grupos funcionales polares.

En cuanto a la innovacién morfolégica, las particulas de nucleo sélido y superficie porosa (core-
shell) representan un avance disruptivo al ofrecer una alta eficiencia pero con una contrapresién
significativamente menor. Esta caracteristica técnica facilita su implementaciéon en diversos
ambitos, incluyendo entornos académicos y de ensefanza universitaria [4]. Paralelamente, la
investigacion se ha enfocado hacia el disefio de fases con grupos polares incrustados. La
insercion de grupos como amidas, éteres o sulfonamidas cerca de la superficie de la silice permite
proteger los silanoles residuales, mejorando la simetria de los picos para analitos basicos [5] y
garantizando la estabilidad de la fase en condiciones de alta fase movil acuosa [6].
Recientemente, el éxito de los grupos amida en la separaciones de macromoléculas [7] y la
combinacion de grupos polares con selectividad tipo pentafluorofenilo [8] subrayan que el futuro
de la técnica reside en fases hibridas altamente especializadas.

Por las razones anteriores el presente trabajo tiene como objetivo central establecer las bases
metodolégicas para la sintesis y funcionalizacion de soportes de silice empleando tecnologia de
desarrollo nacional. Se busca evaluar la viabilidad de producir columnas cromatograficas de alta
eficiencia con una dependencia minima de insumos importados y, finalmente, validar el
desempeno de estas fases estacionarias frente a los estandares internacionales. Con ello, se
pretende ofrecer una alternativa econdémica y accesible que fortalezca la infraestructura cientifica
e industrial en México. El desarrollo de tecnologias propias para la sintesis de particulas C18
sigue siendo hoy en dia un reto tecnoldgico, aun cuando paises desarrollados ya cuentan con
dichas tecnologias.

2. Experimental

2.1 Materiales y Reactivos
Para la sintesis de las particulas de silice se utilizaron los siguientes reactivos: ortosilicato de
tetraetilo (TEOS, 98%, Sigma-Aldrich), agua destilada, alcohol etilico absoluto (grado ACS, J.T.
Baker), amoniaco (28-30%, J.T. Baker), urea (99-100.5%, Sigma-Aldrich), polietilenglicol (PEG)
y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 98%, Sigma-Aldrich).
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La funcionalizacion de la superficie de silice se realizé empleando clorodimetiloctadecilsilano
(95%, Sigma-Aldrich) y trietilamina (99%, Sigma-Aldrich) como catalizador. Como medio de
reaccién se utilizé tolueno (grado ACS, Mallinckrodt), el cual fue sometido a un proceso de secado
previo mediante reflujo con gel de silice con indicador de humedad (azul de cobalto).

Para fines comparativos y de preparacién de una de las columnas de referencia, se emplearon
particulas de silice esféricas de alta pureza LiChrospher® Si 100 (5 um, Merck/EM Reagents).

Las pruebas de desempefio cromatografico se llevaron a cabo con una fase movil compuesta por
una mezcla de agua desionizada y acetonitrilo (grado HPLC) en proporcién 50:50 (v/v). Todos los
disolventes fueron filtrados a través de membranas de nylon de 0.45 micras y desgasificados
antes de su uso. Se preparo en acetonitrilo, una disolucion de tolueno (200 mgL™" ), y una mezcla
de fenol, tolueno y benzofenona (50 mgL™" de cada analito). Estos estandares se utilizaron para
la evaluacion de eficiencia y selectividad de las columnas desarrolladas.

2.2 Equipos

Para la caracterizacion morfolégica de las particulas de silice sintetizadas, se utilizé un
microscopio electrénico de barrido (SEM) modelo JSM-5600LV (JEOL). El analisis de los grupos
funcionales en la superficie de la silice se realizd mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) en un equipo Cary 630 (Agilent Technologies), equipado con una
unidad de reflectancia total atenuada (ATR).

La separacion y lavado de las particulas durante la sintesis se llevd a cabo mediante una
centrifuga modelo PRO-4M (VELAB). Para el empaquetado de las fases estacionarias, se
utilizaron columnas vacias de acero inoxidable (8 a 10 x 4.6 mm d.i.) adquiridas comercialmente.
Las pruebas de desempefio y el registro de los cromatogramas se realizaron en un sistema HPLC
Waters Alliance 2695, equipado con un detector de arreglo de diodos (PDA) y el software
Empower.

2.3 Sintesis de particulas de silice
La obtencion de las particulas de silice se basé en el proceso sol-gel mediante la hidrdlisis y
condensacion controlada de ortosilicato de tetraetilo (TEOS) en un medio alcohdlico catalizado
por amoniaco. Se implementé una metodologia de crecimiento por etapas (crecimiento con
semilla) para asegurar la obtencioén de particulas con elevada uniformidad y tamafio controlado,
siguiendo el protocolo reportado por [4].

2.3.1 Preparacion de la disolucion A
Se preparé una solucién madre consistente en una mezcla de amoniaco, agua destilada y etanol

absoluto en una proporcion de 1:4:10 (v/v/v). Esta mezcla proporciona las condiciones de pHy la
relacién agua/precursor necesarias para la formacién de los nucleos de silice.

2.3.2 Etapas de crecimiento (Adicion de semilla y expansion)
El proceso se dividié en etapas consecutivas de adicién para favorecer el crecimiento sobre los

nucleos preexistentes y minimizar la formacién de nuevas poblaciones de particulas (nucleacion
secundaria).
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1. Etapa de nucleacién: En un matraz de 100 mL, se anadieron 10.5 mL de la Disolucion A
y 0.75 mL de TEOS. La mezcla se mantuvo bajo agitacion vigorosa durante 30 minutos
para permitir la formacion de los nucleos iniciales o "semillas".

2. Etapas de crecimiento: Al producto de la etapa anterior se le adicionaron 73.5 mL de
Disolucion A y 6.0 mL de TEOS bajo agitaciéon constante durante 30 minutos.
Posteriormente, la mezcla se transfiere a un matraz de 500 mL para continuar con las
adiciones volumétricas crecientes. Este procedimiento de expansion controlada se detalla
en la Tabla 1, donde se especifican los volumenes de reactivos y los tiempos de agitacion
para cada etapa de crecimiento.

Tabla 1. Proporcion de reactivos para el crecimiento de las particulas de silice.

Etapa Matraz TEOS (mL) Disolucion A Tiempo
(min,)
Nucleacion 100 mL 0.75 10.5 30
100 mL 6 73.5 30
Crecimiento 500 mL 24 220.5 30
2000 mL 49 661.5 30
Total 79.75 966 2 hrs

2.3.3 Aislamiento, secado y calcinacion del producto
Una vez finalizado el proceso de crecimiento, las particulas de silice se recuperaron y purificaron
mediante el siguiente procedimiento:

1. Separacion y purificacién: Se suspendié la agitacion y la mezcla se sometid a
centrifugacion a 1000 rpm durante 3 minutos para sedimentar las esferas. Tras decantar
el sobrenadante para eliminar el exceso de reactivos y subproductos, el sélido se lavé con
etanol absoluto para asegurar la limpieza de la superficie.

2. Tratamiento térmico: El producto sélido se seco inicialmente en una estufa a 120 °C
durante 4 horas para eliminar los disolventes volatiles. Posteriormente, se llevé a cabo un
proceso de calcinacion a 550 °C durante 4 horas con el fin de consolidar la estructura de
la silice y eliminar cualquier residuo organico proveniente de los precursores o agentes
directores de estructura.

Se obtuvo un rendimiento final de 19.3 g, lo que representa un porcentaje de recuperacion del

89.32% respecto a la masa tedrica esperada de SiO; calculada a partir del TEOS.
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2.4 Funcionalizacion de la superficie de silice (Fase C18)
La funcionalizacion se realizé de manera paralela en dos lotes: un estandar de silice comercial (5
pm) y las particulas sintetizadas previamente (calcinadas a 650 °C).

2.4.1 Activacion y dispersion
En un matraz de fondo redondo de tres bocas (100 mL), se suspendieron 2.0 g de esferas de
SiO2 en 24 mL de tolueno anhidro. Se adicionaron 0.6 mL de trietilamina, la cual actia como
catalizador y aceptor del acido clorhidrico liberado durante la reaccién. La mezcla se sometio a
ultrasonido hasta obtener una suspension homogénea.

2.4.2 Silacion y reflujo
Se anadieron 0.8 mL de clorodimetiloctadecilsilano (agente C18). La reaccion se llevo a cabo a
115 °C bajo reflujo constante durante 10 horas, permitiendo el anclaje quimico de las cadenas
alquilicas a los grupos silanol (Si-OH) de la superficie delas particulas.

2.4.3 Bloqueo de silanoles (End-capping)
Finalizado el tiempo de reflujo, se adiciond 1.0 mL de cloro(trimetil)silano y se mantuvo la reaccion
por una hora adicional. Este paso es critico para minimizar las interacciones secundarias no
deseadas con analitos basicos.

2.4.4 Purificacién y secado
El material funcionalizado se aislé por centrifugacion y se sometié a una secuencia de lavados:
tres ciclos con tolueno (10 mL) y tres ciclos con metanol (10 mL) para eliminar subproductos y
reactivos remanentes. El producto final se secé a 40 °C durante 4 horas, tras lo cual se consideré
listo para su caracterizacion y posterior empacado en la columna cromatografica.

2.5 Caracterizacion de las particulas
2.5.1 Analisis morfoldgico y estructural
La morfologia superficial y la uniformidad de tamafo de las particulas de silice sintetizadas se
determinaron mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). El analisis de las micrografias
permitié evaluar la morfologia y el grado de monodispersidad de las particulas, factores criticos
para garantizar un empacado homogéneo y una baja contrapresion en la columna cromatografica.

2.5.2 Verificacion de la funcionalizacion mediante FTIR-ATR
El éxito de la reaccion de silanizacion y el posterior end-capping se verific6 mediante
espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR). El analisis se centr6 en la
deteccién de las bandas de vibracion caracteristicas de los enlaces C-H de las cadenas de
octadecilsilano, comparando el espectro de la silice "pura" con el de la silice funcionalizada para
confirmar la modificacion quimica de la superficie de las particulas.

2.6 Empacado de las columnas analiticas
El proceso de empacado se realizé mediante un arreglo de dos columnas de acero inoxidable
conectadas en serie. El disefio consistid en una columna superior (reservorio o columna de
precarga) y una columna inferior, la cual constituye el cuerpo de la columna analitica final.
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2.6.1 Carga del material
Las particulas secas de silice funcionalizada se introdujeron en el sistema de columnas unidas.
Una vez cargado el material, el extremo superior se sellé6 herméticamente y se conectd a una
bomba de HPLC (Figura 1). Este montaje permite aplicar la presién requerida para la
compactacion uniforme de las particulas dentro del cuerpo de la columna analitica.

Figura 1: Arreglo de columnas para empaque en seco con particulas de silice comerciales y sintetizadas,
previamente funcionalizadas.

2.6.2 Humectacion y degasificacion
Se inicio el flujo de metanol a 0.2 mL/min mientras el arreglo completo se mantenia en un bafio
de ultrasonido por 10 minutos. Este paso es fundamental para asegurar el desplazamiento del
aire y la inundacién total del lecho, evitando espacios muertos o canales preferenciales.

2.6.3 Compactacion a alta presion
Posteriormente, se hizo pasar una mezcla de metanol:agua (50:50 v/v), incrementando
gradualmente el flujo hasta alcanzar los 4.0 mL/min. Durante un periodo de 10 minutos, el sistema
alcanzé una presion de compactacién de 4000 psi, garantizando un lecho estacionario denso y
uniforme.

2.6.4 Acondicionamiento
Finalizado el proceso, se separaron las columnas y se sellé la columna inferior. Finalmente,
ambas columnas —Ila de silice comercial derivatizada y la de silice sintetizada con el proceso
descrito, se sometieron a una etapa de acondicionamiento con una mezcla de acetonitrilo:agua
(50:50 v/v) antes de su evaluacion.

2.7 Evaluacion del desempefio cromatografico
Para evaluar el desempefio de las columnas desarrolladas, se realizaron inyecciones de 10 yL
de una solucion de tolueno (200 mgL™). Este analisis se llevd a cabo de manera comparativa
entre tres columnas con funcionalidad C18. Tabla 2.
1. Columna 1: Columna comercial C18 (Referencia).
2. Columna 2: Empacada en el laboratorio con particulas comerciales funcionalizadas.
3. Columna 3: Empacada con las particulas sintetizadas y funcionalizadas integramente en
el laboratorio.
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Se registraron los cromatogramas a diversos flujos de fase mévil para construir las curvas de Van
Deemter, trazando la altura equivalente de plato tedrico (H) en funcion de la velocidad lineal de
la fase movil (u). Todas las mediciones se realizaron en un sistema HPLC Waters con detector
PDA a una longitud de onda de 260 nm.

Tabla 2. Caracteristicas de las columnas evaluadas.

Columna | Longitud Diametro Tamano de
(mm) (mm) particula (um)
*1 50 4.6 5
2 100 4.6 5
3 80 4.6 10 (promedio)

* Columna comercial marca Fenomenex.

2.7.1 Evaluacion de la selectividad
La capacidad de separaciéon se evalué mediante la inyeccion de una mezcla ternaria compuesta
por fenol, tolueno y benzofenona (50 mgL™" por analito). Las condiciones de analisis consistieron
en una fase movil de acetonitrilo:agua (50:50 v/v) a un flujo constante de 1.0 mLmin'. A partir de
los cromatogramas obtenidos, se calculo el factor de selectividad (a) para los picos de tolueno y
benzofenona.

3. Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacion morfoldgica y estructural

La morfologia y el tamafio de particula del material sintetizado se examinaron mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). En la Figura 2, se observa que las particulas de silice
obtenidas presentan una marcada polidispersidad, con una distribucion de tamarfos que oscila
entre micras menores a 10 ym hasta fragmentos de aproximadamente 50 um. A diferencia de los
soportes comerciales altamente esféricos, el material sintetizado muestra una geometria irregular
y amorfa.

Esta heterogeneidad en el tamafio y la forma sugiere que las condiciones de hidrdlisis y
condensacion durante el crecimiento por etapas favorecieron una nucleacién secundaria o una
agregacion descontrolada, lo cual es un factor critico que podria influir en la permeabilidad y la
eficiencia de la columna final.
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Figura 2. Imagen de microscopia electronica de barrido de las particulas de silice sintetizadas.

3.2 Verificacion de la funcionalizacion mediante FTIR
La Figura 3 presenta los espectros de infrarrojo para la silice pura (rojo) y la silice funcionalizada
(azul). El espectro de la silice pura muestra la banda caracteristica de los grupos silanol y el
esqueleto de siloxano. Por el contrario, en el espectro de la fase funcionalizada (azul), se
identifican claramente las bandas de tensién del enlace C-H en la regién de 2900 cm-™.

Estas senales confirman la incorporacion exitosa de las cadenas hidrocarbonadas C18 sobre la
superficie del soporte. De acuerdo con los datos de SEM y FTIR, se concluye que, aunque el
proceso de funcionalizacion quimica fue efectivo, el soporte fisico obtenido es un material amorfo
con alta polidispersidad, lo que representa un area de oportunidad para la optimizacion de los
parametros de sintesis en etapas posteriores del proyecto.
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Figura 3. Espectros de infrarrojo de un lote de silice pura (rojo) y el mismo lote después del proceso de

funcionalizacién (azul).
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3.3 Evaluacion del desempefio cromatografico y curvas de Van Deemter
El analisis de los cromatogramas superpuestos de tolueno (200 mgL™"), obtenidos a diferentes
flujos de fase mavil, se presenta en la Figura 4. Tanto la Columna 1 (referencia comercial) como
la columna 2 (particulas comerciales funcionalizadas en el laboratorio) exhibieron un
comportamiento cromatografico muy similar. Esta similitud valida que el método de
funcionalizacion quimica y el protocolo de empacado desarrollados en este trabajo son altamente
efectivos.
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Figura 4. Cromatogramas superpuestos obtenidos tras la inyeccion de tolueno (200 mgL-") a distintos flujos
de fase movil para las columnas 1 (referencia comercial) y 2 (particulas comerciales funcionalizadas en el
laboratorio). Los parametros cromatograficos derivados de este analisis se resumen en la Tabla 3.

En contraste, la Columna 3 (silice sintetizada y funcionalizada integramente en el laboratorio)
presentd una eficiencia cromatografica significativamente menor (Figura 5). Este fendmeno es
una consecuencia directa de la alta polidispersidad y la morfologia amorfa de las particulas
observadas en el SEM. El ensanchamiento de las bandas en esta columna sugiere una mayor
heterogeneidad en las trayectorias del flujo. No obstante, cabe destacar que el método de
empaque resulté eficiente y presentd la ventaja operativa de no requerir bombas de ultra alta
presion (UHPLC) para lograr la consolidacion del lecho.
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos de la inyeccion de tolueno (200 mgL-") a diferentes flujos de fase movil
para la columnas 3. Los parametros cromatograficos derivados de este analisis se resumen en la Tabla 3.

A partir de los datos de la Tabla 3 y la Ecuacion 1, se construyeron las curvas de eficiencia
(H vs. flujo), Figura 6.

H=A+2+Cv (1)

Donde :

H: Altura de plato

v: Velocidad de flujo.

A: Dispersion por caminos distintos.
B: Ensanchamiento por difusion lenta.
C: Resistencia al equilibrio rapido.

Se observé que las tres columnas alcanzan la menor altura de plato teérico (H) a valores de flujo
elevados. Esto indica que los factores A (difusion por remolinos) y B (difusion longitudinal) son
los contribuyentes dominantes al ensanchamiento de los picos, ambos factores estan
relacionados con la difusion del soluto en la fase moévil [9] y la disminucién de la eficiencia
cromatografica.

De acuerdo con la teoria cromatogréfica, el factor C (resistencia a la transferencia de masa) no
mostré una contribucion significativa, o que sugiere que el equilibrio entre las fases se alcanza
rapidamente. Sin embargo, en la Columna 3, el mayor tamafo de particula y la irregularidad
geométrica facilitan una difusidn mas rapida del soluto fuera de la banda central, incrementando
el valor de H. Como se observa en la Tablas 3 y Figura 6, mientras que las Columnas 1y 2
muestran un desempefio casi idéntico, la Columna 3 presenta una curva desplazada hacia
valores de H mas altos, explicando la pérdida de resolucion.
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Tabla 3. Valores de altura de plato obtenidos para las columnas 1, 2 y 3.

Flujo (mL/min)

Figura 6. Curvas de Van Deemter para las columnas 1,2y 3
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Columna | Flujo (F) (mL/min) tr (Min) W: (s) N (Platos) H (mm)
0.2 29.67 146 39.46 2.5342
0.5 12.17 104 123.63 0.8088
1 1 5.57 59 288.6 0.3465
1.5 3.57 47 373.91 0.2674
2 2.66 40 425.77 0.2349
0.2 21.92 262 13.04 3.8344
0.5 9.13 91 106.6 0.469
2 1 4.26 49 233.19 0.2144
1.5 2.73 38 330.01 0.1515
2 2.045 31 430.79 0.1161
0.5 14.28 712 2.31 34.58
1 7.21 379 3.23 24.77
3 1.5 4.62 263 3.93 20.35
2 3.43 212 4.67 17.13
25 2.74 177 55 14.53
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3.3.2 Selectividad y Capacidad de Separacion

En la Figura 7 se comparan los cromatogramas de la mezcla de fenol, tolueno y benzofenona
obtenidos con la Columna 1 (referencia comercial) y la Columna 3 (sintetizada y funcionalizada
localmente). A pesar de las disparidades en la eficiencia —atribuidas al ensanchamiento de
banda en la Columna 3—, los resultados revelan un hallazgo significativo; la Columna 3 exhibe
factores de selectividad (a) similares a los de la columna comercial. En consecuencia, se concluye
que por el momento, el desafio critico no radica en la quimica de superficie, sino en el control
riguroso de la morfologia y la monodispersidad durante la sintesis del soporte de silice.

Fenol
0.3+ Tolueno
Benzofenona
0.25 +
0.204 b
1 | ) & _
] | T &
0.050 20151 || i T
0.040 0'”}: II (A a=1.22
11 I
oow| || 005 1 |
F ok |
000" A 5B —
0.020 L T S T S T S T S A A
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 22.00
|
0.0107 \ . _
TR ) o a=1.60
0.000] — - —
0.00 5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

minutos
Figura 7. Cromatogramas obtenidos de la inyecciéon de una mezcla de Fenol, Tolueno y Benzofenona (50
mg/mL cada uno) en las columnas 1y 3 con sus respectivos valores de selectividad.

4. Conclusiones

Se completd exitosamente la sintesis y funcionalizacion de material de silice con grupos
octadecilo (C18), demostrando su viabilidad para la preparaciéon de fases estacionarias capaces
de realizar separaciones cromatograficas. El estudio permitié validar dos pilares fundamentales:

o [Efectividad del empaque y funcionalizacion: Se desarroll6 un método de empacado
asistido por ultrasonido que es sencillo, accesible y eficiente. La equivalencia en el
desempeno cromatografico entre la Columna 1 y la Columna 2 demuestra la validez del
método de empacado asistido por ultrasonido y del protocolo de funcionalizacién quimica
desarrollados. Este enfoque sencillo y accesible permite obtener dispositivos de
separacion con una calidad comparable a las columnas comerciales de referencia

o Viabilidad de la sintesis: Se demostré la capacidad de sintetizar y funcionalizar soportes
de silice empleando materias primas disponibles y tecnologia propia. Si bien la fase
obtenida mostré una selectividad quimica adecuada, su eficiencia se vio limitada por la
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alta polidispersidad y la morfologia no esferica. Este hallazgo identifica con precision que
el reto para futuras optimizaciones radica en el control morfolégico durante la etapa de
sintesis (proceso sol-gel) para obtener particulas esféricas y monodispersas.

Finalmente, este trabajo presenta avances significativos en el desarrollo de tecnologia para la
preparacion de insumos cromatograficos. Al reducir la dependencia de infraestructura de ultra
alta presién y optimizar el uso de recursos locales, se establecen las bases para producir
columnas analiticas y preparativas de bajo costo, facilitando el acceso a esta herramienta critica
para la investigacion y el control de calidad en el pais.
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Extraccion de lupeol asistida por ultrasonido de los pétalos de la flor de
Cempasuchil ( 7Tagetes erectalinn), determinacion usando extraccion en

fase s6lida como etapa de clean-up y cuantificacion por HPLC-DAD
Lourdes Heredia Marquez*, Ingrid Hernandez Alonso, Jennifer Rodriguez Bautista,
Juan Gonzalez Barron, Alejandro Nuinez Vilchis

Iheredial5@alumnos.uag.mx

Resumen

La flor de cempasuchil (Tagetes erecta Linn) es emblematica de México, ampliamente utilizada
en celebraciones culturales como el Dia de Muertos. No obstante, gran parte de su produccion
anual se desperdicia, pese a contener compuestos bioactivos como el lupeol, un triterpeno con
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antitumorales (D. L. Estrada, et.al. 2024.,
Gobierno de México, 2024). Este estudio optimizé la extracciéon de lupeol a partir de pétalos de
cempasuchil mediante extraccion asistida por ultrasonido (UAE) y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).
Adicionalmente, utilizamos extraccion en fase soélida (SPE) para aislar al compuesto mediante un
tren de elucion con mezclas de hexano y acetato de etilo. Las condiciones 6ptimas de extraccién
fueron una relacién masa disolvente de 1:20 (g/mL) y 40 minutos de ultrasonido, obteniendo un
rendimiento de 3.73 mg/g de lupeol. Se analizaron cinco fracciones; cuatro contenian lupeol y
solo las fracciones 4 y 5 fueron cuantificadas. Los resultados muestran que la UAE es un método
eficiente, rapido y sostenible para extraer lupeol, lo que resalta su potencial como fuente
farmacoldgica.

Palabras clave: Lupeol, EFS, cempasuchil

Abstract

The marigold flower (Tagetes erecta Linn) is emblematic of Mexico, widely used in cultural
celebrations such as the Day of the Dead. However, much of its annual production is wasted,
despite containing bioactive compounds such as lupeol, a triterpene with anti-inflammatory,
antimicrobial, and antitumor properties (D. L. Estrada, et.al. 2024., Gobierno de México, 2024)
This study optimized the extraction of lupeol from marigold petals using ultrasound-assisted
extraction (UAE) and quantification by high-performance liquid chromatography with a diode array
detector (HPLC-DAD). In addition, we used solid-phase extraction (SPE) to isolate the compound
using an elution train with mixtures of hexane and ethyl acetate. The optimal extraction conditions
were a cartridge mass ratio of 1:20 (g/mL) and 40 minutes of ultrasound, obtaining a yield of 3.731
mg/g of lupeol. Five fractions were analyzed: Four contained lupeol, and only fractions 4 and 5
were quantified. The results show that UAE is an efficient, rapid, and sustainable method for
extracting lupeol, highlighting its potential as a pharmacological source.

Keywords. Lupeol, SPE, marigold
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1. Introduccion

El cempasuchil (Tagetes erecta Linn) es una flor originaria de México, reconocida principalmente
por su uso cultural en la celebraciéon del dia de muertos [1]. Al afio se cosechan alrededor de
20,000 toneladas de esta flor [2], los cuales después de su uso terminan en desecho y sélo una
poca cantidad se utiliza como composta, sin embargo, es una flor rica en compuestos con
potencial farmacoldgico, que se encuentran principalmente en los pétalos de la flor, como el lupeol
[1].

El lupeol es un triterpeno estable a temperatura ambiente y de naturaleza apolar que se encuentra
en diversos arboles, frutos y flores como el cempasuchil [3]. Este compuesto presenta
propiedades farmacolégicas antiinflamatorias, antimicrobianas y antitumorales, ya que se ha
reportado su efecto en la inhibicién del crecimiento de varios tipos de tumores in vivo e in vitro,
ademas de que no presenta efectos toxicos en las células sanas. [4]

Para tener la accion farmacologica deseada, los compuestos se extraen de las plantas con
métodos generalmente convencionales, sin embargo, la UAE, requiere de menos tiempo y menos
cantidades de solvente para tener buenos rendimientos [5], es por ello que se plantea que la
extracciéon asistida por ultrasonido es capaz de extraer lupeol de los pétalos de la flor de
cempasuchil.

Debido a que de un extracto se obtienen multiples compuestos, se utiliza una técnica de SPE
para separar estos compuestos, esta técnica es con cartuchos de fases estacionarias de diferente
polaridad y utilizando como fase mdévil un tren de elucion, es decir, mezclas de solventes en
distintas proporciones, con la finalidad de tener en las fracciones la menor cantidad de
compuestos. [6]

De esta manera el objetivo del proyecto es obtener al compuesto de interés, el Lupeol de los
pétalos de la flor del cempasuchil con una menor cantidad de compuestos interferentes al utilizar
la técnica de SPE y de igual manera cuantificar la cantidad del lupeol mediante cromatografia
liquida de alta resolucién HPLC, ya que esta no ha sido reportada en la literatura.

2. Experimental

2.1. Extraccion asistida por ultrasonido

El material vegetal seco en polvo que consistid en los pétalos de la flor, se mezclé en las
siguientes proporciones con hexano: 1 gramo del material vegetal en 20 mililitros del solvente
(1:20 m/v) y 3 gramos en 20 mililitros (3:20 m/v). Estas cantidades y proporciones se eligieron
para tener diferentes condiciones y asi realizar un analisis de variables de los parametros. Cada
mezcla se sometié a sonicacion a 40 kHz durante 20 y 40 minutos, respectivamente, utilizando
un bafo ultrasénico Branson modelo 5510. Posteriormente, los extractos se filtraron para separar
el solido del liquido. Finalmente, se concentro el extracto crudo dejando evaporar tres cuartas
partes del disolvente en una campana de extraccion.
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Tabla 1. Condiciones evaluadas.

Proporciéon (m/v) Tiempo (minutos)
) 20
1:20 20
) 20
3:20 20

*Las pruebas se realizaron por duplicado (n=2)

2.2. Evaluacion de la extraccion en fase sélida

Se llevd a cabo la SPE al vacio utilizando un tren de elucidén que sirvié para eluir distintas
fracciones de la muestra, este tren consistié en diferentes proporciones de los solventes acetato
de etilo y hexano: acetato de etilo (100), acetato de etilo-hexano (70:30), acetato de etilo-hexano
(50:y50), acetato de etilo-hexano (30:70) y hexano (100), para de esta forma por la polaridad
obtener al lupeol en la menor cantidad de fracciones. Para iniciar la extraccion se utilizo el
cartucho SPE C18 de la marca Agilent de una capacidad de 6 mL y con 500 mg de adsorbente
C18, el cual se acondicioné con 5 mL de agua destilada y 5 mL de metanol. Como siguiente paso
se colocd 1 mL de cada extracto y 5 mL de cada mezcla de solventes en el orden planteado para
llevar a cabo la elucidn, anadiendo cada solucién por las paredes del cartucho para evitar danar
la fase estacionaria. Las fracciones fueron recolectadas continuamente en tubos Falcon de 15
mL. Posteriormente, se evaporo totalmente el disolvente de cada fraccién utilizando nitrégeno y
se reconstituyé en 0.5 mL de acetonitrilo de grado HPLC.

2.3.  Analisis instrumental
Se inyectaron 5 pL de las fracciones individuales en acetonitrilo en un equipo de cromatografia
liqguida HPLC-DAD (marca Agilent, modelo 1200 series) con una columna modelo Eclipse XDB-
C18 HPLC (5 pm x 150 mm x 4.6 mm), aplicando una temperatura de 40 °C y un flujo de 1.0
mL/min. La fase mévil consistié en acetonitrilo de grado HPLC al 70 % con un 30 % de metanol
en modo isocratico con deteccion a 210 nm.
Con la solucion madre, se obtuvo el tiempo de retencién correspondiente al lupeol.
Posteriormente se inyecté cada una de las fracciones resultantes de la solucion de lupeol en
hexano y el extracto de prueba. De esta forma, se determind la presencia de lupeol en el extracto
de la flor de cempasuchil y las fracciones que lo contienen en mayor cantidad.
Se utilizé el estandar de lupeol para proponer una curva de calibracién mediante el método de
estandar externo, a concentraciones calculadas a partir de las pruebas previas de 0 yg/mL, 0.85
pg/mL, 1.70 pg/mL, 2.56 pg/mL, 3.41 pg/mLy 4.26 ug/mL.

2.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico del lupeol se emplearon las 8 muestras para cada una de las
fracciones con mayor concentracién de lupeol, con un total de 16 muestras bajo diferentes
combinaciones de condiciones, que incluyen el tiempo de bano ultrasénico y la relaciéon de
muestra pulverizada-solvente.
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Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores, con un nivel de significancia
del 5%, utilizando el paquete estadistico “MiniTab”. Ademas, se aplicé una comparacion de
medias mediante la prueba post hoc de “Tukey”.

3. Resultados y Discusion
3.1. Analisis instrumental

300
1.552
250
200
150
100
) J
0

0 0.5 1 15 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

Absorbancia (mUA)

Tiempo (min)

Figura 1. Cromatograma de un extracto de materia vegetal en hexano a un flujo de 1 ml/min, tiempo de
retencion del lupeol de 1.552 minutos.

Se realiz6 un extracto previo el cual se inyect6 en el HPLC a las condiciones mencionadas en la
metodologia unicamente variando el flujo para lograr una mejor separacion.

Se evaluaron dos flujos: el primero de 0.4 ml/min en donde se registrd un tiempo de retencién del
lupeol de 3.70 minutos, el analisis completo durd 22 minutos hasta el ultimo pico registrado. Y el
segundo con un flujo de 1 ml/min en donde el tiempo de retencién para el lupeol fue de 1.552
minutos y el analisis completo duré 8 minutos.

140 1.506
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Figura 2. Cromatograma del estandar de lupeol en acetonitrilo. El tiempo de retencién correspondiente al
pico del lupeol es de 1.505 minutos.
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Figura 3. Cromatograma de un extracto crudo a condiciones 3 g: 40 minutos.
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Figura 4. Cromatograma de un extracto a condiciones 3g:40 minutos, utilizando la extraccion en fase sélida
y el tren de elucion.

La Figura 2 nos muestra el cromatograma correspondiente al estandar de lupeol disuelto en
acetonitrilo, del tiempo de retencion para este compuesto, siendo de 1.505 minutos.

El extracto previo pasé por la SPE utilizando el tren de elucion mencionado en la metodologia,
de este se obtuvieron 5 fracciones que fueron analizadas en el HPLC. De estas 5 fracciones 4
contenian lupeol, sin embargo, se pudo identificar a la fraccion numero 4 como aquella con mas
concentracién de lupeol debido al area maxima que presentd el pico perteneciente a este
compuesto, respecto a las demas. Sin embargo, al evaluar las fracciones del extracto de prueba,
se encontré un comportamiento diferente, en el que la fraccidn 5 presenté la mayor area, es decir,
la concentracién mas alta de lupeol en comparacion a las demas; de esta forma, se optd por
analizar ambas fracciones del total de muestras a realizar.

La importancia de la extraccion en fase solida y del tren de elucion se ve reflejada en la Figura
3, un cromatograma de un extracto crudo que no paso por el proceso de SPE, por lo que se
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observan todos los compuestos extraidos de los pétalos de la flor de cempasuchil, dificultando la
identificacion y cuantificacion del compuesto analizado, el lupeol. En este caso se alcanza a ver
un pico en un tiempo de retencién de 1.544 minutos, el cual se considera es lupeol, sin embargo,
no existe una suficiente separacion del pico para la cuantificacion. Esto a comparacién de la
Figura 4, en donde el extracto si paso por la extraccién en fase solida y se puede observar una
menor cantidad de compuestos presentes en el extracto; el pico correspondiente al lupeol
presenta una mejor separacion, lo cual hace posible obtener su area y realizar la cuantificacion.

Se considera que la extraccion en fase sdlida y el tren de elucion, son factores fundamentales
para poder cuantificar el lupeol presente en los pétalos de la flor de cempasuchil, sin embargo,
de las 5 fracciones que se obtuvieron para cada muestra, 4 contenian lupeol, lo que sugiere que
podria utilizarse otro tren de elucién, para tratar de concentrar en solo dos fracciones, como
maximo, el lupeol presente.

1800

Y=(356.58 £ 3.10)x + (35.73 % 7.80)y
1400

R®= 0.99959

1200

1000

Area (mUA*s)

LD=0.072 pg/mL
400 LC=0.122 pg/mL

200 LL=4.267 pg/mL
) 0.5 1 15 2 25 3 3 5 4 45

Concentracion (pg/mL)
Figura 5. Curva de calibracion por estandar externo de lupeol.

La curva de calibracion, Figura 5, mostré una buena linealidad, con un coeficiente de
determinacion de 0.99918. Esta se realizé preparando distintas concentraciones de la solucion
madre del estandar de lupeol de concentracion inicial 1 x 103 M, estas concentraciones se
mencionan en metodologia. También se obtuvo la ecuacion que se utilizé para la cuantificacion
de los extractos, se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion permitidos para la curva
obtenida. El intervalo lineal del método se establecio entre 0.5 y 4 ug/mL, donde se observé una
relacion lineal entre el area y la concentracion.
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3.2.  Cuantificacién y analisis estadistico de las fracciones 4 y 5.
4500
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Concentracion (pg/g)

1:20 - 40 min 3:20-40min 1:20 - 20 min 3:20-20 min

Figura 6. Grafico de barras del analisis estadistico por factoriales. Relacion de medias y desviacion
estandar entre las concentraciones resultantes de la fraccion 4.
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Figura 7. Grafico de barras de analisis estadistico por factoriales. Relacion de medias y desviaciéon
estandar entre las concentraciones resultantes de la fraccion 5.

La Figura 6 muestra graficamente la cuantificacion de la concentracion de lupeol presente en las
fracciones 4 para los diferentes tratamientos evaluados, lo cual se obtuvo con la ecuacion de la
curva de calibracion sustituyendo el area de los picos resultantes en cada analisis, y realizando
un promedio con su desviacion estandar debido al duplicado de las muestras. Del mismo modo
se llevd a cabo la cuantificacion para las fracciones 5, obteniendo en la Figura 7 las
concentraciones de lupeol en promedio y sus desviaciones estandar.

El anadlisis estadistico de las fracciones 4 y 5 se evalué por separado, por tanto, contemplando
un intervalo de confianza del 95% se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) para la fraccién 4
en donde no se encontro diferencia significativa en ninguno de los factores evaluados (cantidad,
tiempo, cantidad*tiempo), lo cual se observa en la Figura 6 con un grafico de barras que muestra
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las medias respecto a sus desviaciones estandar para cada uno de los tratamientos, y se visualiza
una gran amplitud de las barras de error interpretadas por la elevada variabilidad de resultados
obtenidos, lo cual se puede explicar por factores experimentales implicados en el manejo y
separacion de los extractos. Por otro lado, al realizar el analisis de varianza para la fraccion 5 se
determiné una diferencia significativa en todos los factores (cantidad, tiempo, cantidad*tiempo);
debido a ello, se elabord una prueba post-hoc de “Tukey” en donde se planted que en base a la
cantidad se obtenia una mayor concentracion de lupeol cuando la extraccién se realizaba con 1
g que con 3 g de pétalos de flor de cempasuchil secos y pulverizados; respecto al tiempo se
determiné que una extraccion con 40 minutos de ultrasonido era mas eficiente en comparacién a
20 minutos de ultrasonido; y finalmente, la relacion de cantidad-tiempo mostré que las
condiciones mas optimas de extraccion de lupeol de los pétalos de la flor de cempasuchil fueron
1 g de muestra vegetal con 40 minutos de ultrasonido, lo cual se representa en la Figura 7 que
muestra un gréafico de barras que relaciona las medias de las concentraciones de lupeol de las
fracciones 5 con sus desviaciones estandar, en donde se observa una mayor concentracion
promedio en las condiciones mas optimas (barra marcada con la letra “A”), en cambio, el resto
de tratamientos se marcan con la letra “B”.

4. Conclusiones

La EAU demostrd ser una técnica eficiente para obtener lupeol a las condiciones éptimas de: 1 g
en 20 mL de solvente (hexano) y tiempo de sonicaciéon de 40 minutos.

Se obtuvieron 5 fracciones en la extraccion en fase solida, de las cuales 4 fracciones contenian
con lupeol, por lo que se recomienda evaluar un nuevo tren de elucién para la cuantificacion total
de lupeol en los pétalos de la flor de cempasuchil.

A las condiciones mencionadas se logré extraer en promedio una concentracién de 3.73 mg de
lupeol/g de pétalos de flor de cempasuchil, siendo una fuente viable para la extraccion de este
compuesto.
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Determinacion de la calidad del agua proveniente de la Sierra de Arteaga,

Coahuila
Jonathan Adrian Villarruel Reyes?, lliana Margarita de la Garza Rodriguez?, Carlos Arturo Hernandez
Hernandez®, Felipe de Jesus Ruiz Flores?, Ramén Yosvanis Batista Cruz<, Mara Sarahi Florencio
Martinez®*

mara_florencio@uadec.edu.mx*

Resumen

Las cuencas hidrograficas de regiones montafiosas cumplen funciones hidroldgicas y ecoldgicas esenciales, ya
que regulan la disponibilidad y calidad de los recursos hidricos, siendo sensibles a los cambios naturales y a las
actividades antropogénicas. El presente trabajo tiene como objetivo generar datos para dar inicio al primer
inventario de la calidad de agua en la Sierra de Arteaga, Coahuila, en colaboracién con la Comisiéon Nacional de
Areas Naturales Protegidas (CONANP). Se seleccionaron cinco puntos de muestreo a diferentes altitudes los
cuales son utilizados por la poblacion para actividades domésticas, ganadera y agricultura, las muestras se
recolectaron en mayo y junio del 2025 conforme a la NOM-023-SSA1-2002 y se le analizaron dieciocho
parametros fisicoquimicos mediante técnicas potenciométricas, volumétricas, gravimétricas y
espectrofotométricas, siguiendo las Normas Mexicanas correspondientes. Los resultados se compararon con los
limites permisibles que establece la NOM-127-SSA1-2021, encontrando que los valores de pH en las muestras
indican que son ligeramente alcalinas, mientras que el resto de los parametros para las muestras Vigas, Pozo
Vigas, Aguaje y Sra. Cecilia (Mtal a Mta4) estan dentro de los limites permisibles. Sin embargo, la muestra
Carretera (Mta5) presenté los valores mas altos, conductividad de 911.1 uS, Solidos Totales Disueltos (TDS) de
601.1 mg/L, Solido Totales (ST) de 803.3 mg/L y Dureza Total de 396.7 mg/L, debido a su cercania a la carretera
y posible influencia de actividades antropogénicas. En general, los resultados indican que la calidad del agua
en la Sierra de Arteaga es adecuada, estableciendo una linea para el monitoreo continuo de estos cuerpos de
agua.

Palabras clave. Sierra, Calidad del agua, Arteaga, Fisicoquimicos.

Abstract

Watersheds in mountainous regions fulfill essential hydrological and ecological functions, since they regulate the
availability and quality of water resources, being sensitive to natural changes and anthropogenic activities. The
present work aims to generate data to initiate the first inventory of water quality in the Sierra de Arteaga, Coahuila,
in collaboration with the National Commission of Natural Protected Areas (CONANP). Five sampling points at
different altitudes were selected, which are used by the local population for domestic, livestock, and agricultural
activities. Samples were collected in May and June 2025 in according with NOM-023-SSA1-2002 and analyzed
for eighteen physicochemical parameters using potentiometric, volumetric, gravimetric, and spectrophotometric
techniques, following the corresponding Mexican Standards. The results were compared with the permissible
limits established by NOM-127-SSA1-2021, finding that the pH values in the samples indicate that they are slightly
alkaline, while the rest of the parameters for the samples Vigas, Pozo Vigas, Aguaje and Ms. Cecilia (Mta1 to
Mta4) are within the permissible limits. However, the sample Carretera (Mta5) presented the highest values,
conductivity of 911.1 S, Total Dissolved Solids (TDS) of 601.1 mg/L, Total Solids (TS) of 803.3 mg/L and Total
Hardness of 396.7 mg/L, due to its proximity to the road and possible influence of anthropogenic activities. In
general, the results show that the water quality in the Sierra de Arteaga is adequate, setting up a line for
continuous monitoring of these water bodies.

Keywords. Sierra, Water quality, Arteaga, Physicochemical.
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1. Introduccion

Las cuencas hidrograficas son unidades naturales de planificacion ambiental que determinan la
disponibilidad y calidad del recurso hidrico. Todas las actividades humanas que se desarrollan en
su interior inciden directamente en la dinamica y funcionamiento de las cuencas hidrograficas.
Las cuencas hidrograficas cumplen funciones hidroldgicas, ecoldgicas y socioecondmicas
esenciales, cuya evaluacion debe considerar factores como la delimitacién, cobertura vegetal,
uso del suelo, procesos de erosion y la calidad del agua [1,2] En las montafias y sierras, la
captacién de agua inicia con la precipitacion, que alimenta rios y acuiferos mediante infiltracion,
dependiendo de la porosidad del suelo y la cubierta vegetal [3]. La infiltracion esta condicionada
por la pendiente, textura y vegetacion del suelo, ya que suelos mas porosos y cubiertos favorecen
la recarga hidrica subterranea, mientras que los suelos compactos o desnudos aumentan la
escorrentia superficial [4]. En la Sierra de Arteaga, Coahuila, los suelos muestran diferencias
notables entre las zonas altas y bajas. En las zonas superiores, por encima de 2,500 msnm,
predominan los suelos tipo Litosoles, suelos someros, pedregosos y con escasa retencion de
agua, adecuados principalmente para conservacion forestal y pastoreo [5]. En las zonas bajas e
Inter montanas se encuentran suelos tipo Feozem Calcaricos y Rendzinas, con mayor cantidad
de materia organica y mayor fertilidad, aptos para cultivos y huertos. También aparecen Xerosoles
haplicos y calcicos, de baja fertilidad y presencia de caliche o yeso, lo que limita su uso agricola
[6]. Estos suelos presentan una estratificacion en horizontes bien definida: el Horizonte O con
materia organica en descomposicién, el Horizonte A rico en humus, el Horizonte B con
acumulacion de arcillas y 6xidos, el Horizonte C con fragmentos rocosos y el Horizonte R o roca
madre [7]. Esta estructura edafica regula la retencidon de agua, fertilidad y estabilidad ecolégica
de los ecosistemas serranos. El clima templado subhumedo de la region y la textura media de los
suelos favorecen una humedad moderada y constante, especialmente en los horizontes
superficiales, contribuyendo a la productividad biologica y a la prevencion de incendios [8]. Sin
embargo, los incendios forestales recurrentes representan una amenaza grave para el equilibrio
hidroldgico. Estos eventos, en su mayoria causados por actividades naturales y antropogénicas
provocan: deforestacién, pérdida de cobertura vegetal y erosién del suelo, reduciendo la
infiltracion y la recarga de acuiferos [9]. La eliminacion de la vegetacion también genera arrastre
de cenizas y sedimentos, deteriorando la calidad del agua y afectando tanto ecosistemas
acuaticos como la disponibilidad hidrica regional. La fauna y flora locales sufren consecuencias
severas: la pérdida de habitat, humedad y recursos disminuye la supervivencia de especies
dependientes de ambientes humedos, alterando la biodiversidad y los procesos naturales del
ciclo del agua [10]. Debido a esto es importante realizar el monitoreo y control de calidad del agua
en la Sierra, algunos de los parametros fisicoquimicos que nos permitan determinar la calidad del
agua son: la cantidad de solidos presentes, cationes y aniones mas comunes (Na*, K*, Ca?*, Mg?",
COs?%, HCOg3, SO4* y CI), pH, acidez, alcalinidad, durezas y conductividad presentes en las
muestras [11]. Entre las técnicas analiticas mas utilizadas para la determinacién los parametros
fisicoquimicos antes mencionados se encuentra la volumetria, gravimetria, potenciometria y
espectrofotometria de absorcién atémica, sin embargo, la eleccién del método depende del
analito y del propdsito del analisis [12]. Este trabajo se realizd en colaboracion con la Comisién
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Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), tiene como objetivo generar datos para
iniciar el primer inventario de calidad del agua comenzando con un muestreo de cinco puntos
diferentes dentro de la Sierra de Arteaga, y realizando el analisis de dieciocho parametros
fisicoquimico de las muestras de agua recolectadas.

2. Experimental

2.1. Seleccion de puntos de muestreo
En coordinacion con el personal de la Cuenca Alimentadora del Distrito Nacional de Riego 026
Bajo Rio San Juan de la Comision Nacional de Areas Protegidas, se seleccionaron cinco puntos
para el monitoreo de la calidad del agua de la Sierra de Arteaga, Coahuila, la cual es utilizada por
los habitantes de las zonas para diversas actividades domésticas.

2.2. Recoleccion de muestras
Las primeras tres muestras de agua fueron recolectadas el 15 de mayo de 2025 y las ultimas dos
muestras se recolectaron el 2 de junio de 2025, siguiendo las recomendaciones establecidas por
la NOM-230-SSA1-2002 [13], utilizando recipientes de polietileno tereftalato (PET) con capacidad
de 1.5 L., previamente enjuagados con la misma agua del sitio. Posteriormente, las muestras se
transportaron en hieleras hasta el laboratorio y se mantuvieron a una temperatura de 4°C hasta
su analisis.

2.3. Analisis fisicoquimicos de las muestras

La determinacion de los dieciocho parametros fisicoquimicos se realizé conforme a los métodos
establecidos en las Normas Mexicanas (NMX) [14-20] aplicables, las cuales se presentan en la
tabla 1. Los métodos establecidos consisten en técnicas analiticas potenciométricas,
gravimétricas, volumétricas y espectrofotométricas, las muestras se realizaron por triplicado. Los
resultados seran comparados con los limites permisibles presentes en la Norma Oficial Mexicana
NOM-127-SSA1-2021 Agua para uso y consumo humano y asi determinar la calidad del agua
(ver tabla 2) [21]. Algunos de los parametros se obtienen mediante calculos que estan
establecidos en la NMX como los carbonatos, bicarbonatos, calcio y magnesio.
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Tabla 1. Normas Mexicanas para los procedimientos de los analisis de cada parametro fisicoquimico.

Parametros Norma Mexicana
pH NMX-AA-008-SCFI-2016
Conductividad NMX-AA-093- SCFI-2000

Solidos Totales Disueltos (TDS)
Sdélidos Totales (ST)
Dureza Temporal
Dureza Permanente
Dureza Total
Alcalinidad total y Alcalinidad a la FF*
Acidez
Sulfatos
Cloruros
Sodio (Na*) y Potasio (K*)

NMX-AA-034- SCFI-2015
NMX-AA-034- SCFI-2015
NMX-AA-072- SCFI-2001
NMX-AA-072- SCFI-2001
NMX-AA-072- SCFI-2001
NMX-AA-036-SCFI-2001
NMX-AA-036-SCFI-2001
NMX-AA-074-SCFI-2014
NMX-AA-073-SCFI-2014
NMX-AA-051-SCFI-2001

* FF=fenolftaleina

Tabla 2. Limites permisibles, de acuerdo con la NOM-127-SSA1-2021.

’No. Parametros Limite permisible

Parametros

1 pH 6.5a8.5

2 Conductividad NR

3 Solidos Totales Disueltos (TDS) 1000 mg/L

4 Soélidos Totales (ST) NR

5 Dureza Temporal NR

6 Dureza Permanente NR

7 Dureza Total 500 mg/L de CaCOs3

8 Alcalinidad a la FF NR

9 Alcalinidad total NR

10 Acidez NR

11 Carbonatos (CO3?) NR

12 Bicarbonatos (HCOg3) NR

13 Sulfatos (SO4%) 400 mg/L

14 Cloruros (CI) 250 mg/L

15 Calcio (Ca?") NR

16 Magnesio (Mg?*) NR

17 Sodio (Na*) 200 mg/L

18 Potasio (K*) NR

* NR= No Reportado
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3. Resultados y Discusion

3.1. Mapa de los puntos de muestreo
En la Figura 1 se presenta el mapa con los puntos de muestreo ubicados dentro de las zonas de
1980 a 2578 m.s.n.m de la Sierra de Arteaga, Coahuila, mientras que en la tabla 3 se presentan
la identificacion de los puntos de muestreo, claves de muestras, altitud y coordenadas.
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Figura 1. Mapa de
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los puntos de muestreo dentro de Ié ierra de Arteaga, Coahuila.

Tabla 3. Identificacion de los puntos de muestreo, claves de las muestras, altitud y coordenadas

Nombre del punto de muestreo Rotulo Altitud Coordenadas
Muestra Vigas Mta1 2274 m.s.n.m  25°29'11"N 100°37'19"W
Muestra Pozo Vigas Mta2 2270 m.s.n.m  25°29'09"N 100°37'22"W
Muestra Aguaje Mta3 2578 m.s.n.m  25°27'09"N 100°33'28"W
Muestra Sra. Cecilia Mtad 2207 m.s.n.m  25°23'21"N 100°37'55"W
Muestra Carretera Mta5 1980 m.s.n.m  25°22'33"N 100°47'42"W
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3.2. Resultados de los analisis fisicoquimicos
En la Figura 2 se presentan los valores de pH de cada una de las muestras recolectadas. Los
resultados oscilan entre 7.23 y 7.90, intervalo que se encuentra dentro de los limites establecidos
(6.5 y 8.5) NOM-127-SSA1-2021, considerando las muestras de agua ligeramente alcalinas.

7_-
.
5_-
T
.
2_-
.
0- T T . - x

Mta1 Mta2 Mta3 Mta4 Mta5

Figura 2. Valores de pH de las muestras analizadas.

La Figura 3 muestra los valores de acidez de las muestras donde se observa una variacion entre
los 14 y 57 mg/L de CaCOs. Siendo la Mta3 la que presenta la mayor concentracion (57 mg/L),
mientras que la Mta5 presenta el valor mas bajo (14 mg/L). Aunque la acidez es un parametro no
regulado por la NOM-025-SSAI-2021, indica un equilibrio acido-base, ya que se cuantifica la
presencia de protones libres y especies carbonatadas capaces de neutralizar bases [22]. En esta
misma Figura, también se presenta la alcalinidad de las muestras, ninguna de las muestras
presenta alcalinidad a la FF, lo cual descarta la presencia de carbonatos (CO3%) en las muestras,
sin embargo, la presencia de alcalinidad total se debe a la presencia de bicarbonato (HCOy3), la
concentracién se encuentra dentro de un intervalo de 24-60 mg/L siendo la Mta1 la que presenta
la mayor concentracion y la Mta2 la concentracién mas baja. La alcalinidad suele ser inferior a 50
mg/L en aguas cercanas a zonas humedas con suelos altamente lixiviados, pero es mayor en
suelos mas fértiles, con formaciones en calizas o climas aridos [23].

En la Figura 4 se observan los valores de conductividad, TDS y ST. Los valores de conductividad
eléctrica oscilan entre 398 a 911 uS/cm. El incremento observado en la Mta5 se refiere a una
mayor presencia de sales disueltas, las cuales se pueden asociar a la influencia de actividades
antropogeénicas, siendo la zona mas baja donde se realizé el muestreo. Mientras que los valores
de TDS se encuentran entre los 262 a los 601 mg/L todas las muestras se encuentran por debajo
del limite maximo permisible de 1000 mg/L establecido por la NOM-127-SSA1-2021. Por otro
lado, los sodlidos totales presentaron valores entre 263 a 803 mg/L, observando que la Mta5
presenta el valor mas alto lo cual se le puede atribuir a que se encuentra en la zona mas baja
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donde se arrastran un mayor numero de particulas, asi como a una mayor actividad
antropogénica que se desarrollan cercas de la carretera.

80 1 [ ] Alcalinidad FF [l Alcalinidad Total [l HCO, [l Acidez
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Figura 3. Valores de alcalinidad y acidez de las muestras analizadas.
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Figura 4. Valores de conductividad, TDS y ST muestras analizadas.
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La dureza total resulta de cationes divalentes, principalmente de calcio y magnesio, expresados
como carbonato de calcio, esta es menos importante que la alcalinidad como factor biolégico,
pero es bastante importa en el suministro y uso del agua, la alta concentracién de calcio y
magnesio conducen a la formacion de incrustaciones cuando el agua se calienta o0 aumenta su
pH [24]. La Figura 5 muestra los valores correspondientes a la dureza total, temporal y
permanente, asi como la concentracién de calcio y magnesio. Se observa que la dureza total,
asociada principalmente a la concentracién de carbonatos de calcio, no supera el limite permisible
de 500 mg/L establecido por la NOM-127-SSA1-2021 ya que los valores registrados oscilan entre
los 180 a 397 mg/L, el valor mas alto lo presenta la Mta5. En cuanto a la dureza temporal, se
observan valores inferiores a la dureza total, indicando que la dureza principalmente se debe a la
presencia de bicarbonatos de calcio y magnesio, echo que se comprueba con los valores de la
dureza permanente y la concentracion de los iones calcio y magnesio.

500 7 [ DTotal [l Dtemporal [l Dpermanente [l Ca*>* [ Mg>*

450 -

400

350 +

300 +

_l .
‘ga 250 -
200

150

100 H

50

0

Mta1 Mta2 Mta3 Mta4 Mtab

Figura 5. Valores de la Dureza total (Dtotal), temporal (Dtemporal), permanente (Dpermanente) y la
concentracion de Ca?* y Mg?* de las muestras analizadas.

En la Figura 6 se muestran los valores de sulfatos y cloruros en las muestras analizadas. La
concentracién de cloruros presentoé valores entre los 20 a los 75 mg/L, mientras que los sulfatos
oscilaron entre los 56 y los 211 mg/L. Ninguno de los dos parametros sobrepasaron los limites
permisibles (250 mg/L para cloruros y 400 mg/L para sulfatos) de la NOM-127-SSA1-2021. Los
suelos sulfatados presentan una alta solubilidad al contacto con el agua de lluvias y estos son
arrastrados facilmente [25].
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Figura 6. Valores de cloruros y sulfatos presentes en las muestras analizadas.

La Figura 7 muestra los valores de sodio y potasio observando que el sodio presenta las
concentraciones mas elevadas, con valores que varian entre 6 y 18 mg/L valores que no
superaron el limite permisible de 200 mg/L establecido por la NOM-127-SSA1-2021. Mientras que
el potasio se presentdé en menor concentracion con valores entre 0.7 a 2 mg/L. Estas
concentraciones bajas indican una minima influencia de fuentes salinas o de contaminantes
antropogénicos como las descargas domésticas y las actividades agricolas. Observando que la
Mta3 presenta las concentraciones mas elevadas de estos iones.
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Figura 7. Valores de sodio y potasio presentes en las muestras analizadas
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4. Conclusiones

El analisis fisicoquimico de las muestras de agua de la Sierra de Arteaga demuestra que en
general, la calidad del agua se mantiene dentro de los limites permisibles segun la NOM-127-
SSA1-2021. Esto subraya la efectividad de este ecosistema montafioso como regulador Yy filtro
natural. Sin embargo, los resultados de la Mta5 revelan una clara correlacién entre la proximidad
de las actividades humanas muy cercana a la zona de muestreo, siendo la zona mas baja por lo
cual se presenta una mayor presencia de solidos. Con el analisis de los dieciocho parametros
fisicoquimicos se tiene una descripcién de la calidad del agua lo cual permitira estar evaluando
el comportamiento del ecosistema montafioso. El muestreo se estara realizando al menos cuatro
veces al afio durante tres afios para evaluar la calidad de esta, y asi empezar el inventario de la
calidad del agua en los cinco puntos de muestreo el cual quedara al resguardado del personal de
la CONANP, responsable de la Cuenca Alimentadora del Distrito Nacional de Riego 026 Bajo Rio
San Juan.
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Simulador de espectrofotometria UV-Vis: complemento para lograr
competencias integradoras

Eugenia Gabriela Carrillo Cedillo* 2

gaby@uabc.edu.mx.

Resumen

La ensefianza de la quimica analitica, tanto en modalidad virtual como presencial, presenta
ventajas y limitaciones particulares. La modalidad virtual ofrece flexibilidad, reduce las barreras
asociadas al desplazamiento y posibilita la simulacion de experimentos mediante herramientas
tecnoldgicas, favoreciendo un aprendizaje interactivo. Por su parte, la ensefianza presencial
promueve la practica experimental directa, la retroalimentacién inmediata y la interaccion entre
docentes y estudiantes, aunque requiere mayor inversion de tiempo e infraestructura. La
integracion de ambas modalidades permite un enfoque formativo mas completo, al combinar la
flexibilidad del entorno virtual con la experiencia practica del laboratorio. En este contexto, el
presente trabajo tiene como objetivo desarrollar una competencia integradora mediante el uso de
un simulador de espectrofotometria UV-Vis, articulando fundamentos tedricos, practica virtual,
analisis de datos y toma de decisiones sustentada en evidencia cientifica.

Palabras clave. Simuladores, Ensefianza Virtual, Espectrofotometria UV-Vis.

Abstract

Teaching analytical chemistry, both online and in person, has its own advantages and limitations.
Online learning offers flexibility, reduces barriers associated with travel, and enables the simulation
of experiments using technological tools, promoting interactive learning. Face-to-face teaching,
on the other hand, promotes direct experimental practice, immediate feedback, and interaction
between teachers and students, although it requires a greater investment of time and
infrastructure. The integration of both modalities allows for a more comprehensive educational
approach, combining the flexibility of the virtual environment with the practical experience of the
laboratory. In this context, the present work aims to develop an integrative competency through
the use of a UV-Vis spectrophotometry simulator, articulating theoretical foundations, virtual
practice, data analysis, and decision-making based on scientific evidence.

Keywords. Simulators, Virtual Teaching, UV-Vis Spectrophotometry.
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1. Introduccion

De acuerdo con la UNESCO las habilidades digitales son la suma de conocimientos,
capacidades, destrezas, actitudes y estrategias que se requieren para el uso de las tecnologias
e Internet. Por otro lado, es de suma importancia promover un buen manejo de la tecnologia para
que adquieran las habilidades digitales instrumentales fortaleciendo el pensamiento critico y la
comprension sobre cémo funciona el entorno digital [1]. De acuerdo con Cordero “existe una
necesidad marcada de que los estudiantes adquieran habilidades digitales sdlidas que les
permitan prosperar en un entorno laboral cada vez mas centrado en la tecnologia. Los
educadores deben estar preparados para brindar esta educacion integral en competencias
digitales y ser capaces de adaptarse a medida que la tecnologia avanza y cambia” [2].

Barradas y colaboradores mencionan que los simuladores son una herramienta de gran utilidad
en la ensefianza universitaria, estos favorecen los procesos de experimentacion y representacion
que construyen el conocimiento, con esto, el docente genera escenarios reales y desarrolla el
pensamiento critico y reflexivo en la resolucién de problemas [3]. Como sefalan Garcia y
colaboradores, los simuladores educativos constituyen programas que reproducen aspectos del
mundo real y posibilitan la manipulacién de parametros por parte del estudiante, favoreciendo asi
la comprension experimental de los fenédmenos [4].

Cabero-Almenara y Costas sefalan que el uso de simuladores favorece el aprendizaje por
descubrimiento, al exigir al estudiante demostrar lo aprendido y ejercitarse de forma
independiente. Ademas, permite reproducir experiencias multiples veces bajo las mismas
condiciones de control, propiciando reacciones similares a las del entorno profesional. De igual
manera, fomentan la creatividad, optimizan tiempo y recursos, promueven una ensefianza
individualizada y facilitan la autoevaluacion [5].

Por otro lado, Ortiz-Velasquez y colaboradores sefalan que la implementacién de recursos
educativos digitales permite a los estudiantes contextualizar los contenidos tedricos con
situaciones reales, facilitando la aplicacion del conocimiento adquirido y mejorando su
rendimiento académico dentro de un entorno virtual de aprendizaje [6] .

La ensenanza presencial de la quimica analitica ofrece oportunidades para realizar practicas
experimentales, recibir retroalimentacion inmediata y participar en una interaccién directa con
instructores y companieros, lo que favorece un entorno de aprendizaje colaborativo y activo. Sin
embargo, puede plantear problemas logisticos, como el tiempo de desplazamiento y la necesidad
de instalaciones de laboratorio especificas. Lograr un equilibrio entre estas modalidades,
aprovechando los puntos fuertes de cada una de ellas, podria dar lugar a un enfoque educativo
integral que combine la flexibilidad con el aprendizaje practico y experimental en quimica
analitica.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una competencia integradora a través del uso de un
simulador de espectrofotometria UV-Vis, mediante el disefio de experiencias de aprendizaje que
articulen la teoria con la practica virtual, el analisis de datos y la toma de decisiones basada en
evidencia cientifica, en una secuencia coherente, activa y centrada en el estudiante. De esta
forma las actividades practicas virtuales permiten demostrar los principios tedricos asociadas a
las metodologias analiticas.
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2. Experimental

Se promueve el uso de dos simuladores de espectrofotometria UV-VIS, disefiados por la
Universidad de Alcala en Espafia por Angel Herrdez, el primero tiene nombre de “Simulador de
Espectros Ultravioleta de Proteinas y DNA” [7] y el segundo “Espectrofotometro UV-VIS Virtual”
[8].

Mediante el uso del Simulador de Espectros Ultravioleta de Proteinas y DNA, obtenga los
espectros correspondientes siguiendo las instrucciones de trazado que se indican a continuacién:

Trace el espectro de la linea base utilizando el color morado y establezca 0 % tanto de proteina
como de DNA. Marque las longitudes de onda correspondientes y superponga todas las curvas
en un mismo grafico. Asigne los colores de acuerdo con la siguiente codificacion: azul para el
espectro correspondiente al 100 % de proteina, rojo para el 100 % de DNA, rosa para la muestra
1, verde para la muestra 2, amarillo para la muestra 3 y naranja para la muestra 4.

A continuacién, utilice el Espectrofotometro UV-Vis Virtual y lleve a cabo las siguientes
instrucciones:

Recomendaciones para el llenado y vaciado de las cubetas o celdas con muestra o estandares:

e Asegurarse de la ausencia de manchas en la cubeta o celda, liquido en su exterior, burbujas
en el interior, suciedad o turbidez en la muestra o estandar. Si la muestra esta fria, las paredes
externas de la cubeta podrian empafiarse. Todo ello conduce a una medida de absorbancia
alterada.

e Introducir la cubeta o celda al espectrofotdmetro siempre en la misma orientacion.

e Nunca tocar las caras transparentes, especialmente su mitad inferior.

e Alahora de medir varias muestras o estandar, comenzar por las de menos color e ir pasando
a las de color progresivamente mas intenso en el caso de la region visible, para la regién UV
medir las menor a mayor concentracién. Esto reduce la alteracion de la medida debida a la
pequefia cantidad de liquido residual que pueda quedar tras vaciar la cubeta o celda.

e Al retirar una muestra o estandar de la cubeta o celda, nunca tirar su contenido; devolverlo al
matraz volumétrico original. Sélo deben desecharse las muestras o estandares una vez se
haya comprobado que las medidas de absorbancia no muestran anomalias. (Siempre se
podra repetir la medida si no se han tirado las muestras o estandares).

Recomendaciones para el uso del espectrofotometro:

e Ubicar el compartimento de muestras o estandares: Se abre la tapa, se saca el soporte
portador de celdas, se coloca en él la celda, se introduce de nuevo soporte con la celda y se
cierra la tapa para poder realizar la medida del blanco o de muestras o estandares.

o Control de la modalidad: Absorbancia o % Transmitancia.

o Control de la longitud de onda: Seleccionar la longitud de onda deseada (en nanémetros),
acorde a la sustancia que se quiere medir o seleccionar un intervalo de longitudes de onda
cuando se quiere obtener un espectro de absorcion en cualquiera de las dos regiones UV
(200-400 nm) o Visible (400-800 nm).
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e Control de ajuste del blanco: Pulse para conseguir cero de absorbancia o 100% de
transmitancia.

. . . ., |AYconc. . Actividad 1
Ahora seleccione el icono de absorbancia y concentracion y realice la :

Primero: Ir a la actividad 1 y colocar en las celdas 1, 2 y 3 mL de paranitrofenol, completa el
volumen con agua hasta un maximo de 3 mL.

Segundo: Conecta el espectrofotémetro pulsando el conector

o

Conector apagado Conector encendido

Tercero: Coloca la celda 1y pulsa la tecla de espectro # “¥ para determinar el espectro de
absorcion en un intervalo de 200 a 800 nm.

Cuarto: Pulse la tecla de la camara para obtener el espectro realice captura de pantalla.

Quinto: Use la tecla para borrar toda la informacién mostrada en la pantalla.

Sexto: Realice los espectros de absorcién para las celdas 2 y 3, repitiendo los pasos del tres al
quinto.

Séptimo: Compare los espectros de absorcion, observe como se incrementa la absorbancia al
incrementar la concentracion.

£

Chemical
waste

Octavo: Seleccione cada celda y realice el vaciado de las mismas usando el icono.
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= Utilizando Espectrofotdometro UV-VIS virtual realice una curva de calibracion:

Primero: Selecciona la longitud de onda maxima en el espectrofotometro utilizando las flechas

Segundo: Llene una celda con 3 mL de agua, coléquela en el espectrofotometro y pulse la tecla

A=0)

de cero absorbancias

Tercero: Colocar en las celdas 1, 2 y 3 mL de paranitrofenol, completa el volumen con agua hasta
un maximo de 3 mL.

Cuarto: Determine la absorbancia insertando cada celda al espectrofotémetro, con la tecla de la

ﬂ]
impresora - obtenga el valor de absorbancia y con el icono de la camara |
obtendra los datos, aparecera la longitud de onda, la fecha hora y el valor de la absorbancia:

13/18/2025, 10:54:01 a
A=485 nm; A= 0.544 []1
A=485 nm; A= 1.874 []2
A=485 nm; A= 1.625 I3 «

Quinto: Determine la concentraciéon del paranitrofenol de cada una de las celdas y con sus
respectivas absorbancias realice una curva de calibracién, obteniendo la ecuacién de regresion
lineal.

A partir de la gréfica, resuelve esta pregunta:

Se mezcla 1 mf de una muestra problema con 2 mt de agua. Calcula la concentracion de pNF en la muestra de
partida si el ensayo ha proporcionado un valor Aygs = 0.689

Escribe tu resultado: ¢ =| 101.3| uM y verifica si es correcto. correcto

Sexto: Coloca todos los datos obtenidos y contesta la pregunta, la absorbancia que selecciones
debe de estar entre los valores de tu curva de calibracion, ejemplo:

Séptimo: Todas sus operaciones las debe de realizar mediante el uso de Excel y pegue las
capturas de pantalla cuando corresponda.
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3. Resultados y Discusion

Cuando se usa el “Simulador de Espectros Ultravioleta de Proteinas y DNA” y se traza el espectro
de linea base, de acuerdo la Figura 1 se observa que las absorbancias a 260 y 280 nm son
iguales a cero.

m Simulador de espectros de
absorcion ultravioleta de proteinas
y acidos nucleicos 0.000

Introduce los porcentajes de composicion de la muestra, o 0.000

elige entre los ejemplos de mas abajo:
(0,0
& -!

= SES e

‘ Trazar espectro ‘

0% proteina  en color |Morado v
0% DNA ~
N [ Superponer curvas
[IMarcar longitudes de onda caracteristicas
Ejemplos:
| S6lo proteina || Solo DNA |
| Muestra 1 || Muestra 2 || Muestra 3 || Muestra 4 |

Figura 1. Espectro de Linea base utilizando el “Simulador de Espectros Ultravioleta de Proteinas y DNA”.

Para el caso de la proteina, el DNA y las muestras, se obtiene el grafico de la Figura 2, en donde
las absorbancias mostradas corresponden a la muestra 4 cuya composicion es 10 % de proteina

Yy 90 % de DNA, Azeo nm =0.563 Yy Azgo nm =0.341.

m Simulador de espectros de
absorcion ultravioleta de proteinas

y acidos nucleicos

Introduce los porcentajes de composicién de la muestra, o
elige entre los ejemplos de mas abajo:

Trazar espectro \
10/% proteina  en color | Naranja v |
90 % DNA
e Superponer curvas

Marcar longitudes de onda caracteristicas

Ejemplos:
| Solo proteina || S6lo DNA |
| Muestra 1 || Muestra 2 || Muestra 3 || Muestra 4 |

Figura 2. Espectros de la proteina, el DNA y las muestras utilizando el “Simulador de Espectros Ultravioleta

de Proteinas y DNA”.
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Al usar el simulador “Espectrofotémetro UV-VIS Virtual”’, se obtienen los espectros de absorcién
para el caso de p-nitrofenol, en la Figura 3a se realizé la dilucion de 1 mL p-nitrofenol y 2 mL de
agua, en la Figura 3b esta la dilucién 2 mL p-nitrofenol y 1 mL de agua, y por ultimo en la Figura
3c estan 3 mL de p-nitrofenol.

A
L A N (R
a

1.0

0.0
200 300 400 500 600 700 800

A (nm)

b T 1.5
T T 1.0

0.5

0.0
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Figura 3. Espectros para el p-nitrofenol a diferentes diluciones, utilizando el simulador “Espectrofotometro
UV-VIS Virtual”.

Al realizar la medicion para la curva de calibracién para el p-nitrofenol fijando la longitud de onda
a 405 nm utilizando el simulador “Espectrofotémetro UV-VIS Virtual” obtenemos los siguientes
valores de absorbancia, en la Figura 4a se realiz6 la dilucion de 1 mL p-nitrofenol y 2 mL de agua,
en la Figura 4b esta la dilucién 2 mL p-nitrofenol y 1 mL de agua y por ultimo en la Figura 4c estan
3 mL de p-nitrofenol.

[N

Figura 4. Valores de absorbancia para cada dilucion del p-nitrofenol utilizando el simulador
“Espectrofotometro UV-VIS Virtual”

En la Tabla 1 se muestran los valores de absorbancia obtenidos con el simulador
“Espectrofotémetro UV-VIS Virtual”, se hizo las mediciones por duplicado.

Tabla 1. Valores de absorbancia para cada dilucion del p-nitrofenol utilizando el simulador

“Espectrofotémetro UV-VIS Virtual” con su respectiva concentracion.

mL de p-nitrofenol | uM p-nitrofenol | Absorbancia a 405 nm |Absorbancia a 405 nm
1 26.67 0.539 0.544
2 53.33 1.077 1.074
3 80.00 1.589 1.625
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Utilizando los datos de la Tabla 1 se realiza la curva de calibracion para el caso de p-nitrofenol y
se obtiene la respectiva ecuacion de regresion lineal A 405 nm = 0.02*[ pM p-nitrofenol] + 0.0092
con sus respectivos coeficientes de regresion lineal (r?) y de correlacion lineal (r), ver Figura 5.

Curva de calibracién p-nitrofenol
1.800
1.600 2
1.400
©
‘o 1.200
§ 1.000 o
o 0.800
[72]
2 0.600 c A = 0.02*[uM p-nitrofenol + 0.0092
0.400 r2 = 0.9994
0.200 r =0.9997
0.000
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00
Concentracién en uM para el p-nitrofenol

Figura 5. Curva de calibracion para p-nitrofenol utilizando los valores de la Tabla 1

4. Conclusiones

En conclusién, aunque el uso de software de simulaciéon no sustituye la experiencia directa con
equipos reales, representa una herramienta valiosa que se aproxima significativamente a las
condiciones practicas del laboratorio. Su implementacion contribuye al fortalecimiento del proceso
de aprendizaje, favorece la adquisicidon de competencias disciplinares y transversales, y estimula
tanto la atencion del estudiante como la productividad del docente. Ademas, los resultados de
evaluacion evidencian que los estudiantes alcanzan un nivel superior de comprension y
capacidad para tomar decisiones orientadas al desarrollo sostenible, reflejandose en un impacto
positivo en la calidad de vida de la comunidad global. Asimismo, el empleo de simuladores
fomenta el trabajo colaborativo, promoviendo una formacién mas integral y participativa.
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