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EDITORIAL

Abril de 2010, lanzamiento de la edicién nimero 1 de la nueva revista cientifica de la Facultad de Ciencias
Quimicas “QUIMICA CENTRAL", luego de un silencio de més de 18 afios. El desafio planteado, editar dos
ndmeros por afo, con el propésito de divulgar las investigaciones que se desarrollan en la Facultad, tanto a
nivel de pregrado como de posgrado.

Octubre de 2011, primeras pruebas de la edicién nimero 2 de la revista. No hemos cumplido con el objetivo
de editar dos nimeros por afio; sin embargo, en medio de las dificultades propias en las que se desenvuelve el
quehacer cientifico en el pais, haber conseguido el lanzamiento de la edicién nimero 2, es ya un éxito.

La revista aparece en momentos en que se plantean para las universidades ecuatorianas nuevos desafios en la
bisqueda de la excelencia académica. La Ley Orgénica de Educacién Superior fija un marco regulatorio que
prioriza la investigacién cientifica a fin de dar soluciones a los problemas nacionales de la produccién y los
servicios. La obligatoriedad de acreditar, en un plazo perentorio, a todas las carreras y programas académicos,
determina que las distintas facultades orienten su accionar hacia la investigacién, el desarrollo y la innovacién
para asi alcanzar el tan anhelado despegue industrial y econémico del pais.

Reconociendo que todos los paises que han logrado ingresar en la élite del primer y segundo mundos, han
realizado fuertes inversiones en capacitacién del talento humano y en infraestructura, el futuro del pais esta ine-
vitablemente vinculado a lo que desde las universidades generemos en el campo de la ciencia y la tecnologia.

En este inédito escenario, la Quimica, como una de las ciencias bdsicas “duras” estd llamada a ser la ciencia
central, en la que se apoyen las demds ciencias aplicadas: la Medicina, las ingenierias, las ciencias naturales,
la biotecnologia. Actualmente en el pais se estén discutiendo diversos temas como la soberania alimentaria,
los medicamentos genéricos, los biocombustibles, la mineria, la remediacién ambiental, la adulteracién de
productos de consumo masivo, el ocaso de la época petrolera. En todos estos casos se tratan materias primas
o productos industriales que, en esencia, se consideran como compuestos quimicos y son de la competencia de
los quimicos y bioquimicos.

A nivel mundial, el afio 2011 ha sido declarado por la IUPAC y la UNESCO como el Afio Internacional de la
Quimica, y todos los que de una u otra manera hacemos quimica, tenemos la responsabilidad moral de discutir
las nuevas formas de concebir a esta fascinante ciencia que tanto ha contribuido al bienestar de la humanidad.

En esta edicién se han incluido siete articulos sobre investigaciones en el campo de los alimentos, los medica-
mentos y el manejo ambiental. Nos hemos propuesto indexar la revista en el dmbito internacional para lo cual

hemos invitado a colegas de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) a publicar sus resultados.

Reiteramos la invitacién a la comunidad quimica del pais a presentar sus trabajos de investigacién con el con-
vencimiento de que su divulgacién contribuird al progreso de las ciencias en el Ecuador.

Consejo Editorial
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Resumen

Se desarrollé un método micropotenciométrico de bajo costo para la determinacién de acidez valorable en
muestras alimentarias, matriz jugos, utilizando materiales de fdcil adquisicién para su construccién, como son
sueldas de tungsteno puro de 1.6 mm x 175 mm, alambres de cobre de uso eléctrico de 0.1mm, multimetro
genérico, puntas de pipeta plésticas, algodén y silicona. Con la finalidad de mantener la rigidez analitica el
método fue optimizado y evaluado estadisticamente por medio de ensayos de linealidad, exactitud, precisidn,
estabilidad, limite de deteccién y cuantificacién utilizando dcido citrico como analito diana. Con el nuevo mé-
todo se realizé un estudio comparativo frente al método potenciométrico cldsico con electrodo de vidrio por
medio del andlisis de la recta de regresién y el estadistico t como confirmacidn, demostrando su aplicabilidad
para el andlisis de muestras alimenticias, obteniéndose una alternativa con ventajas analiticas, econémicas y
ambientales.

Palabras clave: Andlisis de alimentos, Andlisis Electroquimico, Quimica Analitica Instrumental, Jugos de frutas,
Bebidas refrescantes.

Development of a Low-Cost Micropotentiometric

Method for the Determination of Titratable Acidity

Abstract

We developed a low-cost micropotentiometric method for determining titratable acidity in food samples, matrix
juices, using readily available materials for construction, such as pure tungsten welds of 1.6 mm x 175 mm, cop-
per wire of 0.1 mm for electrical use, generic multimeter, plastic pipette tips, cotton and silicone.

In order to maintain the analytical rigidity, the method was optimized and evaluated statistically by tests of linear-
ity, accuracy, precision, stability, limit of detection and quantification using citric acid as a target analyte.

With the new method, the results were evaluated according to the comparative study against the classical poten-
tiometric method with glass electrode through the analysis of the regression line and the statistic t as confirmation,

demonstrating its applicability for the analysis of food samples.

Keywords: food Analysis, Electrochemical Analysis, Instrumental Analytical Chemistry, Fruit juices, Soft drinks.
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1. Introduccion

Para determinar acidez valorable, se titula un volumen
(o un peso) conocido de una muestra alimentaria fren-
te a una base valorada, bien sea hasta un punto final
sefialado por el pH por un método potenciométrico
o bien hasta el de la fenolftaleina [1]. El punto final
electroquimico es ampliamente aplicado y proporcio-
na datos inherentemente mds exactos que el método
correspondiente que utiliza indicadores [2].

Las titulaciones dcido-base con monitoreo potenciomé-
trico para andlisis quimico o estudios de procesos en
solucién se ve limitada por el alto costo de los sensores
de pH a base de membrana de vidrio combinados con
electrodos de calomel saturado. Ademds, el tamafio
de estos electrodos exige la utilizacién de celdas de
reaccién y buretas de gran volumen.

Si bien el electrodo de vidrio es muy eficiente en so-
luciones acuosas diluidas, no es posible miniaturizar
membranas de vidrio y los ultramicroelectrodos de pH
a base de intercambiadores liquidos tienen un costo
muy elevado [3]. Ademds, los electrodos de vidrio po-
seen naturaleza fragil y caracteristicas especiales que
limitan sus aplicaciones in-situ [4]. Por estos motivos se
plantea buscar una nueva alternativa a las titulaciones
potenciométricas cldsicas, que ofrezca resultados vali-
dados, de bajo costo y de aplicacién sencilla.

Los éxidos metdlicos han sido utilizados en el disefio
de electrodos electroquimicos en forma de peliculas o
estructuras [5]. Las superficies metdlicas que forman
los hidréxidos insolubles en soluciones acuosas pue-
den ser utilizadas para determinaciones de pH como
el estafio, plomo, arsénico, antimonio, bismuto, tungs-
teno, cobre, plata, oro, zinc, mercurio, tantalio, renio,
hierro, osmio, rodio, iridio y platino [6-?]. Podemos
desplazar el potencial electroquimico de una celda
cambiando la concentracién de una especie no elec-
troactiva presente en el equilibrio electroquimico, apli-
cado al sistema tungsteno/éxido de tungsteno:

W+ 2H,0 & WO, + 4H* + 4e~ (1)
0 , 2.303RT r|w02]|n+]"

A 4F log (W][H,0]? )

E = E0 4+ 2.303 RT pH 3)

P

También se han obtenido polimeros como excelentes
sensores de pH [10-12].

El tungsteno ha sido estudiado como sensor de pH des-
de mediados del siglo pasado en la investigacién de
pH intracelular [13], también en prototipos de sensores
de pH para potenciémetros de inyeccién de flujo a mi-
croescala aplicado al anélisis de bebidas alcohdlicas
y de muestras de agua ambiental [14]. Baeza y Vargas
et al. han efectuado estudios utilizando un microelec-
trodo sensor a base de WP, un microelectrodo de re-
ferencia de Cu|Cul(ll)|H,O] |y Cu|Cu(ll)|CuSO,] |
y la utilizacién de materiales de bajo costo, para la
fabricacion de material volumétrico como la microbu-
reta a microescala total integrada en una celda para
titulaciones dcido-base, a la par se reportan estudios
comparativos obteniéndose resultados similares en la
titulacién de dcidos minerales monopréticos y de sales
dcidas de potasio, en comparacién con el electrodo
de vidrio y calomel saturado [15-16)].

Por lo que, en base a los antecedentes relacionados,
en este trabajo se planteé desarrollar y evaluar la facti-
bilidad de un método con sensores de pH y de referen-
cia de bajo costo para la valoracién potenciométrica
de la acidez valorable, utilizando materiales de facil
adquisicién, como una alternativa al método cldsico
con electrodo indicador de vidrio.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

Hidréxido de Sodio p.a., Ftalato Acido de Potasio p.a.
Sulfato coprico p.a. y Acido Citrico p.a. adquiridos en
Merck (Darmstadt, Alemania), Soluciones tampén de
pH 4.01, 7.00 y 9.21 adquiridos en Mettler Toledo
(Gieben, Alemania).

2.2. Soluciones y muestras

Se preparé una solucién de Hidréxido de Sodio
(NaOH) 0.1 N aproximadamente valordndola frente a
un estandar de Ftalato Acido de Potasio (KHF), para el
estudio estadistico se prepararon soluciones estandar
de dcido citrico en un rango entre 0.06+0.01% (p/v)
y 10.1820.11% (p/v), y para el estudio comparativo
se utilizaron 30 muestras de jugos en sus variedades
natural, bebidas tipo jugo, néctares y zumos.



Desarrollo de un Método Micropotenciométrico de bajo costo para ln Determinacion de Acidez Valorable

2.3. Construccion de electrodos

Para el electrodo indicador se utilizé una barra de
tungsteno (pureza >99.5%) para soldadura adquirida
en Weldcraft (Appleton, EUA), se corta un segmento
de 3.830 + 0.005 cm de largo y 2.310 = 0.005
cm de ancho (fijo de la barra), se introduce en un tip
de pldstico (utilizados en las pipetas automdticas) de
5.000 x 0.815 cm, y se sujeta con silicén. Para el
electrodo de referencia se utilizé un alambre de cobre
de 14", utilizados en sistemas eléctricos, se cortan dos
segmentos de 4.750 = 0.005 cm de largo y 0.145
+ 0.005 c¢m de ancho (fijo del alambre), los cuales
son introducidos en dos tips de pldstico de 5.000 x
0.815 cm, y se fija con silicona. Finalmente, se embo-
na en ofros tips de pléstico de 3.635 x 0.700 cm, los
cuales tienen en su parte final un pedazo de algodén
compacto que sirve para aislar la solucién interna del
microelectrodo de referencia, que fue agua destilada
descarbonatada y sulfato de cobre 1T M; se procurd
mantener constante la distancia entre el pedazo de
algodén y el alambre de cobre, encontrdndose en un
rango de 0.240 £ 0.010 cm.

1%*/2\ <— 4

<—3—>

77—

Figura 1. Microcelda potenciométrica de bajo costo para
la determinacién de pH. 1: Barra de tungsteno. 2: Silicona
en barra. 3: Tips de pipeta automdtica. 4: Alambre de cobre
4.5¢m x 0.1cm. 5: Solucién de CuSO, M o agua destilada
descarbonatada. 6: Algodén. 7: Vaso de 15 cm®.

2.4. Método micropotenciométrico de bajo costo
para la determinacién de acidez valorable

Se analizé el desempefio de dos sistemas electroqui-
micos:

Sistema 1: (+) Cu|Cu?|H,O [W° (4)
Sistema 2: (=) Cu|Cu?*|Cu,SO,, TM| |W° (5)

Y la cantidad de muestra [0.50 mL (+) y 1.00 mL (-]
frente a una muestra comercial de concentracién des-
conocida, obteniéndose la siguiente matriz de experi-
mentos:

Tabla 1. Matriz de experimentos para la

seleccién del sistema electroquimico

Sistema Cantidad L
P Interaccion
Exp. Cod. electroquimico muestra AB
(A) (B)
1 1 - - +
2 a + - -
3 b - + -
4 ab + + +

Se afade con una pipeta la muestra de jugo a un
vaso pldéstico de bajo costo de 15 mL de capacidad,
con agua destilada descarbonatada se completa un
volumen de 3 mlL, se coloca un mini magneto y se
tapa el vaso. Se insertan los electrodos en orificios
hechos en la tapa del vaso, se acopla en el agitador
magnético y a la microbureta rellenada de NaOH
0.1 N, se utiliza un multimetro de bajo costo para
la medicién de la diferencia de potencial entre el
electrodo de W y el electrodo de referencia de Cu/
Cu?*, el microelectrodo de referencia se conecta a
la entrada de tierra del voltimetro. Mientras se afio-
de la base titulante se registran los datos de poten-
cial eléctrico. Se efectud el andlisis por quintuplica-
do y los pardmetros indicadores fueron el andlisis
de varianza [17] acoplado al disefio factorial 2%,
la desviacién estandar, el rango y el coeficiente de
variacion.

Con la finalidad de evaluar el comportamiento lineal
de los sistemas electroquimicos 1y 2, se construyeron
curvas de calibracién con soluciones tampén de pH
4.01, pH 7.00 y pH 9.21, rango que cubre el pH en
una valoracién dcido-base, por cuatro dias con tres
repeticiones. Como indicador se utilizé la ecuacién
de Nikol'skii que relaciona el potencial eléctrico medi-
do en funcién del pH, contrastando la pendiente y el
coeficiente de correlacién mediante el andlisis de la t
de comparacién de medias [18].

Ademds, ambos sistemas fueron sometidos a un con-
trol de estabilidad en funcién del tiempo utilizéndose
soluciones tampdn, como indicador se tuvo el rango
de dispersién y el tiempo de respuesta.
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Figura 2. Sistema electroquimico de bajo costo. 1: Soporte de acrilico. 2: Jeringa dispensadora de solucidn titulante.

3: Jeringa de 1 mL con divisién de 0.01ml. 4: Llave clinica de 3 vias. 5: Electrodo de referencia de Cu/Cu?*.

6: Electrodo indicador de W. 7: Vaso de 15 mL con muestra. 8: Ventilador de computador acoplado con una resistencia
de 130 Wy un imén. 9: Entrada para fuente de 9V. 10: Multimetro de bajo costo.

2.5. Estudio estadistico

Se determiné el limite de deteccién (LD) y el limite de
cuantificacién (LC) del método micropotenciométrico
de bajo costo por medio del andlisis de 20 muestras
blanco, se considerd la media de los resultados més
tres desviaciones estandar en el caso del LD y seis des-
viaciones estandar en el caso del LC [19-20].

Para el pardmetro de exactitud y precisién, se anali-
zaron soluciones a cinco niveles de concentracién de
d4cido citrico entre 0.06% (p/v) y 10.18% (p/v) por
medio del método micropotenciométrico de bajo costo
durante tres dias con diez repeticiones por nivel; para
la precisién el pardmetro indicador fue el Andlisis de
Varianza de dos factores, para la exactitud se evalua-
ron la desviacién estandar, el coeficiente de variacién
el error absoluto y relativo.

Se analizé la sensibilidad del método por medio de
cinco pequefos incrementos de concentracién de dci-
do citrico, el pardmetro indicador fue el porcentaje de
recuperacion.

2.6. Meétodo potenciométrico utilizando electrodo de
vidrio

Se utilizé una variacién del método AOAC 942.15 el
cual establece que el punto final por medicién poten-
ciométrica es el volumen de titulante necesario para al-

canzar un pH de 8.2, como en este estudio se procurd
evaluar el comportamiento del sistema potenciométrico
medido en actividades electroquimicas, se tomard como
punto final los obtenidos mediante métodos grdficos.

Se transfiere con una pipeta volumétrica 10 mL de la
muestra en un vaso de precipitacién de 100 mlL, se
afiade, aproximadamente 20 mlL de agua destilada
descarbonatada, se coloca un magneto y se acopla el
vaso en un agitador magnético, se inserta el electrodo
de vidrio de un potenciémetro comercial dentro de la
solucién problema. Mediante una bureta de 10 ml re-
llenada de NaOH aproximadamente 0.1 N, se afiade
la base titulante, a la par se registran las medidas de
potencial eléctrico. En el presente estudio se utiliz el
potenciémetro WTW Inolab 720.

2.7. Estudio comparativo

Se analizaron 30 muestras de jugos y bebidas en un
amplio intervalo de concentraciones por medio del
método potenciométrico con electrodo de vidrio (re-
ferencia) y el método micropotenciométrico de bajo
costo por triplicado. Como pardmetros indicadores se
tuvieron a la recta de regresién, pendiente, ordena-
da y el coeficiente de correlacién momento-producto.
Como complemento se utiliza el contraste “t” para dao-
tos emparejados con la finalidad de evaluar si existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos
para cada andlisis.
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3. Resultados y Discusion
3.1. Desarrollo y optimizacién del método

Los resultados de la matriz de experimentos 1 se deta-
llan a continuacién:

Tabla 2. Resultados del andlisis de acidez valorable de
una muestra de limonada de acuerdo al disefio factorial 22.

Exp. Cod. Acidez Valorable
expresada como % acido citrico (p/v)
A Y, VA Y, ys

1 1 0,27 0,26 0,27 0,26 0,27

2 a 0,26 0,27 0,27 0,26 0,26

3 b 0,28 0,27 0,30 0,28 0,27

4 ab 0,26 0,28 0,27 0,26 0,27

Tabla 3. Parémetros de dispersién para la
optimizacién de electrodos.

Exp. Cod.  §(%AC) S(%AC) CV (%)
1 1 0,27 0,01 2,06
2 a 0,26 0,01 2,07
3 b 0,28 0,01 4,37
4 ab 0,27 0,01 3,12

tra es significativa al 95% de confianza, la interaccién
entre ambos efectos, no es significativa al 95% y 99%
de confianza. Con respecto al andlisis de las grdfi-
cas obtenidas en la valoracién micropotenciométrica
para ambos sistemas, en las representaciones eV vs.
V NaOH se observa que el sistema 1 posee una ram-
pa de decrecimiento de potencial eléctrico con una
pendiente méds pronunciada que el sistema 2, lo cual
influye de manera directa en la obtencién de los pun-
tos finales de titulacién.

Con respecto a la cantidad de muestra, se observa
un aumento del coeficiente de variacién de manera
inversamente proporcional a la cantidad de muestra,
en especial para la celda electroquimica con sulfato
de cobre TM como solucién interna en el electrodo de
referencia, por lo que se decidié utilizar 1.00 mL de
muestra, cantidad con la cual se obtienen coeficientes
de variacién razonablemente bajos (CV~2%).

Con respecto al comportamiento lineal de los sistemas
electroquimicos frente al pH se obtuvieron los siguien-
tes resultados:

Tabla 5. Resultados de la medicién del potencial eléctrico

(V) en funcién del pH para el sistema electroquimico 1

(Cu|Cu?*|H,O||W).

Tabla 4. Andlisis de Varianza 2% para la
seleccién de electrodos.

Dia pH Mediciones (V) Media s

1 2 3 (V) V)
Fuente de Sumade Cuadrado GL F F tab F tab 4,01 -0,079 -0,080 -0,078 -0,079 0,001
variacion cuadrados medio 95% 99% 1 700 0211 -0210 -0211 -0211 0,001
g‘ i:g:i:g: i:ggsgi : z‘;: 449 833 921 -0,326 -0,328 -0,320 -0,325 0,004
AB 1,25E-04 1,25E-04 11,78 4,01 -0,073 -0,073 -0,072 -0,073 0,001
Eror 14303 7.03E05 16 2 700 -0216 -0215 -0217 -0216 0,001
Total 1,90E-03 19 9,21 -0,328 -0,327 -0,328 -0,328 0,001
4,01 -0,067 -0,065 -0,065 -0,066 0,001
No existe significancia en la obtencién de resultados 3 700 -0,188 -0,188 -0,189 -0,188 0,001
entre el sistema electroquimico con electrodo de re- 921 -0317 -0315 -0,312 -0,315 0,003
ferencia de Cu|Cu?|H,O| [W° y su homdlogo de 401  -0,118 -0,116 -0,115 -0,116 0,002
CU|CU2+|CUZSOAI ]Ml |W0 al 95% y 99% de con- 4 7,00 -0,216 -0,214 -0,215 -0,215 0,001
fianza, la fuente de variacién de la cantidad de mues- 921 -033 -0,329 -0,330 -0,330 0,001
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Figura 3. Ecuaciones de Nikol'skii, A: Sistema electroquimico 1, B: Sistema electroquimico 2.

Tabla 6. Sensibilidad de calibracién, coeficientes de correlacién y contraste t de sensibilidad. Ecuacién de Nikol'skii

para los sistemas electroquimicos 1y 2.

Sistema 1 Sistema 2 Contraste “t”
Sensibilidad
m r m r t tcritico  tcritico
(V-pH™) (V-pH™) 95% 99%
Dia 1 -0,047 0,998 -0,053 0,997 1,683 2,447 3,707
Dia 2 -0,049 0,999 -0,055 0,995
Dia 3 -0,047 0,991 -0,052 0,995
Dia 4 -0,040 0,983 -0,044 0,996
Media -0,046 0,993 -0,051 0,996
Desv. Est. 0,004 0,007 0,005 0,001

No existe significancia en la sensibilidad de calibra-
cién entre el sistema electroquimico con electrodo de
referencia de Cu|Cu?*|H,O| [W°y su homélogo de
Cu|Cu#|Cu,SO,, TM| WO al 95% y 99% de con-

fianza.

Tabla 7. Resultados de la evaluacién de la significancia
de correlacién para los sistemas electroquimicos 1y 2.

Dia Sistema 1 Sistema 2 t critico
t t 95%
1 22,338 18,230 12.71
2 31,607 14,107
3 10,493* 14,107
4 7,604* 15,780

El sistema electroquimico 2 presenta una correlacién
significativa al 95% de confianza durante los 4 dias

de evaluacién, mientras que en el sistema electroqui-
mico 1 se observa una acusada relacién lineal signi-
ficativa al 95% de confianza durante los 2 primeros
dias de evaluacién. Cabe anotar que ambos sistemas
electroquimicos se mantuvieron durante los 4 dias de
evaluacién, sin cambio de soluciones internas y con-
servadas en sulfato de cobre 1M y agua como liquido
de almacenamiento, respectivamente.

Tabla 8. Potencial eléctrico (eV) en funcién del tiempo
para soluciones tampén de pH 4.01, pH 7.00 y pH 9.21.

Tiempo Sistema 1,eV, V Sistema 2, eV, V
0-900s  pH pH pH pH pH pH
4.01 7.00 9.21 4.01 7.00 9.21
Media  -0,045 -0,177 -0,352 -0,105 -0,242 -0,417
Des.Est. 0,007 0,005 0,002 0,003 0,002 0,007
Rango 0,026 0,022 0,011 0,012 0,008 0,023
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Difieren desde el punto de vista de estabilidad en fun-
cién del pH, siendo el sistema 1 més estable a rangos
de pH alto y el sistema 2 inversamente, a pH bajo, lo
cual demuestra la influencia de la solucién interna del
microelectrodo de referencia.

Con respecto a la estabilidad en funcién del tiempo; el
microelectrodo cuya solucién interna es de CuSO,, a
partir del tercer dia el cobre se corroe por la presencia
de la solucién de cardcter dcido; a partir del cuarto
dia se observan fenémenos de cristalizacién en el to-
pén de algoddn; andlogamente en el microelectrodo
con solucién interna de agua desmineralizada, a par-
tir del tercer dia es notable la presencia de burbujas a
causa de la pérdida de liquido.

Estos fenémenos influyen en el desempefio practico y
se demuestran en la tabla 4, en donde durante los
tres primeros dias se mantiene una alta sensibilidad en
funcién del pH, la cual comienza a decrecer conside-
rablemente a partir del cuarto dia en ambos sistemas;
de acuerdo a la tabla 5 en el andlisis de significancia
de correlacién, en el sistema 1 es mds acusada la re-
lacién lineal durante los dos primeros dias de estudio
que en el sistema 2 al obtenerse valores més altos de

t, sin embargo, la disminucién de la correlacién se en-
cuentra vinculada a la pérdida de su solucién interna'y
en el sistema 2, a pesar de los fenémenos de corrosién
observados se mantiene la significancia lineal entre su
respuesta en funcién del pH.

De acuerdo a los resultados experimentales, los mi-
croelectrodos de referencia deben ser regenerados
al segundo dia de ensayo como plazo mdéximo, en
especial el electrodo de referencia del sistema 2 in-
cluyendo el reemplazo de su alambre de cobre y de
la elaboracién de una solucién de CuSO, TM. En
cambio, el sistema 1 Gnicamente requiere substituir el
tapdn de algodén y su solucién interna de agua des-
mineralizada, acompafiado de un lijado del contacto
de conexién a tierra del multimetro, ademds se evita
correr el riesgo de contaminar la muestra debido a la
naturaleza semipermeable del microelectrodo. Por lo
que se decidié utilizar el sistema 1.

3.2. Estudio estadistico

En la Tabla 9 se presentan los resultados del Andlisis
de Varianza de dos factores para el andlisis de Preci-
sién a cinco niveles de concentracién:

Tabla 9. Andlisis de Varianza para la evaluacién de precisién

% Ac. Origen de las GL Suma de Cuadrado medio F F tab F tab
Citrico(p/v) variaciones cuadrados 95% 99%
0.10% Repeticiones 9 8,56E-05 9,51E-06 0,60" 2,46 3,60
Dias 2 5,56E-05 2,78E-05 1,75" 3,55 6,01
Error 18 2,87E-04 1,59E-05
Total 29 4,28E-04
0.50 % Repeticiones 9 8,65E-04 9,61E-05 0,91m
Dias 2 2,87E-04 1,43E-04 1,36m
Error 18 1,90E-03 1,05E-04
Total 29 3,05E-03
1.00% Repeticiones 9 7,36E-04 8,18E-05 0,59
Dias 2 1,17E-03 5,84E-04 4,19*
Error 18 2,51E-03 1,40E-04
Total 29 4,42E-03
5.00% Repeticiones 9 1,71E-01 1,90E-02 1,27"
Dias 2 2,05E-02 1,03E-02 0,68
Error 18 2,71E-01 1,50E-02
Total 29 4,62E-01
10.00% Repeticiones 9 1,37E-01 1,52E-02 0,95
Dias 2 1,71E-03 8,56E-04 0,05
Error 18 2,89E-01 1,61E-02
Total 29 4,28E-01
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El efecto de las repeticiones no es significativo al 95%
y 99% en los cinco niveles de andlisis, sin embargo,
el efecto del tiempo de andlisis es significativo al 95%
para el nivel de andlisis al 1% (p/v) debido a que
para este nivel se utilizé una cantidad de fitulante
superior al valor nominal de la microbureta de bajo
costo (1.00 mlL), por lo que la incertidumbre asociada
al método es mayor a este nivel. Considerando este
factor se decidié realizar para los siguientes niveles de
andlisis (5% y 10%) diluciones en agua desmineraliza-
da descarbonatada.

Tabla 10. Resultados pardmetros estadisticos

Resultado
0,02 % Ac. Citrico (p/v)
0.03% Ac. Citrico (p/v)
1.15% - 6.54%
-0.05% - 0.00 % AC (p/v)
0.00% - 0.91%
100% - 107%

Parametro
Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Exactitud, CV
Exactitud, Error Absoluto
Exactitud, Error Relativo
Sensibilidad, Recuperacion

3.3
A <

s N @
(=} o o (=}

3,5

Estudio comparativo

0
=}

0,6
0,7
0,8

eV (V)

V NaOH

El limite de cuantificacién obtenido (0.03% -p/v- Aci-
do citrico) permite cuantificar por este método la aci-
dez valorable presente en la mayoria de muestras de
jugos, frutas y bebidas tipo jugo comerciales, ya que
el rango promedio en estas matrices se encuentra en-
tre el 0.1% y el 10% (p/v) de dcido citrico. Los valores
referentes a la exactitud obtenidos por medio del en-
sayo de recuperacién cuyo valor estandar es referido
al obtenido por el método de la AOAC vy el evaluado
en este estudio, nos permitié demostrar que el método
de bajo costo no posee errores sistemdticos de consi-
deracidn, errores relativos correspondientes a 0.00%
a 0.91% son considerados aceptables. Se obtuvieron
porcentajes de recuperacién de 100% y 107% para
los 5 niveles evaluados, lo cual se considera acepta-
ble; sin embargo, es necesario evaluar con mds de-
talle este factor a mayor nivel de concentracién con
la finalidad de que los errores aleatorios no afecten
considerablemente a los resultados obtenidos por los
pequefios incrementos de analito.

600
400

200

eV (V)

-200

-400

-600

V NaOH

Figura 4. Muestra A1, segunda derivada (d"eV,/d"V) en funcién de volumen de NaOH 0.1003 N (ml),
A: Método micropotenciométrico de bajo costo, B: Método potenciométrico cldsico.
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método potenciométrico P (x] y el método micropotenciométrico de bajo costo MP [y)..

Resultado, % Acido Citrico (%p/v)

Muestra MP P Muestra MP P Muestra MP P
A1l 0,28 0,27 B1 5,22 5,05 C1 0,29 0,27
A2 0,31 0,30 B2 0,92 0,91 Cc2 0,28 0,28
A3 0,45 0,42 B3 3,93 3,79 C3 0,59 0,57
A4 0,46 0,45 B4 8,04 7,60 C4 0,28 0,27
A5 0,31 0,29 B5 1,58 1,40 C5 0,21 0,21
A6 0,11 0,11 B6 2,24 2,27 C6 0,16 0,16
A7 0,30 0,29 B7 0,16 0,19 C7 0,40 0,38
A8 0,26 0,26 B8 0,56 0,58 C8 0,27 0,26
A9 0,34 0,32 B9 2,11 1,90 C9 0,26 0,24
A10 0,46 0,43 B10 0,21 0,20 c10 0,20 0,19

Figura 5. Recta de regresién para la comparacién del

método potenciométrico P (x] y el método

micropotenciométrico de bajo costo MP [y).

8
- MP (%AC)=1.04-P (%AC)-0.
2 R2=0.999
(8]
<
X 4
o
=

P, % AC (p/v)

Tabla 12. Resultados de la evaluacién de significancia

"@?

entre el método potenciométrico y el método

micropotenciométrico de bajo costo.

MP P
Varianza 3,113 2,823
Observaciones 30 30
Grados de libertad 29
Estadistico t 2,531
Valor critico de t (dos colas), 99% 2,756
Valor critico de t (dos colas), 95% 2,045

Por medio del método de la recta de regresién, se ob-
tuvo una alta correlacién (2= 0.999) y las desviacio-
nes de la pendiente (1.04) y de la ordenada al origen
(-0.01) se aproximan al comportamiento “ideal” (pen-
diente=1, ordenada=0, r=1); de acuerdo al contraste
t de significancia entre la media de los resultados ob-
tenidos por cada sistema, entre los métodos no existe
diferencia significativa al 99% de confianza pero si
es significativo ligeramente al 95% de confianza. Esta
situacién puede explicarse debido al amplio interva-
lo de concentraciones en el cual se trabajé, motivo
por el cual el contraste t es cuestionado por muchos
quimicos analiticos ya que tal comparacién es ptima
cuando el intervalo de concentracién es muy limitado.
Sin embargo, por la alta correlacién obtenida y por
que el método no es significativo al 99% de confianza
se puede aseverar que no existe diferencia estadistica
para la obtencién de resultados de acidez valorable
por el método micropotenciométrico de bajo costo y el
método potenciométrico con electrodo de vidrio.

4, Conclusiones

Se construyeron dos sistemas microelectroquimicos
(Cu|Cu?*|H,O| [W° y Cu|Cu*|Cu,SO,, TM||W?)
con materiales de bajo costo, fécil adquisicién, fabri-
cacién y regeneracién sencilla.

Ambos sistemas ofrecen marcadas relaciones lineales
de su respuesta frente el pH, con elevados coeficientes
de correlacién, siendo el sistema Cu|Cu?*|H,O| |[W°
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més estable a pH alto e inversamente, el sistema
Cu|Cu#|Cu,SO,, TM| [W° a pH bajo.

A pesar de que ambos sistemas microelectroquimicos
ofrecen resultados estadisticamente similares, se selec-
cioné al sistema Cu|Cu?*|H,O| |WP° por su elevado
desempefio, mayor facilidad de montaje y regenera-
cién, menor riesgo de operacién y costo econémico
que su homélogo de Cu|Cu%|Cu,SO,, TM]||W°,
cumpliendo todos los requisitos minimos para un elec-
trodo de referencia.

Con un volumen de 1.00 mlL de muestra se obtuvo
una baja dispersién de resultados, motivo por el cual
se trabajé con esta cantidad durante todo el estudio
como medida aproximada adecuada para el método
micropotenciométrico de acidez valorable.

El limite de deteccién para el método micropotenciomé-
trico para la determinacién de acidez valorable se esti-
mé en 0.02% de dcido citrico (p/V) y el limite de cuan-
tificacién corresponde a 0.03% de é&cido citrico (p/Vv).
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Resumen

Se describe un método espectrofotométrico para la cuantificacién de claritromicina en comprimidos, que se fun-
damenta en la formacién de un compuesto croméforo coloreado que resulta de la reaccién entre claritromicina
en solucién y dcido sulfirico concentrado y que absorbe en la regién visible a 481 nm. En esta longitud de
onda, la claritromicina contenida en un producto terminado, presenta lecturas de absorbancia que son directa-
mente proporcionales a la concentracién. La evaluacién de la trazabilidad de los resultados obtenidos con el
método espectrofotométrico, se realizé por comparacién con el método de referencia (Cromatografia HPLC USP
29), y estadisticamente, a través de una prueba de t pareada, que determiné la no existencia de diferencias
significativas entre los resultados de ambos métodos, por lo que el método desarrollado es trazable. Finalmente,
se validé el método espectrofotométrico, para garantizar coherencia y reproducibilidad en los resultados. Para
esto se evaluaron los pardmetros de especificidad, robustez, linealidad, exactitud, precisién expresada en sus
dos formas: repetibilidad y reproducibilidad. EI método analitico resulté ser especifico para la claritromicing,
lineal en el intervalo validado de 15-50 ppm, el coeficiente de variacién obtenido para la repetibilidad y repro-
ducibilidad fue del 1% y el porcentaje de recuperacién obtenido fue de 100.5%.

Palabras clave: claritromicina, espectrometria visible, validacién de métodos analiticos.

Development and Validation of a Spectrophotometric

Method for Quantification of Clarithromycin Tablets

Abstract

We describe a spectrophotometric method for quantification of clarithromycin tablets, which is based on the
formation of a colored chromophore compound resulting from the reaction between clarithromycin solution with
concentrated sulfuric acid, this chromophore absorbs at 481 nm. At this wavelength the clarithromycin-contain-
ing chromophore presents an absorbance that is directly related to its concentration.

The evaluation of the traceability of the results obtained with the spectrophotometric method was performed by
comparison with the reference method (HPLC Chromatography USP 29) and statistically through a paired t fest,
which determined that there were no significant differences between the results of both methods indicating that
the developed method is traceable. Finally, the spectrophotometric method was validated to ensure consistency
and reproducibility of the results. The evaluated parameters were specificity, robustness, linearity, accuracy, pre-
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cision expressed in two ways: Repeatability and reproducibility. The analytical method proved to be specific for
Clarithromycin, and linear in the range of 15-50 ppm. The variation coefficient obtained for repeatability and
reproducibility was 1% and the percentage of recovery obtained was 100.5%.

Key words: clarithromycin, visible spectroscopy, validation of analytical methods.

1. Introduccion

La industria farmacéutica siempre se ha enfocado en
investigar nuevos métodos analiticos, que permitan la
obtencién de resultados en forma rdpida, reproducible
y confiable, para un ensayo especifico. Sin embargo,
algunos nuevos métodos analiticos investigados para
determinados principios activos quedan sin aplica-
cién, debido a que sus pardmetros de desempefio de
calidad (linealidad, rango, precisién, exactitud, espe-
cificidad y robustez) y operativos (sencillez y econo-
mia) resultan ser no idéneos para un ensayo analitico
especifico. Y aunque no pueda afirmarse que este sea
el caso de claritromicina, por falta de informacién,
dnicamente puede mencionarse que no se conocen
investigaciones sobre nuevos métodos analiticos para
este principio activo.

Actualmente, la industria farmacéutica dispone de un
solo método analitico para la cuantificacién de clari-
tromicina en todas las formas farmacéuticas disponi-
bles en el mercado, asi lo evidencia, la informacién
obtenida de una bisqueda realizada en documentos
oficiales y no oficiales. El método de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién HPLC, es el dnico descrito
en la farmacopea de los Estados Unidos USP 29 [1].
Al no existir alternativas analiticas para cuantificar
claritromicina, se generan algunas limitaciones, entre
ellas: congestiones por el elevado ndmero de ensayos
en los laboratorios de control de calidad, interrupcio-
nes por mantenimiento correctivo y preventivo del cro-
matégrafo, laboriosidad del método, altos costos de
operacién y finalmente dificultades técnicas.

No se conocen estudios acerca del desarrollo de
nuevos métodos analiticos para claritromicina. El
nuevo método espectrofotométrico que se desarro-
[16, se fundamenté en una reaccién de hidrélisis del
principio activo con écido sulfirico y formar un com-
puesto coloreado que absorbe en la zona visible del
espectro [2].

El propésito de este estudio, fue desarrollar un méto-
do espectrofométrico reproducible y confiable para la
cuantificacién de claritromicina en comprimidos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

® Metanol grado HPLC

e Estdndar de claritromicina USP

e Acido clorhidrico 0.1 M

¢ Buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0
¢ Agua andlitica tipo I

2.2. Equipos

e Cromatdgrafo liquido de alta resolucién
HPLC, con detector UV-Vis (SHIMADZU)
* Espectrofotémetro UV-Vis (SHIMADZU 1800
UV-Vis)
¢ Purificador de agua (ELGA CLASSIC)
e Potenciémetro (Ph/ION 125)
¢ Balanza Analitica (Mettler Toledo AG204)
2.3. Muestras
Los comprimidos de claritromicina se obtuvieron de
tres casas farmacéuticas en las que la concentracién
del activo es declarada.
2.4. Establecimiento de los parémetros del método
espectrofotométrico (optimizacién del método)

La velocidad de la reaccién es indicada por la velocidad
de desarrollo del color, la cual depende, a su vez, de la ve-
locidad de ataque del reactivo croméforo a claritromicina.

Para optimizar el desarrollo del color y conforme a
ley de Beer, se ensayaron variables tales como: solu-
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bilidad de claritromicina, ionizacién de la molécula,
volumen de reactivo croméforo y tiempo de reaccién
en el que se alcanza el mdximo color [3].

Se probé la solubilidad de claritromicina en diferentes
solventes [4]. El solvente escogido fue una solucién bu-
ffer de acetato de sodio 0.1 M; la bibliografia reporta
que el pH dcido es indispensable para la ionizacién
de la molécula, por lo que se utilizé una solucién de
HCl 0.1M para llevar a pH 4.5; posteriormente se
agregd un volumen de dcido sulfirico concentrado y
se observé el desarrollo de un color intenso alrededor
de 75 minutos (tiempo en el que se desarrolla todo el
color) y posteriormente, se realizé un barrido espectral
en la zona visible del espectro y el pico méaximo de
absorcién se obtuvo a los 481 nm. El mismo proce-
dimiento se realiz6 para claritromicina contenida en
comprimidos para probar la existencia de interferen-
cias por matriz en la reaccién.

2.5. Determinacion cuantitativa por HPLC- Determi-
nacién de la trazabilidad del método

Utilizando un cromatégrafo liquido HPLC, una colum-
na cromatogrdfica RP-C18 4mm * 15 mm, la tempe-
ratura de columna de 45°C, flujo de 1TmL/min y con
un detector a 210 nm se cuantificé el contenido de
claritromicina en comprimidos de tres casas farmacéu-
ticas y se procesaron los datos, obteniéndose lecturas
de absorbancia que son directamente proporcionales
a la concentracién.

2.6. Determinacion cuantitativa por Espectrofotome-
tria-Determinacién de la trazabilidad del método

Utilizando un espectrofotémetro y realizando la reac-
cién de coloracién de la claritromicina con dcido sul-
firico, se cuantificé el contenido en comprimidos de
tres casas farmacéuticas y se procesaron los datos,
obteniéndose lecturas de absorbancia que son direc-
tamente proporcionales a la concentracién.

2.7. Preparacién de la curva de calibracién [5]

Se trabaijé con soluciones estdndar de claritromicina, se
pesé 300, 400, 500, 600, 700 mg de principio activo
para los niveles de 15, 20, 25, 30 y 35 ppm respecti-
vamente, en un balén de 1000 mL, se agregdé 500 mlL
de Buffer Acetato de Sodio 0.1 My se zonificé por 10

min. Se tomd 5 mlL de la solucién anterior y se agregé el
volumen de dcido sulfirico en que se desarroll el color,
se dejé reaccionar por 75 min y se aforé con solucién
de HCl y se leyé la absorbancia a 481 nm.

2.8. Preparacién de la muestra

Diez comprimidos de cada casa comercial se tritura-
ron hasta polvo y se pesé la cantidad equivalente para
llegar a concentraciones de 15, 25, 35, 55 ppm. Las

muestras se trataron de la misma manera que los es-
tandares.

2.9. Determinacion de trazabilidad del método [6]

Para comparar la trazabilidad del método espectro-
fotométrico se realizé una t pareada con los datos de
cuantificacién de claritromicina en comprimidos, ob-
tenidos por los dos métodos y se determind que no
existe diferencias significativas.

2.10. Validacién del método andlitico

Se establecieron los criterios de aceptacién para cada
pardmetro de calidad de la validacién del método y
se procedi6 a realizar los ensayos de linealidad, pre-
cisién, exactitud, robustez e incertidumbre [7, 8].

Para la linealidad, se realizé un ajuste, cada dia y
por cinco dias de la funcién de respuesta instrumental
para cinco niveles de concentracién (15, 20, 25, 30,
35 mg/1) por triplicado en cada nivel.

La determinacién de la exactitud, se realizé con un
Material de Referencia (MR) [9] o material de Referen-
cia enriquecido en 5 niveles (15, 25, 35, 55 mg/L)
y de un material de referencia certificado (MRc) por
quintuplicado, en condiciones de repetibilidad. Repe-
ticién del disefio anterior en cinco dias distintos en
condiciones de reproducibilidad.

La determinacién de la especificidad se realizé con
muestras de 3 casas farmacéuticas por triplicado para
la realizacién de un barrido espectral.

La determinacién de la robustez, se realizé con un Ma-
terial de Referencia (MR) en un nivel de concentracién
determinado por triplicado y variando el tiempo de
reaccién de la formacién del croméforo coloreado, el
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pH de la solucién buffer acetato y la normalidad del
4cido clorhidrico.

3. Resultados y Discusion
3.1. Seleccién de la longitud de onda

Se observé el valor de la longitud de onda en el que
la claritromicina tiene un pico de absorcién méxima
en la regién del visible, cuando se solubiliza en buffer
acetato de sodio y se agrega diferentes volimenes de
4cido sulfirico concentrado para evaluar el desarrollo
mdximo de color. Ademds se obtiene la respuesta del
principio activo puro y de una muestra para evaluar
las interferencias.

Tabla 1. Pico de absorcién mdxima Uv-Vis

Volumen
Solventes Reactivo, A Abs.st Abs. M
ml
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 10 481 0.604 0.610
B. Acetato Sodio/ A. sulfarico 7.5 481 0.201 0.147
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 5.0 481 0.158 0.060
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 2.5 481 0.098 0.0054

3.2,

Intervalo 6ptimo de concentraciones y curva de
calibracién.

El gréfico 1 representa la relacién entre la absorban-
cia y la concentracién de claritromicina, cuando se
cambia el volumen de d4cido sulfirico concentrado
(reactivo que desarrolla color). Ademds se indica el
valor del grado de correlacién R?, que es un pardme-
tro que evalda la linealidad.

y=0,0156x- 0,0685
R%=0,0947

1,000
0,800
0,600
0,400

0,200 .,/

0,000 T T T T T )
5 15 25 35 45 55 65

Absorbancia

Concentracion (ppm)

—a&— Niveles de claritromicina sol. patron

Lineal (Niveles de claritromicina sol. patrén)

Gridfico 1. Infervalo éptimo de concentraciones para

claritromicina (reaccién con 10.0 ml dcido sulfdrico)

El valor del grado de correlacién R? es 0.9947.

3.3. Comparacién del método cromatogrdfico y
espectrofotométrico para cuantificacién de
claritromicina

3.3.1. Método Cromatogrdfico [10]

Se observan los valores de las dreas de los picos cromo-
togrdficos y los valores de concentracién en (mg/tab)
correspondientes al estdndar y a los materiales de re-
ferencia de un lote piloto de claritromicina rechazado.
El estandar se repite tres veces al inicio y dos al final
del andlisis, mientras que cada medida independiente
de un material de referencia se repite dos veces du-
rante el andlisis, todo esto para evaluar la idoneidad
del sistema.

Tabla 2. Valoracién de claritromicina por
método cromatogrdfico

Peso de F

polvo Areas Conversion Conc.

(mg) (mg/tab)
Estandar1.1 - 4,08346 62766,6 63,38
Estandar1.2 ~ ---ee 4,09918 62766,6 63,38
Estandar 1.3 ~ -----e-- 4,08899 62766,6 63,38
M. Referencia 1.1 139,91  4,09391 62766,6 448,98
M. Referencia 1.2 138,18 3,99580 62766,6 448,05
M. Referencia 2.1 139,78 4,08883 62766,6 448,85
M. Referencia2.2 138,96 4,05721 62766,6 448,00
M. Referencia 3.1 140,46 4,10188 62766,6 448,98
M. Referencia 3.2 139,55 4,07778 62766,6 448,35
Estandar1.4 ~ ---eee- 4,08736 62766,6 63,38
Estandar1.5 - 4,08580 62766,6 63,38

3.3.2. Método Espectrofotométrico

En la tabla 3 se observan los valores de absorbancia
y los valores de concentracién en (mg/tab) correspon-
dientes al esténdar y a los materiales de referencia de
un lote piloto de claritromicina rechazado, analizados
por el método espectrofotométrico.
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Tabla 3. Valoracién de claritromicina por

método espectrofotométrico

No. MR ref::::;a“,n;ng Abs. (ﬁ;/?:l.))
1 945,5 0,269 449,364
2 945,3 0,268 447,788
3 945,6 0,270 450,986
4 945,8 0,269 449,221
5 945,6 0,268 447,646
6 945,7 0,269 449,269
3.3.3. Prueba t pareada

Se indican los valores de concentracién de claritromi-
cina (mg/tab) de seis repeticiones o tratamientos del
material de referencia del mismo lote piloto rechazado
de claritromicina analizados por el método cromato-
grdfico HPLC y espectrofotométrico.

Tabla 4. Concentraciones de muestras de claritromicina de
500 mg cuantificados por método espectrofotométrico y HPLC.

co visible. Si el método cumple con estos criterios de
aceptacién se declarard validado.

Tabla 6. Criterios de aceptacién en la validacién

o OBJETIVO
PARAMETRO ESTABLECIDO
Selectividad/Especificidad No existen interferencias

Linealidad/ Funcién respuesta R2=0.99

Limite de deteccion del método A determinar
A determinar
%U(K=2) <30 %
100%R +/- 2s
15-55 ppm
%Cv <2.5 %
%Cv <2.5%

Limite de cuantificacion del método
Incertidumbre

Exactitud/ Recuperacion

Intervalo de trabajo

Precision Repetibilidad

Precision Reproducibilidad

Robustez %Cv: =2.5%

3.3.6. Resultados de la validacién

Tabla 7. Resultados de validacién

Concentracién mg Claritromicina/ tab

Tratamientos Rep 1. Rep.2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6

HPLC (H2)
Espectro (H1)

448,98 448,05 448,85 448,00 448,98 448,35
449,36 447,79 450,99 449,22 447,65 449,27

3.3.4. Establecimiento de diferencias significativas

Se observa el valor de t calculado y los valores de
de tablas, con los que hace una comparacién asi: la t
calculada es menor a la t de tablas al 5%, por lo tanto
no es significativo y se acepta la hipétesis nula. Ambos
métodos son iguales.

Tabla 5. Valor de t calculado y de tablas: valor obtenido
de una tabla de t student al 5% y al 1%.

t calculado t tablas*

significancia 5% 1%
1,032 2,571 4,032

3.3.5. Criterios de aceptacién de validacién [11]

Se detallan los criterios de aceptacién para los pao-
rémetros de validacién del método espectrofotométri-

Criterio

Parametro <. Resultado Cumple
Aceptacion

Linealidad R2>0.990 0.9999 Si
LDM A determinar 0.44806 ppm Si
LCM A determinar 1.2200 pm Si
Repetibilidad % Cv<25 1.00 Si
Reproducibilidad % Cv<25 1.00 Si
Exactitud 100 + 4s 101.0 Si
Especificidad Sin interferencias  Sin interferencias Si
Robustez % Cv<25 0.40 Si
(Reaccidn de color)

Incertidumbre % U (K=2) = 30% 26 Si

4, Conclusiones

® En este estudio se desarrollé un método analiti-
co espectrofotométrico, que resulté ser una al-
ternativa analitica al método oficial HPLC para
cuantificar claritromicina en comprimidos.

* la cantidad de claritromicina determinada
por el método espectrofotométrico, se realizé
por la formacién de un croméforo coloreado,
que resulté de la reaccién entre claritromicina
(disuelta en buffer acetato de sodio y estabili-
zada a un pH de 4.5 con 4cido clorhidrico)
y 10.0 mL de é4cido sulfirico durante 75 min
para desarrollar completamente el color; este
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compuesto tiene un pico méximo de absorcién
alos 481 nm.

El intervalo de concentraciones validado en que
existe una relacién lineal fue de 15 a 55 ppm.
El limite de deteccién y el limite de cuantifica-
cién del método espectrofotométrico fueron de
0.44 ppmy 1.22 ppm, respectivamente.

No existen diferencias significativas entre el
método espectrofotométrico y el cromatogréfico
HPLC, ya que en la prueba de t pareada, se
acepta la hipétesis nula, pues se obtuvo un vo-
lor de t calculado no significativo para 5% de t
tablas.

El método espectrofotométrico es selectivo o es-
pecifico para claritromicina, pues en el estudio
de muestras de tres casas comerciales no apa-
recen picos de absorcién de interferentes en los
barridos espectrales, lo que indica la no interfe-
rencia debida a excipientes.

La curva de calibracién o funcién respuesta
instrumental resulté ser lineal, por el coeficiente
de determinacién que cumple con el criterio de
aceptacién mayor a 0.990.

El método espectrofotométrico es preciso, ya
que los coeficientes de variacién de las medi-
das de concentracién de claritromicina en com-
primidos, obtenidos en repetibilidad y reprodu-

cibilidad fueron de 1.0 %, por tanto menores al
criterio de aceptacién establecido (2.5%).

El método espectrofotométrico es exacto, ya
que los porcentajes recobrados de claritromici-
na en muestras enriquecidas fue de 100.5% y
cumple el criterio de aceptacién establecido de
100% + 4sr.

Los factores estudiados en la robustez no in-
fluyeron significativamente en los resultados,
excepto el tiempo de reaccién, por lo que las
medidas de absorbancia deben realizarse
hasta los 5 minutos luego de que se ha com-
pletado la reaccién de formacién del cromé-
foro, y las medidas obtenidas tienen un %CV
de 0.40%.

El valor de incertidumbre al 95% de confianza
obtenido para este método analitico fue 26%,
por lo que cumple con el criterio de aceptacién
establecido, de modo que las fuentes que con-
tribuyen a la medida de incertidumbre estdn
controladas.

Todos los parémetros de validacién cumplen
con los criterios de aceptacién fijados. Por lo
tanto, se declara al método espectrofotométrico
validado y se garantiza la reproducibilidad y
la confiabilidad de los resultados obtenidos por
este método.
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Resumen

En este estudio, el quitosano fue extraido y modificado a partir de caparazones de camarén Penaeus Vanna-
mei con el cual se prepararon dos materiales adsorbentes: quitosano-glutaraldehido (QGD) y quitosano-nitrato
férrico (QFe). En la primera etapa experimental fue seleccionado el material adsorbente (QGD) que presenta
un mayor porcentaje de adsorcién. En las etapas experimentales posteriores son analizadas las influencias de
factores como el pH, la dosificacién del adsorbente, velocidad de agitacién, temperatura y tiempo de contacto
en la adsorcién de plomo en QGD; estableciéndose en la optimizacién que son determinantes: el pH, la dosifi-
cacién del adsorbente y el tiempo de contacto en un rango de 6,75-7,00; 0,35-0,50 g y 151-175 min respec-
tivamente. Teniéndose una eficiencia en remocién de plomo con QGD de 98,40% y encontréndose a partir del
estudio isotérmico que la capacidad adsorbente de este material es de 282,6 1mgPb?/gQGD

Palabras clave: quitina, quitosano, quitosano-glutaraldehido, quitosano-hierro, adsorcién, plomo.

Optimization of the Lead Adsorption Process with

Modified Chitosan for being used in the Treatment of Water

Abstract

In this study, chitosan extracted from Penaeus Vannamei shrimp was modified to prepare two adsorbent materi-
als: chitosan-glutaralaldehyde (QGD) and chitosan-ferric nitrate (QFe). Effects of the pH, dosage of adsorbent,
stirring speed, temperature and contact time were evaluated. The best lead adsorption was found to occur onto
QGD at pH 6,75-7,00; dosage of adsorbent 0,35-0,50g and time of contact 151-175min. The efficiency of
lead remotion with QGD was 98,40% and the isothermal study of adsorptive capacity showed an absorption of
282,61mg of Pb?* per g of QGD.

Key words: chitosan, chitin, chitosan-glutaraldehyde, chitosan-iron, adsorption, lead.

1. Introduccién

La contaminacién de plomo proviene principalmente  potable, en vertidos industriales y labores mineras.
de fuentes como las soldaduras de tuberias, pilas y ~Generdndose asi, aguas con altas concentraciones de
baterias, aparatos electrénicos, objetos de vidrio y ce-  plomo que son perjudiciales para el medio ambien-
rdmica, también en pinturas, en pldsticos como el PYC  te, puesto que el plomo es causante de graves dafios
que es utilizado en tuberias de distribucién de agua en los seres vivos y es capaz de permanecer largo
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tiempo en el entorno, circulando o acumuléndose en
sedimentos y organismos vivos, de este modo es como
se incorpora a las cadenas alimentarias [1].

Consecuentemente se vuelve necesario encontrar tec-
nologias no convencionales que eviten la entrada de
plomo en medios acudticos; ademds, concientizar a
las industrias sobre la reduccién de la concentracién
de plomo hasta niveles que no generen problemas de
toxicidad.

Entre las técnicas convencionales usadas en la remo-
cién de metales pesados se tiene: la precipitacién qui-
mica, infercambio idnico, tecnologia de membranas y
tratamiento electroquimico [2]; sin embargo, en estos
dias ha tomado gran importancia la biosorcién ya que
es una “tecnologia limpia” que puede ser usada en
los procesos de remediacién ambiental, para recupe-
racién de metales y descontaminacién de aguas resi-
duales contaminadas con iones de metales pesados.
Se basa en la utilizacién de desechos orgdnicos que
evitan problemas de contaminacién porque pueden
regenerarse y no son costosos, ya que en general son
procedentes de residuos de industrias alimenticias,
como es el caso de este estudio, en el que fueron
utilizados desechos de la industria camaronera, de
donde es posible obtener quitosano como material ad-
sorbente, cuyas propiedades acomplejantes con iones
metdlicos, en general, muestran alta eficiencia en la
remocién de mercurio, cromo, cobre, zinc, entre otros;
motivo por el cual fue considerado en este estudio,
pretendiéndose la optimizacién del proceso de adsor-
cién de plomo y al mismo tiempo la reutilizacién de los
residuos provenientes de la industria camaronera, que
en nuestro pais es uno de los principales productos de
exportacién y que aln no se encuentra ampliamente

difundida.
2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales

Se utilizaron caparazones de camarén Penaeus van-
namei del mercado América. Para la extraccién de
quitina se utilizaron soluciones de dcido clorhidrico
IN e hidréxido de sodio TN. La desacetilacién ter-
moalcalina de quitina para su conversién a quitosano
fue realizada con hidréxido de potasio 70%. En la
sintesis de los materiales adsorbentes provenientes de

quitosano fue utilizado acido acético 2%, glutaraldehi-
do 2,5%, nitrato férrico nonahidratado 0,01 N. Para
la optimizacién del proceso de adsorcién se utilizé
una solucién estdndar de 1.000 ppm de plomo.

2.2. Equipos

Se utilizé un espectrémetro de absorcién atémica Ther-

mo Electron S Series AA Spectrometer para la deter-
minacién de plomo en las soluciones acuosas ensaya-

das.
2.3. Disefio de experimentos

El disefio de experimentos y el andlisis estadistico en
este estudio fue llevado a cabo usando el software esto-
distico Minitab 15 [6]. El disefio de experimentos com-
prendié tres etapas. Cribado, en el cual se determiné
el adsorbente de mayor eficiencia, comparéndolo con
zeolita (clinoptilolita) que tiene buenas propiedades de
adsorcién para plomo, como criterio de seleccién; tam-
bién se analizé la concentracién de plomo con la cual
se frabajaria en las siguientes etapas, tomdndose en
cuenta el bloqueo de las ofras variables, teniéndose un
disefio de dos factores y tres niveles que al ser repli-
cado a un total de 18 experimentos. Fue utilizado un
disefio de Plackett-Burman en el cual fueron analizados
como factores: la dosificacién del adsorbente, el pH,
el tiempo de contacto, la velocidad de agitacién y la
temperatura [4], determinado asi qué factores eran pre-
dominantes en la adsorcién de plomo, incluyendo dos
réplicas, teniéndose 24 experimentos. Finalmente, se
llevé a cabo un disefio de optimizacién Box-Behnken,
en el cual fueron analizados el pH, la dosificacién del
adsorbente y el tiempo de contacto.

2.4. Procedimiento experimental

2.4.1. Extraccién de quitina [3]

Se realizé la desmineralizacién con HCl 1 N durante
tres horas, considerando que debe existir una relacién
1:10 entre la cantidad de caparazones y el volumen
de dcido, se neutralizé con abundante agua destilo-
da. Posteriormente, se realizé la desproteinizacién uti-
lizando NaOH 1N durante tres horas, considerando
una relacién 1:15, se neutralizé con abundante agua
destilada. Se secé la quitina obtenida a una tempera-
tura de 60°C.
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2.4.2. Obtencién de quitosano

La desacetilacién fuertemente alcalina se realizé con
KOH 2N durante cuatro horas a una temperatura de
105°C considerando una relacién de 1:15 entre quiti-
na y volumen de KOH 2N.

e,
CH,OH co
. o}
o h HO NH A~ < _
o o
NH, CH,OH

Figura 1. Unidad repetitiva de quitosano

2.4.3. Sintesis de materiales adsorbentes derivados de
quitosano

2.4.3.1. Reticulacion de quitosano con glutaraldehido [5]

Se prepard una solucién al 2% de quitosano en
CH,COOH al 2% mediante agitacién hasta formar
una solucién viscosa, esta es dosificada sobre una
solucién de KOH 2N, formdndose asi las esferas de
quitosano las cuales después de ser lavadas con agua
destilada hasta neutralizacién fueron colocadas en
glutaraldehido 2,5% agitdndose durante 6 horas.

"

o CH,OH
o

N

HO \

Figura 2. Quitosano-Glutaraldehido

2.4.3.2. Quitosano-nitrato férrico [5,7]

Se prepard una solucién al 2% de quitosano en nitrato
férrico nonahidratado 0,01N acidificado con dcido
acético, obteniéndose una solucién viscosa, la cual fue
dosificada sobre una solucién de hidréxido de potao-
sio 2N, lavandose posteriormente con agua destilada
hasta neutralizacién.

2.4.4. Optimizacién de la adsorcién de plomo en
quitosano

La optimizacién del proceso de adsorcién de plomo
sobre quitosano fue estructurada en las etapas como
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Estructuracién de factores y niveles

en el disefio de experimentos propuestos

Tipo de . Parametro de
™ Factores Niveles s
diseno medicion
Tipo de QGD, QFe,

adsorbente Zeolita
Cribado c p——.
oncentracion
optima 10, 20 y 30 ppm
pH 5,0-7,0
Dosificacion
de adsorbente | 010-0:309
Plackett- Tiempo de 75-150 min
Burman contacto % Remocion
de plomo
Temperatura 25-40 °C
velocidad de 1454500 rpm
agitacion
Dosificaciéon 0,30g; 0,45g;
adsorbente 0,609
Box-Behnken pH 6,50; 6,75; 7,00
Tiempo de 150, 165y 180
contacto min

2.4.5. Determinacién de la capacidad de adsorcién del
material adsorbente y estudio cinético

Se determiné la capacidad de adsorcién del mate-
rial utilizando los modelos planteados por Langmuir
y Freundlich, preparando una serie de soluciones de
concentraciones de 10 a 100 ppm de plomo, las cua-
les fueron sometidas a las condiciones establecidas
como Sptimas para la adsorcidn.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Extraccién de quitina y obtencién de quitosano

De acuerdo a la metodologia utilizada para la extrac-
cién de quitina se tuvo un rendimiento del 7,08%. Pos-
teriormente, se realizé la desacetilacién termoalcalina
de quitina, teniéndose un rendimiento del 68,18%; las

propiedades del material obtenido se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Ensayos complementarios para
caracterizacién de quitosano

Método de caracterizacion Resultados obtenidos

Grado de desacetilacion 83,34%
Pérdida por desecaciéon 10,26%
Sélidos insolubles 0,62%
Cenizas 0,88%
Contenido de nitrégeno 6,74%

3.2. Sintesis de materiales adsorbentes derivados de quitosano

Las propiedades de los materiales adsorbentes, objetos de este estudio, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas materiales adsorbentes

derivados de quitosano

Material adsorbente Densidad aparente (g/cm?) %Humedad
Quitosano-Glutaraldehido 0,8421 83,98
Quitosano-Nitrato Férrico 0,8373 91,31

Figura 3. Quitosano-Nitrato Férrico

3.3. Optimizacién del proceso de adsorcién
de plomo

3.3.1. Cribado

De acuerdo al andlisis de varianza realizada, se
tuvo que el factor determinante es el tipo de adsor-
bente y que existe una interaccién importante entre

Figura 4. Quitosano-Glutaraldehido

tipo de adsorbente y concentracién. El tipo de ad-
sorbente es seleccionado en funcién de su compor-
tamiento similar al de la zeolita, es decir, el que
presenta una mejor respuesta en el porcentaje de
remocién de plomo, siendo quitosano-glutaraldehi-
do frente a una concentracién de 10 ppm de plo-
mo; esta es la mejor combinacién entre los factores
analizados.
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Grafica de efectos principales para %Remocion Plomo
Medias de datos

TIPO CONCENTRACION

100
90+
80

60+

%Remociéon plomo

50+

QFe QGD Zeo 10 20 30

Figura 5. Gréfico de efectos principales-cribado
3.3.2. Plackett-Burman

Se establecié que el efecto principal de este disefio
es la dosificacién del adsorbente; sin embargo, por
medio del andlisis de varianza se determiné que este
factor no puede explicar por si solo el modelo de ad-
sorcién, siendo considerados como importantes tam-
bién los efectos de pH y tiempo de contacto.

3.3.3. Box-Benhken

Por medio del software estadistico Minitab 15 se obtu-
vieron las siguientes grdficas de superficies que mues-
tran las correspondientes interacciones por pares de
los factores analizados:

100,0
99,5 30
%%Remocién 99,0 4oooleICACIéN
98,5
60
6,50 675 700
pH

Figura 6. Superficie % Remocién Pb?* vs. pH. Dosificacién

100,0
% Remocion 99,8
99,6

99,4
180
30 170

40 160 TIEMPO

DOSIFICACION 60 150

Figura 7. Superficie % Remocién Pb?* vs. tiempo

99,3
99,6

%Remocion 99 9

160

180
170

TIEMPO

6,75 160

pH

6,50 150

Figura 8. Superficie % Remocién Pb?* vs. tiempo. pH

Teniéndose dreas Sptimas de adsorcién en pH de
6,75-7,00; dosificacién de 0,35g-0,50 g y un tiempo
de contacto de 151<t<175 min.

Una de las herramientas del software estadistico Mini-
tab 15 es el optimizador de respuesta, con el cual se
obtuvo que los éptimos tedricos para el fenémeno de
adsorcién se tenian con una dosificacion de 0,3279
g; un pH de 6,72 y un tiempo de 153,26 min; bajo
estos Sptimos tedricos fueron realizados ensayos; te-
niéndose que el porcentaje de adsorcién de plomo es
de 98,40% con lo cual se tiene un error versus optimi-
zacién teérica (100%) de 1,598%.

3.4. Determinacién de la capacidad de adsorcién
maéxima y estudio cinético de adsorcién

Se determiné que la adsorcién de plomo en quitosano-
glutaraldehido se rige bajo el modelo de Freundlich,
asumiéndose con esto que se da la adsorcién de mo-
léculas formando una monocapa de superficie hetero-
génea, encontrdndose que la capacidad de adsorcién
méxima es de 282,61 mgPb?*/gQGD

2,5
2 Inq =1,0004InC - 2,5864
1,5
g 1
0,5
0
05, 25 3 35 4 45 5
InC
=¢=Inqg — Lineal (Inq)

Figura 9. Isoterma de Freundlich para adsorcién de
plomo en QGD
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El estudio cinético de la adsorcién de plomo en quito-
sano-glutaraldehido, se ajusta al modelo cinético de
pseudo segundo orden; esto supone entonces que el
plomo es adsorbido en dos sitios activos, dados por
el grupo imino y el grupo hidroxilo, presentes en la
molécula; ademds, se denota que se da la adsorcién
hasta el tiempo estimado como Sptimo.

600,00
t/q = 1,2213t + 2,4958
500,00
R2 = 0,9999

400,00
S 300,00
200,00
100,00
0,00

0 100 200 300 400 500

t(min)

=&=t/q — Lineal (t/q)

Figura 10. Modelo cinético de pseudo segundo orden
para adsorcién de plomo en QGD

4. Conclusiones

El porcentaje de remocién de plomo utilizando quito-
sano-glutaraldehido es de 98,40%, siendo entonces
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Resumen

Se estudié la remocién de fésforo en cuatro reactores biolégicos empacados con escoria volcdnica (tezontle)
que simulan la parte radicular de un humedal artificial. El disefio experimental incluyé el efecto de la planta y sus
réplicas (reactores RA,, RB, con planta y RA,, RB, sin planta), asi como la concentracién inicial de contaminan-
tes medida como demanda quimica de oxigeno (relacién C:N:P de 30:1:0.04 equivalente a 450 mg DQO/1L
y 15:1:0.04 equivalente a 225 mg DQO/1) en la asimilacién de fésforo. El agua residual sintética se elaboré
con sacarosa como fuente de carbono, C,,H,,0,,; sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, (NH,),SO, y
fosfato de sodio dodecahidratado como fuente de fésforo, Na,PO,.12H,0. Para simular periodos de 16 h de
luz y 8 h de oscuridad se emplearon 8 lémparas de tubos fluorescentes de 30 W. Se colocaron tres electrodos
comerciales (Ag/AgCl-Pt) para medir potenciales de éxido-reduccién, pOR, a diferentes profundidades (2, 10,
30 cm de la superficie de cada reactor). Se plantaron brotes de Phragmites australis (carrizo) en los reactores
RA, y RB,. Al alcanzar la estabilidad se midieron los pardmetros de fésforo total, DQO, potenciales redox, pH
y temperatura. Los resultados muestran que en todos los reactores hubo remocién de fésforo y que fue signifi-
cativamente mayor con planta (RA, y RB,, 93% en promedio para ambos reactores) (p<0.05, 0.01). No hubo
una diferencia significativa (p<0.05, 0.01) entre la disminucién de la DQO y la de P para las dos relaciones
C:N:P. La remocién de la DQO para el disefio experimental del efecto de la presencia de la planta y de la con-
centracién inicial de DQO si fue estadisticamente diferente debido a la presencia de la hidrofita, asi como a la
concentracién inicial de carbono (p<0.05 para la presencia de la planta y p<0.05, 0.01 para la concentracidn
inicial de carbono), siendo ligeramente mayor en aquellos reactores con planta, indicando que ésta si tiene un
efecto depurador adicional a las comunidades microbioldgicas que proliferan en los reactores.

Palabras clave: fésforo, humedales artificiales, escala de laboratorio.

Removal of Phosphorus in a Laboratory Scale System of Artificial Wetlands
Abstract

Removal of phosphorus in four packed biological reactors simulating the root zone of an artificial wetlands was
performed. Reactors packing was volcanic slag (tezontle in the Aztec language). The experimental design includ-
ed the effect of the macrophytes (reactors RA, with plant, and RA, without plant), and its replicas (RB, with plant,
and RB, without plant], as well as the initial concentration of pollutants measured as chemical oxygen demand
(one with a C:N:P ratio of 30:1:0.04 equivalent to 450 mg COD/!, and the other one with a ratio 15:1:0.04
equivalent to 225 mg COD/!) in the phosphorus assimilation. Synthetic wastewater was made using sucrose
as carbon source, C,,H,,0,,; ammonium sulfate as nitrogen source, (NH,),SO,, and dodecahydrated sodium
phosphate as phosphorus source, Na,PO,.12H,0O. Light was obtained from 8 lamps of 30 W fluorescent tubes
automatically controlled to simulate light periods of 16 h and 8 h darkness. Three commercial electrodes (Ag/

AgCl-Pt) to measure oxidation-reduction potentials, pOR, at different depths were placed to evaluate the redox
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potential differences (2, 10, 30 cm from the upper reactor surface). Shoots of a Phragmites australis macrophyte
were planted in the reactors RA; and RB,. Once stability was reached total phosphorus, COD, redox potentials,
pH, and temperature. Results show that all reactors had phosphorus removed, and the removal was significantly
higher in the reactors with plant (RA, and RB,, 93% in average for both reactors) (p<0.05, 0.01). No significant
difference (p<0.05, 0.01) was found between the COD reduction and phosphorus for the two experiments with
450 and 225 mg COD/L. Removal of COD for the experimental design carried out (effect of the macrophyte
and the initial COD concentration) in both cases was statistically different due to the presence of the plant, as
well as the initial carbon concentration (p<0.05 for the plant presence, and p<0.05, 0.01 for the initial carbon
concentration), being slightly higher for those reactors with plant, indicating that they do have an additional ef-

fect to the microbiological communities proliferating in the reactors.

Key words: phosphorus, artificial wetlands, laboratory scale.

1. Introduccion

En México, el problema de la contaminacién del agua
y su disponibilidad para las diversas actividades
econdmicas y productivas del pais es cada vez mds
creciente (1), lo cual ha obligado a la bisqueda de
alternativas de solucién econémicamente viables (16).
Se estima que aproximadamente el 80% de las aguas
residuales generadas son descargadas al ambiente
sin ning0n tratamiento adecuado (3).

A nivel mundial, la preocupacién por los problemas
de contaminacién del agua se dio con mayor ahinco a
partir de la década de los setenta del siglo XX en Euro-
pa y paises como Estados Unidos de América, Cana-
dd, Gran Bretafia y Japén, en donde la urbanizacién
y la industrializacién creciente se vieron acompafia-
das de graves problemas de contaminacién del agua.
En las regiones menos desarrolladas, los desechos de
las poblaciones constituyen una amenaza para la so-
lud pdblica y ponen en peligro el uso ininterrumpido
de reservas de agua (4).

En el agua residual, el fésforo puede provenir de vo-
rias fuentes, principalmente por el uso de los deter-
gentes a los que todavia se les adicionan fosfatos,
generando problemas en los cuerpos de agua ya que
el fésforo en grandes cantidades provoca dafios al
alterar el equilibrio de los mismos.

Debido a que el fésforo es un nutriente esencial para
los seres vivos, los microorganismos presentes en los
procesos de tratamiento pueden asimilarlo e incorpo-
rarlo a sus tejidos celulares. Cuando el fésforo no es
removido de las aguas residuales y cuando éste llega

en concentraciones relativamente altas a los cuerpos
de aguas, este nutriente permite el crecimiento y desa-
rrollo de una gran cantidad de algas y otros microor-
ganismos. Al morir, estos microorganismos tienden a
flotar en la parte superficial del agua limitando el paso
de la luz solar y, con ello, limitando que la fotosintesis
se lleve a cabo de manera normal, lo que da lugar
a una disminucién en la concentracién de oxigeno
dentro del cuerpo de agua, provocando la muerte de
peces y ofros organismos superiores. A este fenémeno
se le conoce como “eutrofizacion”.

Es necesario que el fésforo se elimine de las aguas resi-
duales antes de que éstas se descarguen a los cuerpos
de agua causando al fenémeno antes descrito. El em-
pleo de tecnologias alternativas como los humedales
artificiales puede ser la solucién a este problema. Sin
embargo, es necesario estudiar los mecanismos de re-
mocién que se presentan dentro de estos sistemas para
poder entender mejor su funcionamiento y aplicar cri-
terios de disefio basados en la informacién generada.

Los humedales artificiales, HA, son sistemas de trata-
miento de aguas residuales que imitan la actividad
depuradora realizada por los humedales naturales. A
grandes rasgos, un HA se construye haciendo una ex-
cavacién de forma rectangular que es impermeabiliza-
da y después rellenada con uno o varios materiales de
empaque como arena, grava o tezontle que funcionan
como filtro para el agua y como soporte para las plan-
tas que son sembradas en él. El material de empaque
también funciona como soporte para la gran cantidad
y diversidad de microorganismos (bacterias principal-
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mente) que se desarrollan sobre él y sobre las raices
de las plantas y que contribuyen a la depuracién del
agua degradando la materia orgdnica. Desde el punto
de vista de la ingenieria, un humedal artificial puede
conceptualizarse como un reactor empacado donde
ocurren reacciones quimicas y biolégicas, asi como
procesos fisicos sobre la superficie del empaque.

Los HA imitan los procesos que ocurren en los hume-
dales naturales, con las variantes de que en los HA se
regulan ciertos pardmetros como la cantidad de agua
a tratar, el régimen de flujo y la calidad de agua obte-
nida. Los contaminantes en los HA se remueven a tra-
vés de una combinacién de procesos fisicos, quimicos y
biolégicos, incluyendo la sedimentacién, precipitacion,
adsorcién, asimilacién por las plantas y transformacio-
nes bioquimicas mediante los microorganismos presen-
tes en forma de pelicula sobre el material de soporte
(5). Dentro de un HA, las dreas préximas a las raices de
las plantas son aerobias, especialmente durante el dia
cuando la actividad fotosintética de la planta favorece
la generacién de oxigeno, mientras que las més alejo-
das de ellas o durante la noche cuando las plantas res-
piran como cualquier organismo aerobio, consumen el
oxigeno presente en sus alrededores y las condiciones
de las dreas de todo el reactor son anaerobias, con ex-
cepcién del &rea en contacto con el aire del ambiente,
donde por difusién molecular este elemento se difunde
al reactor, permitiéndose asi que se desarrolle una gran
variedad de microorganismos dentro del lecho, inclu-
yendo no sélo bacterias, sino también protozoarios,
rofiferos, nematodos, efc., mismos que contribuyen a la
remocién de los contaminantes (1).

Se ha encontrado que los humedales son efectivos
para el tratamiento de la DBO, sélidos suspendidos,
nitrégeno y fésforo, asi como la disminucién de la
concentracién de metales, compuestos quimicos, or-
génicos y patégenos ya que muchos de los grupos
microbianos de los humedales son predadores de los
organismos patégenos (6; 7).

Tomando en cuenta que los humedales construidos o
artificiales son ecotecnologias econémicamente via-
bles, de gran capacidad para la remocién de con-
taminantes y que no necesitan de grandes costos en
su operacién y mantenimiento, los humedales son una
buena opcién para implementarse en comunidades
pequefias o rurales para el tratamiento de las aguas

residuales que éstas generan y que, después de ser
tratadas, puedan utilizarse para riego en las zonas
que no cuentan con el capital para suministrar agua
potable para riego, ademds de que son estéticamente
agradables a la vista.

Un humedal estd compuesto por agua, “sustrato” o
material de soporte, plantas vasculares, residuos de
la planta, invertebrados (larvas y lombrices) y una
gran variedad de microorganismos (en su mayoria
bacterias), otro componente importante de un hume-
dal artificial es la capa impermeable que evita que el
agua contamine el subsuelo y las aguas subterraneas,
quedando aislado de los alrededores. El humedal sélo
cumple con la funcién de tratar el agua. La hidrologia
es el factor de disefio mds importante en un humedal
artificial porque es este factor el que determina en ma-
yor medida muchos de los mecanismos por los cuales
se remueven los contaminantes dentro de un HA. Se
requiere un soporte debido a que las macrofitas no
cuentan con un medio de soporte, el material de em-
paque utilizado es generalmente inerte como la are-
na, la escoria volcénica, piedras o materiales de las
propias zonas que resulten econémicas y viables para
su utilizacién (8). El material de soporte es también
muy importante para los microorganismos, los cuales
juegan un papel muy importante en la degradacién
de la materia orgénica, ya que pueden existir trans-
formaciones microbianas aerobias (es decir, requieren
oxigeno libre o molecular) mientras otras transforma-
ciones son llevadas a cabo en condiciones anaerobias
(tienen lugar en ausencia de oxigeno libre o molecu-
lar). Los microorganismos presentes en el material de
soporte de un humedal y en la zona de la rizosfera de
las plantas son los responsables de llevar a cabo la
degradacién biolégica de la materia orgdnica. Estos
consumen el C, N y P disueltos en el agua y parte de
estos nutrientes los incorporan a su tejido celular (1),
para llevar a cabo los procesos metabélicos, como su
crecimiento y reproduccién. El mayor beneficio de las
plantas es la transferencia de oxigeno a la zona de la
raiz. Su presencia fisica en el sistema (los tallos, raices
y rizomas) permite la penetracién al medio de soporte
y transporta el oxigeno de manera més profunda (7;
9; 10), de lo que llegaria naturalmente a través de la
difusién.

Esta investigacién tiene como objetivo probar en un
sistema de humedales artificiales a escala de labora-
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torio el efecto de las macrofitas en la eliminacién del
fésforo presente en aguas residuales.

A continuacién se presenta la metodologia seguida y
los resultados obtenidos.

2. Materiales y Métodos

El sistema experimental a escala de laboratorio se
monté en un laboratorio donde la temperatura se
mantuvo relativamente constante (22+2°C). El sistema
constd de cuatro reactores de 30 cm de didmetro y
35 cm de altura empacados con escoria volcénica (te-
zontle) previamente lavada y esterilizada a 121°C por
30 min (1), sirviendo como soporte para las plantas y
para los microorganismos. La escoria volcdnica tiene
un famaiio de particula especifico que permite un ade-
cuado flujo del agua residual (2). Su granulometria
estuvo distribuida como se muestra en la Tabla 1. El
sistema experimental estuvo compuesto por los reacto-
res RA, (reactor con planta) y RA, (reactor sin planta) y
sus réplicas (RB, con planta y RB, sin planta), que fun-
cionaron como humedales artificiales de flujo vertical
descendente (HAFV). Las Figuras 1, 1a, 1b y 2 mues-
tran a detalle el sistema experimental empleado. Estos
reactores se alimentaron con agua residual sintética
(11; 12), con un flujo de alimentacién continua de 7
litros por dia manteniendo condiciones de inundacién
(un ecm debajo de la superficie). Se implementé un sis-
tema para la iluminacién de los reactores mantenién-
dose con 16 h de luz'y 8 h de oscuridad, empleando
ocho ldmparas de tubos fluorescentes de 30 W cada
una, con caracteristicas similares a la luz de dia. Las
plantas que fueron utilizadas, Phragmites australis (ca-
rrizos) se exirajeron de una misma planta madre y con
un sélo brote del mismo tamafio que fue tomado de un
humedal de flujo horizontal ubicado en los Viveros de
Coyoacdn de la Ciudad de México. Un brote de 1.5
cm de altura se planté a 10 cm de profundidad en el
reactor RA| y ofro similar en el RB,. Los reactores RA,
y RB, se emplearon como control sin planta. Para la
medicién del pOR (potencial de éxido-reduccidn) se
utilizaron electrodos comerciales de Ag/AgCl-Pt. Se
colocaron a diferentes profundidades (2, 10y 30 cm),

con respecto de la parte superior de los reactores y se
tomaron mediciones con un sistema de adquisicién de
datos computarizado durante las 24 horas de cada
dia, siendo almacenados para su andlisis posterior.
En todos los reactores se midieron los pardmetros de
fésforo total, DQO, potenciales redox, pH y tempera-
tura siguiendo las metodologias estandarizadas que
se presentan en la literatura (13) y con un potencié-
metro comercial ORION, Modelo 720A, de acuerdo
con las condiciones del fabricante. La temperatura del
cuarto donde se encontraba el sistema fue medida con
un termémetro de la marca “Brannan”.

Tabla 1. Estratos de material de soporte en las
columnas de estudio (11)

Diametro granular Grosor del estrato  Altura relativa a la

(mm) (cm) parte inferior de la
columna (mm)
4-8 20 110
0.5-4 60 90
4-8 10 30
12-16 20 20

2.1. Caracteristicas del agua residual

La alimentacién del sistema se llevé a cabo en dos
etapas, la primera fase experimental se realizé con un
agua residual sintética que tenia una DQOsoluble =
450 mg O,/L con una relacién C:N:P de 30:1:0.04,
empleando sacarosa como fuente de carbono,
C,,H,,0,,; sulfato de amonio como fuente de nitré-
geno, (NH,),SO, y fosfato de sodio dodecahidrata-
do como fuente de fésforo, Na,PO,.12H,0. Para la
segunda fase experimental se redujo la DQOsoluble
a 225 mg O,/L empleando los mismos reactivos. El
agua sintética se prepard diariamente disolviendo 18
g de sacarosa, 1.2 g de sulfato de amonio y 0.12 g
de fosfato de sodio dodecahidratado en 40 L de agua
de la llave para evitar problemas de descomposicién
en el tanque de almacenamiento y en las tuberias de
alimentacién. Para la segunda etapa, sélo se varié la
cantidad de sacarosa pesando 9 g de este elemento,
dando una relacién C:N:P de 15:1:0.04.
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Figura 2. Detalle de la construccién de los
reactores (1)

Figura 1a. Sistema experimental Figura 1b. Sistema experimental
con iluminacién

Presencia Ausencia de

2.2. Disefio experimental de macrofita  macrofita

Reactor RA,, RB, X
De acuerdo con lo sefialado arriba, el disefio experi- Reactor RA, R, X
mental fue el SigUieme: Concentracion alta de carbono X X
Concentracién baja de carbono X X

Efecto de las macrofitas en la remocién de fésforo:

Presencia Ausenciade 2.3. Metodologia para el seguimiento del sistema a

de macrofita  macrofita escala de laboratorio
Reactor RA,, RB, X
Reactor RA,, RB, X Se evaluaron los pardmetros mencionados en el agua
Concentracion alta de carbono X X residual del influente y del efluente de cada uno de los
Concentracion baja de carbono X X reactores del sistema a escala de laboratorio, los cuales

fueron promedios de mediciones hechas por triplicado.
Efecto de las macrofitas en la remocién de carbono  La evaluacién estadistica del disefio experimental se
medido como DQO: realizé empleando el paquete Statgraphics versién 5.
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3. Resultados y Discusion

La Figura 3 muestra el comportamiento de la dismi-
nucién de fésforo en las dos etapas (para contenidos
iniciales de materia orgdnica medidos como demanda
quimica de oxigeno, DQO soluble, en el agua resi-
dual sintética de 450 y 225 mg O, /L) empleando las
eficiencias de remocién. Debido a algunos proble-
mas de operacién (fallas eléctricas, estancamientos
de agua en los reactores), que se tuvieron en algunos
dias de la segunda etapa, esos valores no reflejan un
comportamiento claro, por lo que no se tomaron en
cuenta para el andlisis, empledndose solamente los
de los primeros dias donde los reactores tuvieron una
tendencia estable (dias de operacién 15 al 28).

Los valores de fésforo obtenidos indican que hay una
disminucién de este elemento en forma de fosfatos en
todos los efluentes de los reactores. Es claro que tanto
la biopelicula como las propias plantas estén haciendo
uso de esta fuente como macronutriente esencial para su
crecimiento y desarrollo. En el caso de los microorganis-
mos que estan presentes en el material de soporte como
biopelicula, este nutriente es esencial ya que lo asimilan
para asi poder llevar a cabo los procesos metabélicos
para su desarrollo y su reproduccién incorporandolo a
sus tejidos y como la tasa de crecimiento de los mismos se
lleva a cabo muy rdpido los microorganismos juegan un
papel muy importante en la remocién de este elemento.

O primera etapa

@ segunda etapa
100 { 943 92,5
85.3 87.7
82.0 80.5 79.0 84.7
RA; RB RA, RB,
Reactores

Figura 3. Porcentajes de remocién de fésforo promedio
de cada reactor durante las dos etapas en estudio

Como se observa, los reactores con planta (RA, y RB,)
muestran claramente una remocién mayor que los reac-

tores que no la tienen (RA, y RB,) (debido justamente
a la presencia de la macréfita), por lo que se puede
observar que la planta juega un papel importante en
la remocién de fésforo, ya que los cuatro reactores
tienen el mismo material de soporte y también biope-
liculas microbiolégicas similares. Sin embargo, dentro
de los reactores se llevan a cabo otros mecanismos
de remocién de fésforo ademds de la toma de este
nutriente por la biopelicula y las propias plantas. Es-
tos mecanismos son de tipo quimico, tales como la
formacién de complejos con aluminio y con hierro a
valores de pH ligeramente dcidos. El fésforo puede
ser adsorbido en los hidréxidos de Fe y Al de la roca
volcdnica en condiciones dcidas y pueden precipitar
como fosfatos de Fe y Al (14). El fésforo forma comin-
mente complejos insolubles con el hierro oxidado (15).
Se esperaba que en los reactores con planta se viera
un diferencia notable en la remocién de fésforo con
respecto de los reactores que no la tenian, debido a
una mayor disponibilidad de oxigeno disuelto apor-
tado por la raiz de la plantas en la zona de la rizos-
fera. Esto permitiria una buena oxigenacién para los
microorganismos aerobios que se encuentran en los
alrededores de la raiz, por lo que habria una buena
eficiencia en la remocién de fésforo por la planta y
por microorganismos. Sin embargo, el aporte de la
planta es todavia muy bajo, ya que es una sola y se
encuentra en su primera etapa de crecimiento. El com-
portamiento es muy similar, tanto en los reactores que
tienen planta como en los que no la tienen.

También se esperaba que la diferencia de C;N;P mos-
trara una mayor eficiencia en la remocién de fésforo
total, particularmente para la etapa de 450 mgO, /L,
ya que los microorganismos y la planta deberian tener
el suficiente sustrato para su crecimiento y asi una mejor
asimilacién del fésforo. Sin embargo, como una mayor
concentracién de materia orgdnica (DQO) incrementd
el consumo de oxigeno necesario para oxidarla y, por
ende, se crearon condiciones mds reductoras en los
reactores, esto afecté la presencia de especies oxida-
das de Fe para la formacién de complejos insolubles
de fésforo.

Estos resultados muestran, en primer término, que en
todos los reactores hubo una remocién de fésforo y
que esta remocién fue significativamente mayor en los
reactores con planta (RA, y RB,, 93% en promedio
para ambos reactores) (p<0.05, 0.01). Como se ob-
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serva en la Figura 3, el porcentaje de remocién de
fésforo en los reactores que tienen planta es 5% mayor
que en los controles. Esto significa que entre el 80 y el
87% del fésforo se elimina por mecanismos ajenos a
la planta. Estos mecanismos pueden ser bioquimicos,
fisicos o quimicos. La cantidad de fésforo removido
por medio de las plantas parece haber sido inferior al
que se alcanza por precipitacién (7). Esto deberd pro-
barse a futuro con experimentos sin microorganismos
ni plantas (sistema estéril).

La Tabla 2 muestra los valores promedio del pOR para
el reactor con planta RA|. Los valores del potencial
redox en la zona de la rizosfera (a la profundidad de
10 cm) son positivos a diferencia de los obtenidos a 2
y a 30 cm, lo que indica que el oxigeno generado en
esta zona fue el suficiente para elevar los potenciales.
Este fenémeno puede ser exclusivo de este reactor ya
que en el reactor sin planta (RA,) se obtuvieron pOR
negativos en todos los casos.

Tabla 2. Valores promedio del pOR para las diferentes
profundidades (sistema RA)

Profundidad Reactor RA, Reactor RA,
(con planta) (sin planta)
2cm -151 mV =171 mV
10cm +213 mV =191 mV
30cm -91 mV =141 mV

La Tabla 3 muestra el porcentaje de la remocién en la
DQO, la cual en los reactores con planta fue ligera-
mente mayor. Los resultados obtenidos muestran cam-
bios similares entre las dos etapas estudiadas (DQO
diferente), dado que las plantas necesitan el fésforo
como macronutriente para llevar a cabo sus procesos
metabdlicos independientemente de la fuente de car-
bono. Debe recordarse que los reactores sin planta
tienen microorganismos adheridos al material de em-
paque formando una biopelicula, que es la responsa-
ble de la mayor parte de la degradacién de la materia
biodegradable, ain cuando los microorganismos re-
mueven material orgdnico en los reactores sin planta.

Respecto de la remocién de carbono medido como
DQO, hubo diferencias estadisticamente significativas
debido a la presencia de la macrofita, asi como a la
concentracién inicial de carbono (p<0.05 para la pre-
sencia de la planta y p<0.05, 0.01 para la concen-

tracién inicial de carbono), siendo ligeramente mayor
en aquellos reactores con planta, indicando que ésta
si tiene un efecto depurador adicional a las comunida-
des microbiolégicas que proliferan en los reactores.

Tabla 3. Valores promedio de la remocién de la DQO
promedio de cada reactor durante las dos etapas (450 y
225 mg/l, respectivamente)

% de RA, RB, RA, RB,

remocién Con planta Sin planta
Etapa 1 62.19 64.15 51.26 57.54
Etapa 2 66.24 67.84 65.11 64.81

Aunque el aporte de la planta es minimo en la remo-
cién de fésforo, no deja de ser importante su aporte
en un humedal, como se observa con los pOR y la
remocién de DQO.

4, Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en esta investi-
gacién, para alcanzar el objetivo planteado de eva-
luar la eliminacién de fésforo en reactores biolégicos
de flujo vertical a escala de laboratorio empacados
con escoria volcdnica que simulan un humedal artifi-
cial, se puede concluir lo siguiente:

Se obtuvo una remocién de fésforo en todos los reac-
tores con y sin planta con una eficiencia promedio de
aproximadamente el 90%. Los reactores con planta
alcanzaron un 93% aproximadamente y los reactores
sin planta un 86% aproximadamente, lo que significa
que los reactores con una planta joven aportan un 7%
més en la remocién.

Se observé que el efecto en la variacién de la concen-
tracién de la materia orgdnica medida como DQO
no influyé en la remocién de fésforo (450 versus 225
mg DQO_ .. L), lo que sugiere que los mecanismos
principales en la via de remocién de fésforo podria
estarse llevando a cabo principalmente por reacciones
de adsorcién, formacién de complejos y precipitacién
con aluminio y hierro o con otros metales que estén en
el medio.

La presencia de la planta y su aporte de oxigeno en
la zona de la rizosfera elevaron los potenciales vol-
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viéndolos positivos, lo cual disminuyé las condiciones
reductoras (potenciales redox negativos) que se obser-
varon a los 2 y 30 cm.
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Resumen

En este trabajo se presenta un estudio sistemdtico de la formacién de una Monocapa Autoensamblada (MAE)
de Cisteamina (CA|] sobre electrodos de oro. Esta monocapa fue funcionalizada con 6-metil-2-piridincarboxal-
dehido (MPC) mediante la formacién de una base de Schiff capaz de fijar iones metdlicos a fin de cuantificarlos
en solucién acuvosa. Para analizar las propiedades electroquimicas de las superficies de oro modificadas en
presencia de un mediador redox se realizaron estudios de Voltamperometria Ciclica (VC) y Espectroscopia
Electroquimica de Impedancia (EIS). La respuesta de esta modificacién depende de la interaccién con el analito
(CA, MPC o ién metélico) pero también se tomaron en cuenta las interacciones del medio acuoso de fosfatos
(solucién amortiguadora) en el que se llevé a cabo los estudios. Mediante dicho estudio se pudo determinar si la
monocapa utilizada es apta para ser empleada como un sensor impedimétrico, llegando a establecerse que la
base de Schiff no logra estabilizarse en la solucién de fosfatos por lo que no es posible utilizar dicho electrodo
modificado como un sensor impedimétrico.

Palabras clave: monocapas Autoensambladas (MAEs), Voltamperometria Ciclica (VC), Espectroscopia Electro-
quimica de Impedancia (EIS), Microscopia Electroquimica de Barrido (SECM).

Electrochemical Study of Self-assembled Monolayer of Cysteamine

Functionalized with 6-methyl-2-pirydincarboxaldehyde

Abstract

This paper presents a systematic study of the SelfFAssembled Monolayer (SAM) of Cisteamine (CA) on gold elec-
trodes functionalized with 6-Methyl-2 Pyridinecarboxaldehyde (MPC) in order to quantitate its binding capacity
with metal ions in aqueous solution. The electrochemical properties of gold surfaces modified in the presence of a
redox mediator were studied with Cyclic Voltamperommetry (CV) and Electrochemical Impedance Spectroscopy
(EIS). The effect of the analyte (CA, MPC or metal ions) and the buffer solution was also evaluated. The Schiff
base formed with MPC can not stabilize in the buffer solution, and it is not posible to use the modified electrode
as an impedimetric sensor.

Key words: self-Assembled Monolayers (SAMs), Ciclic Voltammetry (CV), Electrochemical Impedance Spectros-
copy (EIS), Scanning Electrochemical Microscopy (SECM).
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1. Introduccion

La formacién de MAEs ha ganado interés debido al
orden y la facilidad con la que estas se forman sobre
la superficie; varios estudios se han llevado a cabo,
el mds cercano a la experimentacién actual detalla la
formacién de una monocapa de CA funcionalizada
con salicilaldehido para el desarrollo de un sensor ca-
paz de cuantificar cobre en concentraciones de hasta
1x10-"" M [1]. En la mayor parte de estudios, se elige
al oro para la formacién de monocapas de tioles, de-
bido a la elevada afinidad entre el azufre del grupo
tiol y el oro [2] [3]. Ademds, el oro es un metal noble,
que no reaccionard con el oxigeno ambiental ni con
la mayor parte de productos quimicos; ademds, es un
metal no téxico para las células.

2. Materiales y Métodos
2.1. Formacién de la monocapa

Para obtener electrodos modificados, se emplearon
electrodos de oro de 1.8 mm de didmetro (CHInstru-
ments, Austin Texas, USA) sometidos a una limpieza
mecdnica y electroquimica.

La limpieza mecdnica se llevé a cabo mediante un
pulido de los electrodos en pafios especiales y con
alémina (Buehler) de 0,3 pm y 0,05 pm sucesivamen-
te. Posteriormente los electrodos se lavaron con agua
desionizada tipo | (Milli Q Gradient, Millipore). In-
mediatamente se realizé una limpieza electroquimica
que consiste en un ciclo de voltamperometria ciclica
en dcido sulfdrico (J.T. Baker, RA.) 0.5 M desde 0.4V
a 1.8V a una velocidad de 1 V/s, hasta que los vol-
tamperogramas sean reproducibles.

A continuacién se sumergieron dichos electrodos en
una solucién de CA 20 mM (Aldrich 99%) preparada
en agua desionizada tipo | en ausencia de luz. Una
vez adherida la monocapa se lavé con agua desioni-
zada y se procedié a funcionalizar la CA. La funcione-
lizacién consiste en una reaccién orgdnica de forma-
cién de una base de Schiff, para lo cual el sistema se
sumergié en una solucién 0.1M de MPC (Aldrich 99%)
en etanol absoluto (Mallinckrodt), a 40°C. En la Figura
1 puede apreciarse la formacién de la monocapa de
CA y su funcionalizacién con MPC.

N —
Hs NN N CH,

Figura 1. Representacién de la formacién de la
monocapa con CA y su respectiva funcionalizacién con
MPC sobre el electrodo de oro.

Mediante este tratamiento se obtuvo una monocapa
con posibilidades de formar complejos con el ion Cu?*.

Es importante que previo a la inmersién en las solucio-
nes del metal a identificar, el electrodo permanezca en
un medio himedo, para lo cual se lo mantuvo en una
solucién Buffer de fosfatos (PBS) 0.05 M de pH 7 para
lo cual se utilizard dihidrégeno fosfato de sodio y mo-
nohidrégeno fosfato de sodio (ambos J.T. Baker, R.A.)
y ademds se agregard cloruro de sodio (Aldrich R.A.)
a una concentracién 50 mM como electrolito soporte.

2.2. Voltamperometria ciclica

Para realizar los experimentos de VC es necesario el
uso de un mediador. Para la experimentacién actual
se us6 hexocianoferrato (lll) de potasio (Aldrich R.A.)
5 mM en solucién de PBS.

Para evitar cualquier efecto del oxigeno sobre las de-
terminaciones, se burbujea nitrégeno durante quince
minutos en el mediador antes y luego se mantiene una
corriente de nitrégeno sobre la solucién del mediador
mientras se realiza cada medicién. Para cada experi-
mento, el electrodo se lavd previamente con agua de-
sionizada tipo |; se armé una celda utilizando tres elec-
trodos, el de referencia (Ag/AgCl), el contra electrodo
que consiste en un electrodo de platino y el electrodo de
trabajo, que para este caso es el electrodo de oro mo-
dificado, todos inmersos en la solucién del mediador.
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El barrido de VC es de -0.3 V a 0.6 V a una ve-
locidad de barrido de 50 mV/s, valores que deben
mantenerse en todos los experimentos. Para los expe-
rimentos que implican la formacién de la monocapa
con CA y la funcionalizacién con MPC, se procede
a colocar los electrodos en cada sustancia durante 5,
15, 30, 60, 90y 120 min, bajo las condiciones antes
especificadas; después de cada uno de estos tiempos

se hace un barrido de VC.

Utilizando electrodos de oro modificados y funcio-
nalizados se procedié a preparar soluciones de co-
bre y mercurio de concentraciones en un rango de
1x10'2 hasta 1x10-5 M en solucién amortiguadora de
p-Benzoquinona (PBQ); los electrodos se sumergieron
en cada solucién durante 30 minutos, se lavaron con
agua desionizada y luego se realizaron barridos de

VC.

Para descartar los efectos que presenta la solucién
amortiguadora en cada una de estas mediciones, se
realizaron voltamperogramas dejando los electrodos
de oro modificados y funcionalizados en la solucién
buffer durante tiempos equivalentes a los que pasa el
electrodo en las soluciones de cobre, es decir, tiempos
de 30, 60, 90, 120,150 y 180 minutos.

Las soluciones de cobre se prepararon a partir de sul-
fato de cobre (ll) pentahidratado (Aldrich 99.99%).
Para todos los experimentos de VC, se utilizé un po-
tenciostato Solartron 1287.
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2.3. Espectroscopia electroquimica de impedancia
Luego de culminar con cada experimento de VC se
procede a realizar un experimento de EIS, para lo
cual es necesario determinar el potencial de media
onda, potencial al que se llevan a cabo los barridos
de EIS. Ademds, debe fijarse la frecuencia a la que
se realizardn todos los experimentos, para lo cual se
eligié un rango de 0.1 Hz hasta 0.1 MHz.

Es importante que durante el ensayo se mantenga, al
igual que en voltamperometria, una corriente de nitré-
geno sobre el mediador, con un burbujeo previo de
este gas en el interior del mediador a utilizarse.

En el caso de los experimentos de EIS, se utilizé el po-
tenciostato Solartron 1287 acoplado a un analizador
de frecuencias Solartron 1260.

3. Resultados y Discusion

3.1. Formacién de la monocapa

De los experimentos en VC puede apreciarse un ligero
aumento en los valores absolutos de corriente de pico
de los procesos de oxidacién y reduccién que presen-
tan el mediador y su reductor conjugado (ilustracién
2). Este fenémeno se debe a que el par Fe(CN) 374
exhibe una mejor reversibilidad en el electrodo mo-
dificado con CA debido a las fuerzas de atraccién

electrostaticas entre el grupo amino protonado de la
CA (pKa superficial cercano a 6.7) y Fe(CN) /4.
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Figura 2. Izquierda: Voltamperogramas cuando el electrodo es mantenido en CA. Derecha: Valores de corrientes de

pico de oxidacién (i ) y reduccién (i ) obtenidos de los voltamperogramas del lado izquierdo.
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Ambas corrientes de pico, la anddica y la catédica,
se comportan cualitativamente del mismo modo, y tien-
den a estabilizarse como se muestra en la figura 2

(derecha).

La adsorcién de la CA produce cambios en la res-
puesta de impedancia de los electrodos modificados
que se muestran en la figura 3. Resulta notorio que
la resistencia a la transferencia de carga para el par

Fe(CN),>/Fe(CN),* disminuye cuando se ha mo-
dificado la superficie del electrodo de oro con CA.
Se observé que después de un tiempo mds largo de
tratamiento con CA esta resistencia aumenta, quizds
por un efecto de bloqueo de la superficie aunado a
una modificacién del valor de pH en la superficie del
electrodo, que probablemente no es posible compen-
sar localmente con la presencia del amortiguador de
fosfatos.

2000 b
-1500 -
—  -1000 - —
N —— Au limpio (a)
a —— Au-CA (b)
-500
0 T T T T T )
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Z'/Q

Figura 3. Diagrama de Nyquist para cuando el electrodo de oro estd limpio (a) y cuando ha sido sumergido en CA durante

60 minutos (b), el barrido fue realizado en ferricianuro como mediador a un potencial de media onda de 0.21 V.

3.2. Funcionalizacién de la CA

De los experimentos en VC puede apreciarse una dismi-
nucién en los valores absolutos de corriente de pico en
los procesos de oxidacién y reduccién que presentan el
mediador y su reductor conjugado (Figura 4).

Una capa se ha formado sobre la superficie del elec-
trodo; dicha capa tendré caracteristicas especificas
que impedirdn el ingreso del mediador hacia la su-
perficie de oro que pudo haber quedado libre, este
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impedimento serd el responsable en la disminucién de
las corrientes absolutas de pico que se aprecia en los
voltamperogramas.

La disminucién en la capacidad del electrodo para
reducir u oxidar una sustancia es més notorio cuando
este ha sido funcionalizado, ya que el grupo orgénico
que ingresa en dicha funcionalizacién es mucho mas
voluminoso y ejercerd un efecto impedimétrico y de re-
pulsién mucho mds evidente que cuando el electrodo
ha sido tratado con CA.
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Figura 4. Izquierda: Voltamperogramas realizados cuando el electrodo es mantenido en solucién de MPC a 40°C. Dere-

cha: Valores de corrientes de pico de oxidacién (i) y reduccién (i) obtenidos de los voltamperogramas del lado izquierdo.



Estudio Electroquimico de Monocapas Autoensambladas de Cisteamina Funcionalizadas con 6-metil-2-pividincarboxaldehido

El hecho de que al hacer reaccionar la capa de CA con
MPC a 40 °C, la electrélisis de hexacianoferrato(lll/Il)
se vuelva més lenta puede demostrarse mediante EIS,
como puede verse en la Figura 5. Esto puede deberse a
la mayor distancia que se establece entre la superficie
del electrodo y las moléculas electroactivas; si bien adn
falta llevar a cabo més estudios para establecer la razén

verdadera de este comportamiento. En la Figura 5 pue-
de observarse claramente que, a frecuencias baijas, la
respuesta electroquimica del par del mediador deja de
estar controlada por difusién para mantenerse bajo un
control cinético, pues la contribucién tipo Warburg que
se ve en la curva a de la Figura 5 desaparece al modifi-
car el electrodo cubierto con CA con el MPC.
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Figura 5. Diagramas de Nyquist para demostrar la funcionalizacién con MPC. (a) Modificacién de electrodo de oro con

CA y (b) Funcionalizacién de dicho electrodo con MPC (Py) durante 60 minutos. Dichos experimentos se llevaron a cabo a

un potencial de media onda (0.21V) en ferricianuro.

3.3. Evolucién de la respuesta electroquimica de los
electrodos modificados en funcién del tiempo de

residencia en una disolucién amortiguadora

Como se menciond anteriormente, es necesario eva-
luar el comportamiento de los electrodos comparando
su comportamiento frente a las soluciones de cobre y
también cuando estos son mantenidos en la solucién
de fosfatos. Esta parte del trabajo se llevé a cabo para
determinar si la monocapa formada sobre el electro-
do de oro modificaba su comportamiento respecto del
mediador, cuando se le permite evolucionar libremen-
te, manteniéndola inmersa en un medio controlado. En

MWl

las ilustraciones siguientes se muestran los resultados
de este estudio, que se obtuvieron de mediciones de
VCy EIS, los cuales implican que la interfase electrodo
modificado-disolucién se estabiliza muy lentamente,
posiblemente por una alteracién de la conformacién
de la monocapa, lo cual dificulta que estos electrodos
puedan utilizarse como sensores.

Para dichos experimentos se utilizé como mediador PBQ
debido a que el ferricianuro tiende a formar complejos
con el cobre. El barrido en este caso se realizé desde un
valor de 0.6 V a 0.6 V y el potencial de media onda
al que se realizaron los barridos de EIS fue de 0.09 V.

Figura 6. Izquierda: Voltamperogramas realizados cuando el electrodo de oro es mantenido en soluciones de cobre de

varias concentraciones 30 minutos en cada una. Derecha: Voltamperogramas cuando el electrodo de oro es mantenido

en solucién de fosfatos en tiempos equivalentes a los que pasa en las soluciones de cobre.
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Figura 6. Izquierda: Voltamperogramas realizados cuando el electrodo de oro es mantenido en soluciones de cobre de

varias concentraciones 30 minutos en cada una. Derecha: Voltamperogramas cuando el electrodo de oro es mantenido

en solucién de fosfatos en tiempos equivalentes a los que pasa en las soluciones de cobre.

Como puede apreciarse en las figuras, el electrodo
cambia su comportamiento cuando estd inmerso en la
solucién de cobre; pero, también cambia su respuesta
cuando estd expuesto a la solucién de fosfatos, por lo
que nos es posible fener una medicién solo de la inte-
raccién con el metal, lo que dificulta la cuantificacién
del mismo.

4, Conclusiones

* Se estudiaron las propiedades electroquimicas de
superficies de oro modificadas con cisteamina y
funcionalizadas con é-metil-2-piridincarboxaldehi-
do, encontrandose que las capas adsorbidas sobre
los electrodos de oro se estabilizan muy lentamente
en la solucién buffer, por lo que no es posible la
utilizacién de este tipo de electrodos de oro modifi-
cados como un sensor para cobre o mercurio.

* la formacién de la monocapa autoensamblada
de cisteamina fue estudiada utilizando técnicas de
Voltamperometria Ciclica y Espectroscopia Electro-
quimica de Impedancia, y en base a dicho estudio
pudo determinarse que el tiempo minimo requerido
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Resumen

La margarina es una de las materias primas utilizadas en la elaboracién del pan, producto de consumo diario
para alrededor de 13 millones de habitantes del Ecuador. Tomando en cuenta que la calidad del pan depende
de la margarina, y ésta a su vez de las estructuras cristalinas 3’ que proporcionan a la margarina consistencia
homogénea, brillo y color, se estudié la influencia de los parémetros de produccién estdndar en las caracteristi-
cas de la margarina. Once condiciones de produccidn con cuatro variables: caudal, temperatura de emulsién,
temperatura de enfriamiento y velocidad de cristalizacién, se investigaron y las diferencias estructurales se ana-
lizaron utilizando microscopia de luz polarizada, andlisis reoldgico, andlisis calorimétrico diferencial y evalua-
cién sensorial. Los parémetros dptimos de produccién que influyen directamente en la formacién de estructuras
cristalinas B’, fueron: temperatura de enfriamiento de 14°C a 16°C, caudal de emulsién de 1590 Kg/h a 1690
Kg/h, velocidad de cristalizacién de 220 a 240 rpm. La temperatura de emulsién fue un parédmetro que no
influyé en la formacién de los cristales.

Palabras clave: andlisis de alimentos — margarina — aceite de palma — aceite de soya.

Crystallization and Plasticity of Industrial Margarine for Bakery

Abstract

The margarine is a raw material used in the preparation of bread; a product consumed daily by around 13 mil-
lion of people in Ecuador. Considering that the bread’s quality depends on margarine, and this characteristic is
a consequence of the presence of 3"crystals, which give the margarine an homogeneous consistence, shine and
color, we investigated the influence of the standard production parameters on the margarine’s characteristics.
Flow, emulsion temperature, cooling temperature and crystallization speed were tested, and the structural differ-
ences were analyzed using Polarized Light Microscopy, rheological analysis, Differential Scanning Calorimetry
(DSC) and sensorial evaluation. The optimal parameters found for the formation of B'- crystals were: flow 1590 -
1690 kg/h, cooling temperature 14 — 16 °C and crystallization speed 220 - 240 rmp. The emulsion temperature
was a parameter that no influenced the formation of crystals.

Key words: food analysis — margarine — palm oil — soybean oil.
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1. Introduccion

La margarina fue desarrollada en el afio 1869 por
H. Mége Mouriés, quien patenté un procedimiento
para obtener una grasa untable (pldstica) a partir del
sebo de vacuno, que podia utilizarse como sustituto
de la mantequilla, que era cara y escasa. El nombre
de “margarina” se propuso a causa de la creencia de
que en el sebo predominaba el dcido margérico.[2]

Hoy en dia, se producen grandes cantidades y ti-
pos de margarinas; pero, con diferentes condiciones.
Con el avance de la ciencia y de la tecnologia se ha
logrado obtener materia prima de origen vegetal que
sustituye casi en su totalidad a la grasa animal en la
elaboracién de margarina; pero, se incrementaron
las dificultades para mantener la calidad, haciendo
que cada industria cree pardmetros de control de ca-

lidad.

Este estudio estd dedicado a investigar los factores
que influyen en la calidad de la margarina para pani-
ficacién como son la presencia de grumos que ocasio-
nan la falta de brillo y color, que se considera son con-
secuencia de una mala plastificacién y cristalizacién.
1.1.  Margarina

Es una emulsién de agua en aceite, cuya estabilidad
se consigue elevando la viscosidad de la fase continua

como consecuencia de una cristalizacién parcial me-
diante emulsionantes.

Las materias primas para la margarina son aceites,
grasas vegetales o animales, cuyas caracteristicas se
modifican por fraccionamiento y transesterificacion.

La margarina estd compuesta de: 80% de grasay 18%
de agua estabilizada con mono y diglicéridos (aprox.
el 0.5%), lecitina bruta (aprox. el 0.25%). Para tipos
de consumo doméstico con mayor valor nutritivo se
afiade leche descremada o en polvo; otros componen-
tes son: sustancias aromdticas naturales o sintéticas
(diacetilo, 4cido butirico), sal comin, vitaminas A y
D,; la coloracién se la realiza con B-caroteno o aceite
de palma sin blanquear.

La margarina se obtiene en instalaciones de produc-
cién continua en tres fases: emulsién de la fase acuosa
en la fase oleosa; enfriamiento de la emulsién y trata-
miento mecdnico; cristalizacién, conservando el tipo

de emulsién y eliminacién del calor de cristalizacién

liberado.[2]

1.2. Plasticidad

Es la propiedad de comportarse como sélidos resis-
tiendo a la accién de pequefas fuerzas y, en cambio,
ser dictiles y fluir como un liquido cuando se aplica
una fuerza de deformacién superior a un valor limite
minimo.

Las condiciones esenciales para que exista plasticidad
son:

a) Estar constituido por dos fases.
b) La fase sélida debe estar finamente dispersa.

c) Debe haber la debida proporcién entre las dos fa-
ses.[3]

Las grasas para reposteria tienen la apariencia de séli-
dos blandos més o menos homogéneos, y observadas
al microscopio aparecen como una masa de pequenos
cristales, empapada de una gran cantidad de aceite
liquido. Tienen la estructura caracteristica de un sélido
pléstico (gréfico 1); pero, con frecuencia sufren fend-
menos de tixotropia (grdfico 2) cuando se aplica so-
bre ellas trabajo mecdnico y se hacen temporalmente
mds suaves, no se precisa su causa; pero, puede ser el
resultado de una ligera deformacién de las particulas
cristalinas durante el trabajo, una tendencia de los cris-
tales a unirse y crecer, o una orientacién de los cristales
cuando se someten a fuerzas de deslizamiento.[3]

Grdfico 1. Conducta reolégica del sistema pldstico. [4]
T: esfuerzo cortante, D: gradiente de deslizamiento y n:
viscosidad.



Grdfico 2. Conducta reoldgica del sistema tixotrépico.
[4] 1: esfuerzo cortante, D: gradiente de deslizamiento y n:
viscosidad.

Cristalizacion y Plastificacion de Margavina Industrial para Panificacion

1.3. Cristalizacién

Es el proceso de enfriamiento de mezclas de lipidos
que conduce a la formacién de cristales liquidos que
conforman una grasa sélida.

El tipo de cristal aparece de acuerdo a la conforma-
cién molecular de los acidos grasos, cantidad de sé-
lidos grasos y condiciones de enfriamiento. [2], [5],

[6]y [7]

La forma cristalina primaria de los triglicéridos son q,
3" y B que corresponden a los principales arreglos de
las cadenas de dcidos grasos (ver grdfico 3), [8].

Grdfico 3. Microfotografias de cristales de grasa tomadas con luz polarizada:

Derecha a izquierda; af cristales a, b cristales B, ¢) cristales 3 ¢]

Existen transformaciones entre los cristales liquidos
que se dirigen a la forma polimérfica més estable a—
3—fB’; estos cambios son irreversibles excepto por una
fusién y recristalizacién.[5]

A continuacién se mencionan algunas caracteristicas
de los cristales:

B (Hexagonal).- Menos estable, bajo punto de fusién,
aparece inicialmente durante condiciones de répido
enfriamiento, se transforma a la forma 3’ relativamen-
te mds estable. Tamafio cerca de 5 pm.

B’ (Ortorrombico Perpendicular).- Pequeios cristo-
les como agujas juntos dentro de una densa estructura
cristalina. Tamarfio cerca de 1 pm.

B (Triclinico Paralelo).- Aparece en condiciones ex-
tremas de almacenamiento, son cristales largos risti-
cos estables y alto punto de fusién, el tamafio varia de
25-50 pm o 100 pm. [8], [?] y[10].

Los cristales son diferenciados por difraccién de rayos
X'y transicién de calor observado en estudios calori-
métricos, en los cuales se determina la conducta de

a1
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fusién de las margarinas graficando la energia en fun-
cién de la temperatura, cuya curva presenta un pico
fino sobre los 4 o 5°C del punto de ablandamiento,
lo que indica productos cristalizados como polimorfos
f3’, mientras que la configuracién 3 no presenta picos
en ese intervalo. [8]

Margarinas con estructuras cristalinas 3, no poseen
propiedades plésticas, ya que la red cristalina es muy
resistente y al estar expuesta a una fuerza de deforma-
cién se destruye, a menudo presentan la deficiencia
llamada “oiling out”. A diferencia de margarinas con
estructura cristalina B de apariencia pléstica que tie-
nen la propiedad de reestablecer la red. [5]

2. Materiales y Métodos
2.1. Andlisis de la materia prima

Se trabajé con muestras de aceite de palma, palmiste,
soya, estearina de palma y fase oleosa.

2.1.1. Determinacién del punto de fusién

Meétodo: Deslizamiento [11]

Se utilizé un termémetro digital EXTECH 39240 y una
fuente calorifica CORNING PC 420 D.

2.1.2. Determinacién del indice de yodo
Método: Wijs [11]
El indice de yodo (IY) se calculé con la férmula:

(Y, ~V,)*1.269

pm
V, =Volumen gastado del blanco (1)

1Y.

V., =Volumen gastado de la muestra
Nyus,0, =0.1IN

2.1.3. Determinacién del contenido de sélidos grasos

Método: Resonancia magnética nuclear [11]

Se utilizé el equipo THE MINISPEC mq 20 NMR Analy-
zar Bruker y Tubos para RMN (15 cm. x 0.5¢cm).

2.2. Elaboracién de la margarina

La combinacién de las variables que se emplearon en
los diferentes tratamientos se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Combinacién de variables para cada tratamiento

Trat. Temperaturade Temperatura de Caudal Velocidad de
emulsién enfriamiento (kg /h) cristalizacion
(°C) (°C) (rpm)

1 47 - 49 16-17 1630 — 1650 210-220 290 - 310
2 49.5-51.5 16 -17 1630 — 1650 210-220 290 - 310
3 52 - 54 16 -17 1630 — 1650 210 - 220 290 - 310
4 49.5-51.5 14-16 1630 — 1650 210-220 290 - 310
5 49.5-51.5 18-19 1630 — 1650 210 - 220 290 - 310
6 49.5-51.5 16 -17 1590 — 1610 210 - 220 290 - 310
7 49.5-51.5 16-17 1670 — 1690 210-220 290 - 310
8 49.5-51.5 16 -17 1630 — 1650 190 — 210 290 - 310
9 49.5-51.5 16-17 1630 — 1650 220 — 240 290 - 310
10 49.5-51.5 16 -17 1630 — 1650 210 - 220 270 — 290
11 49.5-51.5 16-17 1630 — 1650 210-220 310 - 330

2.2.1 Aceptabilidad de la margarina

Método: Sensorial [12]
El andlisis se realizé con jueces no entrenados (pana-
deros) quienes elaboraron pan utilizando como insu-

mo la margarina. Cada juez comparé la muestra con
la de referencia, las caracteristicas evaluadas fueron:
olor, consistencia, untabilidad, aroma del pan y as-
pecto graso del pan.



2.2.2. Determinacién del tipo de cristal de la

margarina

Método: Microscopico [13]
Se trabaijé con un microscopio de luz polarizada CARL

ZEISS JENA.

2.2.3. Determinacién del coeficiente de deslizamiento,
esfuerzo de cizalla y viscosidad

Meétodo: Reoldgico

Se utilizd un Rheotest 2 mlw

2.2.4. Determinacién de las zonas de cristalizacién y
zonas de fusién de la margarina

Método: Calorimetria diferencial de barrido [8]

Cristalizacion y Plastificacion de Margavina Industrial para Panificacion

Se analizé en un calorimetro diferencial SHIMADZU
DSC-50.

3. Resultados y Discusion

3.1. Andlisis de las materias primas

Los datos fueron evaluados estadisticamente por com-
paracién de medias con disefio completamente al
azar, empleando la prueba F (una cola) y prueba t
(dos colas).

3.1.1. Punto de fusién e indice de yodo

El punto de fusién y el indice de yodo de las diferentes

materias primas estadisticamente no presentan dife-
rencias como se observa en la tabla 2.

Tabla 2: Resultados del ANOVA

PUNTO DE FUSION °C

iNDICE DE YODO g/100g

Muestra Media Muestras Prueba Prueba Media Muestras Prueba Prueba
A B Fc* te** A B Fc* tc**
Aceite de palma 33,75 34,75 1,0 -2,83 56,05 53,53 0,64 7,87
Estearina de palma 49,75 48,85 0,51 2,09 38,92 41,75 0,55 -7,00
Aceite de palmaste 28,25 27,05 25,0 4,71 18,41 19,73 1,57 -9,62
Aceite de soya - - - - 129,18 129,69 0,02 -7,63
(F. oleosa) 36,75 35,60 6,25 4,27 54,45 54,33 0,63 0,71

* F, 95% 164,45
**t.99% 9,92

3.1.2. Contenido de sélidos grasos

Los valores obtenidos por resonancia magnética nu-
clear son resultados directos del % SFC (solid fat con-

tent). La tabla 3 presenta el resumen del andlisis esta-
distico en el cual se comprueba que existe diferencia
significativa entre las materias primas estearina de
palma y por ende en la mezcla.

Tabla 3: Resultados del ANOVA del contenido
de sélidos grasos a 25°C

Media de las muestras

% Prueba Prueba

Muestra A B Fc* tc**
Aceite de palma 14,580 15,643 2,014 -6,933
Estearina de palma 52,481 50,441 6,876 32,315
Aceite de palmiste 21,335 22.,451 0,952 -5,584
Mezcla (fase oleosa) 16.082 17,623 8,905 -15,549

* F.95% 164.45
**1,99% 9.92
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3.2. Andlisis de la margarina
3.2.1. Andlisis sensorial de la margarina
Los datos obtenidos de la evaluacién sensorial (Tabla 4) fueron tratados por andlisis de varianza cuyos resulta-

dos se presentan en la tabla 5.

Tabla 4. Datos de las muestras evaluadas

Trat. Olor Consistencia Untabilidad Aceitosidad Aroma del pan  Aspecto graso del pan
R1 R2 X R1 R2 X R1 R2 X R1 R2 X R1 R2 X R1 R2 X
1 5 4 4,5 4 6 5,0 6 5 5,5 4 4 4,0 5 3 4,0 5 4 4,5
2 5 4 4,5 4 6 5,0 6 5 55 4 4 4,0 7 5 6,0 6 4 5,0
3 5 4 4,5 4 6 5,0 3 5 4,0 6 5 5,5 2 5 3,5 1 5 3,0
4 5 5 5,0 6 6 6,0 6 4 5,0 4 4 4,0 7 4 5,5 5 6 5,5
5 5 5 5,0 5 6 5,5 5 4 4,5 4 4 4,0 6 4 5,0 6 5 5,5
6 5 4 4,5 4 6 5,0 5 4 4,5 4 3 3,5 3 5 4,0 2 5 3,5
7 4 4 4,0 5 5 5,0 4 4 4,0 4 4 4,0 5 5 5,0 5 4 4,5
8 5 4 4,5 5 6 55 5 5 5,0 4 4 4,0 5 4 4,5 5 5 5,0
9 5 4 4,5 5 6 5,5 5 5 5,0 4 4 4,0 6 5 5,5 6 5 55
10 5 4 4,5 5 6 55 5 4 4,5 4 4 4,0 5 4 4,5 5 4 4,5
11 5 4 4,5 5 6 5,5 5 5 5,0 4 4 4,0 5 3 4,0 5 4 4,5
R= Repeticion
X= Promedio

3.2.2. Tipo de cristal de la margaring, resultados de
Tabla 5. Resumen de los resultados estadisticos microscopia
del andlisis sensorial
En los gréficos 4 y 5 se presentan las fotografias to-
Caracteristicas madas de los cristales liquidos de las margarinas,
utilizando un microscopio de luz polarizada con un

o
°
£ o aumento de 50 x 0.8.

© © [7]

5 ©® g o ¢

c © oS [ o

) 2 = T o

7] = [ c

@ s 2 £ 8
Fuente de 5 5 g © 5§ oc
. L, _— Q = N ©
Variacion o (&] =] < < < o
Muestras Fc* 1,33 0,81 1,00 5,89 0,73 0,73
Jueces Fc** 26,67 27,26 2,12 222 2,19 0,00

*F; muestras 99% 4,85

**F, jueces 99% 10.04

De acuerdo a la comparacién del F calculado y to-
bulado, la caracteristica de la margarina descartada
fue la aceitosidad; empleando la prueba de Tukey se
verificé que el tratamiento 11 cuya variable fue la ve-
locidad de cristalizacién, es diferente a los demds que
fueron aceptados. Grdfico 4. Microfotografia de cristales B’ de

margarina, tratamiento 3



Grdfico 5. Microfotografia de cristales 8 de margarina,

tratamiento 6

En base al gréfico 3 se agrupé los tratamientos segin
el tipo de cristal y los resultados constan en la tabla 6.

Tabla 6. Tipo de cristal de los tratamientos

Tratamientos
B 6,9, 11
B’ 1,2,8,4,5,7,8,10

Tipo de cristal

3.2.3. Calorimetria diferencial de barrido

El andlisis se realizé6 a seis muestras de margarina
para determinar estructuras cristalinas de forma 3’ que
confirmen los resultados anteriores. Para el andlisis de
los termogramas se tomé en cuenta la presencia de
picos sobre los 5°C del punto de ablandamiento.
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Grdfico 6. Termograma, Tratamiento 3 no existen picos,
presenta cristales 3
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Grdfico 7. Termograma, Tratamiento 7 estructura cristalina 3/

El andlisis de los termogramas condujo a los resulta-
dos de la tabla 7. Cabe sefialar que el tratamiento 3
no presenta zona de cristalizacién, por lo tanto, exis-
ten Gnicamente cristales B.

Tabla 7. Resultados de los termogramas de
calorimetria diferencial

Trat. Cristal Punto de fusion
°C
1 B’ 40,24
3 B 42,28
4 B’ 40.07
6 g’ 41.27
7 g’ 42.01
9 g’ 42.64

3.2.4. Resultados del andlisis reolégico

Las curvas experimentales se analizaron en base a las
curvas tedricas (Grdficos 1y 2) para establecer simi-
litudes y asi comprobar cudl margarina tiene caracte-
risticas pldsticas.

o i8 =—D—1egreso

Gradfico 8. Reologia: Curva del esfuerzo cortante vs.
gradiente de deslizamiento, Tratamiento 4
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Grdfico 9: Reologia: Curva de viscosidad vs. gradiente
de deslizamiento. Tratamiento 4

Tabla 8. Resultados de las curvas de reologia

Valores de las curvas 1-D
Punto inicial Punto final

Trat. Sistema AT
curva curva
mPa mPa mPa

1 Plastico con 28421 527,4 2314,7
tixotropia

2  Plastico con 1992,4 615,3 13771
tixotropia

3 Dilatante con 2607,7 498,1 2109,4
tixotropia

4  Plastico con 1435,7 322,3 1113,4
tixotropia

5 Plastico con 22424 322,3 1920,1
tixotropia

6  Plastico con 1670,1 322,3 1347,8
tixotropia

7  Plastico con 1728,7 322,3 1406,4
tixotropia

8  Plastico con 2226,8 380,9 1845,9
tixotropia

9 Plastico con 2519,8 410,2 2109,6
tixotropia

10 Plastico con 2754,2 586,0 2168,2
tixotropia

11 Plastico con 3364,8 673,9 2690,9
tixotropia

La tabla 8 es el resumen de los resultados de reologia
e indica el sistema reolégico al que pertenece cada
tratamiento; ademds, la diferencia entre los puntos
inicial y final de las curvas, permite observar que el
tratamiento 4 es mds pldstico por tener un valor menor,
es decir, tiende a recuperar su estructura luego de ser
sometida a la fuerza de deformacién.

4, Conclusiones

e De acuerdo al andlisis estadistico presentado en las
tablas 2 y 3 se determiné que las materias primas

que presentan similares caracteristicas en punto de
fusién, indice de yodo y contenido de sélidos gra-
sos, son aceite de palma, palmiste y soya. La esteari-
na de palma presenta diferencias en el contenido de
sélidos grasos como se comprobé en la prueba t en
la que se obtuvo un valor experimental de 32,315;
en tanto que la t tabulada al 99% es de 9.92. Por lo
cual se aceptd la hipétesis alterna, que indica que la
estearina ha cambiado en su composicién quimica
e influye en la mezcla para la fase oleosa.

La evaluacién sensorial determiné que de las once
muestras de margarina, diez alcanzaron un buen
grado de aceptacién. En tanto que una fue catalo-
gada como defectuosa por perder su consistencia
al momento de ser usada en panificacién; ésta fue
producida bajo la condicién de temperatura de
emulsién elevada aproximadamente 52°C.

El andlisis reolégico de las margarinas, comprue-
ba que se trata de sistemas tixotrépicos, como ya
lo afirmé Bailey “las grasas tienen la estructura
caracteristica de un sélido pldstico, pero, con fre-
cuencia sufren fenémenos de tixotropia cuando se
aplica sobre ellas trabajo mecénico” [3]. Tomando
en cuenta los resultados de la tabla 7, la muestra
del tratamiento 4 presenta mayor estabilidad a la
deformacién ya que la variacién entre los puntos
iniciales y finales fue de 1113,4 mPa, un valor in-
ferior a los demds tratamientos.

Utilizando el microscopio de luz polarizada y
mediante la comparacién de las microfotografias
experimentales con las del grdfico 3, se identificé
algunas formas cristalinas, y se clasificé segin su
tamafo en posibles cristales B tratamientos 6, 9 y
11; posibles cristales 3’ tratamientos, 1, 2, 3, 4, 5,
7,8y 10.

El andlisis de calorimetria diferencial de barrido
permitié establecer los tipos de cristales en las
muestras. Tratamiento 3 sistemas cristalinos f3; tro-
tamiento 4 dos tipos de cristales 3’; tratamientos 1,
6, 7 y 9 Unicamente cristales f3’. Por lo tanto, las
condiciones adecuadas para procesar margarina y
obtener cristales B’ son los tratamientos 4, 6, 7 y 9
(Tabla 8); ademds, estos tratamientos cuentan con
la aceptacién mediante las pruebas de evaluacion
sensorial.
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Tabla 9. Parémetros dptimos de produccién

Tratamientos

PARAMETROS Unidad r 5 7 o
Caudal kg/h 1670 1614 1670 1670
Temperatura de emulsion °C 50,3 50,73 50,83 51,73
Temperatura de enfriamiento °C 15,33 17,03 17,68 17,35
Velocidad cristalizador 1 rpm 231 231 231 230
Velocidad cristalizador 2 rpm 315 315 315 301
Temperatura de empaque °C 25,88 27,0 27,15 27,4
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Resumen

La contaminacién por arsénico causa serios problemas en la salud humana y el agua de bebida es una im-
portante fuente de exposicién. Este trabajo de investigacién presenta una solucién tentativa al problema de
contaminacién de agua con arsénico en los pozos del sector de Tumbaco que, por el alto costo que demanda
su tratamiento, fueron cerrados y otros usados como agua de riego para canchas de fitbol, como es el caso del
agua de pozo del “Club Deportivo El Nacional”. Se describe el estudio del efecto del pH y la dosis de residuos
de café tostado y molido, previamente activado, en la adsorcién de arsénico (V) en solucién acuosa. Los valores
dptimos para tratar 100 ml de agua con 43,21 pg As (V) / L, fueron pH 4,697 y dosificacién de residuos de
café 1,4067 g a 25°C y tiempo de contacto de 2 horas. Los residuos de café presentaron una eficiencia de
remocién del 65,26 % y una capacidad de adsorcién de 2 pg de arsénico (V) / g de residuos de café, al tratar
el agua de pozo del “Club Deportivo EI Nacional”.

Palabras clave: residuos de café, activacién, remocién, arsénico (V), agua de pozo.

Wasted Roast and Ground Coffee as Bioadsorbent

to Removal Arsenic (V) in Water

Abstract

Arsenic contamination causes serious problems in human health and drinking water is a major source of expo-
sure. This research presents a tentative solution to the problem of arsenic contamination of water wells in the area
of Tumbaco that were closed for the high cost its treatment, and others are used for irrigation water in soccer
fields, like is in “Club Deportivo El Nacional”. The study the effect of pH and amount of wasted roast and ground
coffee, previously activated, in the adsorption of Arsenic (V) from aqueous solution is described. The optimal
values using 100 ml of water 43,21 pg As (V) / L, of pH and dosage of coffee were 4.697 and 1.4067 g re-
spectively at 25°C for a 2 hours period of contact time. Residues of coffee were used to remove Arsenic (V) from
well water (“Club Deportivo El Nacional”) showing a removal efficiency of 65.26% and an adsorption capacity
of 2 pg Arsenic (V) / g wasted coffee.

Key words: wasted coffee, activation, removal, arsenic (V), well water.

1. Introduccion

En el Ecuador el café se consume, generalmente, de  viendo a través de un filtro que contiene en su interior
varias formas, ya sea como café soluble, que se so- café tostado y molido. Otra forma de consumir café
lubiliza por completo en agua caliente y como café es aquella que nos proporcionan las cafeterias como
pasado, aquel que se obtiene al hacer pasar agua hir-  Juan Valdez, Sweet & Coffee, Coffee Tree, Café Libro
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y Sutra, lugares en los que el café a consumirse se en-
cuentra tan solo tostado y el momento que se realiza
el pedido es molido, colocado en un filtro. Se extrae la
bebida con agua o leche segin sea el tipo de café que
se desea beber. Una de las cafeterias antes menciona-
das, genera alrededor de 520 kg de residuos de café
por semana, los mismos que se eliminan colocdndolos
en fundas de basura y son recogidos por el servicio de
recoleccién municipal.

Ecuador exporté 24 137 190,35 toneladas de café,
de las cuales 15 562 toneladas métricas correspon-
den a exportaciones de café soluble o extractos de
café, todo esto durante el periodo enero-noviembre
de 2010 (1). Si se conoce que tan solo el 9,5% del
peso del fruto seco es usado en la industrializacién
del café (2), el 90,5% queda en forma de desechos,
siendo el 10% de los residuos de la industrializacién
del café, residuos de café tostado y molido. Enton-
ces, en el afio 2010 en el Ecuador se generaron 16
381,05 toneladas métricas de residuos de café tos-
tado y molido.

Los residuos de café podrian ser reciclados, existen
varios estudios sobre los usos que se les podria dar, la-
mentablemente, ninguno de ellos se han realizado en
nuestro pais. En Colombia se los utiliza para generar
biocombustible y bioetanol, también, como biomasa
para el compostaje (3), en Estados Unidos se han pu-
blicado articulos en los que se utilizan los residuos de
café para transformarlo en un gel que puede remover
metales (4), en Japén, los residuos de café son utiliza-
dos para remover metales como el cobre (ll) y cadmio
() con remociones superiores al 20% (5). Se podrian
generar 340 millones de galones de biodiésel a partir
de los residuos de café que se generan en todo el
mundo (6).

El envenenamiento agudo con arsénico se produce con
la ingesta de mds de 100 mg del elemento; ademds,
hay evidencias de que es, también, carcinogénico.
Como el mercurio, el arsénico puede ser convertido
por las bacterias en derivados metilicos més méviles
y toxicos. Asi también, las condiciones geoquimicas
que resultan en la contaminacién del agua con arséni-
co estdn asociadas comdnmente con la presencia de
hierro, azufre y materia orgénica en depésitos pro-
ducidos por el agua. El hierro que se libera de las
rocas erosionadas por el agua de rio forma depésitos

de éxido de hierro en las superficies de las particulas
de rocas. Este éxido de hierro acumula arsénico y lo
concentra a partir del agua de rio. Estas particulas son
enterradas junto con la materia orgdnica biodegrada-
ble en los sedimentos y el hierro (lll) insoluble de los
6xidos férricos se convierte en hierro (ll) soluble por
las condiciones reductoras anaerobias bajo las cuales
se biodegrada a la materia orgdnica. Esto finalmente
libera el arsénico enlazado que puede entrar en el
agua de los pozos (7).

2. Materiales y Métodos
2.1. Procedimiento para activar los residuos de café

Se secaron los residuos de café recolectado, por dos
horas a 110°C, para evitar el crecimiento de microor-
ganismos. Se colocaron los residuos en capuchones,
con capacidad de alrededor de 60 g cada uno, se
trataron, via Soxhlet, con agua destilada a pH 7 como
solvente, por 5 horas y se secaron en estufa con co-
rriente de aire a 110°C por 24 horas, se repitié éste
procedimiento por tres ocasiones. Los residuos de café
tostado y molido tratado se almacenaron en un dese-
cador. Ver tablas 1y 2.

2.2. Procedimiento para andlizar la quimica de los
residuos de café

Se mezclé 1 mg de residuos de café con 100 mg de
KBr (para espectroscopia), en un mortero de dgata. La
muestra homogenizada y seca, se colocé en el por-
tamuestra del espectroscopio infrarrojo con transfor-
madas de Fourier (FT-IR), marca Perkin Elmer; modelo
RX1 y se registré el espectro en la regién de 4000 a
400 cm™, con cuatro barridos por minuto. Se repi-
tié por tres ocasiones el procedimiento anterior para
obtener un espectro de los residuos de café, de los
residuos de café activados y de los residuos de café
después del proceso de remocién del arsénico (V). Ver
figuras 1, 2y 3.

2.3. Contenido de cenizas de los residuos de café

El contenido de ceniza de los residuos de café se de-
terminé de acuerdo al método estandar ASTM CC14.
Se tomé alrededor de 1 g de muestra seca de resi-
duos, se carbonizé a 500°C durante 24 horas, el por-
centaje de residuo determiné el contenido de ceniza
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de los desechos de café. Se determiné el contenido
de cenizas de los residuos de café: sin tratamiento,
después del tratamiento de activacién y luego de la
remocién de arsénico (V). Ver tabla 3.

2.4. Clase de café tostado y molido

Se colocaron 10 g de residuos de café, en un tamiza-
dor con tamices con luz de malla de 710 pym, 500 pm
y 355 pm, por 10 minutos. En base a los porcentajes
de residuos retenidos en cada uno de los tamices (ver
tabla 4) se determiné la clase de café del que proce-
den los residuos usados en este trabajo de investiga-
cién. Ver tabla 5.

2.5. Ensayos del disefio experimental

Para determinar las mejores condiciones de extrac-
cién de arsénico en medio acuoso empleando dese-
chos de café se utilizé un andlisis de superficie de
respuesta.

2.5.1. Muestra de agua previamente contaminada

Se tomé 1 mg de Na,HAsO,.7H,O (Fisher Scientific
Company, LOT 791236), y se aforé a 5 L con agua
destilada, se preservé la muestra a pH menor a 2 con
HNO, libre de metales, basado en la seccion 1060
Collection and Preservation of Samples, Tabla 1060 |
(8). Esta agua se utilizé a lo largo del disefo experi-
mental hasta optimizar el proceso. Ver tabla 6.

2.5.2. Muestra de agua de pozo del “Club Deportivo El
Nacional”

Se tomaron 500 mL de muestra representativa del

agua de pozo y se preservd la muestra a pH menor
a?2(8).

2.5.3. Procedimiento general de los ensayos
de remocién

De acuerdo al disefio experimental (ver Tabla 9) se
ajusté el pH de la muestra de agua, con écido nitrico
0,1N o con hidréxido de sodio O,TN. En un erlen-
meyer se colocé la cantidad de gramos de café re-
queridos, luego se afiadié 100 mL de agua a un pH
determinado. El erlenmeyer se colocé en un equipo de
agitacién mecdénica con regulacién de temperatura.

2.6. Cuantificacién del arsénico

Se utilizé el Método Estandar APHA AWWA 31148B.
Generacién manual de hidruros / Método Espectro-
metria de Absorcién Atémica. El equipo utilizado fue
espectrofotémetro de absorcién atémica con genera-

cién de hidruros, marca Perkin Elmer; Modelo: AA-
NAYST 100.

2.7. Evaluacién de la capacidad de adsorcién de los
residuos de café

La capacidad de adsorcién (q) se define como la masa
de sorbato adsorbida por unidad de masa de adsor-
bente. El célculo de la capacidad de biosorcién se
realizé utilizando la ecuacién [1] (9):

q= V(Cor—nCJ (]
Donde: V: Volumen de la solucién que contiene el
sorbato (L), Co: Concentracién inicial del sorbato (mg
L-1), CF: Concentracién en equilibrio del metal (sorba-
to) en solucién (mg L-1) y m: Masa del adsorbente seco
agregado (g).

La eficiencia del proceso de biosorcién se puede calcu-
lar por medio del % de remocién, con la ecuacién [2]:

(C,-C,)

%:% x 100 (2]

3. Resultados y Discusion

3.1. Activacion de los residuos de café tostado
y molido

La Tabla 1 indica los resultados obtenidos después del
proceso de lavado y secado (activacién) de los resi-

duos de café.

Tabla 1. Masa de residuos de café tratados

Capuchén W1 (g) W2 (g) W (g)
1 3,88 61,72 59,71
2 3,04 59,40 56,65

W, es la masa capuchén, W, representa la masa del
capuchén més los residuos de café y W es la masa del
capuchén mds los residuos de café tostado y molido des-
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pués de la activacién. AW, la variacién de masa de los
residuos de café tostado y molido. En la Tabla 2 se apre-
cia que durante el proceso de activacién se elimina la
porcién soluble de los residuos de café tostado y molido.

Tabla 2. Variacién de la masa de residuos

de café tratados

Capuchén
1
2

w2 (g)
61,72
59,40

W(g)
59,71
56,65

AW (9)
-2,01
-2,75

3.2. Andilisis de la quimica de los residuos de café
En las figuras 1, 2 y 3 se indican los cambios quimicos
que sufrieron los residuos de café recolectados, activa-

dos y utilizados en el proceso de adsorcién.

Abreviaturas: tensién (t), deformacion (d)
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Figura 3. Espectro IR de los residuos de café después de la remocién de As (V)

a) Interpretacién Figura 1:

Residuos de café: O-H alcoholes con puentes de hi-
drégeno (1), 3411.20 cm™'. Csp®-H asimétricos (d),
292591 cm'. Csp®-H asimétricos (d), 2854.64
cm™'. O=C=0 asimétrico (d), 2343.02 cm™'. -N=C=S
isotiocianatos (d), 2136.26 cm™'. C-C (d), 2062.39
cm™'. —C=0 (e) q, B insaturados, 1741.57 cm~'. N-H
primaria (d), 1653.97 cm™'. C-CH, simétricos (d),
1384.20 cm™. Csp?>-C-N (d), 1248.70 cm™'. C-N
(d), 1164.80 cm™'. C-O fenol (), 1067.45 cm'. C=C
trans (d), 872.13 cm™'. -C-Cl (d), 808.18 cm™'. -C=S
(d), 772.24 cm™'. C~(CH,) —C simétricos (d), 668.09
cm™'. CH,-Cl (d), 559.78- 517.60 cm™'. Mg-O (d),
489.63 cm™'. P-OH asimétrica (d), 450.09 cm™'.

Observaciones: E| pico que corresponde al nimero
de onda 3411.20 cm™' se sugiere que corresponde al
enlace O-H de alcoholes con puentes de hidrégeno,
pues este tipo de enlace presenta bandas entre 3650-
3200 cm' (10). El café proporciona oligoelementos
como el fésforo, magnesio, manganeso, zinc, sodio,
calcio y hierro (11) mismos que después de la extrac-
cién pueden quedar en los residuos de café, es por ello
que se sugiere la interpretacién de los picos 489.63
cm-1 y 450.09 cm™' como los debidos a los enlaces
Mg-O y P-OH (12). Se sugiere la presencia de al me-
nos un halégeno en los residuos de café [CH,~CI (d),
559.78 cm™'], que por los datos obtenidos se piensa
es el cloro, ya que éste se encuentra en varios picos
del espectro infrarrojo, descartando la presencia de
yodo y bromo, ademds, a los picos cuyo nimero de

onda estd comprendido entre 550-450 cm’, se sos-

pecha se deben a la presencia de magnesio y fésforo
que son constituyentes del café.

b) Interpretacién Figura 2:

Residuos de café activados: CH,~C=0 (d), 3961.58
cm™'. OH carboxilo (d), 3934.40 cm='. N-H cuaterna-
ria (d), 3842.48 cm'. OH fenol (d), 3765.59 cm'.
—(CH,) —OH (t}), 3370.32 cm™'. Csp*~H asimétricos (d),
2919.88 cm™'. -C=0 (d) a, 83 insaturados, 1736.19
cm™'. C-CH, simétricos (d), 1383.48 cm™'. C-O (i),
1067.96 cm™'. C=C trans (d)*, 890.03 cm™'. C=C
trans (d), 871.27 cm™'. -C-Cl (d), 840.10 cm™'. -C-
(CH,) —C simétricos (d), 775.35 cm™'. -CH,-C-CI (d),
606.09 cm™'. CH,~Cl (d), 566,08 cm™'. (10).

Observaciones: En el enlace C=C (890.03 cm),
los carbonos pueden estar unidos o sustituidos por
radicales distintos, esa puede ser la posible explica-
cién de por qué se marcan de forma distinta. En las
bandas 516.52 a 532.07 cm™' se puede pensar en
la presencia de ofros halégenos distintos al cloro,
sin embargo, en la bibliografia no se menciona a
otros halégenos como constituyentes del café, es por
ello que se sugiere que estos picos son sobretonos
del enlace CH,~CI (d). Los enlaces encontrados cuyo
nimero de onda ésta en el rango de: 3961.58 has-
ta 3765.59 cm™', pueden ser sobretonos del enlace
N-H cuaternarios, o como en las arcillas (13) que
cuando se hinchan por hidratacién existe la presen-
cia de varios picos cuyo nimero de onda se encuen-
tra en el rango comprendido entre 3700 cm~' y 3900
cm™' que se debe a la presencia de grupos OH del
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agua adsorbida. Los residuos de café pudieron ad-
sorber agua en el proceso de activacién.

c) Interpretacién Figura 3:

Residuos de café después de la remocién de arsé-
nico (V): -(CH,) -OH (t), 3399.48 cm™'. Csp3-H asi-
métricos (d), 2972.08 cm'. Csp?-H ciclico asimétrico
(d), 2928.09 cm™'. Csp3-H asimétricos (d), 2859.69
cm'. O=C=0O asimétrico (d), 2346.68 cm'. N-H
primaria (d) 1620.27 cm'. C-CH, asimétricos (d),
1458.77 cm™'. C-CH, simétricos (d), 1375.92 cm™'.
C=C-C-N [e), 1298.59 cm™'. C-N (¢}, 1115.08 cm~
. C-O (t), 1012.50 cm’. C=C trans (d) 933.98 cm™'.
C=C trans (d), 868.49 cm'. C—(CH,)n-C simétricos
(d), 723.67 cm™'. CH,-CI (d), 575.72 cm™".

Observaciones: El estiramiento de las aminas primo-
rias (3500-3400 cm™') se encuentra cubierto por el al-
cohol primario. Los picos cuyo nimero de onda es de:
868.49 y 933.98 cm™', pueden corresponder a sobre-
tonos de C-CH, y de C-Cl respectivamente. El pico
cuyo nimero de onda es 575.72 cm puede también
corresponder a una alquilarilarsina y el de 933.98
puede corresponder a una fensién simétrica del enla-
ce As-O (14). Existe un pequefio pico en 3900 cm™,
menos intenso que el del espectro anterior, que sugiere
puede corresponder a un enlace N-H cuaternaria. No
se encuentran picos con ndmeros de onda menores a
500 cm!, lo que permite suponer que el magnesio y
el fésforo ya no se encuentren en los residuos de café,
ésta observacién también se extiende para el espectro
de los residuos de café activados.

3.3. Contenido de cenizas de los residuos de café

La Tabla 3 presenta el contenido de cenizas de los
residuos de café recolectados, activados y utilizados
en el proceso de adsorcién. La activacién no varia

significativamente el contenido de cenizas.

Tabla 3. Contenido de cenizas

Muestra Masa (g) % Cenizas
Residuos de café 0,7104 2,04
Residuos de café activados 0,7352 1,99
Residuos de café después de 0,7201 3,01

la remocién de As (V)

3.4. Clase de café tostado y molido

Se caracterizaron los residuos de café en base a su
tamafo de particula, ver Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Distribucién de tamaro de particula

Masa inicial Materia Materia Materia
de café (g) retenida (g) retenida (g) retenida (g)
tamiz de 710 tamiz de 500 tamiz de 355
pgm pgm pym
10,0180 0,4524 0,9762 4,5162

Tabla 5. Clase de café tostado y molido

Clase de %Materia %Materia %Materia
café tostado retenida retenida retenida
y molido tamizde 710 tamiz de 500 tamiz de 355
pm pgm pgm
Extra fino 4.5 9,7 45,1

3.5. Cuantificacién del arsénico

La Tabla 6 indica la concentracién de arsénico en el
agua previamente contaminada que se utilizé a lo lar-
go del estudio. No se detecté presencia de arsénico
en los residuos de café.

Tabla 6. Concentracién inicial de arsénico

Co Arsénico en
el café (ug/L)

Co As(V) en el agua
contaminada (pg/L)

43,21

Menor al limite de deteccion

3.6. Evaluacién del proceso de adsorcién As (V) con
residuos de café en el agua de pozo del Club

Deportivo El Nacional

La tabla 7 indica la capacidad de adsorcién de los
residuos de café al tratar 100 mL de agua con una
concentracién inicial 43,12 pg As (V) /L.

Tabla 7. Capacidad de adsorcidn de los residuos de café.
Datos por triplicado.

Residuos de café (g) 1,4068 1,4067 1,4068
% de Eficiencia del proceso 62,66 68,76 64,37

Capacidad de adsorcion (ug/g) 1,92 2,11 1,97
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Los residuos de café tienen una eficiencia de adsor-
cién de arsénico (V) del 65,26% y una capacidad de
adsorcién de 2 pg As (V)/g de residuo de café seco.
El agua de pozo del “Club Deportivo EI Nacional”
disminuy la concentracién de arsénico de 43,12pg/L

a 14,98pg/L.
3.7. Demanda de cloro

Este ensayo se basé en el método 2350 del Standard
Methods (8). Se realizé6 para determinar la cantidad
de cloro necesario para decolorar el agua tratada con
los residuos de café que a pH 4 colorean el agua. 25
ml agua se decoloraron con 1,5 mlL de cloro de con-

centracién 57,45 mg Cl, / L.

3.8. Andlisis estadistico

3.8.1. Variables significativas

La Tabla 9 presenta la combinacién de los factores del
disefio 24 no replicado con dos niveles. La tabla 10 in-

dica la estimacién y distribucién normal de los efectos,
en base a la cual se graficé la figura 5.

Tabla 8. Disefio 24 no replicado

Numero Factor Combinaciéon de %Remocién
deensayo A B C D Tratamientos de Arsénico
1 - - - - (1) 29,04
2 + - - - a 45,13
3 - + - - b 45,24
4 + + - - ab 47,95
5 - - + - c 47,08
6 + - + - ac 34,76
7 - + + - bc 36,15
8 + + + - abc 36,39
9 - - - + d 33,57
10 + - - + ad 5,16
1 - + - + bd 12,56
12 + + - + abd 28,22
13 - - + + cd 21,25
14 + - + + acd 7,52
15 - + + + bcd 15,20
16 + + + + abcd 7,46

Donde: A es temperatura, B es tiempo de contacto, C
es dosificacién de residuos de café y D es pH de la
solucién; el signo + es el nivel alto y el signo - el nivel
bajo. Para A= 50y 25°C, B= 4y 2 horas, C=5y 2.5
gyD=28,2y 2 depH.

Tabla 9. Distribucién normal de la

estimacién de los efectos

Orden (j) Efecto
15 ABD
14 AB
13 ACD
12 BCD
1 B
10 ABC
9 BD
8 CD

7 A

6 BC
5 AC
4 AD
3 Cc

2 ABCD
1 D

Estimacién (j-0,5)/15
6,36 0,9667
6,16 0,9000
2,77 0,8333
2,52 0,7667
0,71 0,7000
-1,52 0,6333
-1,72 0,5667
-1,89 0,5000
-3,44 0,4333
-4,56 0,3667
-4,95 0,3000
-5,12 0,2333
-5,13 0,1667
-8,00 0,1000

-23,85 0,0333
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Figura 4. Estimacién de los efectos del disefio 24 no replicado. Elaborado por Erika Tingo

De la Figura 5 se determinan como variables signi-
ficativas, a las variable C y D por encontrarse muy
alejados de la linea recta que forman los otros valores
de la estimacién de los efectos.

3.8.2. Proyeccién del disefio 2* a un disefio 22 con cua-
tro réplicas

Al ser 2 de las 4 variables estudiadas no significativas,
el disefio 24, propuesto en un inicio se transforma en

un disefio 22 con cuatro réplicas, ver Tabla 11 (15).

Tabla 10. Disefio 22 con 4 réplicas

Notacion C D % Remocion de Arsénico Sumatoria
Yates
(1) - - 29,04 45183 4524 46,95 167,36
a + - 47,08 34,76 36,15 36,39 154,38
b - + 33,57 5,16 12,56 28,22 79,51
ab + + 2125 7,52 1520 7,46 51,43

3.8.3. Determinacion de un maximo relativo

En el disefio 22 se adicionan tres puntos centrales, cu-
yos valores y resultados se indican en la Tabla 12.
Dado que el valor de suma de cuadrados de la cur-
vatura es distinto de cero y, ademds, es mucho mayor
que el valor de F (ver tabla 13), se detecta que el di-
sefio 22 con tres puntos centrales se encuentra en una
zona de curvatura.

Tabla 11. Adicién de 3 puntos centrales al
disefio 22 con 4 réplicas

Notacion Yates C D % Remocion de Arsénico Sumatoria

(1) - - 2904 4513 4524 4695 167,36

a + - 47,08 34,76 36,15 36,39 154,38

b - + 33,67 5,16 12,56 28,22 79,51

ab + + 21,25 7,52 1520 7,46 51,43
Puntos alcentro 0 0 80,28 79,92 91,71

Tabla 12. ANOVA del disefio 22 con 4
réplicas y 3 puntos centrales
Factor SS df MS F p

Curvatura 7831,54 1 7831,539 102,2966 0,000000
C 105,37 1 105,370 1,3764 0,260297
D 2275,29 1 2275,290 29,7201 0,000085
CD 14,25 1 14,251 0,1861 0,672716
Error 1071,80 14 76,557 - -
Total SS 11298,25 18 - = -

3.8.4. Superficie de respuesta

Para calcular las condiciones éptimas de extraccién
de arsénico, se utilizdé el método estadistico de Su-
perficie de Respuesta con un disefio compuesto cen-
tral 22 con cuatro réplicas y tres puntos centrales.
Con los datos de la Tabla 14 se construyeron las
Figuras 6y 7.
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Figura 5. Superficie de respuesta, vista superior 2D, en unidades codificadas. Elaborado por Erika Tingo

Tabla 13. Disefio compuesto central 22 con

4 réplicas y 3 puntos al centro

%R =.15,0899+ 76, 701"+ 22, 6303"-20 423490 -0, 20445 y-2 412°y"y

Variables naturales

Variables codificadas Respuesta

Residuos %Remocién
café (g) pH C D As
0,5 2 -1 -1 29,04
0,5 2 -1 -1 43,13
0,5 2 -1 -1 45,24
0,5 2 -1 -1 47,95
0,5 8,2 -1 1 33,57
0,5 8,2 -1 1 5,16
0,5 8,2 -1 1 12,56
0,5 8,2 -1 1 28,22
2,5 2 1 -1 47,08
2,5 2 1 -1 34,76
2,5 2 1 -1 36,15
2,5 2 1 -1 36,39
2,5 8,2 1 1 21,25
2,5 8,2 1 1 7,52
2,5 8,2 1 1 15,20 Figura 6. Superficie de respuesta vista 3D, en unidades
2,5 8,2 1 1 7,46 naturales. Elaborado por Erika Tingo
1,5 5,1 0 0 80,28
15 5,1 0 0 79,92 La ecuacién para la superficie de respuesta: % Remo-
1.5 51 0 0 91,71 cién de arsénico (V) (%R) en funcién de dosificacion
2,9 5,1 1,414 0 15,83 de café (x) y de pH (Y) es:
2,9 51 1,414 0 6,03
0,1 5,1 -1,414 0 52,52 %R=83,97— 4,8192x — 6,3267y — 25,1721x2 — 0,9437xy — 24,0498y?
0,1 5,1 -1,414 0 57,09 [3]
1,5 9,5 0 1,414 23,59
1,5 9,5 0 1,414 14,43 . . .
s 07 o A4 60.70 quc determinar los valores de las variables que maxi-
15 . 0 1414 67.03 mizan el proceso de remocién se resuelven las ecua-

ciones [4] y [5]:
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(d%R)/dx =—4,8192 -— 2(25,1721)x — 0,9437y [4]
(d%R)/dy = — 6,3267— 2(24,0498)y — 0,9437x [5]
y =-0,1297
X = -0,0932

que en unidades naturales da:

pH =4,6979
Residuos__, =1,4067g

café

que son los valores que deben tener la variables para
obtener un méximo de remocién de arsénico.

4, Conclusiones

* Los residuos de café tostado y molido recolectados
fueron de produccién nacional, variedad ardbigo,
clase de molido extra fino, con un porcentaije origi-
nal de cenizas de 2,04%. El proceso de activacién
(lavado y secado) de los residuos mejoré la super-
ficie de contacto ya que originalmente estaban en
forma de pequefios aglomerados y pasaron a for-
mar un polvo fino.

* Las condiciones éptimas, para las variables signi-

ficativas, para la remocién de arsénico (V) usando
el método estadistico de Superficie de Respuesta
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- 4. Conclusiones
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Titulo
El titulo debe ser claro, conciso y escogido cuidadosamente para re-
flejar el contenido del trabajo reportado. No utilizar abreviaturas.

Nombre(s) del autor(es) y dfiliacion(es)
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apellido(s) de todos los investigadores que han hecho una sustancial
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Title
Poner el titulo del manuscrito en inglés.

A continuacién colocar la palabra “Abstract.” y escribir el contenido
del resumen en inglés. Después, escribir “Key words:” y poner las
palabras claves en inglés.

Introduccién

En la introduccién debe indicarse claramente el propésito y los ob-
jetivos de la investigacién. No debe incluirse una revisién extensa
de trabajos previos, solamente una revisién bibliogréfica relevante.
La introduccién no debe extenderse més de dos pdginas a doble
espacio.

Parte experimental

El reporte del trabajo experimental debe incluirse en la seccién ex-
perimental. Esta seccién debe presentar una descripcién clara y sin
ambigiedades de los materiales, métodos y equipos utilizados con
suficiente detalle que permita la reproduccién del trabajo por otros
investigadores. Debe evitarse descripciones repetitivas de un procedi-
miento general. La seccién debe estar dividida en subsecciones. Debe
indicarse explicitamente las precauciones de manejo de material peli-
groso o de procedimientos peligrosos y, en caso de uso de animales,
la aprobacién correspondiente por el comité bioético local.

Resultados y discusién

La funcién de esta seccidn es presentar objetivamente los principales
resultados y su interpretacién en una secuencia légica. No debe in-
cluirse detalles experimentales y debe redactarse en tiempo pasado.
Se recomienda utilizar material ilustrado como tablas y figuras para
mostrar los resultados. No debe presentarse el mismo resultado en
tablas y en figuras. Debe indicarse el procedimiento estadistico em-
pleado para andlizar los resultados y reportar el nivel de significancia
utilizado. Debe relacionarse los resultados del articulo con lo encon-
trado en otros estudios similares.

Conclusiones

Esta seccién resume brevemente las principales conclusiones del
trabajo y no debe ser un duplicado de la informacién del resumen
(abstract) ni repetir puntos de la discusién. La conclusién debe estar
basada en la evidencia presentada.
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Estructuras quimicas

Las estructuras quimicas deben dibujarse usando cualquier programa
para el efecto como: ChemDraw, ISIS/Draw, ChemSketch u otros. De-
ben utilizarse los pardmetros establecidos para publicaciones ACS.

Caracterizacién de compuestos
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