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Editorial
Las micotoxinas y salud

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por ciertas cepas de hongos
al final de la fase de crecimiento, cuando han infestado productos agricolas (cereales o
frutos secos). La FAO estima que el 25% de las cosechas mundiales de granos se encuentran
infectados por hongos toxicogénicos.

Desde el punto de vista de la contaminacion de alimentos, las especies mas relevantes
pertenecen a los géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium.

La produccion de las micotoxinas es afectada por factores extrinsecos: temperatura y humedad
relativa, asi como por factores intrinsecos: humedad, nutrientes, pH y acidez, ademas por el
género del hongo toxicogénico.

Dentro de los principales grupos de micotoxinas se encuentran las aflatoxinas, las ocratoxinas,
la zearelonona, las fumonisinas, el deoxivalenol, los tricotecenos, etc.

Algunas micotoxinas se destacan por su elevada toxicidad, como es el caso de las aflatoxinas
que se encuentran entre los hepatocancerigenos naturales mas potentes conocidos hasta
ahora, otras pueden afectar el rifion (ocratoxina A, citrinina), el sistema nervioso (patulina,
tremorgenos), o el aparato reproductor (zearalenona). Algunas presentan efectos toxicos
multiples en el hombre y en los animales (tricotecenos) o estan muy probablemente asociadas
a la alta incidencia de cancer de eso6fago en ciertas poblaciones (fumonisinas).

Las aflatoxinas, quimicamente son metabolitos heterociclicos, que estan estrechamente
relacionados entre si, las mas importantes son la aflatoxina Bl (que es metabolizada a
aflatoxina M1), aflatoxina B2, aflatoxina G1 y aflatoxina G2; la aflatoxina Bl es la mas
comun de las cuatro y presenta mayor toxicidad. El anillo lactonico y el doble enlace
en la mitad del anillo difurano son los responsables de su toxicidad. Las aflatoxinas son
compuestos altamente ionizables y por ello muy reactivos, pudiendo modificar ADN, ARN y
proteinas celulares; experimentalmente, se ha demostrado que entrafian un elevado potencial
hepatotoxico, mutagénico y cancerigeno, por lo que se le considera la micotoxina de mayor
riesgo para la salud humana. En el higado, las enzimas p450 metabolizan la aflatoxina hacia
una aflatoxina-8,9-exo-epoxido y, en menor medida, a una aflatoxina-8,9-endo-ep6xido. La
exo-epoxida es altamente reactiva y puede formar derivados con ADN, ARN vy proteinas, y
puede reaccionar con el gen supresor de tumores p53.

La Union Europea establecié niveles de ingesta tolerable diaria (ITD) de 0,001-0,01 ug/kg
de peso corporal por dia para aflatoxina B1 y de 0,0002-0,014 para ocratoxina. También la
Union Europea establecio los limites de micotoxinas para alimentos de consumo humano
que van desde 0,1-12 ug/kg para aflatoxina B1 y de 0,5-15 ug/kg para ocratoxinas; siendo los
niveles mas bajos los alimentos destinados para bebés.

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016
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Debemos evitar o disminuir alimentos con alto contenido de micotoxinas, promoviendo
las buenas practicas agricolas, el manejo de enfermedades de las plantas y condiciones de
almacenamiento adecuadas y ademas exigir un control de los niveles de micotoxinas en los
productos alimenticios por parte de las autoridades reguladoras.

Julio Reynaldo Ruiz Quiroz

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016
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EVALUACION DEL PROCESO DE REMOCION DE Cr(VI)
CON COMPOST DE RESIDUOS DE CULTIVO DE CLAVEL EN
DISOLUCIONES ACUOSAS

Elianna Castillo™, Claudia Vargas®, Pedro F. B. Branddo®, Jesus A. Agreda*

RESUMEN

En este trabajo se presenta un estudio para determinar el mecanismo del proceso de remocion
de Cr(VI) de disoluciones acuosas, usando como adsorbente un compost obtenido de residuos
del cultivo de clavel. En primer lugar, se determiné si la microbiota presente en el material
afecta la remocion de Cr(VI). Para esto se realizaron medidas respirométricas y se evalud
la capacidad de remocion usando compost esterilizado y sin esterilizar. Adicionalmente, se
analizo6 el compost antes y después de llevar a cabo el proceso de remocion de Cr(VI), mediante
cuantificacion de grupos funcionales acidos y seguimiento cinético de pH, conductividad y
diferencia de potencial redox. Los resultados mostraron que, en las condiciones utilizadas,
los microorganismos presentes en el compost no afectan el proceso de remocion de Cr(VI) y
el mecanismo se puede describir mediante un modelo de adsorcion acoplada a la reduccion.
Esta adsorcion se debe principalmente a los grupos funcionales acidos (carboxilicos y
fenodlico-hidroxilicos). Con esta informacion, se construyé un mecanismo de 7 pasos que
describe satisfactoriamente el proceso de remocion estudiado. El conjunto de constantes
cinéticas del mecanismo propuesto se optimizé usando el analisis de sensibilidad. Finalmente,
el mecanismo propuesto se verifico mediante simulaciones numéricas, encontrando buena
concordancia entre los datos experimentales y los simulados.

Palabras clave: Remocion de Cr(VI), compost, medidas respirométricas, medidas cinéticas,
conductividad, diferencia de potencial redox, residuos de cultivo de clavel.

EVALUATION OF Cr(VI) REMOVAL PROCESS IN AQUEOUS
SOLUTIONS USING CARNATION CROP WASTE COMPOST

ABSTRACT

This paper presents a study that aimed to determine the mechanism of a process for Cr(VI)
removal from aqueous solutions, using compost of carnation crop residues as the adsorbent.
We assessed whether the microbiota present in the absorbent material affected the removal
of Cr(VI) using respirometric measurements and evaluating the removal capacity using
sterilized and not sterilized compost. Additionally, the compost was analysed before and after

* Grupo de estudios para la Remediacion y Mitigacion de Impactos Negativos al Ambiente - GERMINA,
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogota, Av Cra 30
No. 45 - 03, Bogota D.C., Codigo Postal 111321, Colombia.

* ecastillo@unal.edu.co Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016
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carrying out the Cr(VI) removal process, by quantification of the acidic functional groups and
kinetic monitoring of pH, conductivity and redox potential difference. The results showed
that, under the conditions used, the microorganisms present in the compost did not affect the
process of Cr(VI) removal and that the mechanism can be described by an adsorption model
coupled to the reduction, were this adsorption is mainly done on the acidic functional groups
(carboxylic and phenolic-hydroxylic). Base on this information, a mechanism of 7 reactions
was constructed to describe the removal process. The kinetic constants for each reaction
were optimized with a sensitivity analysis process. The proposed mechanism was verified by
numerical simulations and a good agreement was found between experimental and simulated
data.

Key words: Removal of Cr(VI), compost, respirometric measures, kinetic measurements,
conductivity, redox potential difference, carnation crop waste.

INTRODUCCION

Los sistemas de biorremediacion son cada vez mas utilizados para la remocion de metales
pesados'. Por ejemplo, la remocion de Cr(VI) de aguas contaminadas utilizando compost
como adsorbente. El compost es un material con alto contenido de materia organica que
usualmente se emplea para la recuperacion y adecuacion de suelos; ademas, se ha demostrado
que también puede ser utilizado como adsorbente para la remocion de metales toxicos?.

En trabajos anteriores del grupo de investigacion®* se ha encontrado que el compost obtenido
a partir de la estabilizacion de residuos del cultivo de claveles, producidos en la sabana de
Bogota, puede ser utilizado para remover Cr(VI) de disoluciones acuosas. En las condiciones
optimas encontradas (pH 2,0; dosis de adsorbente 1 g/100 mL de disolucion; y tiempo de
contacto 3 h), la isoterma de adsorcion se ajusto satisfactoriamente al modelo de Langmuir,
encontrando una capacidad maxima de adsorcion de 6,25 mg/g, valor comparable con otros
materiales adsorbentes de bajo costo. Ademas, se reportd una aproximacion fisico-quimica al
mecanismo de dicha remocion, la cual esta soportada en estudios de espectroscopia FTIR y
microscopia SEM, antes y después del proceso de remocion’.

El mecanismo de remocion de Cr(VI) con estos materiales no es facil de entender, en gran
parte por la heterogeneidad del material. Por esta razon, existen pocos estudios al respecto
los cuales se pueden resumir en las siguientes etapas: 1) mecanismo de reduccion directa:
en este caso se propone que el Cr(VI) se reduce a Cr(IIl), el cual luego es expulsado hacia
la fase acuosa; 2) mecanismo de “adsorcion acoplado a la reduccion”, en este caso se
proponen 3 etapas: (i) el Cr(VI) se enlaza a la superficie del bioadsorbente mediante atraccion
electrostatica con los grupos cargados positivamente; (ii) el Cr(VI) se reduce a Cr(III) debido
a los grupos electro-donores adyacentes al Cr(VI) adsorbido; y (iii) el Cr(III) generado sobre
la superficie del bioadsorbente es expulsado a la fase acuosa debido a la repulsion electronica
entre los grupos cargados positivamente de la superficie y el Cr(I1I) generado®. Por otro lado,
diferentes autores mostraron, mediante analisis espectroscopicos, que el Cr(III) que se genera
después de la reduccion del Cr(VI) puede quedar retenido en la superficie del material®.

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016
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El objetivo de este trabajo es profundizar en los detalles del mecanismo de remocion del
Cr usando compost como material adsorbente, en condiciones previamente optimizadas y
reportadas’. En busca de este objetivo, se realizaron estudios, biologicos y fisicoquimicos,
para establecer un mecanismo mas detallado. Se evalud, entonces, si la microbiota presente
en el material afecta la remocion de Cr(VI); para esto, se realizaron medidas respirométricas
y se evalud la capacidad de remocioén usando compost esterilizado y sin esterilizar.
Posteriormente, se llevo a cabo un estudio cinético del proceso de remocion mediante el
seguimiento simultaneo de pH, conductividad y diferencia de potencial redox. El mecanismo
propuesto se verifico mediante simulaciones numéricas, las cuales presentaron buena
concordancia con los datos experimentales.

PARTE EXPERIMENTAL

Caracterizacion del compost

Elmaterial adsorbente usado paratodos los ensayos fueun compost comercial (Ferticompost®),
comercializado por la empresa Compostar Ltda., y elaborado a partir de la estabilizacion
de los residuos de clavel generados por la empresa Flores de Serrezuela S.A., Bogota,
Colombia. Este material, se secd a temperatura ambiente y se realizo su caracterizacion.
Se determinaron los parametros fisicoquimicos exigidos en la Norma Técnica Colombiana
NTC5167 del 2004 (pH, conductividad, densidad, porcentaje de humedad, contenido de
cenizas, nitrogeno, carbono organico oxidable y capacidad de intercambio catidnico). La
composicion elemental se determind mediante fluorescencia de rayos-X (FRX), gracias a la
ayuda del Servicio Geoldgico Colombiano™y utilizando un instrumento AXIOS MINERALS
(Panalytical). La evaluacion de las caracteristicas texturales del compost se realiz6 a partir
de isotermas de adsorcion—desorcion de nitrogeno a 77 °K. El area superficial del compost se
estim6 mediante el modelo BET’.

Efecto de la esterilizacion del compost en la remocion de Cr(VI)

Para evaluar si los microorganismos vivos del biomaterial presentan efectos metabdlicos
en el proceso de remocion de Cr(VI), se construy6 una isoterma de adsorcion con compost
esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 121°C. Ademas, y mediante estudios
respirométricos, se comprobo la actividad microbiologica del compost antes y después del
proceso de remocion. La isoterma de adsorcion se realizo en el intervalo de concentraciones
iniciales de Cr(VI) de 15 mg/L a 200 mg/L, en las mejores condiciones experimentales
encontradas en un estudio previo3: relacion de 100 mL de disolucion por cada gramo de
compost (con tamafio de particula menor a 180 um), tiempo de agitacion de 3 h a 36 rpm
y pH inicial de 2,0. Los resultados se presentan en términos de % de remocion usando la
relacion:

(CO - Ce)

1 1
T * 100

% de Remocién =

http://www?2.sgc.gov.co/
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En donde, C, y C, son, respectivamente, las concentraciones iniciales y de equilibrio de
Cr(VID).

Medidas respirométricas

Las medidas respirométricas se realizaron siguiendo la metodologia de Barrena y
colaboradores®, la cual se describe brevemente a continuacion: 10g de compost, previamente
humectada hasta alcanzar una humedad cercana al 60% e incubada durante 24 horas a 25°C,
fue colocada en un erlenmeyer de 500 mL, el cual contenia un recipiente con 10 mL de
NaOH 0,04 M, durante 24 h a 25 °C; el CO, producido se determin6 mediante titulacion de
la muestra de NaOH con HCI 0,04 M.

Cuantificacion de grupos funcionales acidos

La cuantificacion de los grupos funcionales acidos presentes en el compost, antes y después
de remover Cr(VI), se realizéo mediante la determinacion de los diferentes tipos de acidez
presentes en el compost: acidez total, acidez proveniente de grupos carboxilicos y acidez
proveniente de los grupos fenolicos e hidroxilicos’.

La acidez total se determin6 agitando durante 24 h, 150 mg de muestra con 20 mL de Ba(OH),
0,2 M. Una vez finalizado este periodo, las muestras se filtraron usando papel Watman 45 y
el filtrado se tituld potenciométricamente con HCI 0,40 M hasta alcanzar pH 8,4. La acidez
total se calculé mediante la siguiente expresion:

= 2
By

l Vg =V, M
Acidez Total (mmo ) g m) * My

donde, V', es el volumen gastado en la titulacion del blanco (mL), V es el volumen gastado
en la titulacion de la muestra (mL), M, , es la concentracion molar de HCly P es €l peso de
la muestra (g).

La determinacion de la acidez proveniente de los grupos carboxilicos se realiz6 agitando 150
mg de muestra con 10 mL de Ca(CH,COO), 1 M en 40 mL de agua desionizada durante 24 h.
Las muestras se filtraron usando papel Watman 42 y el filtrado se titul6 con NaOH 0,1 M. La
acidez proveniente de los grupos carboxilicos se calcul6 usando la ecuacion:

_ (Vi — Vi) * Mygon
By

- mmol
Acidez grupos carboxilicos ( g )

en donde, V', es el volumen gastado en la titulacion del blanco (mL), V es el volumen gastado
en la titulacion de la muestra (mL), M, . es la concentracion molar del NaOH 'y P es el
peso de la muestra (g). La acidez proveniente de los grupos fenolicos e hidroxilicos se calculd

como la diferencia de la acidez total y de la acidez proveniente de los grupos carboxilicos.
Estudio cinético: pH, conductividad y diferencia de potencial redox

Los estudios cinéticos se hicieron tomando como referencia las condiciones optimizadas en
un trabajo anterior®. Para el registro de los datos se utilizo un potenciostato eDAQ e-corder

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016



Evaluacion del proceso de remocion de cr(vi) con compost de residuos de cultivo de clavel en disoluciones... 393

210 conectado a una interface pH & ISE IsoPod EP 353, sistema con el cual se midi6 el
pH y la diferencia de potencial redox. La conductividad se siguié usando una interface
conductivity IsoPod EP 357.

Reactivos y disoluciones

La calibracion del electrodo de pH se realizé utilizando reguladores de pH 7,00 y 4,00 +
0,01 (Merck). La calibracion del electrodo redox se llevo a cabo utilizando las mismas
disoluciones de pH 7,00 y 4,00 & 0,01, pero ahora saturadas con quinhidrona. El electrodo de
conductividad se calibr6 con disoluciones de KC1 0,0100 = 0,0001 M y 0,0010 + 0,0001 M.
Ensayos para el estudio cinético

El estudio cinético del proceso de remocion se realizé siguiendo el esquema que se presentan

en la tabla 1.

Tabla 1. Experimentos usados para el estudio cinético de adsorcion de Cr(VI)
sobre compost.

Experimento Agua desionizada  Disolucion de Cr(VI) Compost pH inicial

(50 mL) 50 mg/L (50 mL) 0,5 g) ajustado a 2,0
1 N N
2 J y J
3 v \/
4 \/ \/
5 ¢ ¢ v

Ajustes no lineales y simulaciones

Las regresiones no lineales se realizaron usando el software R (R version 2.13.0 Copyright®
2011, The R Foundation for Statistical Computing). Las simulaciones numéricas se
realizaron usando un programa de computadora escrito en FORTRAN, que usa la subrutina
de integracion LSODE'.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del compost

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del compost Ferticompost® se presentan
en la tabla 2. Los resultados de esta caracterizacion se compararon con la norma técnica
colombiana NTC5167, en la que se estipulan las condiciones que debe cumplir un material
usado para la enmienda de suelos en Colombia. Al evaluar los resultados se puede inferir
que el compost Ferticompost® cumple con los parametros establecidos para ser usado como
enmienda organica en Colombia.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del compost.

Parametro Unidades Resultado NTC 5167
Humedad % 23,1£0,7 Maximo 35
Cenizas % 44,8 +1,8 Maximo 60
Carbono organico oxidable % 19,9+1,7 Minimo 15
Capacidad de intercambio cationico meq/100g 49,4+0,7 Minimo 30
Densidad g/em® 0,33+0,01  Maximo 0,6
pH - 6,86+0,2 4-9
P,0s % 1,04+0,08 -
Nitrégeno % 0,89+0,07 -
C/N - 21,89 -
Capacidad de retencion de agua % 137,5+0,4 Minimo 100

A partir de los datos de la isoterma de adsorcion-desorcién de N2 a 77°K, se obtuvo un
area superficial de 6,7 m?/g del compost. Comparando este valor con el reportado para otros
adsorbentes usados en la remocidn de Cr(VI), se concluye que, a pesar de ser un valor bajo,
presenta un area superficial mayor que materiales adsorbentes similares como por ejemplo la
fibra de coco (0,8m?%g), residuos de uva (5,3 m?/g) o las cenizas (6,4 m*/g) 3.

Actividad metabdélica de los microorganismos en el compost

Para evaluar el efecto de la actividad metabdlica de los microorganismos presentes en el
compost en la remocidén de Cr(VI), se llevo a cabo el proceso de remocion a diferentes
concentraciones iniciales del metal usando el compost esterilizado y sin esterilizar. En la figura
1, se puede observar que la remocion usando compost esterilizado es similar al compost sin
esterilizar, lo cual sugiere que no hay un efecto metaboélico de los microorganismos presentes
en el compost que contribuya al proceso de remocioén del metal. Por lo tanto, se considera que
el proceso de remocidn es netamente fisicoquimico. Este resultado difiere de otros autores'!,
quienes mostraron que la remocién de Cr(VI) estd ligada con la actividad microbiologica
presente en el compost. Estos resultados, posiblemente, son diferentes debido a que nuestros
ensayos de remocion se realizaron a pH inicial de 2,0 mientras que los realizados por esos
autores fueron con el compost a pH 8,4. Esto implica que a pH 2,0 los microorganismos ya

estarian inactivos, inclusive en el compost sin esterilizar.
= l o E v Tr "
b1 . Il n Sin esterilizar
§ 10 15 20 25 30 40 50 100 200

Concentracion iricial de Cr(VI) (mgiL)

= Esterilizado

% Remocién
caB885883883

Figura 1. Evaluacion del efecto del uso de compost esterilizado o sin esterilizar para la remocion de
distintas concentraciones de Cr(VI). Condiciones iniciales: pH 2,0; 1 g de compost por cada 100 mL
de disolucion; agitacion circular a 36 rpm y tiempo de agitacion de 3 horas.
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Pruebas respirométricas

Las medidas respirométricas estan relacionadas con la actividad microbiologica de los
microorganismos presentes en el compost. En los ensayos realizados se encontraron valores
de indices repirométricos de 0,48 + 0,07 y 0,21 + 0,07 (mg CO,/g), antes y después del
proceso de remocion respectivamente, lo cual sugiere que los microorganismos presentes
en el compost fueron afectados negativamente por la presencia del metal, indicando una
disminucion en la actividad metabolica de los microorganismos después del proceso de
remocion de Cr(VI).

Cuantificacion de grupos funcionales acidos
Los resultados obtenidos para la cuantificacion de grupos acidos (grupos carboxilicos,
fenolicos e hidroxilicos) se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de grupos acidos del compost antes y después de la

remocion de Cr(VI).
Remocion de : Tipo de acidez (mmol/g)
Cr(VT) Acidez Grupos Grupos
total carboxilicos fendlicos-hidroxilicos
ANTES 2,60+0,13 0,08+0,03 2,5240,14
DESPUES 1,45+0,56 0,47+0,03 0,97+0,55

Se observa que el compost estudiado tiene mayor cantidad de grupos fendlicos que
carboxilicos, tendencia que se mantiene antes y después de la remocion del Cr(VI) y a pesar
del aumento significativo de los grupos carboxilicos luego de la remociéon del metal. De
otro lado, el aumento de los grupos carboxilicos, tras la remocién del Cr(VI), es consistente
con la reduccion del metal a Cr(II), hecho que ya fue mencionado anteriormente y que sera
incluido en el mecanismo que se propone mas adelante. Estos resultados son comparables
con trabajos previos®’ en donde se ha demostrado, con estudios de FT-IR, que el compost
antes y después de la remocion del Cr(VI), presenta interacciones con el metal a través de sus
grupos funcionales, principalmente grupos fenolicos e hidroxilicos.

Ademas, se observa una disminucion en la acidez total del compost cuando este estd cargado
con Cr(VI), lo cual evidencia que este metal se adsorbe sobre este tipo de grupos funcionales
como lo han establecido otros autores mediante medidas espectroscOpicas6. A partir de
estos resultados, se decidi6 estudiar el efecto del pH, la diferencia de potencial redox y la
conductividad durante el proceso de remocién del Cr(VI) con el compost en cuestion. Todo
esto, con el objetivo de encontrar pistas que ayuden a elucidar el mecanismo de remocion del
Cr(VI) con el compost.

Estudio cinético: mediciones de pH

El comportamiento del pH, para los 5 experimentos descritos en la tabla 1 de la seccion
experimental, se presenta en la figura 2. Se pueden observar tres tendencias: 1) dos
disoluciones cuyo pH inicial no fue ajustado a 2,0 (compost en agua y compost en agua con
Cr(VI)): estas tendencias muestran la naturaleza ligeramente basica del compost y, ademas,
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se puede observar que cuando al compost en agua (trazo superior de la figura) se le agrega
Cr(VI), el pH desciende un poco debido a la naturaleza acida de las disoluciones acuosas de
cromo; 2) disolucion de Cr(VI) cuyo pH inicial se ajusto a 2,0: en este caso se observa que el
pH disminuye, tendiendo a tiempos largos a un valor alrededor de pH 1,9; y 3) disoluciones
que tienen compost con y sin cromo y a las que se les ajusto el pH inicial a un valor de 2,0:
en este caso el pH tiende a aumentar con el tiempo.

Compost en agua
" "
Compost mas Cr(VI) |
nr—— O Yy A — Ot ey
{72
pe
Compost a pH 2 -
_‘___f-f
P
i P rre W AL ~
o o - - U PRITIEIE v
e __,.1:-;{ wr e
22 A Compost més Cr(VI) a pH 2
reieen?
e
¢
/
2
Cr(Vl)apH 2
18 N -
? © 80 120 160
Tiempo / min

Figura 2. Cinética de la adsorcion de Cr(VI) sobre compost. Medidas de pH en funcion del tiempo
para los 5 experimentos descritos en la tabla 1. Para obtener mayor claridad en la figura, los datos de
la disolucion de compost a pH 2,0, sin Cr(VI), fueron desplazados en -0,04 unidades de pH.

Estos dos ultimos conjuntos de datos experimentales se ajustaron a una cinética de orden 2,
utilizando una regresion no lineal. Los resultados del ajuste se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Ajuste no lineal a una cinética de orden 2 de los datos experimentales de [H,0"] en funcién
del tiempo.

[H30 +]o([ﬂg_o *lo—Ag)
[H30 +1g-Age'~([#30¥To-4g )kt

Ecuacion a la que se ajustaron los datos: [H30%]=

Compost pH inicial 2,0 Compost mas Cr(VI) pH inicial 2,0
Valor Error estandar Valor Error estandar
Ao/ mM 5,47 0,03 3,614 0,004
[H30"]o/ mM 7,947 0,004 8,603 0,004
k/mM's™ 9,75x10" 8x107 2,861x107 9x10°
Error estandar residual 0,1 0,09
Tolerancia en la convergencia 6x10° 5x10°

Estos dos experimentos, a pH inicial de 2,0 con y sin Cr(VI), resultan importantes ya que
se ha demostrado, y se confirmard mas adelante, que la protonacion del compost es un
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requisito que debe ser cumplido antes de que el Cr(VI) se pueda adsorber'?. Asi, el proceso de
adsorcion de Cr(VI) sobre el compost, obtenido de residuos del cultivo de claveles, puede ser
representado por una reaccion de segundo orden entre el Cr(VI) y la superficie del compost,
el cual ocurre siempre y cuando el compost esté previamente protonado. Asimismo, como
se muestra en la tabla 4, la protonacion del compost es un proceso de segundo orden. Estos
hechos experimentales se pueden representar con las siguientes ecuaciones:

Compost + H30% = Compost - H + H,0 4
Compost -+ H + Cr(VI) = Compost---H - Cr(VI) 5

Estudio cinético: mediciones de conductividad y potencial redox

La conductividad en funcion del tiempo de la disolucién de Cr(VI) en contacto con el
compost a pH 2,0 sigue la misma tendencia observada para la concentracion del i6n hidronio,
esto es, disminuye en funcion del tiempo (figura 3a). Este comportamiento se puede explicar
en virtud de que el ion H,O" es la especie en disolucion acuosa con mayor conductividad
molar especifica, por lo que el cambio en su concentracion tiene efecto definitivo sobre la
conductividad de la disolucion.

a-) b-)
5.0 T v Y v T ) 200 T Y T v
Compost més Cr(Vl)apH 2 100
40 +
160
2 30} .
3 \ E 140
2 Y 2 Compost mas Cr(Vl) a pH 2
20
-§ Compost a pH 2 $ 120} 1
: &
o
10 + 4 100 + 4
Compost a pH 2
Compost en agua 80 P " 1
0.0 Ferssrrmmmsnmimmssrinisssssisssssinisisssissssnns -
PR PR 60 L N N "
0 20 40 60 80 100 120 140 10 20 30 40 50 60
Tiempo / min Tiempo / min

Figura 3. Cinética de la adsorcion de Cr(VI) sobre compost. Medidas de: a) conductividad en funcion
del tiempo y b) diferencia de potencial redox en funcion del tiempo.

Por otro lado, pueden existir especies conductoras en disolucion, liberadas a la misma por
el compost. En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de la composicion elemental
del compost evaluado, empleando FRX. Los metales y sus aniones asociados pueden,
eventualmente, pasar a la disolucion y contribuir a la conductividad de la misma.
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Tabla 5. Composicion elemental del compost utilizado para el estudio de remocion de Cr(VI) de
aguas contaminadas. El analisis se realiz6 utilizando FRX.

Elemento Contenido Elemento Contenido Elemento Contenido
expresado porcentual expresado porcentual expresado porcentual
como 6xido (%) como 6xido (%) como 6xido (%)

ALOs 6,23 MgO 1,64 SrO 0,042
BaO 0,025 Mn;304 0,133 TiO, 0,23
CaO 6,85 Na,O 0,79 V105 0,008
Cry04 0,002 NiO 0,001 ZnO 0,024
CuO 0,034 P,0s 2,153 Zr0O, 0,01
Fe 03 1,37 SiO, 40,78 - -
K,0 1,64 SOs 1,17 - -

La presencia de diferentes iones en disolucion, hace dificil asociar las medidas de
conductividad con una especie en particular, dado que las medidas de conductividad no son
selectivas. Como consecuencia de esto, los registros de conductividad no mostraron un ajuste
aceptable a cinéticas de orden 2. Sin embargo, como lo muestra la figura 3a, la tendencia
de la conductividad a disminuir con el tiempo es consistente con las expresiones descritas
previamente sobre la protonacion del compost, dado que en ellas se muestra que las especies
cargadas eléctricamente (particularmente el ion H,O") son eliminadas de la disolucion, lo que
lleva a que la conductividad disminuya.

En cuanto a las lecturas de la diferencia de potencial redox, los resultados mostraron que
el Cr(VI) se reduce por accion del compost, como se puede observar en la figura 3b. Estos
resultados indican que la reduccion del Cr(VI) se lleva a cabo en la superficie protonada
del compost, como se ha mostrado en otros estudios de reduccion de Cr(VI) en otros
biomateriales en condiciones acidas'®. Sin embargo, al igual que en el caso de las medidas de
conductividad, los registros de diferencia de potencial redox no se pueden asociar a una sola
especie en particular, por esta razéon, no hubo un buen ajuste a cinéticas de orden 2.

Propuesta de mecanismo de remocion

Basados en la evidencia experimental anterior, a saber: la cinética de segundo orden para el
cambio de [H,0"] en funcién del tiempo, reduccion del Cr(VI) sobre el compost y cinética de
segundo orden para la adsorcion del cromo sobre el compost; y considerando la informacion
disponible en la literatura, a continuacion se propone el mecanismo que se presenta en la
tabla 6 para la adsorcion de Cr(VI) sobre el compost de residuos de claveles partiendo de un
pH de 2,0.
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Tabla 6. Mecanismo de reaccion propuesto para la adsorcion de Cr(VI) sobre compost elaborado con
residuos del cultivo de clavel de la sabana de Bogota. El pH inicial se ajusto6 a 2,0.

Reaccion Constante cinética Numero

Srea + H30% 2 Speq - H + Hy0 ki=8,0x107% k,=1,9x10 )
Sreq H+ Cr(VI) @ Speq - H-Cr(Vl)  k:=2,8 10°; k,=1,0x10" )
Speq = H - Cr(VI) @ Sop-—H--Cr(Ill)  k=1,9x10% k3=1,0x10" 3)
Sox - HeCr(IlI) 2 Sou-H + Cr(Ill)  k=1,0x107; k,=1,0x10" 4)
Spea - H + Cr(VI) & Sop-H + Cr(IlI) ks=1,0x10%; ks=1,0 )
S, + Cr(lll) = S, Cr(ll) ke=1,0x10%; k4=1,0x10" (6)

Srea + H;0t 2 S, k,=2,7%107%; k ;=0 (7

Nota: la letra S representa la superficie del compost en diversas formas: reducida, S,.,; reducida y
protonada, S,,,---H; con Cr(VI) adsorbido, S,,,---H---Cr(VI); oxidada y con Cr(IIT) adsorbido,
S,++-H---Cr(Ill); oxidada, S,,--H; una superficie especifica para la adsorcion del Cr(IIl), S,; superficie
especifica con Cr(IIl) adsorbido, S,---Cr(Ill); y la superficie del compost degradada, S,,.

Elmecanismo de la tabla 6 condensa los hechos experimentales encontrados en este trabajo con
la informacion obtenida de la literatura. A continuacion, se describe cada paso del mecanismo
propuesto, sustentando cada uno de ellos, ya sea con los resultados experimentales obtenidos
o con referencias pertinentes:

1. La superficie del compost debe protonarse antes de que pueda ocurrir la adsorcion del
Cr(VI): sustentado por los resultados experimentales del presente trabajo, asi como por
lo reportado en literatura'?; reaccién nimero (1).

2. La protonacion del compost sigue una cinética de segundo orden: corroborado
experimentalmente en este trabajo (tabla 4) y reportado en la literatura’; reaccién nimero
(D).

3. Laadsorcion del Cr(VI) sobre el compost sigue una cinética de orden 2: sustentado por
la parte experimental de este trabajo (tabla 4) y reaccion 2 reportada anteriormente?.

4. El Cr(VI]) se reduce por accion del compost: sustentado por la parte experimental de
este trabajo (Figura 3b) y por lo reportado en la literatura'4; reacciones ntimero (3) y (5).

5. El Cr(VI) se puede reducir, sin necesidad de adsorberse: reportado en la literatura's;
reaccion numero (5).

6. El Cr(IIT) generado por la reduccion del Cr(VI) pasa a la disolucién, permitiendo las
reacciones numeros (4) y (5), v se puede re-adsorber sobre el compost en un tipo de
sitios activos diferentes a los iniciales: reportado en la referencia'®; reaccion namero (6).

7. Lareaccion 7 se incluye para tener en cuenta el marcado decremento de la concentracion
de H,0" que se observo experimentalmente, y que no es posible describir con las primeras
6 reacciones. Este ultimo paso, se puede entender como la degradacion de la superficie
del compost debida a la acidez del medio.

Simulaciones numéricas del mecanismo propuesto

El anterior mecanismo fue puesto a prueba para saber hasta qué punto podia describir el
comportamiento experimental observado. El proceso se realizé aplicando valores iniciales
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estimados a las constantes cinéticas de las 7 reacciones del mecanismo los cuales, ademas, se
optimizaron usando un proceso de analisis de sensibilidad'¢. Este analisis permiti6 identificar
que las constantes cinéticas k, y k| del primer proceso (la protonacion del compost, reaccion
numero (1)), la constante k, de la reaccion nimero (2) en el sentido directo (la adsorcion del
cromo hexavalente), y la constante k. del proceso irreversible de degradacion del compost
por accion del medio acido (reaccion niumero (7)), son las que mayor efecto tienen sobre el
comportamiento de las simulaciones.

Finalmente, el analisis de sensibilidad acoplado a un proceso de optimizacion simplex,
nos permitié ajustar los valores de las constantes cinéticas de todas las reacciones del
mecanismo propuesto, obteniendo los valores que se muestran en la tabla 7. Esto generd
una buena concordancia entre los resultados experimentales y las simulaciones, como se
puede observar en la figura 4, en la que se presenta la concentracion de los iones H,O"
medidos experimentalmente, y aquellos obtenidos mediante la simulacion numérica usando
el mecanismo propuesto de la tabla 6.

10 T v v

=
E
S
Q
(o]
s
§ 4 Simulacién
5
o
2
[Cr(VD)]
0 40 80 120 160

Tiempo / min

Figura 4. Resultados de la simulacion numérica del mecanismo de reaccion de la tabla 6. Se
comparan los datos experimentales de la medicion de la concentracion de iones H,O" con los
obtenidos mediante la simulacion. Adicionalmente, se presenta la concentracion de Cr(VI) en funcion
del tiempo obtenida de la simulacion.

Lafigura 4 muestra el perfil cinético, calculado con el modelo propuesto, para la concentracion
de Cr(VI) y demuestra que el modelo es 1til y capaz de describir lo que sucede cuando se
adsorbe Cr(VI) sobre compost de residuos de clavel. Esta informacion es valiosa (ademas del
conocimiento basico del sistema) para futuras implementaciones del proceso de remocion
de Cr(VI) en aguas contaminadas utilizando compost, por ejemplo, a nivel de planta piloto.

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016



Evaluacion del proceso de remocion de cr(vi) con compost de residuos de cultivo de clavel en disoluciones... 401

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que, en las condiciones utilizadas, el
proceso de remocion de Cr(VI) afecta negativamente a los microorganismos presentes en
el compost obtenido de residuos de cultivos de clavel de la sabana de Bogota. Por tanto,
el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el proceso de remocion es netamente
fisicoquimico. Ademas, se pudo establecer que el mecanismo para la remocion del Cr(VI)
consta de 4 pasos fundamentales: a) Protonacion del compost, el cual sigue una cinética de
orden 2; b) Adsorcion del Cr(VI) sobre los sitios protonados del compost, que también es un
proceso cinético de orden 2; ¢) Reduccion del Cr(VI) a Cr(III) previa adsorcion del Cr(VI) y
d) Liberacion del Cr(IIT) desde el compost hacia la disolucion.
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ESTUDIO DE LA BIOSORCION DE PLOMO DIVALENTE
DE SOLUCIONES ACUOSAS USANDO BIOMASA MODIFICADA
DE MARLO DE MAIZ (Zea mays)

Carmencita Lavado Meza™ , Franklin Oré Jiménez®

RESUMEN

Se estudio la remocion de los iones de Pb(II) de soluciones acuosas utilizando la biomasa
del marlo de maiz modificado quimicamente con una solucioén 0,2 M de NaOH, mediante un
sistema batch, lograndose incrementar la capacidad de adsorcion en un 40% frente a su similar
sin modificar (ZM). El marlo de maiz modificado (MZM) se caracteriz6 por espectroscopia
infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR) determinandose la presencia de grupos
funcionales como OH y grupos carboxilicos los cuales estarian favoreciendo el proceso
de biosorcion, se determind el area superficial siendo esta igual a 2,2 m%g. Asimismo, se
evalu6 la capacidad de adsorcion del MZM en funcion del tiempo de contacto, dosis del
biosorbente, pH y concentracion inicial de la solucion de Pb (II). Las condiciones Optimas
para la remocion de Pb(Il) fueron 4g/L de MZM, tiempo de agitacion de 60 minutos y pH
igual a 5,0. Los datos cinéticos se ajustaron al modelo de Pseudo Segundo Orden, los datos
experimentales de equilibrio se ajustaron mejor al modelo Langmuir, lo que indicaria una
biosorcion en monocapa. El MZM posee una capacidad maxima de biosorcion de 12,44

mg/g.

Palabras clave: Plomo, biosorcion, marlo de maiz modificado, biosorbentes de bajo costo.

STUDY OF LEAD DIVALENT BIOSORPTION FROM AQUEOUS
SOLUTIONS USING CORNCOB BIOMASS MODIFIED (zea mays)

ABSTRACT

Removing ions Pb (II) was investigated from aqueous solutions using biomass corn cob
chemically modified with a 0,2 M NaOH solution, using a batch system, achieving 40%
increase in adsorption capacity compared to similar unmodified (ZM). The corncob modified
(MZM) was characterized by infrared spectroscopy Fourier transform (FTIR) determining
presence of functional groups such as OH and carboxylic groups which would favor
biosorption process, the surface area was determined to be the equal to 2,2 m?%/g. Likewise,
adsorption capacity versus time MZM contact biosorbent dose, pH and initial concentration
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of Pb (II) solution were evaluated. The optimal conditions for the removal of Pb (II) were
4g/L. MZM, stirring time 60 minutes and pH equal to 5,0. The kinetic data were fitted to the
model of Pseudo Second Order, experimental equilibrium data were better adjusted to the
Langmuir model, which would indicate a monolayer biosorption. The MZM has a maximum
capacity of biosorption of 12,44 mg / g.

Key words: Lead, biosorption , modified corncob , low cost biosorbents.

INTRODUCCION

La contaminacion del agua con metales pesados es uno de los problemas ambientales mas
severos, debido a su toxicidad, persistencia y bioacumulacion, convirtiéndose, asi, en un
riesgo para la salud humana y el medio ambiente.'

El plomo es un metal pesado muy toxico, sus efectos sobre la salud humana incluyen
anemia, hipertension, esterilidad, dafo a los rifiones y retardo mental.? Algunos métodos
convencionales utilizados para la remocion de plomo de aguas residuales son: filtracion
con membrana, precipitacion quimica e intercambio idnico, estas tecnologias muchas veces
resultan no ser utilizadas por el alto costo de operacion.? La biosorcion se puede definir como
la retencion de iones por material bioldgico no vivo a través de mecanismos fisicoquimicos,
el proceso comprende la fase solida (biosorbente) y la fase liquida (solvente, comunmente
agua) la cual contiene la especie disuelta a ser removida.* La biosorcion se presenta como un
método atractivo debido a las ventajas que presenta, como bajo costo, ya que, generalmente
se emplea biomasa sin aplicacion industrial como restos organicos industriales y desechos
agricolas; asimismo, el material puede regenerarse, se puede retener el metal en presencia de
otros cationes y es de facil operacion.’ Estudios recientes muestran optimos resultados cuando
el material (biomasa) presenta componentes estructurales como proteinas, polisacararidos
o nucledtidos con diversos grupos funcionales como carbonilos, carboxilos, hidroxilos y
grupos aminos o amidas; estos grupos tienen la capacidad de enlazar con los iones disueltos
en la solucion por atraccion electrostatica. Los materiales lignoceluldsicos contienen uno o
mas de los grupos mencionados, donde la capacidad de interaccion de estos con los iones
depende del pH, temperatura, fuerza iénica del medio, caracteristicas quimicas del metal, asi
como la capacidad adsorbente, la cual, a su vez, depende de la especie periodo estival y zona
geografica. La modificacion de la biomasa, ya sea quimica o fisica, busca incrementar el area
superficial especifica (entre el material bioadsorbente y el ion y/o entre el nimero de cargas
y actividad de los grupos enlazantes) y de esta manera darle un valor agregado a la biomasa.®
El marlo de maiz (Zea mayz) es un material lignocelulésico de desecho que se encuentra en
abundancia en la region Junin, en Peru, por lo que se plantea la posibilidad de usarlo como
biosorbente.

El presente estudio tuvo por objetivo investigar la capacidad de la biomasa modificada

quimicamente del marlo de maiz para remover Pb (II) de soluciones acuosas, determinar
la influencia del pH, dosis de biosorbente, tiempo de adsorcion y correlacionar los datos
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experimentales de equilibrio y cinética de biosorcion con los modelos matematicos
respectivos.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion del biosorbente y la solucién de Pb

El marlo de maiz fue recolectado en el distrito de Sicaya de la region Junin en Pert. Para
la eliminacion de impurezas se lavo el marlo de maiz con abundante agua destilada. Luego
el biosorbente fue trasferido a un horno y secado a 60 °C por 24 horas. Las muestras secas
fueron molidas y tamizadas con malla 70 pm. Una cantidad de esta biomasa (MZ) fue puesta
en contacto con una soluciéon de NaOH (0,2 M) por un espacio de 6 horas con agitacion
constante, posteriormente se lavé con abundante agua destilada hasta pH constante, finalmente
se seco en un horno a 60 °C para obtener la biomasa modificada (MZM). Las soluciones de
Pb (II) fueron preparadas disolviendo sal anhidra de nitrato de plomo, Pb (NO,),, (Scharlau,
Lead (II) grade ACS, 99,5%) en agua desionizada.

Caracterizacion del biosorbente

El area superficial se obtuvo mediante adsorcion de N, (99,9% pureza) a 77 K en un equipo
de adsorcion Micromeritics, modelo Gemini VII (serie t). Para la determinacion del area
superficial y volumen de microporo se utilizaron las ecuaciones de BET (Brunauer- Emmett-
Teller) y DR (Dubinin-Radushkevich). Los grupos funcionales en el biosorbente se estudiaron
por espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR) en un espectrofotometro
SHIMADZU FTIR- 8700; para ello se empled 0,002 gr de biosorbente y 0,2 gr de KBr, las
muestras se homogenizaron y pulverizaron en un mortero de 4gata y secadas por 48 h a 60 °C
en un horno para luego ser analizadas en un rango espectral de 4000 a 400 cm™.

Ensayos de biosorcion

La biosorcion de los iones de Pb(II) de soluciones acuosas se llevo a cabo en un sistema
batch, utilizando 100 mL de muestra de solucion de Pb(Il); los parametros de velocidad de
agitacion (150 rpm) y temperatura (20 °C) se mantuvieron constantes.

Se establecio la dosis del biosorbente, utilizando cantidades diferentes del marlo de maiz
(0,1; 0,2; 0,4 y 0,8 g) en 100 mL de la solucion. Para determinar el equilibrio cinético, se
trabajo a diferentes intervalos de tiempo en un rango de 1-180 min. El equilibrio de sorcion
se evaluo a diferentes concentraciones iniciales del adsorbato en un rango de 5-70 mg/L de
Pb(I). El estudio de la influencia del pH se realiz6 ajustando pH de la solucion inicial en un
rango de 2-6 utilizando soluciones 0,1 M NaOH y HNO,. En cada uno de los casos luego del
experimento, las fases se separaron por filtracion utilizando papel filtro Wattman N° 40. La
concentracion final del plomo en la solucion en equilibrio (Ce) se determind por absorcion
atomica con un espectrofotometro marca SHIMADZU modelo AAS 6800 a una longitud de
onda de 283,3nm.
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La cantidad de iones de plomo retenidos por el biosorbente (q, mg/g) y el porcentaje de
biosorcion se calcularon mediante las ecuaciones 01 y 02, respectivamente.

GGy

. " (1)

(Co — Ce)

0

%R = x100 (02)

donde: C, y C, son las concentraciones inicial y final de la solucion de los iones de plomo
(mg/L) antes y después de la biosorcion, respectivamente, M es la masa del biosorbente (g),
y Ves el volumen de la solucion (L).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del biosorbente
Andlisis proximo. En la tabla 1 se muestran los resultados del analisis proximo del marlo de
maiz modificado.

Tabla 1. Analisis proximo del marlo de maiz.

% peso
Humedad 13,8
Material volatil 72,8
Cenizas 2,91
Carbon fijo 10,49

Anadlisis textural. El analisis de las propiedades texturales se realizd a través de la
determinacion y analisis de las isotermas de adsorcion de N, en el sistema sélido-gas y
utilizando las ecuaciones BET. Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion textural del MZM

Area superficial BET (mz/ 2) 2,1673
Diametro de poro (nm) 8,05
Volumen mesoporo (cm’/g) 56x 107
Volumen total (cm’/g) 0,02759
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Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). En la figura 1 se muestra
el espectro del marlo de maiz modificado MZM, donde se reconocen los siguientes grupos:
la banda ancha a 3303,8 cm™, es atribuida a los grupos hidroxilos (-OH), la banda a 2924,9
cm’' fue asignada a los alcanos (-CH,-), los picos intensos a 1726,2 y 1247,9 cm™ son debidos
a la vibracion de tension y flexion en el plano del grupo de los esteres (=C-O-C), la banda
a 1620,8 cm-1 es caracteristica del estiramiento asimétrico del doble enlace del carboxilo
C=0, la banda a 1510,2 cm™ es asignada al grupo de los aminos (-NH-), el pico a 1420,4
cm corresponde al estiramiento vibracional del acido carboxilico (COOH) y la banda a

1043,4 cm™! fue asignada a los anhidridos. Todas las bandas mencionadas son caracteristicas
en materiales lignoceluldsicos.’

e \ /\ ) W\
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Figura 1. Espectro de FTIR del marlo de maiz modificado MZM

Biosorcion de plomo
Efecto de la concentracion del biosorbente. El efecto de la concentracion del biosorbente
fue estudiado usando 100 mL de una solucion de Pb(Il) y diferentes concentraciones del

biosorbente. En la Figura 2 se observa el incremento del porcentaje de biosorcion a medida
que va aumentando la dosis del biosorbente.

100
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Figura 2. Relacion de la concentracion inicial del MZM con el porcentaje de
remocion, pH =15
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Este incremento esta relacionado al aumento del area de contacto del s6lido adsorbente con el
adsorbato, de esta manera va aumentando el numero de los sitios de biosorcion disponibles.
Se observa también que un aumento de la concentracion del biosorbente después de 4 g/L no
provoca un cambio sustancial en el porcentaje de biosorcion motivo por el cual la dosis que
se usa en los ensayos proximos es de 4 g/L.

Isotermas de adsorcion. Las isotermas de biosorcion, representa la cantidad de Pb II (mg)
retenido por el biosorbente (g) y describen la manera como interactua el adsorbato con la
superficie del material adsorbente.

La isoterma fue obtenida graficando la capacidad de adsorcion (q,) expresada en mg
de Pb(Il))/g de biomasa (MZM) versus la concentracion del Pb(Il) en equilibrio (C)) y
se muestran en la figura 3. En esta se observa que la curvatura inicial de la isoterma se
va separando a medida que se incrementa el valor de C, lo que estaria indicando que las
moléculas de Pb(Il) tienen mas dificultad para encontrar un sitio activo de adsorcion. La
capacidad de adsorcion se incrementa hasta casi alcanzar una condicion estable de 12,44
mg Pb(II)/g. Asimismo, se muestra la comparacion de la isoterma de biomasa sin modificar
(MZ) con la isoterma de la biomasa modificada (MZM) donde se observa que la capacidad
de absorcion (q,) se incrementa en aproximadamente un 40%, esto se atribuye al aumento de
los sitios de adsorcion después que la biomasa ha sido modificada.

T2l _——
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2 84 B
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o tf Mz

0 10 20 30

Co(mg/L)
Figura 3. Isotermas para la adsorcion de Pb (II) utilizando MZM y MZ, T=200C, pH=5

Correlacion de los valores experimentales con los modelos de isotermas. Los datos
experimentales fueron correlacionados con dos modelos de isotermas. El modelo de Langmuir
asume una sorcion del soluto en monocapa con una energia de sorcién homogénea.® Este
modelo es expresado mediante la siguiente ecuacion:

q. =q. KO'Ce (03)
< ImLK,C
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donde: g, (mg/g) es la capacidad de sorcion en el equilibrio y g, _(mg/g), es la capacidad de
sorcion en monocapa, K, es una constante que representa la afinidad entre el adsorbato y el
adsorbente, C, (mg/L), es la concentracion del adsorbato en el equilibrio. Los valoresde q,__,
Q, y K, se hallaron luego de graficar C /q, versus C, (figura 4A). El modelo de Freundlich
es una expresion empirica que asume la sorcion del soluto en multicapas, considerando que
las energias de sorcion son heterogéneas.” El modelo de Freundlich es expresado mediante
la ecuacion 04.

q =Kg.C,t" (04)

donde K, (L/g) es una constante de la adsorcion en equilibrio y n es una constante caracteristica
asociada al grado de favorabilidad de la adsorcion. Estos valores se hallaron luego de graficar
log q, versus log C_ (figura 4B).

(A | 1,2 4
) P (8) , ] «

y=0.2934x+0,6813 08 | -
R? = 0,8857 067"

04 1

log g,

0,5 4 A y=0,0747x+0,1132
R R = 09861 0,2 4

0 + . . Y . . . - ———
0 y 0 15 20 25 3 2 1 0 1 p)

Ce log C,

Figura 4. Correlacion de los datos experimentales empleando (A) el modelo de
Langmuir y (B) el modelo de Freundlich para la biomasa MZM.

En la tabla 3 se puede observar las constantes de ambos modelos hallados a partir de las
ecuaciones linealizadas de las isotermas de la figura 4. Al examinar las correlaciones se
observa que los valores experimentales se ajustan mejor al modelo de Langmuir, el cual
explica una sorcion en monocapa en centros activos energéticamente homogéneos. Para el
modelo de Freundlich, segin Kadiverlu'®, los valores de n en un rango de 1<n<10 indican
una adsorcion favorable del adsorbato sobre el adsorbente, el valor de 3,41 se encuentra
dentro del rango, lo que indicaria que el i6n Pb(II) se retiene favorablemente en la superficie
de la biomasa MZM.

Tabla 3. Parametros de los modelos de las isotermas de adsorcion.

Constantes  Langmuir Freundlich
(Mg L) 13.37 -

Ko 0,67 -
Kr - 4.8

N - 3,41
R? 0,9861 0,8857
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El modelo de Langmuir puede explicar la caracteristica de la isoterma en términos del valor
de R, el cual es un parametro de equilibrio definido por la ecuacion 05.

1

"0k, Co) ©

L

Hall e al. "' reportaron en sus investigaciones que el valor de R, indica la forma de la
isoterma donde si 0<R <1 esta es favorable. La tabla 4 muestra los valores de R, obtenidos
de la adsorcion de plomo. Se puede apreciar que los valores de RL se encuentran en el rango
en todos los casos, lo que indica que la isoterma es favorable y esa tendencia es mayor cuanto
més pequefio sean los valores de R, .

Tabla 4. Valores de R, en la adsorcién de Pb(II) sobre la biomasa MZM

C, (mgL™) Ry

5 0,2326
10 0,1316
20 0,0704
50 0,0294

Cinética de biosorcion. El proceso de biosorcion es dependiente del tiempo y es muy
importante saber su comportamiento sobre todo para disefiar el reactor. La biosorcion se da
en dos etapas: la primera es la mas rapida y se lleva a cabo en la superficie de la biomasa,
la fase lenta ocurre por difusion del metal en la parte interna de la biomasa.'? En la figura 5
se muestra el efecto del tiempo de contacto sobre capacidad de adsorcion de Pb(II) sobre la
biomasa MZM. Se observa que la biosorcion es rapida durante los primeros cinco minutos
como resultado de la disponibilidad de los sitios de adsorcion en MZM, pero el equilibrio
se alcanza aproximadamente en 90 minutos, resultados similares reportaron Barka et al.'®

q,(mg Pb/g MZM)

T T »

( S0 100 150 200

Tiempo de agitacon (min)

Figura 5. Cinética de biosorcion del MZM, pH=5, C = 50 mg/L
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Correlacion de los datos cinéticos. En el proceso de biosorcion los parametros cinéticos
proporcionan importante informacion para el disefio y modelamiento del proceso. Los datos
experimentales obtenidos fueron correlacionados en base a dos modelos diferentes: La
ecuacion de pseudo primer orden (ecuacion de Lagergren) describe la adsorcion en sistemas
solido-liquido, basado en la capacidad de sorcion de los sé6lidos.!® Esta dada mediante la
siguiente ecuacion:

g, =q.(1-¢") (07)

donde: g,y g, (mg/g) en cualquier tiempo (¢) y en el equilibrio (e) y &, es la constante de
velocidad de primer orden (min™'). Este modelo permite obtener la constante de velocidad de
pseudo primer orden (k,), considerando que la velocidad de adsorcién depende tinicamente
de la concentracion inicial del adsorbato. El modelo de pseudo segundo orden describe la
cinética de quimisorcion de soluciones liquidas y asume que los iones metalicos se adsorben
en dos sitios distintos de sorcion de la superficie adsorbente?. Esta dado por:

dg-ko.t

1+qg.kp.t (08)

q: = 4.

donde K, es la constante de velocidad de segundo orden (min™), y se utiliza para calcular la
velocidad inicial # (mg/g min), determinada por:

h=ky.q (09)

Los valores de las constantes de velocidad de los modelos cinéticos en la tabla 5. Al analizar
los valores de R? se determind que el modelo de pseudo segundo orden es el que mejor se
ajusta a los datos experimentales lo que permite establecer que el proceso de adsorcion de
Pb(II) sobre la biomasa MZM esta regida por una reaccion de pseudo segundo orden.

Tabla 5. Constantes de los modelos cinéticos

Pseudo primer orden Pseudo segundo orden
K, R’ K; h R’
min”' g/mg min  mg/g min
0,029 0,9624 0,061 7,72 0,999

Efecto del pH. Se puede considerar que el pH de la solucién es el parametro mas importante
que influye en la capacidad de adsorcion de metales pesados de un adsorbato sobre la
superficie de la biomasa, ya que influye grandemente en las interacciones electrostaticas
superficiales entre la biomasa y las diferentes especies quimicas puestas en contacto.’
En la figura 6 se muestra la influencia del pH inicial de la solucién sobre la remocion de
Pb(II), a diferentes concentraciones iniciales del adsorbato. Para todas las concentraciones
iniciales, esta claro que, para valores bajos de pH la capacidad de remocion es bastante

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016



412 Carmencita Lavado Meza, Franklin Oré Jiménez

baja. La capacidad de adsorcion de Pb(Il) se incrementa con el aumento del valor del pH,
alcanzandose una maxima adsorcion a pH 5. A valores mayores la capacidad de adsorcion
disminuye, no se realizaron ensayos a pH mayores que 6 ya que a partir de este valor el
plomo empieza a precipitar. Este comportamiento se puede explicar debido a que la pared
celular del MZM contiene una cadena de grupos funcionales de acidos débiles, grupos OH
y carboxilicos caracteristicos de materiales lignoceluldsicos (esto se puede corroborar con
los resultados de FTIR presentados anteriormente). La biosorcion se podria estar llevando a
cabo debido a dos mecanismos: intercambio i6nico e interacciones electrostaticas. A pH<S5,0
la especie dominante es el Pb(II) por lo que a valores bajos de pH disminuye la remocion, ya
que se tiene una mayor cantidad de iones H,O" los cuales estarian competiendo con los iones
de Pb(II) por los sitios de intercambio en el sistema y a la vez se da una fuerza de repulsion ya
que la superficie se encontraria cargada positivamente. Conforme el pH se va incrementando,
mas grupos funcionales (carboxilicos e hidroxilicos) estan disociados y se convierten en
provechosos enlazantes de iones Pb(Il) debido a que hay menos competencia de iones H* en
la solucion y por ende hay una fuerza de atraccion entre el metal Pb(Il) con la superficie del
biosorbente. A pH mayores que 5,0, la especie dominante es Pb(OH), lo que favorece a la
precipitacion del Pb(Il)."
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Figura 6. Efecto del pH en la biosorcion de Pb(Il), T =20 °C.

CONCLUSIONES

* Se modifico la biomasa proveniente del marlo de maiz con una soluciéon de NaOH
logrando un biosorbente con buena capacidad de biosorcién de plomo de hasta 12,44
mg Pb/g, lograndose mejorar la capacidad de adsorcion en un 40% sobre su similar sin
modificar (MZ).

*  Se caracterizo el biosorbente MZM cuya area superficial es de 2,2 m?/g y se determind
por FTIR la presencia de grupos funcionales como OH- y grupos carboxilicos los
cuales estarian favoreciendo el proceso de biosorcion, a través de mecanismo como
la interaccion electrostatica e intercambio i6nico entre el adsorbato y superficie del
biosorbente.

*  Se determiné las condiciones dptimas para la remocion de Pb(II) las cuales fueron de
4g/L de biosorbente, tiempo de agitacion de 60 minutos y pH 5,0

*  Elmodelo de las isotermas que tuvo mejor ajuste fue el de Langmuir el cual indica una
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biosorcion en monocapa con un capacidad maxima de saturacion de 12,44 mg/g, y para
la cinética el modelo que mejor se ajustd a los datos experimentales fue el de pseudo
segundo orden.
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CALIFICACION DE LA EQUIVALENCIA FARMACEUTICA in vitro
POR LA METODOLOGIA HPLC DE CUATRO MEDICAMENTOS
CONTENIENDO PARACETAMOL, CLORFENAMINA MALEATO Y
FENILEFRINA CLORHIDRATO EN TABLETAS

Jhonnel Samaniego Joaquin™, Gladys Arias Arroyo®

RESUMEN

Se califico la equivalencia farmacéutica in vitro de cuatro medicamentos conteniendo
paracetamol, clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato en tabletas utilizando la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase reversa (HPLC-RP), se determino los
perfiles de disolucion del producto de referencia y de los 4 productos en estudio, ademas
se establecieron y compararon las diferencias de los perfiles de disolucion del producto de
referencia y los productos en estudio. El disefio de la metodologia empleada fue analitico,
experimental y comparativo. Se evaluaron cuatro formulaciones comercializadas en Lima
y el medicamento de referencia mediante el método de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se cuantificaron los perfiles de disolucion y fueron comparados a través
de un método estadistico modelo independiente, factor de diferencia (f1) y de similitud
(f2), los cuales revelaron que las curvas de disolucion son distintas entre los productos
del laboratorio de referencia y los laboratorios analizados, ya que fl y f2 estuvieron fuera
de los rangos establecidos en dos de las cuatro formulaciones evaluadas. Los resultados
obtenidos demostraron que dos de los cuatro productos analizados con este método no serian
equivalentes farmacéuticos.

Palabras clave: Equivalencia farmacéutica in vitro, cromatografia liquida de alta resolucion,
perfiles de disolucion, factor de diferencia (f1), factor de similitud (f2).

RATING PHARMACEUTICAL EQUIVALENCE in vitro BY
HPLC METHODOLOGY FOUR DRUGS CONTAINING
ACETAMINOPHEN, CHLORPHENIRAMINE MALEATE AND
PHENYLEPHRINE HYDROCHLORIDE TABLETS

ABSTRACT

Pharmaceutical equivalence in vitro four medicines containing paracetamol, maleate
chlorpheniramine and phenylephrine hydrochloride tablets using Chromatography Liquid
High Resolution reversed phase (HPLC-RP) is called, the dissolution profiles of the reference
product and were determined 4 products in the study also were established and compared the

* Facultad Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Jr. Puno 1002. Jardin Botéanico.
Lima. Pert. jhonnel28@hotmail.com
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differences in the dissolution profiles of the reference product and the products under study.
The design methodology was analytical, experimental and comparative. Four formulations
marketed in Lima and the reference product was evaluated by the method of high performance
liquid chromatography (HPLC). the dissolution profiles were measured and were compared
using a statistical method independent model difference factor (f1) and similarity (f2), which
revealed that the dissolution curves are different between products reference laboratory and
laboratories analyzed, since fl and f2 were outside the ranges established in two of the four
formulations tested. The results showed that two of the four products tested by this method
would not be pharmaceutical equivalents.

Key words: in vitro pharmaceutical equivalence, high-resolution liquid chromatography,
dissolution profiles difference factor (f1), similarity factor (2).

INTRODUCCION

Los estudios de bioequivalencia in vivo han constituido el tipo de evidencia de primera
eleccion para demostrar la intercambiabilidad de la mayoria de los medicamentos. Sin
embargo, entidades internacionales como la FDA (Food and Drug Administration) y la
EMA (European Medicines Agency) han abierto la puerta a la posibilidad de demostrar la
equivalencia in vitro para ciertos medicamentos, mediante ensayos de disolucion y pruebas
que garantizan su eficacia y seguridad; y asi evitar la realizacion de ensayos in vivo en
humanos y disminuir los costos de desarrollo de los medicamentos. Para ello utilizamos las
comparaciones de los perfiles de disolucion del medicamento en estudio.!

Los medicamentos genéricos son todos aquellos diferentes al innovador. Equivalentes
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas que pueden o no ser equivalentes terapéuticos.
Aquellos que hayan demostrado equivalencia in vivo o in vitro, se consideran terapéuticamente
equivalentes al producto de referencia y pueden ser declarados intercambiables. Son
equivalentes farmacéuticos aquellos medicamentos que contienen la misma cantidad molar
de ingrediente farmacéutico activo, en la misma forma farmacéutica, estan destinados a ser
administrados por la misma via y cumplen con estandares de calidad idénticos o comparables.'

Los estudios in vitro estan constituidos por estudios comparativos de perfiles de disolucion,
en donde se determina la cantidad o porcentaje del principio activo disuelta en funcion
del tiempo bajo condiciones controladas y validadas. El proposito de este tipo de estudio
es comparar las caracteristicas de liberacion del principio activo contenido en una forma
farmacéutica solida oral de liberacion inmediata.>

Las pruebas para realizar los perfiles de disolucion deberan realizarse tomando como
referencia la metodologia establecida en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) en un
Aparato I a 100 rpm o un Aparato II a 50 rpm usando 900 mL de los siguientes medios de
disolucion: (1) 0,1 N de HCI o Fluido Gastrico Simulado USP sin enzimas; (2) un tampoén
de pH 4,5 y (3) un tampén de pH 6,8 o Fluido Intestinal Simulado USP sin enzimas. Para
capsulas y comprimidos recubiertos de gelatina, se puede usar Fluidos Gastrico o Intestinal
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Simulado USP (con enzimas). Se debera evaluar un minimo de 12 unidades posolégicas de un
producto medicamentoso para respaldar una solicitud de bioexencion. Se debera recolectar
las muestras en un nimero suficiente de intervalos para caracterizar el perfil de disolucion
del producto medicamentoso. Cuando se comparan los productos de prueba y referencia, se
debera comparar los perfiles de disolucion usando un factor de similitud (f2). EI factor de
similitud es una transformacion logaritmica de la raiz cuadrada reciproca de la suma del error
cuadrado y es una medicion de la similitud en el porcentaje (%) de disolucion entre las dos
curvas.’

La cuantificacion simultanea de las muestras obtenidas de la combinacioén de paracetamol,
clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato como medicamento antigripal en tabletas, se
determiné por el método analitico HPLC ya que es mas especifico y sensible.*

El objetivo general del presente trabajo fue calificar la equivalencia farmacéutica in vitro
de cuatro medicamentos conteniendo paracetamol, clorfenamina maleato y fenilefrina
clorhidrato en tabletas utilizando la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase
reversa (HPLC-RP).

Los objetivos especificos fueron la determinacion de los perfiles de disolucion del producto
de referencia y de los 4 productos en estudio, ademas comparar las diferencias de los perfiles
de disolucion del producto de referencia y los productos en estudio.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos
Acido clorhidrico (Merck), fosfato monobasico de potasio (Merck), acetonitrilo (grado
HPLC, J.T. Baker), acido fosforico al 85% (calidad R.A. J.T. Baker), agua (HPLC).

Material de referencia
Clorfeniramina maleato (estandar primario USP), Paracetamol (estandar primario USP) y
Fenilefrina clorhidrato (estandar primario USP),

Equipos

« Sistema HPLC Agilent Tecnologies 1260, equipado con bomba 1260-G1311B, auto
muestreador 1260 ALS-G1329B, horno para columna 1260 TCC-G1316A y detector
de arreglo de diodos 1260 DAD-G4212B. Para la adquisicion y procesamiento de los
cromatogramas, se empled el programa Open lab.

*  Equipo de disolucion Sotax AT7 Smart

+ Balanza analitica Mettler Toledo XPE205

Sistema cromatografico

Se empled como fase mdvil una solucion fosfato monobésico de potasio, se ajusto a pH 3,5
con acido fosforico al 85%. Se empled una columna L11 relleno de grupos fenilo de silice de
150 x 4,6 mm 5 um (Agilent). Se trabajo a un flujo de 0,5 mL/min hasta el minuto 7,0 y luego
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se aumento el flujo a 1,0 mL/min hasta el minuto 22,0 de forma constante hasta el minuto
35,0 y luego se disminuye el flujo a 0,5 mL/min hasta el minuto 40,0. También cuenta con
una elucion en gradiente de acetonitrilo a los 22,0 minutos en un 20% hasta el minuto 35,0
y luego continuo con fase movil. Se empled deteccion UV a 205 nm para Clorfeniramina
maleato, 202 ym para Fenilefrina clorhidrato, 298 nm para Paracetamol; temperatura de la
columna 30°C; volumen de inyeccién: 20uL.

Método

Se utilizo el método de cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC-RP)
en fase reversa para determinar la equivalencia in vitro de la combinacion de paracetamol,
clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato tabletas.*

Tipo y disefio de investigacion

Estudio analitico experimental y comparativo, empledndose cuatro formulaciones de
la combinacion de paracetamol, clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato tabletas
comercializados en la ciudad de Lima, en establecimientos farmacéuticos los cuales seran
comparados con el original de laboratorio multinacional (medicamento de referencia).

Unidad de analisis
Se procedio a validar un método de ensayo por HPLC para determinar la equivalencia in vitro
de la combinacion de paracetamol, clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato tabletas.

Tamafio de muestra

Cinco en total: cuatro formulaciones comercializadas en Lima y el medicamento de referencia.
Para calificar la equivalencia farmacéutica in vitro se compar6 simultaneamente cada uno de
los medicamentos en estudio con el producto de referencia.

Seleccién de muestra

Se procedio a obtener las muestras de las cuatro formulaciones, adquiriéndolas en cuatro
cadenas de boticas y farmacias de mayor influencia en el mercado farmacéutico que son
comercializadas en la ciudad de Lima.

Técnica de recoleccion de datos

Los perfiles de disolucion fueron cuantificadas a través de la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (HPLC-RP). Estos perfiles se compararon a través de un
método estadistico modelo independiente, factor de diferencia (f1) y de similitud (£2).?

Determinacion de los perfiles de disolucion:

*  Preparacién de la solucién estandar
Se pesaron 46,5 mg de Fenilefrina clorhidrato y 18,5 mg de Clorfeniramina maleato,
se transfirieron a un matraz volumétrico de 250 mL. Se afiadieron 100 mL fase movil y
se sonico por 5 minutos y se enraso con fase movil. (Fiola A). Se pesaron 55,0 mg de
paracetamol y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL. Se afiadieron 50 mL
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de fase movil y se sonico por 5 minutos. Se transfirid 3 mL de la Fiola A y se enrasé
con fase movil. Se homogeneizoé y filtr6 por membrana de 0,45um PVDF Millipore.
Concentracion aproximada de 0,0056 mg/mL de fenilefrina clorhidrato, 0,0022 mg/mL
de clorfeniramina maleato y 0,55 mg/mL de paracetamol.

*  Preparacion de las muestras

Se evaluaron doce tabletas de cada formulacion por lote y en todos los procesos, de igual
concentracion nominal de 5 mg de fenilefrina clorhidrato, 5 mg de clorfenamina maleato
y 500 mg de paracetamol para todas las muestras. El volumen de medio de disolucion a
emplear fue de 900 mL al que se le agrego las formulaciones en estudio y se muestrearon
de manera manual y con 5 tiempos de muestreo recomendados por la FDA establecidos
alos 15,30, 45, 60 y 75 minutos. Los perfiles de disolucion se realizaron usando aparato
2 USP a 50 rpm empleando equipo de disolucion ZOTAX. Los medios de disolucion
fueron soluciones amortiguadoras USP (11) para simular los fluidos fisiologicos del
sistema gastrointestinal: pH 1,2 (fluido gastrico simulado sin enzimas), pH 4,5 (solucion
buffer acetato), y pH 6,8 (solucion buffer fosfato) a una temperatura de 37 + 0,5°C.
Todas las muestras se filtraron a través de membranas de 0,45 um PVDF Millipore.
Concentracion aproximada de 0,0056 mg/mL de fenilefrina clorhidrato, 0,0056 mg/mL
de clorfeniramina maleato y 0,55 mg/mL de paracetamol.

RESULTADOS Y DISCUSION

a. Comparacién de los perfiles de disolucion para las cuatro formulaciones en estudio
y el producto de referencia en medio de disolucién a pH 1,2

Tabla 1. Porcentaje promedio liberado de fenilefrina clorhidrato
en medio de disolucion pH 1,2; resultado fly 2.

REFERENCIA 84,85% 93,67% 94,54% 95,45% 96,51%

PRODUCTO A 75,51% 82,39% 87,51% 88,86% 90,60%
f1=38,63 f2 =53,96

PRODUCTOB | 46,74% | 5191% | 53,44% | 54.87% | 56,99%
f1 =43,24 2=19,77

PRODUCTO C | 42,72% | 49.96% | 51,44% | 52,66% | 53,64%
f1 =46,15 2 =18,36

PRODUCTOD | 7621% | 80,50% | 82,36% | 89,64% | 92,22%
1 =948 f2 = 51,06

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 1. Comparacion de los perfiles de disolucion de
fenilefrina clorhidrato en medio a pH 1,2.

Tabla 2. Porcentaje promedio liberado de clorfenamina maleato
en medio de disolucion pH 1,2; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
REFERENCIA 86,40% 95,47% 96,61% 97,62% 99,29%

PRODUCTO A 76,91% 84,05% 88,64% 91,13% 92,54%
f1 =8,86 2 =53,08

PRODUCTOB | 48,63% | 52,29% 55,63% | 57,80% | 60,27%
1 =42,23 2=19,78

PRODUCTO C | 44,63% | 51,95% 53.80% | 55,07% | 56,07%
f1 =44,99 2 =18,43

PRODUCTOD | 77,46% | 81,83% 84,06% | 90,90% | 95,24%
f1 =9,66 2 =50,22

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 2. Comparacion de los perfiles de disolucion de
clorfenamina maleato en medio a pH 1,2.

Tabla 3. Porcentaje promedio liberado de paracetamol
en medio de disolucion pH 1,2; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min

REFERENCIA | 86,01% | 9589% | 98,44% 99,58% 101,11%

PRODUCTO A | 74,59% | 85,68% | 89,03% 92,16% 9527%
f1 =921 2 =51,96

PRODUCTO B | 46,03% | 51,23% 53.92% | 55.89% | 58,59%
f1 = 44,77 12 =18,27

PRODUCTO C | 42,68% | 49,21% 51,44% | 5320% |  54,61%
1 =47,79 2 =16,86

PRODUCTOD | 7526% | 83,71% 86,97% | 92,11% | 9524%
f1 =9,93 12 = 50,20

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 3. Comparacion de los perfiles de disolucion de
paracetamol en medio a pH 1,2.

b. Comparacion de los perfiles de disolucién para las cuatro formulaciones en estudio
y el producto de referencia en medio de disolucién a pH 4,5.

Tabla 4. Porcentaje promedio liberado de fenilefrina clorhidrato
en medio pH 4,5; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
REFERENCIA 82,82% 92,99% 93,52% 93,98% 94,52%
PRODUCTO A | 76,37% 87,23% 88,43% 89,42% 91,82%

f1 =5,36 2 = 64,32
PRODUCTO B | 47,30% | 49,00% 50,08% | 51,51% | 52,96%

f1 =4521 2=19,09
PRODUCTO C | 42,44% | 4858% | 49,.81% | 51,32% | 52,29%

f1 = 46,61 2=1847
PRODUCTOD | 78,05% | 87.47% 88,50% | 90,08% | 9127%

fl =491 f2 = 66,51

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 4. Comparacion de los perfiles de disolucion de
fenilefrina clorhidrato en medio pH 4,5.

Tabla 5. Porcentaje promedio liberado de clorfenamina maleato
en medio pH 4,5; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
REFERENCIA | 80,71% 91,40% 92,42% 93,22% 93,86%

PRODUCTO A | 74,30% 85,35% 86,94% 87,20% 90,35%
f1 =6,08 2 = 62,29

PRODUCTO B | 45,07% | 47.40% | 48.80% [ 50,11% | 51,19%
f1 = 46,29 2 =18,87

PRODUCTO C | 40,19% | 46,57% | 4838% | 49,76% | 50,88%
f1 =47,79 2=1822

PRODUCTOD | 76,92% | 86,50% 87,53% | 88,94% | 90,77%
f1 =4,64 f2 = 68,01

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 5. Comparacion de los perfiles de disolucion de
paracetamol en medio a pH 1,2.

Tabla 6. Porcentaje promedio liberado de paracetamol
en medio pH 4,5; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
REFERENCIA | 84,68% 92,93% 95,38% 97,76% 100,26%

PRODUCTO A | 78,66% 88,11% 92,80% 95,08% 97,07%
f1 =4,09 f2 = 68,81

PRODUCTO B [ 56,76% | 61,02% | 64,85% | 67,07% | 69,90%
f1 =32,15 2 =2591

PRODUCTO C [ 5347% [5697% |5893% | 61,45% | 64,28%
f1 =37,35 2=22,64

PRODUCTOD | 8023% | 89.40% [91,06%  [9281% [ 95,07%
1 =4,76 2 = 66,70

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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PRODUCTO D

Figura 6. Comparacion de los perfiles de disolucion de
paracetamol en medio pH 4,5.

Comparacion de los perfiles de disolucion para las cuatro formulaciones en estudio

y el producto de referencia en medio de disolucion a pH 6,8.

Tabla 7. Porcentaje promedio liberado de fenilefrina clorhidrato
en medio pH 6,8; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min

REFERENCIA | 82,82% | 92,99% | 93,52% 93,98% 94,52%

PRODUCTO A | 8246% | 8731% | 8844% 89,99% 91,99%
f1 =3,85 12 = 69,18

PRODUCTOB | 7546% | 7625% 77,16% | 78,26% | 79.21%
1 =15,61 2 = 41,56

PRODUCTOC [ 73,11% | 74,75% | 7598% | 77.40% | 7837%
f1 =17,08 12 = 39,83

PRODUCTOD [ 83,05% | 84,63% 85,67% | 87,08% | 92,69%
f1 =550 12 = 60,65

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 7. Comparacion de los perfiles de disolucion de
fenilefrina clorhidrato en medio pH 6,8.

Tabla 8. Porcentaje promedio liberado de clorfenamina maleato
en medio pH 6,8; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min

REFERENCIA 82,82% | 92,99% | 93,52% | 93,98% | 94,52%

PRODUCTO A | 8246% | 8731% | 8844% | 89,99% | 91,99%
fl =3,85 2= 69,18

PRODUCTOB | 7546% | 7625% | 77,16% | 7826% | 79.21%
f1 =15,61 12 = 41,56

PRODUCTOC | 73,11% | 74,75% | 75.98% | 77.40% | 7837%
f1 =17,08 2=39,83

PRODUCTOD | 83,05% | 84,63% 85,67% | 87,08% | 92,69%
fl =5,50 2 = 60,65

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 8. Comparacion de los perfiles de disolucion de
clorfenamina maleato en medio pH 6,8.

Tabla 9. Porcentaje promedio liberado de paracetamol
en medio pH 6,8; resultado f1 y f2.

15 min 30 min 45 min 60 min 75 min

REFERENCIA | 8423% | 9552% | 96,99% | 98.21% | 100,35%

PRODUCTO A | 8131% | 8891% | 90.48% | 93,10% | 9532%
f1 =5,50 2 = 63,01

PRODUCTO B | 73,77% | 79,90% 82,19% | 83.42% | 83,92%
f1 =15,17 2=41,78

PRODUCTO C | 77,69% | 78.84% 79,86% | 80,79% | 81,66%
1 =16,09 2 =39,86

PRODUCTOD | 8295% | 84,76% 8597% | 87.32% | 94.29%
f1 =842 2=5245

Factor de diferencia (f1) = Rango de aceptacion (0-15)
Factor de similitud (f2) = Rango de aceptacion (50-100)
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Figura 9. Comparacion de los perfiles de disolucion de
paracetamol en medio pH 6,8.
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Figura 10. Cromatograma para cuantificar fenilefrina clorhidrato, paracetamol y
clorfeniramina maleato

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016



Calificacion de la equivalencia farmacéutica in vitro por la metodologia HPLC de cuatro medicamentos... 429

DISCUSION

En el desarrollo de los perfiles de disolucion segun las tablas 1, 2 y 3, las formulaciones B y
C, evidenciaron una baja disolucion en medio de disolucion a pH 1,2 en comparacion con las
formulaciones A y D también evaluadas las cuales si resultaron ser similares al compararlas
con el producto de referencia, segiin los datos obtenidos como el factor de similitud (f2) y
factor de diferencia (f1).2

En las tablas 4, 5 y 6, las formulaciones A y D, logaron una mejor disolucién en medio
de disolucion a pH 4,5 obteniendo factores de similitud (f2) y factores de diferencia (f1)
aceptables, en comparacion a las formulaciones B y C que no alcanzaron el minimo requerido
para ambos factores; determinando seglin este modelo que no son similares al producto de
referencia.?

Las determinaciones de los perfiles de disolucion de las formulaciones en estudio C y D
en medio de disolucion a pH 6,8, segun tablas 7, 8 y 9, no lograron establecer su similitud
con respecto al producto de referencia segun la evaluacion de los factores de similitud
(f2) y factores de diferencia (f1); con respecto a las formulaciones A y D si se obtuvieron
valores aceptables, lograndose determinar su similitud segun el analisis de los factores antes
mencionados.’

Se observaron diferencias con respecto a la liberacion de los principios activos entre el
producto de referencia que liberd mas del 80% a los 15 minutos en los tres diferentes medios
apH 1,2,4,5y 6,8 y las formulaciones en estudio que no tuvieron el mismo comportamiento
logrando liberar en promedio mas del 80% solo a los 30 minutos. Esta variacion puede
deberse a los diferentes excipientes empleados en la formulacion de las diversas tabletas y el
producto de referencia.?

CONCLUSIONES

Se utiliz6 una técnica analitica por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase reversa
(HPLC-RP) para lograr determinar la equivalencia in vitro de 1a combinacion de paracetamol,
clorfenamina maleato y fenilefrina clorhidrato en tabletas; ya que presenta mayores ventajas
por ser el principal método de separacion de especies quimicas estrechamente relacionadas.

Se logro desarrollar los perfiles de disolucion de los de las cuatro formulaciones y el producto
de referencia, los cuales fueron evaluados de acuerdo a un método modelo independiente f1 y
f2. Estos revelaron que dos formulaciones, B y C, no son equivalentes in vitro, ya que tienen
un comportamiento diferente durante el desarrollo de los perfiles de disolucion.
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EVALUACION DE OCRATOXINA A EN Theobroma cacao L.
“CACAO BLANCO” DURANTE EL PROCESO DE COSECHA,
FERMENTADO, SECADO Y ALMACENADO

Norma Ramos™, Américo Castro®, José Juarez?, Otilia Acha de la Cruz®, Nadia Rodriguez®,
Jesus Blancas®, Jackeline Escudero?, Arnaldo Navarro®.

RESUMEN

Se analiz6 la presencia de la ocratoxina A (OTA), una micotoxina con propiedades
carcinogénicas, en el cacao blanco de Piura. Las muestras fueron colectadas en cuatro etapas
de la produccion de granos: cosecha, fermentado, secado y almacenado. El analisis se hizo
tanto en la cascara del grano como en el cotiledon. Las muestras fueron colectadas del centro
de acopio de la Asociacion de Pequefios Productores de Cacao de Piura (APPROCAP). La
OTA se extrajo de las muestras utilizando bicarbonato de sodio 1%, se purific6 mediante
columnas de inmunoafinidad y su posterior cuantificacion por cromatografia liquida de alto
rendimiento (CLAR). En la etapa del fermentado se encontré una concentracion detectable
de OTA (1,92 + 0,02 pg/kg). Las etapas de cosecha, secado y almacenado en el proceso de
produccion de los granos de cacao no manifestaron presencia de OTA.

Palabras clave: Ocratoxina A (OTA), cacao blanco de Piura, columnas de inmunoafinidad,
cromatografia liquida de alto rendimiento.

OCHRATOXIN A EVALUATION IN Theobroma cacao L. "WHITE
COCOA" DURING THE HARVESTING PROCESS, FERMENTED,
DRIED AND STORED

ABSTRACT

The presence of ochratoxin A (OTA), a mycotoxin with carcinogenic properties, was analyzed
in the white cocoa of Piura. Samples were collected in four stages of grain production:
harvest, fermented, dried and stored. The analysis was done both on the grain shell and on
the cotyledon. The samples were collected from the collection center of the Association of
Small Producers of Cocoa Piura (APPROCAP). OTA was extracted from the samples using
1% sodium bicarbonate, purified by immunoaffinity columns and then quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC). A detectable concentration of OTA (1.92 +
0.02 pg / kg) was found in the fermentation stage. The harvest, drying and storage stages in
the cocoa grain production process did not show OTA.

Key words: Ochratoxin A (OTA), Cacao White Piura, immunoaffinity columns, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)

* Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Jr. Puno 1002. Jardin
Botanico. Lima-Peru. nozjuli@gmail.com
® Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional de Ingenieria, Av. Tipac Amaru 210, Lima 25,
Pert.
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INTRODUCCION

La ocratoxina A (OTA) es una toxina generada por hongos, especialmente del género
Aspergillus y Penicillium, con propiedades nefrotoxicas, inmunotoxicas, teratogénicas y
carcinogénicas; que ataca diversos cultivos, entre ellos el cacao'.

El método ampliamente utilizado para el andlisis de OTA, en diversas matrices, es la
cromatografia liquida de alto rendimiento con detector de fluorescencia debido a su
sensibilidad para detectar concentraciones inferiores a 1pg/kg, y la cual ha demostrado ser
eficiente en diversos tipos de muestras. Antes de cuantificar las muestras por cromatografia
liquida de alto rendimiento, el contenido de OTA debe aislarse y extraerse. Si bien distintos
métodos han sido utilizados para este fin, la extraccion por cromatografia de inmunoafinidad
es el método mas difundido ya que ha demostrado mayor eficiencia. El método se basa en la
propiedad que tienen ciertos anticuerpos para unirse especificamente a las moléculas de OTA
mediante una reaccion antigeno-anticuerpo. De esta forma, los anticuerpos presentes en la
fase estacionaria de las columnas utilizadas en esta técnica pueden retener el contenido de
OTA mientras dejan pasar los demas componentes de la muestra®>.

Trabajos acerca de la presencia de OTA en cacao se han realizado en Nigeria, Costa de Marfil,
Guinea, Camerun, Italia, Brasil, entre otros. En estos trabajos se ha podido concluir que
los organismos generadores de toxina estan presentes desde la cosecha, siendo la etapa de
fermentacion del cacao donde proliferan en mayor cantidad. De igual modo, se ha demostrado
que el secado del cacao y su almacenamiento en lugares secos, siempre que se realicen bien,
disminuyen en gran magnitud la presencia de OTA*.

En el Pert no hay estudios profundos acerca de la incidencia de OTA en cacao, aun cuando
hay una necesidad de estos para fijar un limite maximo®. Asimismo, no se cuenta con una
norma de los niveles permitidos de OTA para el cacao y sus derivados; por ello, en este
trabajo se planteo el analisis de la presencia de esta toxina en granos del “cacao blanco de
Piura”, un tipo de cacao oriundo del Pertl considerado de alta calidad. El analisis se realizo
en las etapas de cosecha, fermentado, secado y almacenado del proceso de la produccion del
cacao, con el fin de determinar como la OTA se distribuye en la cascara del grano, como en el
cotiledon y detectar las etapas que requieren mayor cuidado durante el proceso. Este trabajo
busca ser el primer paso de un estudio mas profundo acerca de la incidencia de la Ocratoxina
A en el cacao del Pertl, asi como de los métodos utilizados para su determinacion.

PARTE EXPERIMENTAL

La investigacion se realizé en el Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y
Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la UNMSM. Laboratorio de Investigacion y Certificaciones (LABICER) de la Universidad
Nacional de Ingenieria.
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Reactivos

Bicarbonato de sodio (NaHCO,) de grado analitico (Merck Peruana) 99%, estindar de
ocratoxina A (OTA) 98% (Sigma Aldrich), metanol (MeOH) grado HPLC 99,9% (Scharlau),
acido acético (CH,COOH) grado HPLC 98% (Merck Peruana), acetonitrilo (CH,CN) grado
HPLC 99,85% (Scharlau), buffer fosfato salino (PBS) en tabletas pH=7,40 (Sigma Aldrich).
El agua utilizada fue purificada en un equipo Elga Purelab CLASSIC UV.

Equipos

Cromatografo Liquido de Alto Rendimiento-SHIMADZU: desgasificador DGU-20AS5R,
automuestreador SIL-30AC, bomba cuaternaria LC-30AD, horno de columna: CTO-20AC,
detector de fluorescencia RF-20Axs, control de sistema SBM-20A. Columna cromatografica
RP C18 de 250 mm x 4,6 mm ID x 5 pm particula (Restek). Balanza analitica digital
SARTORIUS CPA225D, equipo ultrasonido WISD Laboratory Instruments, equipo de agua
ultrapura ELGA PURELAB CLASSIC UV, columnas de inmunoafinidad para ocratoxina
OCHRAPREP.

Colecta de la muestra

Los granos de Theobroma cacao L. “cacao blanco” fueron colectados del centro de acopio
de la Asociacion de Pequefios Productores de Cacao de Piura (APPROCAP) localizado en el
distrito de San Juan de Bigote, provincia de Morropon, Region Piura, Pert. Las actividades
de muestreo se realizaron a una temperatura de 37°C y 70% de humedad atmosférica durante
el mes de marzo del 2016. Las muestras se colectaron en distintas etapas del proceso de la
produccion del cacao, consistiendo en la cosecha y apertura del fruto de cacao, fermentado
en cajas de fermentacion durante seis dias, secado al sol por otros seis dias y para su
almacenamiento y posterior venta. Se seleccionaron cuatro tipos de muestra: cacao recién
cosechado (M1), granos de cacao fermentados (M2), granos de cacao secados (M3) y granos
de cacao almacenados en sacos (M4).

Las muestras M1 se colectaron en forma de fruto a diferencias de las demas que se colectaron
en forma de grano.

Pre-tratamiento de las muestras

De las muestras M1 se extrajeron los granos de los frutos y se secaron en estufa a 40°C por
dos dias; de igual forma, se secaron las muestras M2 que habian sido colectadas humedas.
Las muestras M3 y M4 se secaron por un dia en estufa a 40°C, para eliminar la humedad que
pudieron haber ganado durante su almacenamiento. Las muestras peladas, los cotiledones y
las céascaras se trataron en un mortero y luego en molino de cuchillas. Una vez trituradas se
homogenizaron y se conservaron a 10°C para su analisis al dia siguiente.

Preparacion de los estindares de ocratoxina A

La solucion stock de OTA y los estandares se prepararon utilizando una solucion de trabajo
con el fin de reproducir el solvente de las muestras, que consistié en una mezcla de metanol:
acido acético: agua (49:1:50). Se utiliz6 esta mezcla de solventes para reproducir la condicion
inicial de las mezcla de eluyentes elegida en base a las recomendaciones dadas por Tafuri et
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al. (2004)°. La solucion stock del estandar de OTA se prepard mediante la disolucion de 1 mg
de estandar puro en 100 mL del solvente de trabajo (10 ppm), un mililitro de esta solucion
stock se disolvio en 100 mL de solucion de trabajo con el fin de obtener el stock de trabajo
(100 ppb); a partir de este stock de trabajo se prepararon los diferentes estandares utilizados
en la construccion de la curva de calibracion que fueron: 0,25; 0,5; 1,0; 5,0 y 10,0 ppm. El
stock de trabajo fue preparado antes del analisis.

Extraccion y purificacion de la ocratoxina A

Este proceso se realizo por triplicado en cada uno de los cuatro grupos de muestra a analizar
y, en cada una, se analizd tanto el cotiledon como la cascara de la semilla. El método de
acondicionamiento usado antes de colocar la muestra fue humedecer las columnas con agua
grado HPLC y posteriormente con la solucion PBS, de acuerdo con el método B descrito por
Tafuri et al. (2004)%, 10 g de muestra a analizar se re-suspendieron en 200 mL de bicarbonato
de sodio 1%, se homogenizo por tres minutos y se filtré por papel filtro Whatman N° 40; 20
mL del filtrado se adhirieron a 20 mL de buffer PBS a pH: 7,4; los 40 mL de esta solucion
se purificaron en la columna de inmunoafinidad y se eluyeron a velocidad de 1-2 gotas por
segundo. La columna se lavo con 20 mL de agua y se eluy6 el contenido de OTA con 1,5 mL
de metanol (acido acético al 2%) y 1,5 mL de agua.

Cuantificacién por cromatografia liquida de alto rendimiento
Los analisis se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida de alto rendimiento con
deteccion por fluorescencia siguiendo los parametros recomendados por Tafuri et al. (2004)°.

La longitud de onda de excitacion fue de 333 nm y la de emision fue de 460 nm. La
temperatura del horno de la columna fue de 25 °C. La elucion fue a un flujo constante de
I ml/min y CH,CN 0 wcsiico 196 — H,0 cido actiico 196 (50:50 v/v) como el sistema de eluyentes
inicial. El sistema inicial fue linealmente modificado a un CH,CN 100% en 20 minutos.
Después de 3 minutos de permanecer constante, el sistema fue restablecido linealmente a su
condicién inicial en 10 minutos, sumando un tiempo total de 33 minutos por analisis. Los

eluyentes fueron preparados en el momento y filtrados (0,45 um) antes de su uso.

Para la lectura de los estandares se realizaron tres inyecciones y dos para el analisis de las
muestras. Todas las muestras se filtraron a través de filtro de jeringa (0,45 um) antes de la
inyeccion (20pL) a la columna cromatografica.

La identificacion de la OTA se realizé utilizando el tiempo promedio de retencion de las
diluciones de trabajo. Este tiempo se obtuvo midiendo nueve veces el estandar de trabajo
a una concentracion de 5 ppb, procedimiento que también fue util para obtener el limite de
deteccion (LDD). El tiempo de retencion promedio fue de 8,387 (RSD=0,302%) y el LDD
fue de 0,194 ppb (RSD=4,978%). En la figura 1 se muestra el cromatograma de una de las
corridas del stock de trabajo de 5 ppb.
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Figura 1. Cromatograma de una de las repeticiones del estandar de trabajo (5 ppb).

El tiempo de retencion fue de 8,412 s.

La cuantificacion de la OTA se realizé comparando el area de los picos de las muestras
analizadas y de los estandares de trabajo. En la figura 2 se observa la curva de calibracion
para 0,25; 0,5; 1,0; 5,0 y 10,0 ppm la cual fue descrita en la preparacion de los estandares de

ocratoxina.
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Figura 2. Curva de calibracion utilizada para la cuantificacion de la OTA.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se analiz6 el contenido de OTA en los procesos de cosecha (M1), fermentado
(M2), secado (M3) y almacenado (M4) de cacao, tanto en la cascara como en el cotiledon.
De estos procesos, solo las muestras M2 presentaron niveles detectables de OTA. En la
tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en pg de OTA/kg de cacao con sus respectivas
desviaciones estandar tal cual fueron calculadas utilizando el Excel Office 2010.
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Tabla 1. Resultados de la cuantificacion de OTA en las diferentes muestras.

Muestra

MI cotiledon

MI cascara

M2 cotiledon

M2 cascara

M3 cotiledon

M3 cascara

M4 cotiledon

M4 cascara

Proceso

cosecha

cosecha

fermentado

fermentado

secado

secado

almacenado

Almacenado

Concentracion (pg/kg)

<L.D.D

<L.D.D

1.92 £0.02

<L.D.D

<L.D.D

<L.D.D

<L.D.D

<L.D.D

L.D.D= Limite de deteccion.

El valor obtenido para la muestra M2 (cotiledon) es mayor que el limite sugerido por
el gobierno de Italia (0,5 pg/kg), el cual es el tnico miembro de la Union Europea que
actualmente clama por el establecimiento de un limite legal para el cacao y derivados. Hasta
la fecha, atn sigue en debate el establecimiento de un limite legal por parte del gobierno
norteamericano. De igual forma, el Perti tampoco cuenta con un limite legal establecido.

El cromatograma de la muestra que presento OTA (M2 cotiledon) se presenta en la figura 3.
El cromatograma de una de las muestras en las cuales no se detectdé OTA (M1 cotiledon) se

muestra en la figura 4.

Ocratoxna A

Cetector Az x LS3nm=nry

Figura 3. Cromatograma de la muestra M2 — cotiledon.
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Figura 4. Cromatograma de la muestra M1 — cotiledon.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento de granos de cacao muestra cierta
deficiencia en la etapa del fermentado. Estos resultados se corresponden con los encontrados
anteriormente en otras investigaciones, las cuales han demostrado que la mayor concentracion
de hongos productores de OTA (principalmente del género Aspergillus) se encuentra en la
etapa final de la fermentacion’.

La ausencia de OTA en los granos sin abrir se debe a que los hongos generadores de dicha
toxina no penetran en el fruto, a menos que este haya sufrido dafios fisicos o infectado por
otros agentes patdgenos, caso en el cual se han reportado altas concentraciones de OTA”.

Una vez que los granos se abren, la presencia de diversos microorganismo comienza
inmediatamente. Estos microorganismos provienen de fuentes como el medio ambiente, la
mano de los agricultores, los instrumentos que se utilizan para cortar los frutos de cacao,
entre otros?. Los primeros microorganismos en presentarse en los granos son las levaduras
fermentativas, pero luego son superadas por las bacterias generadoras de acido acético y acido
lactico y, ocasionalmente, los hongos filamentosos generadores de toxinas. La proliferacion
de estos hongos se ve favorecida por el alto contenido de humedad de los granos (55%), la
cual penetra en ellos y los hincha. Este hinchamiento también reduce la acidez de los granos
que es un factor inhibidor del crecimiento de los hongos filamentosos. Este hinchamiento
interno que permite la penetracion de los hongos explica por qué en esta etapa la OTA se
encontro en la parte interna del grano®.

El haber encontrado OTA en solo una de las tres muestras extraidas en la ctapa de
fermentacion, demuestra lo heterogéneo de la forma en que la OTA se reparte.’ Copetti et
al’ analizaron la presencia de OTA en muestras de cacao de Brasil y encontré que menos del
5% del cacao fermentado estaba infectado y que este cacao se encontraba en su gran mayoria
en la superficie; por lo que los resultados encontrados en el cacao de Piura evidencian la
necesidad de mejorar la forma en que los cajones de fermentacion se protegen del medio
ambiente. Cabe mencionar que otro factor que influencia la presencia de OTA, en el cacao,
es la pulpa en los cajones ya que una mayor cantidad de ella ayuda a crear una barrera fisica
contra la penetracion de los microorganismos productores de toxinas'®.
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La cantidad de hongos generadores de OTA es menor en la etapa del secado, debido a que
este proceso disminuye la actividad acuosa y la humedad desde 55 hasta 7%?®. Con el fin de
prevenir la presencia de microorganismos productores de toxinas se recomienda el secado
directo al sol, ya que la radiacion directa afecta la produccion de OTA por parte de los
microorganismos®. Otro factor que explica que no se haya detectado OTA, en esta etapa de la
produccidn, es el hecho de que los agricultores del centro de acopio de APPROCAP retiran los
granos que no presentan buen estado. Esta practica ayuda a evitar la posible contaminacion
cruzada entre granos.

Es sabido que otra etapa critica en la produccion de OTA es el almacenaje. La cascara del
grano de cacao es higroscopica por lo que los granos deben almacenarse protegidos de la
humedad®*. En el caso del centro de acopio de APPROCAP, los granos de cacao de diferentes
origenes se almacenan en sacos de yute en forma separada y sobre parihuelas dejando poco
aire en el interior de los sacos. Tal como indican los resultados, esta practica es exitosa en su
objetivo de evitar la proliferacion de la toxina.

Los resultados obtenidos evidencian la necesidad de mejorar la forma en que las cajas de
fermentacion sean protegidas del medio ambiente en el centro de acopio de APPROCAP.
Estos resultados se corresponden con estudios anteriores que demuestran que es en esta
etapa donde principalmente proliferan los hongos productores de toxina. Las otras etapas de
produccion de granos de cacao: cosecha, secado y almacenado, no mostraron concentraciones
de OTA detectables. Con el fin profundizar en los resultados obtenidos por este estudio se
recomienda continuar con los analisis en otras temporadas de cosecha, ademas de utilizar
nuevos métodos de cuantificacion y compararlos.

CONCLUSIONES

La cuantificacion de OTA por cromatografia liquida de alto rendimiento y extraccion por
cromatografia de inmunoafinidad es un método eficiente, el cual es adecuado para el analisis
de diversas matrices como en el caso del cacao. Los resultados obtenidos indican que el cacao
blanco de Piura presenta OTA en la etapa de fermentacion, la mas proclive a sufrir dicha
contaminacion. El contenido de OTA encontrado en la etapa de fermentado fue de 1,92 + 0,02
png/kg. Las etapas de cosecha, secado y almacenamiento del proceso de produccion de cacao
en Piura no mostraron cantidades detectables de OTA.
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EVALUACION Y TRATAMIENTO DE EFLUENTES DEL
REMOJO CONVENCIONAL Y ENZIMATICO DE PIELES, POR
PRECIPITACION DE PROTEINAS Y COAGULACION

Yasmin Liseth Castafieda C**, Rocio Vargas P.°, Mary Flor Césare C?, Lizardo Visitacion F.?

RESUMEN

Esta investigacion evalud y caracterizo efluentes del proceso de remojo convencional y
enzimatico de pieles, fue realizada a escala industrial con 20 pieles de ganado vacuno en las
instalaciones de la empresa Helianthus S.A.C. Lima, Peri. Asimismo, se evalud un sistema
de tratamiento para dichos efluentes, constituido por precipitacion de proteinas seguida de
coagulacion. Finalmente, el lodo seco de cada tratamiento se evalud por separado para su
potencial uso como fertilizante. La precipitacion quimica de proteinas fue realizada aplicando
un pH de 10, 11 y 12, usando KOH; mientras que en la coagulacion se usaron dosis de 600,
800 y 1000 mg/L de sulfato de aluminio al 17%. En el remojo convencional, el sistema de
tratamiento propuesto logré eficiencias de 70,3%; 84,9%; 92,4%; 93,4%; 61,8%; 93,9% y
99,6%; mientras que en el remojo enzimatico, 80,5%; 83,8%; 93,3%; 93,8%; 59,3%; 93,5%
y 99,4% en términos de DBO, DQO, SST, AyG, NTK, S* y turbidez, respectivamente. El
agua residual del proceso enzimatico presentd mayor carga contaminante que el proceso
convencional, probablemente relacionado a una mejor limpieza de las pieles por parte de la
enzima Tanzyme RDO04 utilizada. Para el tratamiento del efluente del remojo convencional y
el enzimatico, el pH 6ptimo de precipitacion quimica fue 12 y la dosis 6ptima de coagulante,
800 mg/L. Los lodos residuales obtenidos presentan un alto contenido orgéanico.

Palabras clave: Remojo enzimatico, remojo convencional, precipitacion de proteina,
coagulacion, tratamiento.

EVALUATION AND TREATMENT OF EFFLUENTS OF
THE CONVENCIONAL AND THE ENZYMATIC LEATHER
SOAKING PROCESSES, BY PROTEIN PRECIPITATION AND
COAGULATION

ABSTRACT

This research consisted of the evaluation and characterization of wastewater generated during
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the leather soaking process, both in its conventional method and its enzymatic method. The
experiments were conducted at an industrial scale at the Helianthus S.A.C. Company in
Lima, using 20 cow hides. Likewise, a treatment process was evaluated for these effluents
consisting of protein precipitation and was followed by coagulation. Finally, the dry sludge
from each treatment method was evaluated separately for its potential use as fertilizer. The
process for the chemical precipitation of proteins consisted of applying KOH until reaching
pH values of 10, 11 and 12; while the coagulation process consisted of the application of
doses of 600, 800 and 1000 mg/L of aluminum sulphate 17%. When using the conventional
soaking process wastewater, the proposed treatment system achieved removal efficiencies of
70.3%, 84.9%, 92.4%, 93.4%, 61.8%, 93.9% and 99.6%; when using the enzymatic soaking
process wastewater, the system achieved 80.5%, 83.8%, 93.3%, 93.8%, 59.3%; 93.5% and
99.4% removal efficiencies of BOD, COD, TSS, O&F, TKN, S* and turbidity, respectively.
The wastewater from the enzymatic soaking process had a higher level of pollutants than the
one from conventional soaking, likely due to a better soaking of the hides with the Tanzyme
RDO04 enzyme which was used.

For the treatment of effluents from the conventional as well as the enzymatic soaking process,
the optimum precipitation pH was 12 and the optimum coagulation dose for both effluents
was 800 mg/L. The organic content in the sludge was high.

Key words: Enzymatic soaking, conventional soaking, protein precipitation, coagulation,
treatment.

INTRODUCCION

La primera operacion de una curtiembre es el remojo, en donde se tratan las pieles con
agua'. El remojo convencional utiliza de 100 a 1000% de agua con respecto al peso de piel
salada'?, NaOH (basificante) para saponificar grasas, nonil fenol (tensoactivo) para acelerar
la humectacion de la piel, solubilizar suciedades y emulsificar grasas, Na,S para favorecer
el hinchamiento débil y penetracion del agua a las fibras, bactericida (antiséptico) con la
finalidad de eliminar bacterias y evitar perjuicios en la calidad final del cuero. También,
busca la remocion de proteinas solubles en agua e insumos usados en la conservacion de la
piel'*. El nonil fenol es altamente toxico, capaz de interferir con los sistemas de regulacion de
diferentes tipos de células y, tiene alta persistencia en el ambiente, incluso en algunos paises
esta prohibido su uso*.

Eluso de enzimas forma parte de una Produccion Mas Limpia'-?, estas sustituyen a tensoactivos,
basificantes y sales neutras. La biotecnologia se encuentra en continuo avance, diversos tipos
de enzimas se vienen ensayando para el remojo, la enzima Tanzyme RD 04 usada en esta
investigacion es recomendada para una operacion mas rapida que el proceso convencional,
una alta remocion de materia organica, una mayor actividad queratolitica, mediana actividad
lipolitica y una baja actividad colagenolitica®. Se alcanzaron resultados exitosos utilizando
esta tecnologia en comparacion con los procesos quimicos convencionales de remojo>®,
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obteniéndose mayor grado de rehidratacion y limpieza debido a la eliminacion de proteinas
y grasas® y, menor tiempo de remojo requerido>®, obteniendo una mejor calidad de cuero y
menor impacto ambiental.

El efluente de remojo de pieles preservadas con sal tiene menor posibilidad de ser tratado
por un sistema bioldgico convencional, a pesar de su alto contenido de proteinas, materia
suspendida como suciedad, excremento y sangre’. Asimismo, debido a su elevado contenido
de impurezas y un pH favorable para el crecimiento de bacterias, presenta condiciones
propicias para su putrefaccion'’, siendo un efluente no idéneo para reciclaje, al menos no
en su totalidad. Por tal motivo, requiere un sistema de tratamiento quimico. Las proteinas
del efluente pueden ser removidas con un pH 6ptimo de precipitacion quimica, lo cual es
corroborado por muchas investigaciones, las cuales han obtenido hasta 60% de remocion®.
Asimismo, han reportado que se ha conseguido muy buenos resultados® con el tratamiento
fisico quimico mediante coagulacion, constituyendo una buena alternativa de tratamiento
para la remocion de solidos y materia organica del efluente de remojo.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la calidad del efluente para un remojo
convencional (con quimicos) y un remojo alternativo (con enzimas). Asi como evaluar un
sistema de tratamiento mediante precipitacion de proteinas con ajuste de pH, seguido de
un proceso de coagulacion para los efluentes de ambos remojos, con la finalidad de que
cumplan con los Valores Méaximo Permisibles (VMA) de las descargas de aguas residuales
no domésticas en el sistema de alcantarillado sanitario indicados en el D.S. 001-2015
VIVIENDA. Se evalué también el potencial uso como fertilizante de los lodos residuales
producidos por el sistema de tratamiento propuesto.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

Procedimiento de proceso de remojo

Se evaluaron dos tipos de remojo, convencional y alternativo, previa preservacion de pieles
con sal. El remojo convencional considera las condiciones promedio llevadas a cabo en las
curtiembres del Peru; mientras que el remojo alternativo utiliza enzimas microbianas en
sustitucion de tensoactivos, desengrasantes y basificantes. Las formulas quimicas para la
realizacion de ambos remojos se indican en la tabla 1, las cuales fueron proporcionadas por
la empresa Helianthus S.A.C.
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Tabla 1. Materias primas utilizadas en el remojo convencional y en el enzimatico.

Remojo
Etapa Productos Conv. | Enz. Tiempo
Lavado inicial =\ ogoc 200,0  200,0 60’
del remojo
Agua (28°C) 200,0  100,0
NaOH 0,2 - 6 horas:
Remojo principal Tensoactivo Nonil fenol 0,3 - 5" mov. /
Na,S o 0,1 - 25’ parada
Bactericida 0,1 0,1
Enzima Tanzyme RD 04 - 0,2
Lavado final =\ . (2800 100,0  100,0 15°
del remojo

*Todos los productos son dados en % con respecto al peso del cuero fresco salado (peso tomado
después de la preservacion de las pieles).

Caracterizacion de efluentes de los remojos convencional y enzimatico

Los efluentes de los remojos convencional y enzimatico fueron colectados como resultado
de una prueba a escala industrial con 20 pieles de ganado vacuno, cada uno, realizada en
un botal en las instalaciones de la empresa Helianthus S.A.C. Lima, Pert. Posteriormente,
fueron caracterizados. En la tabla 2 se puede observar los parametros analizados.

Se efectuaron ajustes a los valores de DQO, el alto contenido de Cl- generd grandes
interferencias, por ello se realizaron blancos de CI-.

Tabla 2. Parametros analizados a los efluentes de remojo.

Parametros  Unid. Método

Turbidez NTU 20" ed. 2130 B M. Nefelométrico.

EC mS/cm M. Electrométrico

SST mg/L 20" ed. 2540 D SST secados a 103-105°C.

SS ml/L 20" ed. 2540 F Solidos sedimentables.

DBOs mg/L 20" ed. 5210 B Prueba ROB de 5 dias.

DQO mg/L Estandar 20V'El ed. 5220 D+Reﬂuj0 cerrado, M. Colorimétrico.

pH - Métodos 20" ed. 4500-H" Electrométrico.

AyG mg/L 20" ed. 5520 B Particion - gravimetria.

s* mg/L 20" ed. 4500-S* E Yodométrico.

SO& mg/L 20" ed. 4500-SO,> E Turbidimétrico.

NH; mg/L 20" ed. 4500-NHj; E Titulométrico.

NTK mg/L 20" ed. 4500-Noy, C Semi-micro- Kjeldahl.

Cr mg/L 20" ed. 4500-CI' B Argentométrico.

Cr't mg/L 20" ed. 3500-Cr B Abs. Atémica para Cr total.
21" ed. 3112-B Espectrométrico Abs. Atomica de

Hg mg/L .
vapor frio.

Metales

oo mg/L  EPA  200.7 (1994).
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Sistema de tratamiento propuesto de efluentes

Elsistema de tratamiento propuesto para los efluentes de los procesos de remojo convencional
y enzimatico se desarrolld en dos etapas. Cada remojo presentd tres bailos, es decir, tres
efluentes; el tratamiento fue realizado al efluente mezcla de los tres bafios. La primera
etapa consistio en la precipitacion de proteinas por cambio de pH utilizando HCl ¢ KOH
(grado reactivo), se ensayaron pH acidos de 2, 3 y 5y, basicos de 10, 11 y 12. Se evalu¢ la
influencia del pH sobre la remocion de proteina en términos de NTK, DQO, SST y turbidez.
Se determino el pH optimo de precipitacion y a este se le realizaron analisis adicionales de
AyG, S*y SS.

El sobrenadante de la precipitacion de proteinas fue sifonado hacia otros recipientes donde
se ajustd a pH neutro. Posteriormente, fue sometido a coagulacion mediante el uso de test
de jarras bajo las condiciones recomendadas para agua residual industrial'®. Siendo las dosis
de AL(SO,), aplicadas: 600, 800 y 1000 mg/L. Posteriormente, se evalu6 la influencia de
las dosis de aluminio en la remocidén de contaminantes en términos de NTK, DQO, SST
y turbidez. Se determino la dosis 6ptima de coagulacion y a esta se le realizaron analisis
adicionales de AyG, S* y SS.

Para ambos tratamientos se realizaron pruebas por triplicado.

Analisis estadistico de los resultados

El software utilizado fue IBM SPSS Statistics. Se planted un Disefio Completamente al
Azar (DCA). Para ambos tipos de remojo y para los dos tipos de tratamientos consecutivos
aplicados, se realizo validacion estadistica evaluada por ANOVA (analisis de variancia) para
analizar si los pH o las dosis de aluminio aplicados influyen en los parametros analizados.
Se utilizo la Prueba de Tukey para evaluar la significancia entre los tratamientos realizados.
Adicionalmente, se evalu6 el Coeficiente de Variabilidad en términos porcentuales entre los
tratamientos para verificar la dispersion correspondiente a una serie de datos respecto al valor
medio.

Evaluaciéon del potencial como fertilizante de los lodos provenientes del sistema de
tratamiento propuesto

Los lodos residuales obtenidos en los tratamientos con pH 6ptimo de precipitacion y dosis
optima de coagulacion para los efluentes del remojo convencional y el enzimatico, fueron
secados y pulverizados, posteriormente analizados por su potencial como fertilizante y
fueron comparados con el vermicompost. El vermicompost es un abono de establo, organico
producido como el compost por la alimentacion de materiales de desechos organicos por
parte de las lombrices. Este tipo de abono contiene una fuente de nutrientes en equilibrio
que es preferido para la agricultura ecoldgica y respetuosa con el medio ambiente®. Los
parametros evaluados se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Parametros analizados al lodo residual.

Parametros Abrev. Unid.
Humedad H %
Ceniza - % MS
Carbono organico total COT % MS
Nitrogeno N % MS
Relacion carbono-nitrogeno  C/N -
Contenido de potasio P,Os5 %
Contenido de fosforo K,0 %

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de efluentes de los remojos convencional y enzimatico
Los resultados de la caracterizacion de efluentes de los remojos convencional y enzimatico,
son presentados en la tabla 4.

Para el efluente “lavado inicial del remojo convencional”, los AyG (228 mg/L), DQO (2227
mg/L) y NTK (158,1 mg/L) fueron menores a los indicados por Bornhardt, Vidal y Torres
(395 y 2890, 215 mg/L, respectivamente)''; mientras que los SO,* (78 mg/L) y DBO, (620
mg/L) fueron mayores a los reportados por dichos autores (60 y 390 mg/L, respectivamente)'!.
Los SST (1208 mg/L) y NH, (77,6 mg/L) resultaron menores a los dados por Méndez, Vidal,
Lorber y Marquez'? (1500 y 86 mg/L, respectivamente); mientras que el S* (14,1 mg/L)
fue mucho mayor vy, el pH (7) muy similar a los reportados por dicho autor (0,003 mg/L y
6,9, respectivamente)'?. Este efluente, en términos de SST, DBO y DQO, es superado en
1,87; 0,37 y 0,17 veces maés, respectivamente. por el efluente del lavado inicial del remojo
enzimatico. Las diferencias en las concentraciones entre ambos efluentes y las encontradas
con otros autores, se atribuyen a las caracteristicas de la piel, ya que el inico insumo utilizado
en esta etapa, ademas de la piel, fue el agua. Por lo tanto, las pieles usadas en el remojo
enzimatico presentaron mayor grado de ensuciamiento pero se mantuvieron en mejor grado
de conservacion (NH,=56,35 mg/L) que las usadas en el remojo convencional (NH,=77,6).
Los parametros EC y Cl-, estan relacionados directamente con la conservacion y, su variacion
se debe al grado de absorcion del agua en la piel.

Para el efluente “remojo principal convencional”, la DQO (13807 mg/L) fue similar a lo
indicado por Bornhardt ez. al'' (13780 mg/L), sin embargo los SO,* (237,7 mg/L) y NTK
(660,3 mg/L) fueron menores y, los CI (17073 mg/L) mayores a lo indicado por dicho autor
(350, 795 y 11675 mg/L, respectivamente). El pH (9) y NH, (96,7 mg/L) resultaron similares
a lo reportado por Méndez et.al' (8,7 y 18 a 210 mg/L, respectivamente), mientras que los
S* (37,6 mg/L) y los SST (5621 mg/L) fueron superiores (3 y 4140 mg/L, respectivamente)
y, la DBO, (1000 mg/L) menor a lo indicado por dicho autor (2870 mg/L). Este efluente
en términos de SST, DBO, DQO, SO42', NH, y NTK es superado en 0,8; 0,35; 0,11; 0,83;
0,65 y 0,31 veces mas, respectivamente, por el efluente de remojo principal enzimatico. El
tensoactivo generd mayor emulsion de grasas lo que se traduce en un mayor contenido de
AyG en el bafio; mientras que la enzima realiz6 un mejor ataque a proteinas y un mejor
remojo de la piel, generando mayor carga contaminante en el bafio.
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Los valores de NTK (167,07 mg/L) y SST (1687 mg/L) fueron similares a lo reportado
por Bornhardt er. al'' (175 y 1470 mg/L, respectivamente); mientras que el DQO (3874
mg/L), SO,* (139,2 mg/L), NH, (75,1) y el pH (8,85) resultaron mayores (3000, 35, 3 mg/L
y 7,6, respectivamente) y, el valor de AyG (196 mg/L) fue menor a lo reportado por dicho
autor (545 mg/L). Este efluente en términos de SST, DQO, AyG y NTK es superado en 1,8;
0,75; 0,54 y 0,72 veces mas, respectivamente, por el efluente del lavado final del remojo
enzimatico. El poder limpiador de la enzima utilizada se impuso sobre el del tensoactivo,
generando un mayor ataque a proteinas (actividad queratolitica) y grasas (actividad lipolitica)
que generaron mayor carga contaminante en el efluente.

En lo que respecta al efluente mezcla del remojo convencional, el pH (8,2), NH, (84,7 mg/L)
y NTK (360,7 mg/L) fueron similares a lo reportado por Lefebvrea, Vasudevan, Torrijosa,
Thanasekaran y Moletta'® (7,8 y 90 y 350 mg/L, respectivamente); mientras que la DQO
(7188 mg/L) fue menor a lo indicado por dichos autores (8280 mg/L). Los SST (3069,1
mg/L) resultaron semejantes a lo indicado por Ilou, Souabi y Digua'* (3000 mg/L); mientras
que los S* (26,3) fueron casi el doble de lo indicado por dichos autores (13,43 mg/L). La
DBO;, (908 mg/L) fue similar a lo reportado por Iyappan, Boopathy, Suguna, Ranganathan y
Vedaraman'® (1016 mg/L); los AyG (323,4 mg/L) se encontraron en el rango dado por Miller,
Gagnet y Worde'® (200 a 400 mg/L). Este efluente en términos de SST, DQO y NTK es
superado en 1,8; 0,75 y 0,72 veces mas por el efluente del lavado final del remojo enzimatico.
El mayor contenido de NTK en el remojo enzimatico se debe a un mejor ataque a las proteinas
de la piel generada por las enzimas®. El mayor contenido de AyG en el remojo convencional
se debe a un mayor ataque de lipidos generado por la accion del nonil fenol (tensoactivo) y el
NaOH. La concentracion de S* superior en el remojo convencional se debe al uso de Na2S.
En términos generales el empleo de enzimas genera pieles mejor remojadas, lo que se traduce
en una mejor limpieza de las mismas y mayor carga contaminante en el efluente.

Tabla 4. Caracterizacion de los efluentes del remojo convencional y enzimatico.

Remojo Convencional | Remojo Enzimatico

Paramet.* Lav. Remojo Lav. Efluente Lav. Remojo Lav. Efluente

Inicial Princip. Final mezcla  Inicial  Princip. Final mezcla
T 22,0 22,0 21,0 - 24,0 24,3 25,0 -
Turbidez - - - 3165,0 - - - 4470,0
P - - - 29,32 - - - 51,05
EC 52,6 36,2 12,0 37,9 60,1 63,4 24,2 51,9
SST 1208,0 5621,0  1687,0  3069,1  3463,0 10137,0 4738,0 5450,3
SS N.D.**  N.D.** ND.** N.D.** ND** ND** ND** ND.**
DBOs 620,0 1000,0  1300,0 908,0 850,0 1350 1050,0 1025,0
DQO 2227,0  13807,0 3874,0  7188,0 26182 15401 6784,9 6855,0
pH 7,0 9,0 8,9 8,2 7.4 7,2 7,5 7.4
AyG 228,0 4825 196,0 3234 84,0 428.,0 302,0 2245
s> 14,1 37,6 28,2 26,3 10,6 18,8 21,9 15,5
SO~ 78,0 237,7 139,2 154,1 85,8 436,1 143,9 187,9
NH3 77,60 96,7 75,1 84,7 56,4 159,7 66,9 84,8
NTK 158,1 660,3 167,1 360,7 201,1 865,3 286,9 388,6
Cr 24144,0 17073,0 5476,0 17582,0 27592,9 29317 90822  23906,6

*Todos los parametros a excepcion de T (°C), Turbidez (NTU), EC (mS/cm), SS (ml/L) y pH;
son dados en mg/L.
**N.D. No detectable
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Con respecto al contenido de metales del efluente mezcla del remojo convencional, Ilou
et.al" reportd valores de: 0,004; 0,202; 0,12; 8,27; 0,01; 0,007; 0,73 y 1,85 mg/L, para:
cadmio, cromo, cobre, hierro, mercurio, niquel, plomo y zinc, respectivamente; mientras
que los valores encontrados en la presente investigacion fueron: 0,082; 0,357; 0,039; 1,89;
<0,0001; 0,0048; 0,081 y 0,587, respectivamente (tabla 5). La concentracion de hierro
encontrada es baja, este metal tiene una relacion muy estrecha con la sangre eliminada en el
bafio del remojo (en algunos lugares de beneficio del ganado vacuno, lavan las pieles después
de la matanza, reduciendo la sangre). En general, las concentraciones de metales estan
relacionadas a la alimentacion del ganado vacuno, fuentes de agua y pastizales con presencia
de metales en donde ellos han sido criados. No se evidencia valores altos de ninguno de los
metales analizados a diferencia del sodio, valor alto producto de la conservacion previa con
sal industrial.

Tabla 5. Caracterizacion de metales en los efluentes mezcla de los remojos
convencional y enzimatico.

Efluente mezcla remojo

4 *
Pardmetro Convencional | Enzimitico
cr’ <0,01 <0,01
Hg <0,0001 0,0009
Al 0,965 1,406
Sb 0,013 0,081
As <0,005 0,024
Ba 0,0536 0,0864
Be <0,0002 <0,0002
Bi 0,023 0,025
B 0,299 0,369
Cd 0,0082 0,0196
Ca 229.4 3445
Ce <0,004 0,007
Co 0,003 0,006
Cu 0,039 0,717
Cr 0,357 0,565
Sn 0,162 0,241
Sr 1,69 2,64
Fe 1,891 2,656
Li 0,131 0,130
K 136,4 178,7
Na >20,0 >20,0
Ti 0,013 0,033
\% 0,0031 0,0078
Zn 0,587 0,773
Mg 21,54 >50,0
Mn 0,083 0,192
Mo 0,0111 0,0976
Ni 0,0048 0,0089
Ag <0,0009 0,0114
Pb 0,081 0,112

*Todos los parametros son dados en mg/L
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Influencia del pH en el tratamiento y precipitacién de proteina

La precipitacion en medio acido no consiguio una adecuada desestabilizacion de proteinas, lo
cual indica que el punto isoeléctrico de la mezcla de proteinas del efluente mezcla para ambos
remojos no se encontraba en medio acido, generando una pobre formacion de coagulos.

Las maximas remociones de eficiencia obtenidas para el efluente mezcla del remojo
convencional fueron 88,4; 56,1; 43,2 y 26,4% (tabla 7); mientras que para el efluente mezcla
del remojo enzimatico, 97,8; 81,3; 57,9 y 31,2% (tabla 7) en términos de turbidez, SST,
DQO y NTK, respectivamente. La eficiencia alcanzada en SST para remojo convencional
es similar a lo reportado por Mijaylova, Moeller y Juarez'” (60%) para el bafio de curtido.
Las eficiencias obtenidas para DQO (tabla 7) son semejantes a los 44,3% reportados por
Cordova'® para un pH de 10,71 del efluente de curtido. La eficiencia de NTK para ambos
remojos (tabla 7) es menor a lo indicado por dicho autor (59,75%) debido a que el efluente
de curtido presentdé mayor proteina en el bano. En general, las concentraciones de los
parametros evaluados disminuyen en los efluentes de ambos remojos cuando se incrementa
el pH, alcanzando remociones maximas a pH 12 (tabla 7). La mezcla de proteinas cuyo
punto isoeléctrico es cercano a 12, ha sido removida en su totalidad o en gran proporcion del
efluente para ambos tipos de remojo, limitando su solubilidad y facilitando su precipitacion.
El valor atin alto de nitrogeno en el efluente (tabla 7), indica que quedan en disolucion las
proteinas cuyos valores de pH isoeléctricos se hallen por debajo o por encima de 12.

Tabla 6. Caracterizacion de metales en los efluentes mezcla de los remojos
convencional y enzimatico.

| Valor de pH |
. C. 10 11 12
Efluente - Pardmetros®™ . .ol "¢~ ER. C. ER__ C. ER
Final ** Final Hk Final **
Turbidez 3165,0 829,0 73,8 4963 843 368,0 88,4
Remojo SST 3069,1 2353,0 23,3 2011,0 34,5 1348,0 56,1
Conv. DQO 7188,0 5843,0 18,7 4640,0 354 4083,0 432
NTK 360,7 319,7 114 2974 17,6 2654 264
Turbidez 4470,0  550,1 87,7 390,7 91,3 97,2 97,8
Remojo SST 5450,3 1371,0 74,8 13220 75,7 1021,0 81,3
Enz. DQO 6855,0 4030,0 41,2 3843,0 439 2883,0 57,9
NTK 388,6 319,8 17,7 308,4 20,6 2674 312

* Todos los parametros a excepcion de la turbidez (NTU) son dados en mg/L.
** E.R: eficiencia de remocion en %.
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Influencia de la dosis de aluminio en el tratamiento

Las maximas remociones de eficiencia obtenidas para el efluente mezcla del remojo
convencional fueron 96,8; 82,7; 73,5 y 48,1% (tabla 8); mientras que para el efluente mezcla
del remojo enzimadtico, 73,4; 64,4; 60,7 y 40,8% (tabla 8) en términos de turbidez, SST,
DQO y NTK, respectivamente. Las eficiencias alcanzadas en turbidez, DQO y SST fueron
similares a lo reportado por Ceron® (94,45; 58,5 y 89,2%, respectivamente) para el efluente
de remojo con 250 mg/L de FeCl,. En términos generales, las eficiencias obtenidas por una
dosis mayor a 800 mg/L de AL(SO,), al 17% disminuyen (tabla 8), lo que se asocia a una
resuspension de los coloides a causa de un exceso en la dosificacion del coagulante. A partir
de estas observaciones, la dosis de 800 mg/L fue seleccionada como la dosis Optima de
coagulacion para ambos remojos. De los valores obtenidos (tabla 8), se observa que en el
efluente tratado atin existe alto contenido organico disuelto.

Tabla 7. Influencia de la dosis de aluminio en el tratamiento

Dosis de aluminio (mg/L)

. C. 600 \ 800 | 1000

Efluente  Pardmetros . .t —¢ ER.C. ER. C. ER
Final kK Final Ak Final *k

Turbidez 3680 258 930 11,8 968 1817 951

Remojo  SST 1348,0 5450 59,6 2328 82,7 421,1 688
Conv. DQO 4083,0 1963,0 51,9 10830 73,5 15330 62,5
NTK 2654 1809 31,8 137,7 48,1 1646 38,0
Turbidez 972 370 619 259 734 30,8 683
Remojo  SST 1021,0 4640 54,6 3630 644 4050 60,3
Enz. DQO 2883,0 20430 29,1 11330 60,7 17200 40,3
NTK 2674 1710 36,1 1583 40,8 1690 368

* Todos los parametros a excepcion de la turbidez (NTU) son dados en mg/L.
** E.R: eficiencia de remocion en %.

Sistema de tratamiento de efluentes propuesto

Para ambos tipos de remojos, el pH optimo fue 12 (tabla 7) y la dosis 6ptima de aluminio
fue 800 mg/L (tabla 8). Con el sistema de tratamiento propuesto se obtienen remociones en
S* de 93,9% y 93,5% para el remojo convencional y el enzimatico, respectivamente (tabla
9). Asimismo, las eficiencias totales obtenidas por el sistema de tratamiento propuesto fueron
similares, sin variacion significativa. Se obtuvieron remociones de DBO, por encima del 70%
para ambos remojos (tabla 9).

Las concentraciones de los parametros analizados obtenidas posteriores al tratamiento
propuesto (tabla 9), de los pardmetros analizados, cumplen con los Valores Maximo
Permisibles (VMA) indicados en el D.S. 001-2015 VIVIENDA, a excepcion de la DQO que
en ambos remojos se requerira un sistema de pulimento del efluente ya que su limite segiin
normativa es 1000 mg/L.
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Tabla 8. Caracterizacion del sistema de tratamiento de efluentes propuesto

\ Remojo convencional \ Remojo enzimatico

Paramet. Efluente  Trat. 1 Trat.2. E.R. Efluente  Trat. 1 Trat.2. E.R.

mezcla (%) (F¥H%) Hk mezcla (%) (FH) Hk
DBOs 908,0 500,0 270,0 70,3 1025,0 600,0 200,0 80,5
DQO 7188,0  4083,0 1083,0 84,9 68550 2883,0 1133,0 835
SST 3069,1 1348,0 2328 92,4 54503 1021,0 363,0 93,3
AyG 3234 55,5 21,5 93,4 2245 27,0 14,0 93,8
NTK 360,7 265,4 137,7 61,8 388,6 2674 158,3 59,3
Turbidez ~ 3165,0 368,0 11,8 99,6  4470,0 97,2 25,9 99,4
Sulfuros 26,3 5,5 1,6 93,9 15,5 1.4 1,0 93,5
SS N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. -
Cloruros 17 582,0 17590,4 175473 - 23906,6  24057,5 239713 -
EC 37,9 384 38,1 - 51,9 53,3 52,7 -

*Todos los parametros a excepcion de Turbidez (NTU) y SS (ml/L) son dados en mg/L.
** E.R: eficiencia de remocion %.

***:E.M. Después de precip. pH optimo.

**#**: Después de coagulacion con dosis 6ptima.

Anailisis estadisticos de los resultados

Para los parametros evaluados: DQO, SST, NTK y turbidez; en la determinacion del pH
optimo de precipitacion con hidroxido de potasio, y en la dosis dptima de aluminio para los
efluentes del remojo convencional y el enzimatico, segiin el analisis de ANOVA al menos
un valor de pH y una dosis de aluminio influyen sobre la concentracion de los parametros
evaluados (el valor de significancia para cada parametro evaluado fue menor a 0,05 por
lo cual se rechaza la hipotesis de igualdad de varianzas)'. Segun el analisis de Tukey
realizado, los distintos tipos de pH y dosis 6ptima de aluminio generan efectos de remocion
diferentes entre los parametros evaluados, por los que estadisticamente son diferentes. Para
todos los resultados obtenidos, el coeficiente de variabilidad entre las concentraciones de los
parametros analizados, resultaron menores de 25%, lo que respalda la obtencion de resultados
homogéneos entre las repeticiones realizadas.

Caracterizacion del lodo residual

De los resultados obtenidos (tabla 10) se observa que el contenido de COT para los lodos
de ambos remojos provenientes de la coagulacion con aluminio (14,4 Conv. y 14,6 Enz.) es
cercano al valor del vermicompost’; mientras que para el de precipitacion con KOH el valor
(29,3 Conv. y 24,9 Enz.) es casi tres veces lo recomendado®. En la tabla 10 se puede observar
que el contenido de nitrégeno para ambos tipos de lodos se encuentra cercano al valor del
vermicompost®; mientras que el contenido de fésforo es mayor en el lodo de la precipitacion
con KOH del remojo convencional (1,44). Para los demas casos, se encuentra por debajo del
valor del vermicompost®. El contenido de potasio es mucho mayor para todos los tipos de
lodos generados (tabla 10).

Debido a la conservacion de la piel con sal industrial, el lodo residual tiene alto contenido de

sal, ya que proviene de un efluente con una concentracion de NaOH mayor a 20 mg/L (tabla
5), lo cual no lo hace viable como buen fertilizante, a pesar de su alto contenido en nutrientes
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y compuestos organicos. Si se utilizase un tipo de conservacion que no implique la adicion
de sodio, tal como preservacion de pieles por refrigeracion o el uso de pieles frescas, estos
lodos podrian ser usados como fertilizante.

Tabla 9. Caracterizacion de lodo residual

Remojo Conv. | Remojo Enz.
Pardmetro  Unid.  Vermicompost®  Precip. Precip. Precip. Precip.
KOH Al KOH Al

Humedad % - 93,50 94,80 94,00 96,00
Ceniza % MS - 46,80 71,20 51,80 67,20
COT % MS 9,97-10,62 29,30 14,40 24,90 14,60
N % MS 1,80 2,30 2,80 2,30 3,10
C/N - - 12,70 5,20 10,60 4,80
P20s % 0,90 1,44 0,26 0,76 0,18
K»,O % 0,40 1,94 3,20 2,51 2,80
CONCLUSIONES

El efluente mezcla del remojo alternativo con enzimas presenta mayor carga contaminante
que el efluente mezcla del remojo convencional con quimicos, debido a la mayor accion
limpiadora y mas eficiente remojo de pieles generada por la enzima Tanzyme RD04 en
comparacion con los otros quimicos. Sin embargo, el remojo enzimatico usa 20% menos de
agua que el remojo quimico, es decir, el efluente tiene ligeramente mas carga pero su volumen
es menor. Se obtuvieron remociones muy altas en el sistema de tratamiento aplicado a los
efluentes de ambos remojos. Para ambos tipos de remojo, el pH 6ptimo de precipitacion con
hidréxido de potasio es de 12 y la dosis de coagulante sulfato de aluminio es de 800 mg/L. El
contenido organico del lodo es alto, si se utilizara un método alternativo a la preservacion de
pieles con cloruro de sodio, el lodo podria tener un uso como fertilizante.
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OPTIMIZACION DEL PROCESO FENTON EN EL TRATAMIENTO
DE LIXIVIADOS DE RELLENOS SANITARIOS
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RESUMEN

En el presente estudio se optimizo el proceso Fenton en el tratamiento de los lixiviados del
relleno sanitario “Aguas de las Virgenes”, Huancayo-Peru. Los parametros evaluados fueron:
DBO,, DQO, alcalinidad, dureza, pH, conductividad, sélidos totales, turbidez, Pb y Cd. Las
muestras fueron tratadas en un sistema de jarras con agitacion y para optimizar los valores
de aplicacion del proceso Fenton se utilizo el disefio Box — Behnken y la metodologia de
superficies de respuesta. Los valores 6ptimos se determinaron en dos temporadas, en época de
lluvia (pH = 3,19, FeSO, = 1645,55 mg/L 'y H,0, = 1096,55 mg/L) y en época de estiaje (pH
= 3,26, FeSO, = 1788,61 mg/L y H,0O, = 1180,83 mg/L). El indicador de biodegradabilidad
obtenido fue 0,568 y 0,329 en época de lluvia y estiaje, respectivamente, con una eliminacion
cercana al 42% de la DQO en ambas épocas de estudio. El proceso Fenton es una alternativa
eficaz para tratamiento de sustancias persistentes en lixiviados y puede ser aplicado como
post-tratamiento.

Palabras clave: proceso Fenton, lixiviado, aguas residuales, carga organica.

FENTON PROCESS OPTIMIZATION IN THE TREATMENT OF
LANDFILL LEACHATES LIXIVIATED

ABSTRACT

In this study Fenton process was optimized in the treatment of landfill leachates “Aguas de
las Virgenes”, Huancayo-Pert. The parameters tested were BOD,, COD, alkalinity, hardness,
pH, conductivity, total solids, turbidity, Pb and Cd. Samples were treated in a system of jars
with stirring and to optimize the application values the Box — Behnken design and response
surface methodology were used. The values of optimal concentrations were determined in
two seasons: rainy seasons (pH = 3.19, 1645.55 mg/L of FeSO, and 1096.55 mg/L of H,0,)
and dry seasons (pH = 3.26, 1788.61 mg/L of FeSO, and 1180.83 mg/L of H202). The
optimal reaction time was 20 minutes for both seasons. The Biodegradability indicator was
0.568 and 0.329 in rainy seasons and dry seasons, respectively, with a near elimination of
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Pedro Ruiz Gallo. Lambayeque - Pert, javier.quimico@hotmail.com,
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42% of the COD in both periods. Fenton process is an effective alternative for treatment
persistent substances in leachates and can be applied post treatment.

Key words: Fenton process, leachate, landfill, organic load.
INTRODUCCION

Los lixiviados son fluidos que brotan a la superficie o se infiltran hacia el terreno donde
se encuentra instalado un relleno sanitario o un vertedero de basura, y arrastran a su paso
material disuelto, en suspension fija o volatil'. Lamentablemente, se utilizan zonas aledafias
a los rios, lagos y acuiferos, como vertederos de residuos sélidos municipales, industriales
y comerciales, sobrepasando su nivel de amortiguamiento natural y creando una amenaza
latente tanto para el medioambiente como para las personas que puedan hacer uso del agua?.
Por ello, estos lixiviados se deben impermeabilizar, drenar adecuadamente, colectar y tratar,
ya que existen numerosos reportes del impacto negativo que estos provocan®. Los lixiviados
varian segun el tipo de residuos que se confinan, nivel de precipitacion en el lugar, grado
de compactacion, velocidades de descomposicion quimica, flujo volumétrico, escurrimiento,
evapotranspiracion y condiciones de manejo del lixiviado; teniendo en cuenta todo esto, es
dificil formular un sistema de tratamiento generalizado'. Una opcidn atractiva para tratar
dichos residuos es la aplicacion de Procesos de Oxidacion Avanzados, entre ellos, el proceso
Fenton, una alternativa viable, efectiva y a costos relativamente bajos que puede ser utilizado
como pre o post tratamiento biologico*. El proceso Fenton ocurre cuando se agrega un
catalizador de sal ferrosa soluble en agua y per6xido de hidrogeno en un medio acido, sin
necesidad de recurrir a altas presiones, temperaturas o equipos sofisticados*. El responsable de
los procesos oxidativos es el radical oxidrilo (OH¢), que reacciona rapidamente con muchos
compuestos organicos (R) de manera no selectiva debido a su elevado potencial de oxidacion
(2,8 V). También es de vital importancia tener en cuenta la dosis correcta de los reactivos a
utilizar. Por ello, diversos autores han utilizado el analisis de superficie de respuesta (SR) ya
que es el mas eficiente y representan mejor los efectos de la interaccion entre las variables
estudiadas y determinan con mayor precision la combinacion de los niveles que produce
el optimo del proceso®’. Ademas, tras la aplicacion del proceso Fenton ocurre un cambio
estructural sobre los compuestos organicos, esto facilita un eventual proceso bioldgico
posterior a eleccion, pues la oxidacion parcial (disminucion de la toxicidad del efluente) o
la total (formacion de sustancias inocuas) hacen posible una descarga segura del efluente sin
ninglin tratamiento posterior o su conversion en sustancias mas facilmente biodegradables®’.
El proceso Fenton ha sido aplicado para tratar lixiviados de rellenos sanitarios'?.

En el Pert, el proceso Fenton se ha utilizado en el tratamiento de aguas residuales de una
refineria de petréleo® y en efluentes procedentes de la industria textil®®. Sin embargo, hasta
ahora no se ha utilizado este proceso en el tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios de
nuestro pais. Los lixiviados generados del relleno sanitario “Aguas de las Virgenes” (RSAV),
no reciben ningun tipo de tratamiento y cuando alcanzan su capacidad maxima, estos son
recirculados mediante bombeo hacia el relleno sanitario, la cual agrava el problema en la
época de lluvia. Ademas, tiene una antigiiedad de mas de 30 afios y no tiene un sistema de
impermeabilizacion del suelo, contaminando cuerpos de aguas subterraneos y poniendo en
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peligro la salud de los habitantes de zonas aledafias. Por ello, los objetivos de este trabajo
fueron determinar las caracteristicas fisicoquimicas del lixiviado del RSAV, calcular su
biodegradabilidad, para luego encontrar la dosis 6ptima de adicion del reactivo Fenton y pH
tanto para época de lluvia como para la de estiaje.

PARTE EXPERIMENTAL

Toma de muestras de lixiviados

Las muestras fueron colectadas del relleno sanitario “Aguas de las Virgenes” (RSAV),
ubicado en Huancayo, Pert. Se realizaron dos muestreos de las pozas de almacenamiento de
lixiviados en la época de lluvia (marzo 2014) y en la época de estiaje (junio 2014). De las tres
pozas existentes, se tomaron muestras al azar y se homogenizaron para obtener un volumen
de 25 litros de lixiviado para cada época de estudio. Para analizar la reproducibilidad, se
tomaron muestras del relleno sanitario “El Edén” (RSE) en los mismos periodos de estudio.

Analisis de las muestras

Los lixiviados fueron pre-filtrados utilizando papel filtro 125 mm de didmetro (Whatman),
con el fin de remover particulas grandes, restos organicos y para mantener la uniformidad
de las muestras. Estas, fueron caracterizadas antes y después del tratamiento Fenton. Se
determinaron los siguientes parametros: pH, demanda bioquimica de oxigeno (DBO,),
demanda quimica de oxigeno (DQO), alcalinidad, dureza, conductividad, solidos totales
(ST), turbidez, plomo (Pb) y cadmio (Cd). Para ello, se emplearon las técnicas establecidas
por el Standard Methods'. Ademas, se utilizo un equipo de prueba de jarras con agitacion
donde se llevaron a cabo las reacciones.

Determinacion de la dosis 6ptima

Para determinar la dosis optima, se empled el disefio Box - Behnken que contempla tres
factores y tres niveles'!, para ello se utilizo el programa Statgraphics 5.1 Plus. Se evalud
el efecto de la combinacion de tres variables independientes: sulfato ferroso, peroxido de
hidrégeno y pH, codificados como X, X, y X, (tabla 1). Cada variable se represent6 en
tres niveles: un nivel alto (+), un nivel intermedio (0) y un nivel bajo (-). Como variable de
respuesta se utilizo la remocion de contaminantes medidos como DQO.

Tabla 1. Disefio Box - Behnken de la dosis 6ptima de los reactivos Fenton

Variable Unidades Simbolo Cédigo de Niveles

independiente - 0 +
FeSO, mg/L Xi 1000 1500 2000
H,0, mg/L X, 800 1000 1200
pH 0—-14 X3 2,5 3,0 3,5
VARIABLE DE RESPUESTA DQO (mg O,/L)
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Oxidacion Fenton

Para estimar el valor 6ptimo de pH y la dosis optima del reactivo de Fenton se realizaron
15 ensayos iniciales con dos réplicas en cada época de estudio (tabla 2). Cada variable se
representd de la misma manera que en apartado anterior. El pH de la muestra (500 mL de
lixiviado) fue medido utilizando el equipo pHmetro HANNA HI 22113. El pH se ajusto
con 4cido sulfarico concentrado (H,SO,, 96,6% p/p de pureza, ACS Fermont) y se adicion6
sulfato ferroso (FeSO,.7H,0, 99% p/p de pureza, Merck), se homogenizo6 durante 5 minutos a
50 rpm, luego se disminuy6 a 30 rpm y finalmente se adicion6 peroxido de hidrogeno (H,0,,
30% V/V, Merck), evitando la formacion excesiva de espumas. Los valores de pH y la dosis
del reactivo Fenton fueron aplicados de acuerdo a la matriz de experimentacion (tabla 2).

Tabla 2. Matriz de experimentacion Box Behnken para la aplicacion del
proceso Fenton

Plan de experimentacion

Experimento X, X, X
Xperimento A A 3 FeSO,(mg/L) H,0,(mg/L) pH

1 - - 0 1000 800 3,0
2 - + 0 1000 1200 3,0
3 + - 0 2000 800 3,0
4 + + 0 2000 1200 3,0
5 - 0 - 1000 1000 2,5
6 - 0 + 1000 1000 3,5
7 + 0 - 2000 1000 2,5
8 + 0 + 2000 1000 3,5
9 0 - - 1500 800 2,5
10 0 - + 1500 800 3,5
11 0 + - 1500 1200 2,5
12 0 + + 1500 1200 3,5
13 0 0 0 1500 1000 3,0
14 0 0 0 1500 1000 3,0
15 0 0 0 1500 1000 3,0

Se tomaron alicuotas de las muestras cada 20 minutos durante una hora. El pH se elevo a
un valor de 7 con hidroxido de sodio (NaOH, 98,87% p/p de pureza, Loba Chemie). La
reaccion se detuvo con 6xido de manganeso (Merck). Inmediatamente, 2 mL de los lixiviados
se colocaron en un vial de analisis de DQO (Merck) y tras su agitacion se ubicaron en un
termorreactor Laviband ET108 a 150 °C durante dos horas. Transcurrido este tiempo, se
efectuaron las lecturas correspondientes en un espectrofotometro UV-VIS 1203 (Shimadzu)
a una longitud de onda de 620 nm. A partir de estos valores se determind el porcentaje de
remocion de DQO.

Tiempo 6ptimo de contacto del reactivo de Fenton

Para el calculo del tiempo de contacto, se tomaron los valores altos y bajos del reactivo
Fenton seglin la tabla 1, con un pH ajustado a 3. Ambos niveles estudiados a una presion y
temperatura ambiente. Alicuotas de los lixiviados fueron tomadas a 0, 20, 40 y 60 minutos.
Luego el pH se ajusté a 7 con NaOH 5M y se agreg6 0,5 g de MnO, que favorecio la
precipitacion del fierro y detuvo la reaccion.
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indice de Biodegradabilidad (IB) de los lixiviados

El IB se obtuvo tras calcular el ratio de los valores de DBO, y DQO. Esta relacién indico
qué fraccion de la materia organica total existente en la muestra puede descomponerse
biolégicamente. Asi, muestras facilmente biodegradables presentan valores de IB > 0,60.
Muestras parcialmente biodegradables presentan valores de IB entre 0,41 — 0,59 y aquellas

con contenido organico persistente y que no son biodegradables presentan valores de IB <
0,42,

Porcentaje de remocion de DQO
El célculo del porcentaje de remocion de DQO, ., se realizé con la siguiente formula:
Remocién de DQO (%) = [(DQO ,;n. = PQO pyanents) / PQO ey ] *100.

Los datos de remocion de DQO fueron analizados con el programa Statgraphics 5.1 Plus.
El punto 6ptimo se calculd aplicando la metodologia de Superficie de Respuesta (SR). Las
medias se contrastaron utilizando el método de la diferencia minima significativa, con un
nivel de significacion de P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica de los lixiviados crudos

En la tabla 3 se muestran los resultados de la caracterizacion inicial de los lixiviados del
RSAV y RSE. En la época de estiaje se observa un incremento en todos los parametros
medidos en los lixiviados de RSAV, menos la DBO, que disminuy9 ligeramente. Similares
tendencias se observaron en los lixiviados de RSE. Esto podria explicarse por qué en el mes
de marzo del 2014 se registro en Huancayo una precipitacion acumulativa de 179,7 mm?!, que
propicid una dilucion de los lixiviados y por ende la disminucioén de las concentraciones de
los contaminantes. Mientras que en época de estiaje, los lixiviados se concentraron por efecto
de la evaporacion, lo que influy6 en el incremento del 30% de DQO, respecto a la época de
lluvia en lixiviados de RSAV y del 22% en la muestra comparativa de RSE. Esto debido a que
en junio del 2014 se registré 0,3 mm de precipitacion acumulativa'. Sin embargo, los niveles
de radiacion solar fueron relativamente altos' y propiciaron la evaporacion de la humedad
del relleno y por ende la concentracion de los lixiviados generados. En general, los lixiviados
del RSAV presentaron menores valores de DQO en ambas épocas de estudio en comparacion
con las del RSE, esto se debe a que este ultimo es mas joven que el estudiado.

Asimismo, no se observaron cambios importantes en el pH de los lixiviados entre ambas
épocas de estudio, ya que la diferencia fue de 0,77 unidades para los lixiviados del RSAV y
de 1,44 para los lixiviados del RSE. También, valores de pH comprendidos entre 6,5 y 8,8
han sido reportados previamente por Méndez y col.'* y Primo’.
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Tabla 3. Composicion fisicoquimica inicial de los lixiviados

Muestra de lixiviado

Parimetro “Aguas de las Virgenes” “El Edén”
1 2 1 2

DBOs (mg O/L) 328,50 306,00 8250 6909
DQO (mg O,/L) 2221,87 3140,62 13187 16875
Dureza total (CaCOs) 1200 5680 6200 7100
Alcalinidad total (CaCOs) 1260 7360 5800 8880
Potencial de hidrogeno (pH) 7,40 8,17 6,62 7,86
Conductividad (4S/cm) 2400 16600 15700 33000
Sélidos totales (Unidades) 1214 9400 2335 9300
Turbidez (NTU) 1240 488,80 1600  10342,50
Plomo total (Pb total) 0,814 0,190 0,60 0,029
Cadmio total (Cd total) 0,0018 0,0218 0,00 0,00

1: época de lluvia, 2: época de estiaje

En la época de estiaje, la conductividad se incrementd en 85% y 52% en los lixiviados del
RSAV y RSE, respectivamente, mientras que en época de lluvia sufrieron una gran dilucion.
Similares valores de conductividad obtuvieron Méndez y col.! y Escudero?®. Los parametros
de alcalinidad total, dureza total, turbidez y solidos totales coinciden con los valores citados
por Méndez y col.'? y Primo’. En cuanto al contenido de metales pesados en la época de
lluvia, se observo que la presencia de plomo fue mayor en los lixiviados del RSAV y RSE
(80% mas que en época de estiaje). Mientras que en época de estiaje se observo el cadmio
en pequefias concentraciones en los lixiviados del RSAV. No obstante, este metal no fue
detectado en los lixiviados del RSE. La presencia de estos metales es propia de los lixiviados
que arrastran a su paso; sin embargo, la existencia de relaves mineros en las cercanias de
dichos rellenos también podrian contribuir en el incremento de sus concentraciones, sobre
todo durante el mes de marzo cuando los vientos favorecen su movilizacion.

Optimizacion del tiempo de contacto del reactivo de Fenton

En la tabla 4 se muestran los valores de remocion de DQO en dos niveles, bajo y alto. El nivel
bajo del reactivo Fenton con FeSO, (1000 mg/L), H,O, (800 mg/L) a pH 2,5 y el nivel alto
del reactivo Fenton con FeSO, (2000 mg/L), H,O, (1200 mg/L) a pH 3,5. Se observo que a
partir de los 20 minutos los porcentajes de remocion muestran un comportamiento asintotico
(figura 1) y conforme avanza el tiempo de contacto, estos porcentajes de remocion promedio
de DQO presentaron un comportamiento constante. Por ello, se determind como 6ptimo el
tiempo de 20 minutos. Valores muy proximos también fueron reportados previamente por
Méndez y col'?.
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Tabla 4. Corridas experimentales para el calculo del tiempo de contacto
optimo del proceso Fenton.

Muestra 1 Muestra 2
Tiempo - - -
(min) Nivel bajo Nivel alto
DQOrorar  Remocion (%) DQOrorar Remocion (%)

0 2221,87 0,0 2221,87 0,0
20 1593,75 28,3 1340,62 39,7
40 1631,25 26,6 1368,75 38,4
60 1621,87 27,0 1359,38 38,8
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Figura 1. Tiempo de contacto dptimo del reactivo Fenton a pH3

Condiciones éptimas de aplicacion del proceso Fenton

En la figura 2 se muestran los porcentajes de remocion de DQO a las condiciones establecidas
segun el disefio experimental Box - Behnken para ambas épocas de estudio. Se realiz6 una
corrida inicial con dos réplicas para minimizar el ruido experimental, haciendo un total de
45 ensayos para el periodo de experimentacion. En época de lluvia como en la época de
estiaje, se observaron tendencias similares y se detallan a continuacion: *los experimentos 5,
7,9 y 11 presentaron valores bajos de remocion de DQO, debido a que los valores de pH no
fueron los dptimos, esto puede explicarse desde tres puntos de vista: primero, el [Fe(H,0)]"
formado reaccion6 lentamente con el H,O, y produjo menos radicales OHe; segundo, el
efecto de barrido del H* sobre el OHe fue mas importante a pH bajo y tercero, que el pH
acido inhibi6 la reaccion entre el Fe™ y el H O,". Valores de pH por encima de 6ptimo
también obstaculizaron el proceso Fenton (figura 2). *Los experimentos 8, 10 y 12 muestran
remociones aceptables que no estan muy alejadas del valor 6ptimo, sin embargo, estos
valores de pH son proximo a 4 se inicia el proceso Fenton de inhibicién en fase homogénea'.

Las condiciones Optimas del proceso Fenton, para la época de lluvia y estiaje en lixiviados
del RSAV, se calcularon con el software Statgraphics 5.1 plus, se selecciono
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Figura 2. Porcentajes de remocion de los lixiviados del relleno sanitario "Aguas de

las virgenes" en épocas de lluvia y época de estiaje
*Los experimentos se presentan en orden creciente de izquierda a derecha

y se adecuo el disefio Box - Behnken. Se obtuvo una SR para la remocion de DQO,,,, como
se muestra en la figura 3 (A y B). El comportamiento tridimensional en ambas épocas de
estudio se ajustd a un modelo de segundo orden, lo que supone un punto 6ptimo del proceso
Fenton sobre los lixiviados.

En la figura 4 (A y B), se muestran las proyecciones bidimensionales de la SR para la época
de lluvia y de estiaje. Cada linea de contorno indic6 un numero infinito de combinaciones de
las cantidades de reactivo de Fenton y pHs para la degradacion de lixiviados.
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Figura 3. Superficie de respuesta estimada en lixiviados del relleno sanitario “Aguas
de las Virgenes” a pH 3 para época de lluvia (A) y época de estiaje (B)

Los puntos dentro de las elipses mas pequefias de la figura de contornos (figura 4A y 4B)
representaron los valores dptimos de la aplicacion del proceso Fenton. Para la época de lluvia
correspondio a 1645,55 g/mL de sulfato ferroso, 1096,55 g/mL de perdxido de hidrogeno y
3,19 para el pH (figura 4A). Mientras que para la época de estiaje correspondio a 1788,61
mg/L de sulfato ferroso, 1180,83 mg/L de peroxido de hidroégeno y 3,26 para el pH (figura
4B). Los valores 6ptimos del pH en época de lluvia y estiaje fueron muy proximos al valor
de 3 (tabla 5), reportado como el ideal por Méndez y col.! y Primo®.
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Figura 4. Contornos de superficie de respuesta estimada a pH 3 en los lixiviados del
relleno sanitario “Aguas de las Virgenes” en época de lluvia (A) y época de estiaje (B).

En época de estiaje se incrementd el requerimiento de los reactivos de Fenton en
aproximadamente un 8% y 7% para el sulfato ferroso y perdxido de hidrégeno,
respectivamente, con respecto a la época de lluvia, lo que hace suponer una mayor
concentracion de contaminantes recalcitrantes que demandan una mayor producciéon de
radicales OH favoreciendo su degradacion.

Tabla 5. Optimizacion de los factores del proceso Fenton en época de 1luvia
y de estiaje.

Epoca de lluvia Epoca de estiaje
Factor Nivel Nivel o Nivel Nivel —_
. . . Optimo . . . Optimo
inferior  superior inferior  superior
FeSOs (mg/L) 1000 2000 164555 1000 2000 1788,61
H,0, (mg/L) 800 1200 1096,55 800 1200 1180,83
pH 2,5 3,5 3,19 2,5 35 3,26

Siete de los efectos que influyen en el porcentaje de remocion de la DQO del RSAV en
ambas épocas de estudio fueron estadisticamente significativos a un 95% de nivel confianza.
Ademas, el R? ajustado en época de lluvia y estiaje fue 87,8% y 90,3%, respectivamente,
esto indico que la remocion de DQO depende fuertemente del pH, la concentracion de
sulfato ferroso y peroxido de hidrogeno, las interacciones y efectos cuadraticos, tal como se
puede apreciar en el diagrama de Pareto de la figura SA y 5B. La longitud de cada barra es
proporcional al efecto estandarizado (el efecto estimado dividido por su error estandar) y los
efectos fueron significativos, ya superaron la linea vertical.
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Figura 5. Diagrama de Pareto de los efectos de las variables para la remociéon de DQO
en época de lluvia (A) y época de estiaje (B).
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De lo expresado anteriormente, se establecié que el pH fue el factor de gran importancia
para el buen desempeiio del proceso Fenton en época de lluvia y de estiaje, seguido por la
adecuada dosificacion de sulfato ferroso y peroxido de hidrogeno.

El modelo matematico que representd mejor el comportamiento del nuevo sistema para la
época de lluvia es el siguiente (Ec. 1):

DQO =-325.742 + 0.031966 A + 0.166792 B + 157.183 C — 1.78*10° A? +

6¥10° AB + 6.2667*10° AC — 7.66667*10-° C* - 2.66667*10- BC — 25.7333 C2 (Ec. 1)

Mientras que para la época de estiaje, el modelo matematico del nuevo sistema fue el
siguiente (Ec. 2):

DQO =-274.56 +9.71667* 10° A+ 9.76597*10 B + 153.442*C - 1.26278*10-° A?
+1.05*¥10° AB + 7.06667*10° AC - 5.95486*10° C* + 7.41667*10"* BC - 26.7944 C* (Ec. 2)

En estas ecuaciones, A, B y C representan al FeSO,, H,O, y pH, respectivamente. No se
observo la dispersion de los datos. Ademas, el modelo de regresion propuesto fue aceptable,
pues el error estandar de la estimacion presentd una desviacion normal con residuos de 2,24
y 2,086 en época de lluvia y de estiaje, respectivamente. Por otro lado, el error absoluto de
la media fue 1,52 y 1,39 en época de lluvia y de estiaje, respectivamente, considerandose
aceptable para ambos periodos.

Tratamiento Fenton con los parametros optimizados

Tras aplicar los parametros optimizados, se observd una mejora en la mayoria de los
parametros fisicoquimicos de los lixiviados del RSAV tanto en época de lluvia como en
época de estiaje (tabla 6).

Tabla 6. Composicion fisicoquimica final de los lixiviados después del tratamiento
Fenton optimizado

Muestra de lixiviado

Pardmetro “Aguas de las Virgenes” “El Edén”
1 2 1 2

DBOs (mg O»/L) 726,80 603,00 6734,00  3675,00
DQO (mg O»/L) 1278,13 1834,10 6450,00  8043,75
Dureza total (CaCO3) 660,00 2600,00 3100,00  1660,00
Alcalinidad total (CaCOs) 920,00 5600,00 2150,00  2840,00
Potencial de hidrogeno (pH) 6,98 7,20 6,98 7,20
Conductividad (1S/cm) 6590,00 32100,0 25150,00 36780,00
Sélidos totales (Unidades) 590,00 5400,00 957,00 4900,00
Turbidez (NTU) 15,00 172,00 66,00 73,80
Plomo total (Pb total) 0,487 0,00 0,588 0,00
Cadmio total (Cd total) 0,00 0,00 0,00 0,00

1: época de lluvia, 2: época de estiaje
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El cambio de pH (medio acido) en época de lluvia, influyé en la disminucioén de la alcalinidad
(27%), dureza total (45%), redujo el efecto tampoén y la fuerza idnica de la solucion,
favoreciendo la floculacion y precipitacion de la materia coloidal presente en los lixiviados®
y por ende mejoré el valor de la turbidez (98%). También se observo una disminucion de los
solidos totales (51%), plomo (40%) y cadmio (100%). La disminucion o eliminacion total de
la concentracion de metales pesados puede explicarse por la presencia de carbono organico
coloidal en los lixiviados, y como estos tienen la capacidad de adsorber altas concentraciones
de metales en su superficie, pueden ser eliminados conjuntamente con los coloides cuando
son floculados y precipitados'.

En época de estiaje también se observd importantes reducciones en la dureza total (54%),
alcalinidad (24%), s6lidos totales (43%), turbidez (65%) y la totalidad de los metales pesados.
Ademas, la conductividad se incrementé en un 63% en época de lluvia y 37% en época de
estiaje. Esto puede explicarse por el hecho de que para alcanzar los pHs optimos se necesito
la adicion de mas acido en los lixiviados lo que propicid el incremento de este parametro.
Ademas, la sal de fierro adicionada durante el tratamiento y neutralizacion de los lixiviados
a pesar de que fue removida en forma de lodos, ain se mantuvo los remanentes i6nicos en la
solucion'’®, 1o que pudo ocasionar el incremento de la conductividad.

Biodegradabilidad

En la tabla 7 se muestran los indices de biodegrabilidad antes y después del tratamiento
Fenton en ambas épocas de estudio. En los lixiviados RSAV, los valores iniciales de IB tanto
en época de lluvia y de estiaje fueron de 0,148 y 0,097, respectivamente.

Tabla 7. indice de Biodegradabilidad (IB) antes y después de aplicar el proceso Fenton
optimizado en época de lluvia y estiaje

Epoca Lixiviado “Aguas de las Virgenes” Lixiviado “El Edén”
IB inicial IB final IB inicial IB final

Lluvia 0,148 0,568 0,625 1,044

Estiaje 0,097 0,329 0,409 0,457

Este hecho aunado con el bajo contenido de DBO,, en ambas €épocas de muestreo, hace
suponer la escasa presencia de materia biodegradable y persistente, existiendo la probabilidad
de que se liberen grandes moléculas organicas recalcitrantes que proceden de los mismos
residuos sélidos confinados®. Similares valores de IB obtuvo Escudero® y observo que estos
valores producian una inhibicién del metabolismo microbiano en un proceso de oxidacioén
biologico. Es por ello que en este estudio se optd por un tratamiento fisicoquimico para poder
reducir la carga organica persistente no biodegradable.

Con respecto al RSE, en la época de lluvia el IB fue mayor a 0,6 lo que advirtié que eran

lixiviados con material organico facilmente biodegradable, mientras que en la época de
estiaje el IB fue ligeramente mayor a 0,4, lo que indicé la presencia de material organico
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parcialmente biodegradable, y por lo tanto la factibilidad de aplicar el proceso Fenton como
post tratamiento. Sin embargo, tras la aplicacion de los parametros optimizados, el IB de
los lixiviados del RSAV increment6 en 0,420 y 0,232 en época de lluvia y en época de
estiaje, respectivamente. Si bien los IB mejoraron notablemente aun existe material organico
parcialmente biodegradable en la época de lluvia y persistente en la época de estiaje.
Esto podria estar relacionado con la presencia de acidos himicos altamente resistentes a
la degradacion bioldgica y la antigiiedad del relleno sanitario. Los lixiviados del RSE
presentaron valores de IB por encima de la unidad en época de lluvia, lo que hace referencia
de que el contenido organico presente en este lixiviado es facilmente biodegradable. No
obstante, es parcialmente biodegradable en época de estiaje.

CONCLUSIONES

Se han observado importantes diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas del RSAV en
ambas épocas. En época de estiaje hubo mayor concentracion de contaminantes comparado
con la época de lluvia, lo que refleja la influencia de las condiciones ambientales del lugar
y la naturaleza de los residuos sélidos confinados en la composicion del mismo. El tiempo
de contacto 6ptimo fue 20 minutos. La metodologia de superficie de respuesta indico que en
la época de Iluvia, el pH optimo fue 3,19 y las concentraciones 6ptimas de sulfato ferroso y
peroxido de hidrogeno fueron 1645,55 mg/L y 1096.55 mg/L, respectivamente. Mientras que
en la época de estiaje el pH optimo fue 3,26 y las concentraciones optimas de sulfato ferroso
y peroxido de hidrogeno fueron 1788,61 mg/L y 1180,83 mg/L, respectivamente. El indice
de biodegradabilidad de los lixiviados del RSAV mejor6 notablemente tanto para la época de
lluvia (IB = 0,568) como para la de estiaje (IB = 0,329), sin embargo, dichos indices sugieren
que el proceso Fenton debe ser optimizado alin mas para obtener un lixiviado con mejores
caracteristicas biodegradables.
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DESARROLLO DE MICROPARTiICULAS DE QUITOSANO
CUATERNIZADO Y ENTRECRUZADO PARA LA ADSORCION DE
ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

José L. Cconislla Bello™, Christian Jacinto®, Ily Maza, Martha Jahuira, Alejandra Pando,
Holger Mayta, Ana Valderrama

RESUMEN

Las microparticulas de quitosano entrecruzado (QE1%, QE5%) se prepararon mediante
reticulacion con el glutaraldehido (GL). Las microparticulas de quitosano cuaternizado (QC)
se prepararon mediante cuaternizacion del grupo amino del quitosano con cloruro de glicidil
trimetil amonio (CTAG). Ambas microparticulas de quitosano se caracterizaron utilizando
distintas técnicas como la espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR),
difraccion de rayos X (DRX), analisis termogravimétrico (TGA), analisis termogravimétrico
diferencial (DTG) y microscopia electronica de barrido (SEM). La cantidad de ADN adsorbida
en las microparticulas se determind por espectroscopia UV en un equipo NanoDrop2000
obteniéndose resultados satisfactorios. De las isotermas de adsorcion evaluadas, el modelo
de Freundlich se adapta al proceso de adsorcion de ADN.

Palabras clave: cuaternizacion, entrecruzamiento, quitosano, ADN.

DEVELOPMENT OF QUATERNIZED AND CROOSLINKED
MICROPARTICLES OF QUITOSANE TO THE
DEOXYRIBONUCLEIC ACID (AND) ADSORTION

ABSTRACT

The crosslinked quitosane microparticles (QE1%, QE5%) were prepared by reticulation
with glutaraldehyde (GL). The quaternized quitosane microparticles(QC) were prepared by
quaternization of the quitosane amine group with glycidyl trimethyl ammonium (CTAG).
The microparticles were characterized and subjected to adsortion tests. To characterization
of quitosane microparticles different techniques were used like FTIR spectroscopy, DRX,
TGA, DTG and SEM. The DNA quantity adsorbe in the microparticles was determined by
uv-visible spectroscopy in a NanoDrop2000 equipment getting very encouraging results. The
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Langmuir and Freundlich adsortion models were applied to describe the balance isotherms.
The Freundlich model adapts with the experimental data.

Key words: quaternization, crosslinking, quitosane, DNA.
INTRODUCCION

Los polimeros naturales, tales como celulosa, agarosa, dextrano y quitosano se han utilizado
con frecuencia como material absorbente. El quitosano es un polimero organico que existe
ampliamente en la naturaleza, es un polisacarido hidréfilo y biocompatible. Sus grupos
amino e hidroxilo proporcionan sitios activos de reaccion, para el facil acoplamiento de
diversos grupos funcionales e introducir propiedades deseadas. El quitosano natural ha
sido modificado por varios métodos (ya sea fisica o quimicamente) con el fin de mejorar la
capacidad de adsorcion, se han realizado diferentes tipo de reacciones, como por ejemplo
formacion de policomplejos, de entrecruzamiento y cuaternizacion (alquilacion exhaustiva
del grupo amino).!

Las muestras de orina se han constituido en una alternativa no invasiva de obtencion de ADN
para la realizacion de diagnosticos sensibles y especificos para multiples enfermedades,
dentro de las cuales son de gran interés las infecciosas y parasitarias, entre las que se incluyen:
malaria, toxoplasmosis, amebiasis, trichomoniasis, leishmaniasis, tripanosomiasis. Es una
técnica muy importante, aunque presenta algunas desventajas debido a que el material genético
contenido esta presente en bajas concentraciones no detectable por métodos convencionales?®.
La alternativa mas plausible es el uso de material polimérico como el quitosano, el cual,
debido a la presencia de grupos amino en la cadena polimérica y mediante su modificacion
quimica, puede incrementar la eficiencia de sus uniones con el ADN.

En los ultimos afios se ha demostrado que el quitosano es un potencial portador del gen
policationico (ADN), este polisacarido biodegradable se une eficazmente al ADN en solucion
salina o solucion de acido acético protegiéndolo de la degradacion por nucleasas. Varios
derivados de quitosano han sido preparados en base a las reacciones con los grupos amino
libres. Por ejemplo, el quitosano trimetilada se prepara con diferentes grados de cuaternizacion
aumenta la solubilidad del quitosano a pH neutro, el quitosano / ADN Polyplex se sintetiza
para la transferencia genética®. Todos estos estudios sefialan la versatilidad y la promesa del
quitosano como un portador de gen (ADN) el cual se ha demostrado.

Se han desarrollado varios modelos de equilibrio para describir la relacion de las isotermas de
adsorcion. Ningiin modelo ha demostrado ser aplicable de manera general. Sin embargo, los

dos modelos mas usados en la literatura son el de Langmuir y el de Freundlich.

El modelo de Langmuir viene representado por la ecuacion:

*bCe
g, == O

T 1+bC,
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Donde:

Q°: es la concentracion de adsorbato por peso unitario de adsorbente que forma una monocapa
completa en la superficie, es decir, la capacidad limite de adsorcion; y b: una constante del
modelo, también llamada coeficiente de adsorcion, que se encuentra relacionada con la
entalpia de adsorcion.

La ecuacion (1) se puede linealizar, como se muestra a continuacion:

Donde:

K, y n: son constantes caracteristicas del sistema. Este es un modelo empirico, aunque
se admite que K es una indicacion aproximada de la capacidad de adsorcion y 1/n: de la
intensidad de adsorcion.

Los datos experimentales se suelen ajustar usando la formula logaritmica de la ecuacion (3):
. 1
logq, = long+;logCE ...... (@]

De manera que, segun la ecuacion (4), al representar log ge frente a log Ce, se obtendra una
linea recta de pendiente 1/n y ordenada en el origen log K...

En este trabajo se busca la preparacion y la caracterizacion de las microparticulas de quitosano
modificado: quitosano entrecruzado y quitosano cuaternizado. La importancia de realizar
este trabajo se basa en la contribucion al desarrollo de preparar posibles microparticulas de
quitosano modificado y aplicarlas para la adsorcion de ADN y poder aportar en el diagndstico
molecular de enfermedades infecciosas desde muestras no invasivas (orina).

PARTE EXPERIMENTAL

Métodos de preparacion de adsorbentes

Los tipos de quitosano modificado fueron preparados a partir del quitosano comercial (Grado
de Desacetilacion (G.D) = 72,49% y Peso Molecular (P.M) = 498 KDa). Para la preparacion
de QE1% y QE5% con GL se disolvieron 2g de quitosano en 150mL de 4cido acético al
2% se agregaron distintas proporciones de GL (1% y 5%, respectivamente) se agitd hasta
obtener un gel y luego se deja reposar por aproximadamente cuatro horas. Seguidamente,
se realizan varios lavados con agua ultrapura para neutralizar y eliminar las impurezas, se
liofiliza, muele y tamiza (malla N°100) para obtener un polvo fino.
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Para la preparacion de las microparticulas QC se disolvieron 2g de quitosano en 20mL de
agua ultrapura, se agregd 3mL de CTAG bajo agitacion a 60 °C por 24 h. El producto de la
reaccion fue precipitado en 150mL de acetona, luego filtrado y secado a 60 °C. Seguidamente
pasa por una molienda y se tamiza con malla N° 100 para obtener un polvo fino.

Estudio Isoterma de la adsorcion de ADN

Todos los ensayos de adsorcion se llevaron a cabo a temperatura de ambiente y se trabajo
con ADN plasmidico. Las lecturas de concentracion de ADN se determinaron en un equipo
NanoDrop 2000, en cada caso se utilizo una determinada masa del adsorbente (3, 6 y 25mg) y
se puso en contacto con 200, 300 y 500 mL de solucion de ADN a diferentes concentraciones.
La adsorcion de ADN se estudio en el rango de 5 a 400 ng/puL a un pH=7, después de mantener
en agitacion a 350 rpm por 30 min, se centrifugd para separar las dos fases. Se midio la
concentracion de ADN presente en la solucion remanente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los materiales:
Analisis e identificacion de grupos funcionales por FTIR
Los grupos funcionales presentes en el quitosano y quitosano modificado (QE1%, QE5% y

QC) fueron identificados empleando un Espectrofotometro Infrarrojo con Transformada de
Fourier (FTIR) Modelo Shimadzu-1800, en un rango de 4000 a 500 cm™.
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Figura 1. Espectro FTIR de quitosano, QE y QC
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El resultado obtenido es consistente con muchos estudios anteriores’, que han demostrado la
diferencia en el perfil FITR del quitosano y QE. Los picos de quitosano en 1363 cm™ y 1155
cm desaparecidos pueden indicar haber sido limitados por el glutaraldehido que reticula al
quitosano de igual forma la aparicion del pico a 1550 cm™! puede ser también atribuida al
proceso de reticulacion. De hecho, Ramachandran et al.® encontraron un nuevo pico agudo a
1610 cm™ que representa las vibraciones de tension de C-N en la base de Schiff formada por
la reaccion de glutaraldehido y quitosano, en nuestro caso ese pico se observa desplazado a
1650 cm-1. Otros autores encontraron esta sefial en 1664 cm™ y 1660 cm™°.

También se observa en la comparacion de los espectros FTIR del QC que se evidencia
un nuevo pico intenso a 1471 cm’', probablemente debido a los grupos metilo del amino
cuaternario formado por la cuaternizacion del quitosano con CTAG. Estos resultados son
consistentes con estudios anteriores'’. La formacion del producto QC, se da por el ataque
nucleofilico del grupo amino (—NH2) del quitosano al CTAG (cuaternizante), donde se
produce la ruptura del epoxido que forma parte de la estructura del CTAG.

Analisis por DRX

El quitosano presenta dos formas cristalinas distintas debido a su polimorfismo, los patrones
de difraccion representan las diferentes mezclas de estas dos formas. Los picos de difraccion
en el entorno al angulo 26 = 9°, 26 = 10°, 26 =19° y 20 =20° observados en el figura 2 son
caracteristicos del quitosano y corresponden a resultados publicados anteriormente. !

— QUITOSANO

U‘J\“‘“"“‘*—*———-—
VL

—— QE1%]

h QES%MM
0 10 20 30 40 50 60 70 8(

angulo (20)
Figura 2. Patrones DRX de quitosano, QE y QC

Al comparar los patrones de difraccion entre el quitosano y el quitosano entrecruzado QE1%,
QE5% se observa picos caracteristicos del quitosano que desaparecen, observando tinicamente
el pico 20 =21° algo ensanchado. Esta diferencia corrobora la reaccion de entrecruzamiento
entre el quitosano y el GL. El amorfismo del pico de QE (QE1% y QE5%) pone en evidencia
que el indice de cristalinidad del quitosano disminuye después de la reticulacion con GL; esto
se atribuye a los fuertes enlaces de hidrogeno del grupo amino, los cuales, al ser sustituidos,
destruyen eficazmente la regularidad de la estructura del quitosano original, dando como
resultado la formacion de una estructura amorfa, también se observa que al aumentar la
proporcion de GL evidenciamos que la intensidad y la anchura del pico estdn aumentando
con lo cual el grado de amorfismo también aumenta'!.
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Por otro lado, al comparar el patron de difraccion del quitosano y QC, se observan dos picos
20 = 5°y 20° donde el pico 26 =20° presenta un ensanchamiento y ya no se observa el pico
20 =9,5 del quitosano, pero si un pico nuevo a 26 = 5°. La interaccion del grupo CTAG con
el grupo amino del quitosano originaria una posible disminucion del indice de cristalinidad
haciendo la estructura mas amorfa y la presencia del nuevo pico 28 = 5° en el QC puede ser
una evidencia de la formacion del grupo amino cuaternario'®.

Analisis TGAy DTG

La curva calorimétrica del quitosano (figura 3.a) nos manifiesta tres eventos térmicos. El
primer evento esta relacionado con la pérdida de humedad que se da entre 60 y 110 °C debido
a la evaporacion del agua, el segundo evento podria tratarse de la despolimerizacion con una
maxima pérdida de peso, la cual se manifiesta entre 220 y 300 °C debido a la degradacion de
las cadenas principales del quitosano (ruptura de los enlaces C-O-C) ademas de la separacion
de grupos acetilo, y el tercer evento podria tratarse de la pirolisis, el cual se da por la
descomposicion del material organico final.

W

THEE(t

Teper((]

Figura 3. a) TGA y DTG de quitosano b) TGA y DTG QC ¢) TGA comparativo Q, QC, QE

Los termogramas TGA y DTG del quitosano y el QC (figura 3 a y b) nos muestran una
diferencia en su temperatura de maxima velocidad de descomposicion (T, ). Esta temperatura
es mayor para el quitosano en comparacion con el QC, probablemente debido a que el
quitosano presenta mayor indice de cristalinidad evidenciado en los difractogramas DRX y
en los analisis calorimétricos diferenciales de barrido (DTG). También podemos evidenciar
que las curvas calorimétricas del quitosano, QE, y QC tienen en comun la manifestacion de
tres eventos térmicos; sin embargo, es el segundo evento el que muestra una diferencia en el
valor de Tmax, esto se debe considerar en estos tres polimeros.

Esta diferencia de la cristalinidad se refleja en la estabilidad térmica, puesto que un compuesto,
al poseer mayor cristalinidad, su estructura molecular serd mas rigida y por consiguiente se
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necesita mayor energia para que se pueda descomponer. La disminucion en la temperatura
de descomposicion en el QC se puede atribuir a la disminucion en la estabilidad térmica
como consecuencia de la interaccion de los grupos amino del quitosano. Otra observacion
se da entre el quitosano y el QE por una diferencia muy notoria en sus termogramas. El QE
se observa que es menos estable térmicamente pues inicia con la pérdida de peso alrededor
de los 130 °C dando una descomposicion multietapa, en donde los productos intermedios
son inestables, esto se puede atribuir al entrecruzamiento de los grupos amino del quitosano
y el GL, también la baja cristalinidad del QE es una evidencia mas de la baja estabilidad
térmica, pues los difractogramas DRX nos muestran que la estructura del QE tiene un grado
de cristalinidad muy pobre'.

Isotermas de adsorciéon de ADN

La figura 4 muestra las isotermas que representan la relacion de las capacidades de adsorcion
de ADN (q) expresado en pug de ADN retenido por gramo de quitosano o quitosano modificado
(QE y QC) en agua ultrapura. Teniendo en cuenta las razones de interaccion se aprecia que
el comportamiento de las isotermas es ascendente hasta una concentracion aproximada que
varia de acuerdo al tipo de adsorbente (quitosano, QE y QC).

———a

4000 —=— QUITOSANO|
—e—QE5%

2000 - e —A—Q1E%

- —v—QC

q(adsorcion) (uglg)

T T T T T T
o 50 100 150 200 250
Cf (mg/L)

Figura 4. Isotermas de adsorcion Quitosano, QE y QC

Los analisis de las muestras para la construccion de las isotermas se hicieron a temperatura
de ambiente a un pH = 7. Estos resultados muestran que el QE1% es el que presenta mayor
capacidad de adsorcion de ADN de toda la serie, con un valor maximo de q = 15755,3ug/g
(tabla 1). Esta variacion en la capacidad de sorcion entre QE1% y QE5% esta relacionada con
la variacion de la superficie de los sorbentes, es interesante observar que las isotermas para
los polimeros (Quitosano, QE1%, QE5% y QC) varian considerablemente; de acuerdo con la
tabla 1, esto puede ser atribuido a propiedades como el peso molecular y la polidispersidad
del polimero de partida. También los QE (QE1% y QE5%) pueden tener una mayor porosidad
textural que estaria relacionado al contenido de glutaraldehido; por otro lado, los efectos de
hidratacion contribuyen al sorbente, pues presentan una mayor hinchazén que influira en la
superficie dando una mayor accesibilidad del sorbente hacia los adsorbatos en los dominios
de los microporos superficiales y sitios de adsorcion accesibles®.

Casi todas las isotermas presentan un comportamiento inicial ascendente evidente a
excepcion de la muestra QC. Inicialmente, se planted la hipotesis que el QC tendria mayor
sorcion debido a que es un policomplejo?, esto debido a que la interaccion ADN-QC se da por
origenes electrostaticos, los cuales son muy sensibles a variaciones de pH y concentraciones?.
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Tabla 1. Valores maximos de q de sorcion para quitosano QE y QC.

Nombre q(ug/g)
quitosano 8030,83
QE1% 15755,3
QE5% 1981,21
QC 141,61

Modelos de isotermas de adsorcion

La isoterma de adsorcion indica como las moléculas de adsorbato (ADN) interactiian con
el adsorbente (microparticulas de quitosano) en equilibrio en fase liquida como una funciéon
de la concentracion de adsorbato. En este estudio de equilibrio los datos obtenidos para la
adsorcion de ADN en QE fueron los mejores, analizados con los modelos de isotermas de
Langmuir y Freundlich.

La forma lineal de la ecuacion isoterma de Langmuir se da como:

Modelos de isotermas de adsorcion

La isoterma de adsorcion indica como las moléculas de adsorbato (ADN) interacttian con
el adsorbente (microparticulas de quitosano) en equilibrio en fase liquida como una funcién
de la concentracion de adsorbato. En este estudio de equilibrio los datos obtenidos para la
adsorcion de ADN en QE fueron los mejores, analizados con los modelos de isotermas de
Langmuir y Freundlich.

La forma lineal de la ecuacion isoterma de Langmuir se da como:
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Figura 5. Linealizacion de Langmuir
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Sin embargo, el modelo de Freundlich se ajustd con mayor eficiencia, como se puede ver en
la figura 6. Los datos experimentales cumplen con mayor aproximacion con lo predicho por
la ecuacion (4) la cual describe mejor la adsorcion sobre superficies heterogéneas y confirman
lo que indicaba la figura 4. Se podria afirmar que no existi6 influencia de la concentracion
inicial de sustrato en el sistema estudiado bajo las condiciones de trabajo consideradas, ya

que todos los puntos caen aproximadamente sobre una misma recta.

La ecuacion de la isoterma de Freundlich se muestra a continuacion en su forma lineal:

logq, = logK; + %long
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Figura 6. Linealizacion Freunlich

Log(Cf)

Tabla 2. Parametro de los modelo de equilibrio de adsorcién de ADN en QE

Modelo de Parametro QE1% QE5%
equilibrio
Isoterma Langmuir b (L/mg) 0,05072 0,2

Q°(ng/g) 1428,57 1000

r 0,6432 0,9289
R 0,046 0,012

Isoterma Kr(L/g) 51,191 421,405
Freundlich n 0,5654 2,946

r 0,8892 0,9724
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En este estudio del equilibrio de adsorcion la tabla 2 nos muestra los datos obtenidos para
la adsorcion de ADN en microparticulas de QE1% y QE5%, considerando los modelos de
isotermas de Langmuir y Freundlich.

La isoterma de Langmuir es frecuentemente evaluada por un factor de separacion, RL, que
se define como sigue:

Donde C, en este caso es la concentracion de soluto inicial més alta. El valor del factor de
separacion indica el tipo de isoterma y la naturaleza del proceso de adsorcion. Considerando el
valor R, la adsorcion puede ser desfavorables (R, >0), lineales (R, = 1), favorables (0<R, <1)
o Irreversible (R, = 0). En los resultados observamos que los valores de RL (tabla 2) para
QE1% y QE5% son favorables, pero los graficos de linealidad (grafico 5) son desfavorables.

La isoterma de Freundlich, considerada empirica, describe mejor la adsorcion en superficies
heterogéneas. Los parametros de la ecuacion linealizada (ecuacion 4) donde K (1/ g) es
constante de Freundlich y “n” es exponente de Freundlich se determinan a partir de un
registro logaritmico de la capacidad de sorcion versus logaritmo de la concentracion en el
equilibrio, Ce, representados en la tabla 2. El valor de r? nos muestra mejores resultados de
linealidad para QE1% y QE5% (grafico 5) y los valores de K, son valores no exactos de la

capacidad de adsorcion.

Efecto del porcentaje de GL en el adsorbente

Los resultados de los experimentos con diferentes porcentajes de GL en el adsorbente
se presentan en la figura 4 (QE1% y QE5%), un aumento en el porcentaje de GL en el
adsorbente disminuye la capacidad de sorcion. La cantidad de adsorbente modificado fue
tres miligramos en ambos casos, se trabajo a las mismas condiciones, en QE1% aumenta la
captacion de ADN con respecto al QE5%. Hay una gran probabilidad que todos los sitios
activos sobre la superficie adsorbente estén ocupados y un aumento de la cantidad de GL
disminuye la adsorcion de ADN.

Microscopia electronica superficial (SEM)

La figura 7 presenta las micrografias SEM que ilustra la morfologia superficial de las
microparticulas Quitosano, QE1% y QE5%. En general, este resultado indica claramente
que existe una diferencia en la morfologia superficial entre quitosano y QE. De hecho, en
comparacion con la morfologia suave, densa y plana del quitosano la del QE tiene una
superficie porosa y poco aspera (figura 1 (QE1% y QE5%)). Estos resultados deben atribuirse
al entrecruzamiento y al grado de desacetilacion que son los que influyen en el tamaiio y la
morfologia superficial del QE, todo esto es consistente con estudios anteriores'.

De igual forma, se puede observar la diferencia en la morfologia superficial QE1% y QE5%,

debido al porcentaje de entrecruzamiento con glutaraldehido, este entrecruzante puede
aumentar la rugosidad de la superficie de QE aumentando el porcentaje de glutaraldehido,
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lo que indica que la reaccion ha tenido lugar en la superficie. Ademas, la estructura porosa
de QE puede ofrecer mas sitios de adsorcion para adsorbatos, que generalmente apoyan el
hecho que el quitosano entrecruzado con glutaraldehido ha sido ampliamente estudiado en
la absorcion de metales pesados'. Ademas, QE 5% con una superficie muy rugosa y una
estructura de poros mas abiertos podria suponer que es favorable para interactuar con el
ADN a cierto punto, debido a que el mayor entrecruzamiento y la rugosidad de la superficie
pueden evitar la interaccion del adsorbato con el adsorbente, lo que puede explicarse con los
resultados de las isotermas de adsorcion.

Figura 7. Imagenes SEM comparativas microparticulas de quitosano-ADN,
QE1%-ADN y QE5%-ADN, aumento x10000 y x25000.

En la figura se compara las microparticulas quitosano, QE1% y QE5% con y sin ADN, se
puede evidenciar que la morfologia superficial de las microparticulas sufren cambios, una
posible evidencia de que el ADN esté siendo adsorbido por estas en la superficie. También
se observa en la imagen SEM de quitosano-ADN que el cambio de la morfologia es muy
evidente, una posible explicacion a esto es que los grupos amino del quitosano interactian
con el ADN, aglomerando las microparticulas de quitosano. En QE1%-ADN también se
puede evidenciar el cambio en la morfologia superficial evidenciando la posible adsorcion de
ADN, esto puede estar generando una mayor rugosidad de la superficie inicial de QE1%, lo
mismo se evidencia para QE5%-ADN.

CONCLUSIONES

Se prepararon diferentes tipos de quitosano y quitosano modificados (QE1%, QE5%, y QC)
partiendo de quitosano comercial, los cuales se caracterizaron por diferentes técnicas FTIR,
DRX, TGA, DTG y SEM, estos resultados fueron consistente con la literatura.

Las pruebas de adsorcion demostraron que las microparticulas de QE1% adsorben el ADN
en mayor cantidad. Considerando la capacidad de sorcion de 15,76 mg ADN/g QE 1%
El proceso de adsorcion de ADN se aproxima al modelo de isoterma de Freunlich, el cual
describe mejor la sorcion en superficies heterogéneas.
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OPTIMIZACION DEL PROCESO DE INMOVILIZACION
DE LIPASA PRODUCIDA POR Marinobacter sp CH27 EN
OCTADECILO-SEPABEAD

Yadira Fernandez Jeri*, Amparo 1. Zavaleta?, Ana Maria Mufioz Jauregui®

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue optimizar el proceso de inmovilizacion de la lipasa
producida por Marinobacter sp CH27 en el soporte hidrofobico octadecilo-sepabead por
adsorcion interfacial utilizando el disefio experimental Box-Behnken a 3 factores y 3
niveles con 12 experimentos y 3 réplicas en el punto central. Las variables y los niveles
seleccionados fueron: fuerza ionica (2,5; 5,0 y 10,0 mM), tiempo (30, 60 y 120 min) y pH
(6,0; 7,0 y 8,0) y las variables respuestas fueron la actividad de la enzima inmovilizada
y el porcentaje de inmovilizacion. Los parametros optimos del proceso de inmovilizacion
fueron: pH 6,62; 30 min y fuerza i6nica 10 mM. Luego de ajustar los parametros al modelo
polinomial cuadratico, la actividad de lipasa inmovilizada fue de 11,16 U/g soporte con
81,50 % y 74,0 % de actividad relativa y rendimiento de inmovilizacion, respectivamente.

Palabras clave: Lipasa, Marinobacter sp, inmovilizacion, octadecilo sepabead, metodologia
superficie respuesta

OPTIMIZATION OF THE PROCESS OF IMMOBILIZATION OF
LIPASE PRODUCED BY Marinobacter sp CH27 IN
OCTADECILO - SEPABEAD

ABSTRACT

The aim of these research was the optimize in the support hydrophobic octadecilo-sepabead
by interfacial adsorption, for which the experimental design was used Box-Behnken 3 factors
and 3 levels with a total of 12 experiments and 3 replicas on the central point. The variables
and their levels selected were: force Ionic (2.5, 5.0 and 10.0 mM), time (30, 60 and 120
min) and pH (6.0; 7.0 and 8.0) and them variable answers were the activity of the enzyme
immobilized (U/g support) and the percentage immobilization. The optimum parameters of
the immobilization process were: pH 6.62, 30 min and ionic strength 10 Mm. After adjust
the parameters to the model polynomial quadratic, is obtained 11,16 U/g support for the

* Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Jr. Puno 1002, Lima 1, Pert.
*yfernandezj@unmsm.edu.pe
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activity of lipase immobilized, with 81.50% and 74.0% of activity relative and performance
of immobilization respectively.

Key words: Lipase, Marinobacter sp, inmovilization, octadecyl - sepabead, response surface
methodology.

INTRODUCCION

Las lipasas presentan diversas propiedades cataliticas que sustentan su empleo en las
industrias: alimentaria, farmacéutica, textil, cosmética, papelera, peletera y en detergentes.
En los ultimos aflos, las lipasas se usan en la sintesis de biopolimeros y biodiesel, en la
produccion de medicamentos enantioselectivos y agroquimicos'. A nivel industrial, los
mecanismos cataliticos de las lipasas se asemejan a los procesos metabolicos naturales,
siendo biodegradables y limpios. Por las aplicaciones antes descritas, las lipasas producidas
por nuevos microorganismos estan en constante investigacion.

El interés en el desarrollo tecnologico de biocatalizadores se centra en la inmovilizacion de
enzimas, lo cual permite mejorar propiedades térmicas con estabilidad en un rango deseado
de pH y en presencia de solventes organicos, que sean de facil recuperacion, permitan obtener
un producto no contaminado, ¢ incrementar la estabilidad operacional del biocatalizador**.

Uno de los protocolos de inmovilizacion de lipasas es la adsorcion selectiva sobre soportes
hidrofébicos, para su uso en solventes acuosos y organicos. La adsorcion involucra areas
hidrofébicas alrededor del centro activo, quedando en su forma abierta accesible al sustrato.
Asi, los soportes hidrofobicos empleados se comportan como los sustratos naturales de estas
enzimas®.

El soporte hidrofobico octadecilo sepabead estd conformado de una matriz polimérica de
metacrilato cubierto por grupos octadecilos que proporcionan una superficie fuertemente
hidrofobica. Este soporte presenta estabilidad quimica y térmica, resistencia al cambio
osmotico, alta capacidad de union a proteinas, baja tendencia al hinchamiento en soluciones
de elevada molaridad y en solventes’.

Marinobacter sp CH 27, bacteria haléfila moderada aislada de las Salinas de Pilluana (San
Martin), hidroliza diferentes aceites vegetales, contiene una lipasa con estabilidad térmica
hasta 45 °C®. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue optimizar las condiciones de
inmovilizacion de esta lipasa, entender la significancia y la interaccion de los factores
que afectan la actividad especifica de la enzima inmovilizada para su uso potencial como
biocatalizador.
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencioén de la lipasa

Marinobacter sp CH27 fue cultivado en medio agua de sales (SW) conteniendo cloruro de
sodio 5%, suplementado con extracto de levadura 0,5%, asi como aceite de oliva al 1%
y Triton X-100 0,1% como inductor y emulgente, respectivamente. Las condiciones de
fermentacion y concentracion del crudo enzimatico fueron las descritas por Fernandez-Jeri
y col®.

Inmovilizacion de lipasa

Se procedié a una inmovilizacidon por adsorcion interfacial usando el soporte octadecilo
sepabead (Sepabead EC-OD; Mitsubishi Chemical Corporation, USA) segtn lo descrito por
Guisan’ con las siguientes modificaciones: Se pesaron 0,1 g del soporte octadecilo sepabead
y se procedio a lavar 5 veces con agua destilada estéril, se hidraté con buffer fosfato al pH y
a la concentracion salina requerida para cada ensayo a 10 °C durante 24 h. Este soporte ya
hidratado fue contactado con 15 mg de proteina contenida en el crudo enzimatico y se mezclo
suavemente a 10 °C por el tiempo establecido en cada experimento. Después se centrifugd a
5000 rpm a 10 °C por 10 min. Finalmente, se separaron la enzima adsorbida al soporte y el
sobrenadante, en este ultimo se determiné proteinas residuales.

Factores que influyen en la inmovilizacién de la lipasa

Se empled la Metodologia de Superficie Respuesta (MRS) para optimizar las condiciones de
maxima actividad especifica de la enzima inmovilizada. El disefio estadistico Box-Behnken
fue empleado a 3 niveles y 3 factores, para evaluar los parametros que intervienen en el
proceso de inmovilizacion. El programa Minitab 16 fue empleado obteniendo un total de
12 experimentos y 3 réplicas en el punto central. Las variables y los niveles seleccionados
fueron: fuerza idnica (2,5; 5,0 y 10,0 mM de buffer fosfato), tiempo (30, 60 y 120 min) y pH
(6,0; 7,0 y 8,0). Para este analisis se emplearon soluciones de buffer fosfato para obtener los
pH correspondientes.

En cada ensayo de inmovilizacion se determiné el porcentaje de inmovilizacion, la relacion
de mg de proteina/g de soporte, la actividad especifica de la lipasa inmovilizada (U/ g soporte)
y el rendimiento.

Actividad de la lipasa

En la determinacion de la actividad hidrolitica de la lipasa se uso6 el p-nitrofenil palmitato
(p-NPP) (Sigma, USA) siguiendo la metodologia propuesta por Gupta y col.®, con las
siguientes modificaciones: a 1,6 mg de p-NPP se afiadieron 1 mL de isopropanol 0,1 mL;
Triton X-100 y 25 mM de buffer fosfato a pH 7 hasta completar 10 mL de volumen. Para
determinar la actividad enzimatica se emplearon 1,75 mL de la solucion antes descrita y 0,25
mL del biocatalizador. La mezcla se incubd a 37 °C por 20 min, la hidrolisis del p-NPP se
evidencio por el incremento del p-nitrofenol a 410 nm. Una unidad de actividad enzimatica
se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol en un
minuto.
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Porcentaje de inmovilizacién de la lipasa

La cantidad de enzima inmovilizada se determiné midiendo las concentraciones en la
solucion enzimatica inicial (mg proteina inicial), el sobrenadante y en las soluciones de
lavado (mg proteina final) usando el reactivo de Bradford, segtin la metodologia del fabricante
(AMRESCO). A partir de estos datos se calcularon el porcentaje de inmovilizacion y los mg
de proteina/g de soporte. La albamina sérica bovina (BSA) se utiliz6 como estandar a las
concentraciones de 125, 250, 500, 750 y 1000 ug/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp CH27 fue obtenida a diferentes
pH, tiempos y diferentes valores de fuerza ionica (tabla 1).

Tabla 1. Factores que influyen en el proceso de inmovilizacion de la lipasa
extracelular de Marinobacter sp CH 27, segun disefio estadistico experimental Box-
Behnken de superficie respuesta.

Experimento pH Tiempo Fza.Iénica Proteina Inmovilizacion  Actividad
(N°) (min) (mM) inmovilizada (%) lipasa
(mg/g) inmovilizada
(U/g soporte)
1 8 60 2,5 8,25 55,00 1,4250
2 6 30 5,0 14,30 95,33 5,5096
3 7 30 2,5 14,39 95,93 10,6601
4 8 30 5,0 10,13 67,50 4,0875
5 6 60 10,0 14,44 96,26 6,8723
6 6 120 5,0 14,61 97,40 49117
7 7 120 2,5 14,56 97,07 7,1122
8 8 60 10,0 7,54 50,27 1,0710
9 6 60 2,5 14,59 97,27 2,1207
10 7 30 10,0 14,38 95,87 10,0083
11 8 120 5,0 11,29 75,27 2,1938
12 7 120 10,0 14,63 97,50 3,3638
13 7 60 5,0 14,64 97,60 6,5777
14 7 60 5,0 14,64 97,60 6,5211
15 7 60 5,0 14,42 96,13 5,7581

El mayor porcentaje de inmovilizacion (97,6 %) se obtuvo en los experimentos 13 y 14
a pH 7,0; 60 min y fuerza idénica 5 mM, y la actividad enzimatica maxima después de la
inmovilizacion fue de 10,66 U/g-soporte determinado en el experimento 3 a pH 7,0; 30 min
y fuerza idnica de 2,5 mM.

En la figura la se observa el efecto de la fuerza idnica sobre la adsorcion de las proteinas

al soporte. Asi, la méaxima adsorcion se obtuvo a la concentracion de 6 mM; en cambio, la
actividad maxima de la enzima inmovilizada fue a 2,5 mM (figura 1d).
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Figura 1. Factores que influyen en la adsorcion de la proteina al soporte (a, by c)y
en la actividad especifica de la lipasa inmovilizada en octadecilo sepabead durante el
proceso de inmovilizacion (d, e y f)

En las figuras Icy e se observan el comportamiento de la inmovilizacion y el tiempo mediante
el grafico de la campana invertida, la adsorcion de la enzima al soporte octadecilo sepabead
fue antes de los 30 min; pero a medida que el tiempo aumentd la adsorcién disminuy6 hasta
el 84%. Cabe resaltar que a los 70 min de nuevo se increment6 la adsorcion de la proteina
indicando la presencia de otra lipasa.

El sistema lipasa: octadecilo sepabead fue afectado por el pH, evidenciado en la campana
de Gauss generada tanto para la proteina inmovilizada como para la actividad de la lipasa
inmovilizada (figuras 1b y f). La maxima actividad de la lipasa inmovilizada fue a pH 7, 0
con 7 U/ g soporte, correspondiendo al 89% de la enzima adsorbida al soporte.

La fuerza idnica es un parametro importante para el proceso de inmovilizaciéon por la
interaccion hidrofobica, de este modo la adsorcion de las proteinas se incrementa con la
fuerza idnica; sin embargo, las diferentes concentraciones de los electrolitos que proveen la
fuerza i6nica pueden afectar la actividad enzimatica®’. Por lo tanto, este es un parametro que
requiere optimizacion. Asi, a la fuerza idnica mayor de 6 mM disminuy6 el rendimiento de
inmovilizacion, este fenomeno puede explicarse por la desorcion de la proteina adsorbida
por efecto de la alta fuerza ionica, de igual forma Fernandez-La Fuente y col.!?; Bastida y
col.''; Montero'?, reportaron disminucién de la adsorcion de la lipasa cuando se incrementa la
fuerza idnica. Ademas, la desorcion depende de la enzima, el soporte, el pH y la temperatura.
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La rapida adsorcion de la enzima al soporte sugiere que la proteina cargada se localiz6 en la
superficie externa del soporte, en lugar de ser distribuida uniformemente a través de los poros
del mismo. Tiempos de inmovilizacion cortos han sido reportados por Montero y col.,'?;
quienes inmovilizaron el 64% de lipasa de Candida rugosa en soporte de polipropileno en 1
min.

Las graficas de contorno muestran la relacion entre dos variables independientes a la vez

y su efecto en la respuesta de la actividad especifica de la lipasa inmovilizada y la proteina
inmovilizada en el soporte hidrofobico octadecilo sepabead (figuras 2 y 3).

(a) (b)

Trngn
cuaseaaaaiﬁ

Figura 2. Graficas de contorno de dos factores, de la actividad especifica de la lipasa
inmovilizada (U/g) frente a: a) tiempo y pH, b) tiempo y fuerza idnica, c¢) pH y fuerza
ionica.
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Figura 3. Graficas de contorno de dos factores, de la proteina inmovilizada (mg/g)
frente a: a) tiempo y pH, b) tiempo y fuerza idnica, ¢) pH y fuerza idnica.

Al variar el tiempo y el pH simultaneamente (figuras 2a y 3a), se evidencia que la maxima
actividad especifica de la lipasa inmovilizada es mayor que 8 U/g, obtenido en el rango de
pH de 6,0 a 7,5 a los 30 min. Por encima de estos valores, la actividad disminuye durante
la inmovilizacion. Estos dos factores son importantes para la actividad de la lipasa durante
el proceso de inmovilizacion. Sin embargo, las mismas variables de tiempo y pH frente a
la proteina inmovilizada no presentan la misma respuesta, si bien la mayor concentracion
de proteina inmovilizada se presentd en el rango de pH entre 6,0 a 7,0; el tiempo de mayor
respuesta fue sostenido entre 30 a 120 min. Estos resultados se sustentan por el analisis
Anova que indica al pH como la tnica variable significativa (P = 0,00) en la adsorcion de la
enzima al soporte, ademas no existe interaccion entre las variables pH y tiempo (P = 0,353).
Con relacion al tiempo y fuerza idnica simultaneamente sobre las variables respuestas no se
generaron lineas de contorno (figuras 2b y 3b).

En las figuras 2c y 3¢, se observa que la maxima actividad especifica de la lipasa inmovilizada
fue mayor de 11 U/g soporte obtenido a pH mayor que 6,5 y 10 mM de fuerza ionica. En tanto
que la maxima respuesta de proteina inmovilizada fue a pH 6,5 entre 4 y 10 mM. Segun, el
analisis de varianza no existe interaccion entre las variables pH y fuerza idnica para ambos
casos (P> 0,05). Ademas, la variacion de la fuerza idnica en el rango estudiado no influye en
el proceso de inmovilizacion.
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La proteina adsorbida a los soportes depende de varios parametros tales como el tipo de lipasa,
la superficie del soporte, las condiciones ambientales y los protocolos de inmovilizacion.
Nuestros resultados evidencian que no existe relacion entre la proteina inmovilizada y la
actividad especifica de la enzima inmovilizada, ya que al incrementar las concentraciones
de proteina adsorbida al soporte, la actividad de la enzima disminuye, esto se explica por la
interaccion proteina-proteina que inactiva el centro activo de la lipasa. Resultados similares
ha descrito Yiicel3 en la optimizacion de la inmovilizacion de la lipasa de Thermomyces
lanuginosuse con relacion a las concentraciones de enzima, buffer y pH frente a la actividad
especifica.

El disefio estadistico experimental Box-Behnken de superficie respuesta fue empleado para
optimizar los parametros de inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp
CH27. La optimizacion se realizo para la actividad especifica de la lipasa inmovilizada. El
ANOVA se presenta en la tabla 2, el modelo se ajusta a un polinomial de segundo orden (P =
0,020). Representa la actividad de hidrdlisis de pNPP (U/g soporte) como una funcion del pH
(X1), tiempo (X2), fuerza ionica (X3) y es expresado por la siguiente ecuacion:
Y=51.2763X, - 0.1078171X, + 2.88701X - 3.58600 X, *+ 0.00107060 X, >+ 0.00774500
X, ?— 0.00631556X X, - 0.3521247X X, - 0.00778456 X, X,

Tabla 2. Analisis de varianza de la actividad especifica de la lipasa inmovilizada en
octadecilo sepabead.

Fuente GL SC Sec. MC F P
Ajust.
Regresion 9 105,558 11,7287 4,75
0,050""
Lineal 327599 14,4299 584 0,043
pH 1 14,147 18,3562 7,43
tiempo (min) 1 13,444 247956 10,03 00427
Fza. i6nica 1 0,008 0,3698 0,15
Cuadratica 362,790 21,5548 8,72 0,025
pH*pH 1 49,740 473594 19,16 0,715
tiempo *tiempo 1 13,017 13,0431 5,28
Fza.i6nica*Fza.1 1 0,033 0,0329 0,01  0,020”
Interaccion 3 15170  5,0565 2,05 0,007
pH* tiempo 1 0,195 0,3401 0,14 0,070
pH* Fza. i6nica 1 7305 7,3051 2,96 0,091
tiempo*Fza. idbnica 1 7,670 7,6696 3,10 0,226
Error residual 5 12,358 2,471 0,726
0,146
0.138

** Estadisticamente significativo
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Finalmente, se optimizaron los parametros y se alcanz6 la actividad maxima de 11,16 U/g
soporte durante la inmovilizacion de lipasa en octadecilo sepabead a pH de 6,62; 30 min
y fuerza idnica de 10 mM, con una actividad relativa obtenida de 81,50%, y 74,0% de
rendimiento de inmovilizacion de lipasa en ocatadecilo sepabead.

Las técnicas de adsorcion, han demostrado producir biocatalizadores que presentan altas
retenciones de actividades cataliticas, aunque este principio es valido solo para enzimas
puras. La inmovilizacion de extractos heterogéneos, por ejemplo, mezclas de proteinas o
extractos crudos, usando métodos de adsorcion interfacial en soportes hidrofobicos, han
demostrado ser procesos selectivos de inmovilizacion de lipasas'®. Ademads, esta técnica
permite en un solo paso inmovilizar, concentrar, purificar e hiperactivar concentraciones
pequedias de lipasas presentes en extractos crudos*'®'*!5, En este aspecto, Palomo y col.15
emplearon la combinacion de dos soportes hidrofobicos: octil-agarosa y octadecilo sepabead
con los que lograron purificar en octil-agarosa e inmovilizar en octadecilo sepabead la lipasa
de Bacillus thermocatenulatus (BTL2).

El soporte hidrofobico octadecilo sepabead se parece a la interface formada por los sustratos
naturales de la lipasa. La adsorcion interfacial puede producir un congelamiento de la estructura
de la enzima en su forma abierta y de esta manera incrementar la aparente afinidad de la
enzima por el sustrato', ademas de la hiperactivacion. Los resultados obtenidos demuestran
una adsorcion selectiva al soporte hidrofobico pero no se produce hiperactivacion marcada
como describen diversos autores'"'*!5. En este estudio se us6 para-nitrofenil palmitato como
sustrato, un acido carboxilico de cadena larga; por el contrario, Palomo y col.' emplearon la
adsorcion hidrofébica para inmovilizar las lipasas de Candida antartica (fraccion B), Mucor
miehei y Candida rugosa a octadecilo-sepabead y usaron como sustratos para-nitrofenil
propionato y etil-butirato, de esta forma demostraron hiperactivacion de 2 a 5 veces, para
etil-butirato pero no con él para-nitrofenil propionato, probablemente el etil butirato, al
ser un compuesto mas pequefio, puede acceder facilmente al centro activo, por lo tanto la
hiperactivacion depende de la fuente de enzima y del sustrato.

CONCLUSIONES
Se optimizo el proceso de inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp CH27
a las condiciones de pH 6,62; 30 min y fuerza iénica de 10 mM, con una actividad relativa de
81,50%, y rendimiento de inmovilizacion de lipasa en ocatadecilo sepabead de 74,0%
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SINTESIS DE CATALIZADORES BASADOS EN OXIDOS MIXTOS
DE Ni-Ti PARA LA PRODUCCION DE ETILENO A PARTIR DE LA
DESHIDROGENACION CATALITICA DEL ETANO

Daisy Unsihuay? Gino Picasso®, Rosario Sun Kou®
9

RESUMEN

Se prepararon catalizadores a base de 0xidos de niquel dopados con titanio Ni, Ti O con a
de 0,01 a 0,05, por un método de evaporacion controlada a 550°C para la deshidrogenacion
oxidativa (ODH) de etano a etileno. La introduccion de pequeiias cantidades de Ti en la celda
del NiO tuvo efectos notables sobre las propiedades de 6xido simple de niquel, aumentando
la superficie BET. Ademas, se observo una disminucion del tamafio del cristal tras el analisis
XRD, una generacion de nuevos sitios 4cidos, evaluados por TPD-NH,, una redistribucion
de especies reducibles a temperaturas mas bajas y mas altas estudiadas a partir del perfil
TPR-H, y una disminucion de los oxigenos no estequiométricos con la composicion creciente
de titanio detectada por TPD-O,. Los ensayos cataliticos se llevaron a cabo en condiciones de
estado estacionario a una constante W/F de 0,48 g.s / mL con el fin de evaluar la conversion y
se modifico la constante W/F de 0,24 a 0,48 g.s / mL, para cuantificar la selectividad al etileno.
En todos los catalizadores Ni, Ti O, las pruebas cataliticas revelaron un efecto positivo de
dopaje de Ti en el rendimiento de las muestras, mejorando los niveles de conversion y de
selectividad de etano al etileno, en comparacion con el NiO puro. La muestra Ni . Ti ,.O
logro la mejor selectividad para el etileno (77%) en una conversion moderada de etano del
35%, probablemente debido al aumento de las especies nucleofilicas de oxigeno superficial.

Palabras clave: ODH de etano, conversion de etano, selectividad de etileno.

SYNTHESIS OF CATALYSTS BASED ON Ni-Ti MIXED OXIDES
FOR THE PRODUCTION OF ETHYLENE FROM CATALYTIC
DEHYDROGENATION OF ETHANE

ABSTRACT
Catalysts based on titanium doped nickel oxides Ni, ‘Ti O with a from 0.01 to 0.05, were

prepared by a controlled evaporation method at 550 °C for selective oxidative dehydrogenation
(ODH) of ethane to ethylene. The introduction of small amounts of Ti into the NiO lattice
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had noticeable effects on the nickel simple oxide properties, increasing the BET surface. In
addition, it was observed a sustained depletion of crystallite size following XRD analysis,
a generation of new acid sites, evaluated by NH3-TPD, a redistribution of reducible species
to lower and higher temperatures studied from H,-TPR profile and a depression of non-
stoichiometric oxygen with the increasing composition of titanium detected by O -TPD. The
catalytic tests were carried out under steady state conditions at a constant W/F of 0.48 g.s/
mL in order to evaluate the conversion and modifying W/F from 0.24 to 0.48 g.s/mL, to
quantify the selectivity to ethylene. In all the Nil-aTiaO catalysts, the catalytic tests revealed
a positive doping effect of Ti in the performance of the samples, improving the ethane
conversion and selectivity levels to ethylene, in comparison to the pure NiO. The sample
Ni, . Ti, ,;O achieved the best selectivity to ethylene (77%) at a moderated ethane conversion
of 35%, probably due to the increasing of the nucleophilic species of surface oxygen.

Key words: ODH, ethane, Ti-doped NiO, ethylene selectivity.

INTRODUCCION

El etileno es la materia prima organica de mayor consumo en la industria quimica y se espera
que su demanda siga en aumento en los proximos afios. En este contexto, es necesario el
desarrollo de nuevas tecnologias para la produccion de etileno con el fin de satisfacer las
demandas esperadas de los proximos afios'. La deshidrogenacion oxidativa (ODH) de etano
es una ruta alternativa atractiva ya que opera a bajas temperaturas ¢400 °C), es econémica
y amigable con el medio ambiente en comparacion con el craqueo al vapor, un proceso
altamente endotérmico que opera por encima de 800 ° C y hoy en dia el principal método de
obtencion de etileno®. Sin embargo, el logro de altos niveles de conversion de etano y una
alta selectividad a etileno son particularmente dificiles debido a que las olefinas tienden a
oxidarse a CO, y CO. Este ultimo, es la principal causa de envenenamiento del catalizador y
disminuye drasticamente su rendimiento®. Por lo tanto, el desarrollo de un catalizador activo
y selectivo para la conversion de etano a etileno a bajas temperaturas es clave para que la
ODH de etano sea competitiva con el craqueo a vapor. A lo largo de los tltimos afios, un gran
numero de catalizadores basados en metales de transicion se han preparado de los cuales
los catalizadores basados en niquel han reportado alcanzar buenos niveles de conversion de
etano, sin embargo, la selectividad es todavia una tarea dificil de mejorar. La incorporacion de
promotores en la red de NiO tales como Ta, Nb, Ce, Co, W y Al aument? el rendimiento de los
catalizadores basados en NiO*®. Heracleous y col.%, reportaron que la adicion de promotores
con valencia mayor que Ni** tuvo un efecto positivo en el logro de buenas selectividades ya
que eran capaces de disminuir los defectos cationicos, y por lo tanto, las especies de oxigeno
no selectivos que conllevan a la sobreoxidacion de la olefina. En el conjunto de catalizadores
ensayados, el unico catalizador a base de Ni-Ti exhibi6 buenos niveles de selectividad (85%)
pero, por el contrario, la conversion de etano (10%) era muy pobre. En el presente trabajo,
en base a los prometedores resultados reportados en la literatura sobre catalizadores de Ni-
Ti-O, hemos explorado el papel de catalizadores de dopaje NiO con diferentes cantidades de
Ti con el fin de mejorar los niveles de actividad y selectividad. Un método de evaporacion
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simple pero controlada se realizo con el fin de favorecer la integracion de fases para formar
una solucion mixta.

PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis de los catalizadores

Solucién de isopropoxido (trietanolaminato) de titanio (IV) (C,H,,NO,Ti) (80 wt.% en
isopropanol) se adquiri6 de Aldrich y nitrato de niquel hexahidratado (Ni (NO,),.6H,0)
niquel (II) se adquiri6 de Merck (99% de pureza), ambos reactivos fueron usados como
precursores de los 6xidos mixtos sin purificacion adicional. Etanol (Merck, pureza 99,9%)
fue empleado como un disolvente.

Una serie de catalizadores con diferente composicion atomica Ni, Ti O con (a = 0, 0,01,
0,03, 0,04, 0,05 y 1) se prepararon mediante €l método de evaporacion. Debido a que TiO,
puede formarse directamente a partir de la hidrolisis del alcoxido de titanio en un medio
acuoso, el etanol se emple6 como solvente para las soluciones precursoras para moderar
la alta reactividad y C;H,\NO,Ti se utilizo como precursor de Ti a fin de proporcionar mas
estabilidad al sistema y evitar la segregacion de fases durante la sintesis. Las soluciones
etanolicas de C,H ,NO,Ti y Ni(NO,),.6H,O se prepararon por separado y se utilizaron
inmediatamente para la sintesis. La solucion de Ti se afiadié gota a gota a la solucion de
Ni con agitacion vigorosa a temperatura ambiente y se mantuvo en las mismas condiciones
durante 30 minutos. Después, la evaporacion del etanol se llevo a cabo a 80 °C hasta que
se obtuvo un gel verde. Luego, el gel se dejo secar a 120 °C durante 12 horas, seguido de
calcinacion con aire a 550 °C a una velocidad de calentamiento de 2 °C/min durante 4 horas.

Caracterizacion de los catalizadores

Las propiedades texturales de los s6lidos fueron estudiadas utilizando el equipo Micromeritics
GEMINI VII a la temperatura de nitrogeno liquido. Las muestras se trataron previamente en
el vacio por la desgasificacion a 250 °C durante 2 h. El area superficial se calcul6 de acuerdo
con el método BET. La distribucion de tamaiio de poro y tamaiio del poro medio se estimaron
por el método de analisis BJH aplicado a la rama de desorcion de la isoterma. El analisis
elemental por espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX) se llevo a cabo para
determinar las composiciones de los catalizadores.

La estructura cristalina de las muestras fue evaluada por difraccion de rayos X (XRD). El
analisis se realizd con un difractémetro Siemens D5000 Krystalloflex, que opera con los
siguientes parametros: la radiacion Cu Ka (A= 1,5418 A), 15 mA, 30 kV, filtro de Ni, 4ngulo
26 en un rango de 10 a 90° con una velocidad de 0,04°/s. El tamafio de cristal se estimo
usando la ecuacion de Scherrer de la sefial mas intensa difraccion de rayos X.

La capacidad reductora de las muestras fue analizada por reduccion a temperatura programada
(TPR) en el equipo Micromeritics ChemiSorb 2750. Los experimentos se realizaron en un
reactor con 50 mg de catalizadores bajo atmdsfera de hidrégeno diluido (5% de H, en He) de
30 a 850°C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.
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La acidez de las muestras se midi6 a través de una desorcion a temperatura programada de
NH,. Las muestras se cargaron en un tubo de cuarzo en forma de U (50 mg). El tratamiento
previo de la muestra se llevo a cabo de la siguiente manera: una purga con helio se hizo
durante una hora a 100 °C. Después, el gas se cambio a amoniaco para dar paso a la adsorcion
durante 30 minutos a la misma temperatura y finalmente se hizo otra purga con helio durante
una hora para eliminar las moléculas de amoniaco que no fueron adsorbidas por la muestra.
Después se procedi6 a calentar el horno con una rampa de 15 °C/min desde 100 °C a 600
°C bajo un flujo de helio y se mantuvo a la temperatura final durante media hora hasta que
la sefial regreso a la linea de base. La cantidad desorbida de NH, se monitorizé mediante un
detector de conductividad térmica (TCD), utilizando el software V1.03 TPX ChemiSoft.

Ensayos cataliticos

Los estudios de reactividad de los catalizadores se realizaron en un reactor de lecho fijo
de cuarzo. Una pequefia cantidad de lana de cuarzo se colocéd en la frita de vidrio para
obstaculizar el flujo del catalizador a través del tubo de cuarzo. Para cada catalizador, 200
mg de muestra se mezclaron con 400 mg de cuarzo con el fin de favorecer una distribucion
homogeénea de la temperatura. Un separador de agua se instal6 al lado del horno para capturar
el agua que puede ser producida como un subproducto de la ODH etano. La composicion
del flujo de alimentacion de la reaccion fue de 0,25% C,H,, 0,25% de O, y N, como gas de
equilibrio. Los experimentos conversion de etano se realizaron en el intervalo de temperatura
de 300-450°C, en una proporcion constante W/F de 0,48 gs/mL. La selectividad de etileno
frente a la conversion de etano se midi6 a una temperatura fija de 450 °C y W/F vario de 0,24
a 2,4 gs/mL. Para todas las muestras, la conversion de etano, y los niveles de selectividad de
etileno se calcularon basandose en el balance de carbono con un error experimental inferior
al 5% para todas las medidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Caracterizacion por sorcién de IV, y XRD

La relacion metalica de los Ni-Ti-O se determind por EDX. Las composiciones
estequiométricas teodricos para los catalizadores fueron aproximados con los resultados
experimentales (tabla 1). Las isotermas de adsorcion-desorcion de N, estan mostradas en
la figura 1. Los catalizadores de NiO y Ni-Ti-O exhibieron la tipica isoterma de tipo IV
correspondiente a s6lidos micro-mesoporosos donde se produce adsorcion en multicapas.
Se puede apreciar que las isotermas poseen histéresis de tipo H, originada por condensacion
capilar que solo se da cuando se presentan mesoporos (poros de 2 a 50 nm). Este tipo de
histéresis es caracteristica de materiales compuestos por particulas de poros flexibles con
morfologia de tipo rendija. Por otro lado €l TiO, mostr6 una isoterma de tipo IV con histéresis
del tipo H2 causado cuando la distribucion de tamafio y la forma de los poros no estan bien
definidos y también indicativo de constricciones de cuello de botella. Las areas BET (tabla
1) registradas para los catalizadores de NiO fueron relativamente pequefias en el rango de
8-46 m*g™! pero acorde a lo esperado por el método de evaporacion usado para la preparacion
de los catalizadores ya que no tiende a producir areas superficiales grandes en comparacion
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a otros métodos como sol-gel, precipitacion, etc. Se observo un aumento notorio del area
superficial del NiO a mayor contenido de Ti. Este aumento posiblemente ocasionado gracias
a la naturaleza organica del precursor de Ti, cuya descomposicion durante la calcinacion
produjo una estructura mas porosa por ende un incremento en el area superficial.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de los catalizadores Ni-Ti-O.

Muestra Composicion ~ Area BET (m’g’)  Tamaiio Tamaiio Parametro
metdlica Antes  Después  de poro de cristal de red (A°)
(mol%) de la de la (nm) (nm)
reaccion reaccion
NiO Ni(99.9) 7 4 10,4 30,655 4,177
Nigo9Tig01O  Ni(99.2):Ti(0.8) 10 10 9,5 29,159 4,177
Nig97Tip030  Ni(97.4):Ti(2.6) 17 14 11,4 25,859 4,177
NigoeTig0sO  Ni(96.2):Ti(3.8) 23 23 9,5 25,723 4,181
NigosTigosO  Ni(94.7):Ti(5.3) 46 39 8,3 23,580 4,181
TiO, Ti(99.9) 54 - 5,9 - -

ND
N1(0.99)Ti(0.01)0 [
YTi(0.03)0

—_—
——
120 | ——Ni057
——
——

Vads cm3ig STP)

PPo
Figura 1. Isotermas de sorcion de N, de los catalizadores Ni-Ti-O.

Los patrones XRD de los catalizadores de Ni-Ti se representan en la figura 2. Se presentaron
picos atribuidos a NiO con estructura de bunsenita que es la fase predominante en todos los
catalizadores Ni-Ti con los picos principales: 37,1°, 43,3°, 62,8°, 75,5° y 79,3° atribuidos a
(111), (200), (220), (311) y (222) planos, respectivamente, de acuerdo con JCPDS 47-1049.
Se encontraron también pequefios picos a 35,6° y 54,0° correspondientes a la fase rutilo TiO,
(JCPDS 21-1276) y picos a 33,3° = y 49,6° correspondientes a NiTiO, (JCPDS 33-0960)
en los catalizadores con o = 0,03, 0,04 y 0,05. EI TiO, exhibio6 fuertes picos de difraccion
situados a 24,8° 37,3°, 47,6°, 53,5°, 55,1°y 62,2° correspondientes a la anatasa (JCPDS 21-
1272), que es la fase principal formada a través de la calcinacion directa del precursor de
titanio a 550°C. Los picos de rutilo también se pueden ver a través de los pequefios picos
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alrededor de 27,4° y 41,4° que corresponden a los planos (110) y (111), respectivamente
(JCPDS 21-1276). El tamafio de particula se calculd a partir del pico de difraccion mayor
(200) usando la formula de Scherrer y los resultados se dan en la tabla 1. Se evidenci6 una
correlacion inversa entre el area superficial y el tamafio de particula de los catalizadores
como se esperaba. También se puede observar un ensanchamiento en los picos de difraccion
a mayor contenido de Ti, lo que sugiere que Ti tiende a afectar a la cristalinidad de los
catalizadores basados en Ni, y como consecuencia, se espera que las particulas mas pequeias
se formen dando areas superficiales mas altas. También se observo una pequefia disminucion
del parametro de red, probablemente debido a un dopaje parcial de las especies de Ti*" en la
estructura de NiO.

(111) (200) (220) (311)(222)
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Figura 2. Difractograma de los catalizadores Ni-Ti-O.

2.- Reduccion a Temperatura programada (TPR-H,)

En la figura 3 se muestra el perfil TPR de los catalizadores de niquel dopados con titanio.
El NiO puro muestra un pico de reduccion a 421 °C, lo que sugiere la presencia de una sola
especie de Ni. EI Ni** es reducido en una sola etapa a niquel metalico de acuerdo a la siguiente
ecuacion: NiO + H, — Ni +H,O. El test realizado a TiO, bajo las mismas condiciones del
analisis TPR mostrd que este compuesto no es reducible en el rango de temperatura trabajado.
Sin embargo, la adicion de pequeiias cantidades de Ti a la estructura del Ni alter6 seriamente el
perfil TPR-H, de los catalizadores. Los 6xidos de NiO dopados con Ti mostraron curvas TPR
més anchas que se van separando a mayor contenido de Ti y partir Ni , Ti; ,O se evidencid
la presencia de tres picos de reduccion, lo que sugiere la contribucion de tres especies
reducibles de Ni en varias formas. Asimismo, los picos se desplazaron a temperaturas mas
altas, lo que muestra que el Ti tiende a inhibir el proceso de reduccion del Ni**. El hombro
ubicado a temperaturas mas bajas entre 260-380 °C es atribuido en la literatura a la reduccion
de trazas de Ni** en el compuesto Ni,0,". El pico principal central es atribuido a la reducciéon
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del Ni>+ —Ni0, mientras que el pico a temperaturas mas altas entre 500 a 530°C se podria
deber a la fuerte interaccion de los Ni** con Ti**, dado que la insercion de estas especies en
la celda del Ni° balancearian las cargas del sistema, haciéndolo mas estable y por ende mas
dificil de reducir. El consumo de hidrogeno disminuy6 en proporcion al mayor contenido de
Ti, lo que es logico pues hay menos especies de Ni** reducibles, a excepcion de la muestra
con Ni, ,Ti ;O que no sigue la tendencia y exhibe una drastica disminucion del consumo de
hidrégeno (tabla 2).

TCD(u.a)

1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Figura 3. Perfil TPR de los catalizadores Ni-Ti-O.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de los catalizadores Ni-Ti-O.

Muestra Consumo de H, Desorcion de NH3
(mmol/g) (mmol/g)

Teorico Experimental MT AT  Acidez

Total

NiO 13,39 13,28 38,33 17,36 55,69
Nig.99Tip.010 13,38 10,57 29,86 21,79 51,65
Nig.97Tig.030 13,36 13,27 64,34 3223 96,57
Nig.96Tig.040 13,35 12,98 50,41 36,58 86,99
Nig.95Tig 050 13,34 11,69 41,34 4292 84,26
TiO, - - 26,66 20,32 47,01

3.- Analisis Termogravimétrico (TGA)

Como se observa en la figura 4, la pérdida de peso para los precursores de NiO y Ni, . Ti  ,.O
ocurri6 en el mismo ntimero de etapas. Para la formacion de NiO a partir de Ni (NO,). 6H,0,
se identificaron cuatro etapas principales y la pérdida de peso en cada etapa corresponde a
los productos liberados por las reacciones de descomposicion térmica de Ni (NO,) ,.6H,0
propuestas por Brockner'!. La primera etapa (9,82% en peso) que se produce en el intervalo
de temperatura de 60°-100°C corresponde a la exclusion de un equivalente de agua y algunas
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trazas de disolvente. La segunda pérdida de peso (18,15% en peso) entre 100°-224°C se
asign6 a la eliminacion de tres equivalentes de H,O. La tercera etapa en el intervalo de
224°-332 °C con una pérdida de peso de 38,33% se asigno a la eliminacion de NO,, HNO, y
H,O a través de la descomposicion de Ni (NO,) ,.2H,0O. La cuarta etapa (2,67% en peso) se
puede atribuir a la descomposicion de oxido de Ni,O, a NiO. Para la sintesis de Ni ,.Ti, ;O
se observo el mismo numero de pasos. La primera pérdida de masa (7,04% en peso) se
debe a la eliminacion del agua del precursor de Ni y a la hidrolisis del precursor de Ti. La
segunda etapa mostrdé una mayor pérdida de masa (33,73%) en comparacion con la curva
Ni (NO,),.6H,0 que podria estar asociada a la liberacion de CH,OH a partir de la hidrdlisis
de Ti[N(CH,CH,0), (CH,0)]* y la exclusion de agua y NO, de la descomposicion parcial
de Ni(NO,) ,.2H,0. La tercera pérdida de masa (29,54%) corresponde a la descomposicion
total de la fase Ni(NO,)(OH), ,O,,..H,O a Ni,0," y la eliminacion del ligando organico del
precursor de Ti. Laultima etapa (2,22%) en el intervalo de 310° 2450 ° C podria atribuirse a la
descomposicion de 6xido de Ni, O, a fase NiO considerando que el 6xido de Ti se descompuso
en la etapa anterior. Por otra parte, la grafica termogravimétrica mostré una curva casi plana
mas alla de 450°C para ambos catalizadores, lo que indica que la temperatura de calcinacion
utilizada fue apropiada para la sintesis del catalizador (5§50°C) para asegurar la calcinacion
total de la fase organica y la formacion de la fase cristalina.

T

Pérdida de masa (%)

T T T T T T

Temperatura (°C)

Figura 4. Termograma de los precursores de NiO y Ni . Ti, ..

4.- Espectrosocopia Raman

Los espectros Raman de los catalizadores de niquel dopados con Ti se representan en la
figura 5. El 6xido de niquel exhibid un pico principal a aproximadamente 504 cm™! atribuido
al modo de fonon dptico (TO) de primer orden y se origina a partir de los defectos en el cristal
de NiO y otro menos intenso a 720 cm™ atribuido al fonén longitudinal 6ptico. Los picos a
198 cm! (Eg), 396 cm! (B,,), 515 cm’! (A,)y 638 cm’! (E,) se asignaron a la fase anatasa
con el grupo espacial D, para el TiO,. No se encontraron picos de fase rutilo probablemente
debido a que los picos mas intensos de la anatasa ocultaron los picos rutilo. La presencia de
pequetias cantidades de Ti cambid dramaticamente los espectros de NiO. Los picos a 319,

Rev Soc Quim Peru. 82(4) 2016



Sintesis de catalizadores basados en oxidos mixtos de Ni-Ti para la produccion de etileno a partir de... 499

446 y 587 cm! correspondientes a la fase rutilo de TiO, aparecieron en los espectros112,
mientras que los picos de NiO a 504 cm™ y 721 cm™ cambiaron a 511 cm™ y 750 cm,
respectivamente, lo que sugiere la fuerte interaccion entre Ti y NiO. Estos resultados estan
de acuerdo con los resultados XRD y TPR.

1o 638
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Figura 5. Espectros Raman de los catalizadores Ni-Ti-O.

5.- Desorcion a Temperatura Programada de NH, (TPD-NH,)

La cooperacion de sitios acidos con sitios basicos es sumamente importante en reacciones
particular e influye mucho en la selectividad de las reacciones, por tanto es necesario saber
como las fuerzas de los sitios acidos estan distribuidas. Para caracterizar la naturaleza de los
sitios 4cidos se usé la desorcion a temperatura programada de NH,. Los picos de desorcion
en rangos de temperatura maxima de 180 a 250 °C (BT), 280-330°C (MT) y 380-500°C (AT)
normalmente se atribuyen a NH, quimisorbido en sitios dcidos débiles, medianos y fuertes,
respectivamente. Las muestras presentan un perfil con dos picos de desorcion (figura 6).
El pico de menor temperatura correspondiente a la acidez intermedia ubicada entre 320-
330 °C y el pico de mayor temperatura de acidez fuerte ubicado en el rango entre 450-490
°C, aproximadamente. Se observo que la adicion de pequeiias cantidades de Ti provoco el
aumento de sitios acidos en comparacion al NiO puro. Asimismo, se observd un aumento
progresivo de la acidez fuerte a mayor contenido de Ti*".
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Figura 6. Perfil TPD-NH, de los catalizadores Ni-Ti-O.

6.- Desorcion a Temperatura Programada de O, (TPD-0O,)

Las mediciones de TPD-O, con adsorcion previa de O, (figura 7) se realizaron para evaluar el
tipo de oxigeno superficial y sus propiedades que podrian dar algunas luces para entender el
proceso de oxidacion catalitica. Se registro la liberacion de oxigeno del catalizador de 25°C
a 850°C. El perfil de desorcion de oxigeno para los catalizadores Ni-Ti-O, exhibio tres picos
correspondientes a tres especies de oxigeno. Seglin Iwamoto et al.'?, el oxigeno molecular se
adsorbe sobre la superficie de 6xidos metalicos formando superoxidos e iones peroxido. Los
cuatro estados diferentes de oxigeno adsorbidos a intervalos de temperaturas crecientes son:
a (30-40 °C), B (320- 360 °C), vy (420-450 °C) y o (por encima de 520 °C) correspondientes
a 0,, 02-, O- (para v y 8), respectivamente'”. Por lo tanto, segtin la literatura los tres picos
compilados por los catalizadores corresponden a las especies B, y y 8. EI NiO exhibi6 un gran
pico de desorcion de oxigeno a una temperatura maxima de 700 °C, correspondiente a un
estado de oxigeno no estequiométrico O-. Cuando O- y O,- estdn presentes en la superficie del
catalizador, facilitan la oxidacion total del hidrocarburo debido a la naturaleza electrofilica
de estos iones de oxigeno que atacan directamente a la molécula organica en la region de
su mas alta densidad electronica (enlaces IT). Por otro lado, es probable que especies como
O,- conduzcan a la produccion de productos oxigenados a través de un ataque nucleofilico.
Debido a sus propiedades no oxidantes, la presencia de iones O,- promueve una reaccion mas
selectiva'>

La cantidad de oxigeno desorbido mostrada en la tabla 2 indica una caida apreciable de la
liberacion de oxigeno con un mayor contenido de Ti, comenzando con 244,89 mmol/g de O,
para NiO hasta 108,52 mmol/g de O, para Ni, Ti  ,O. Ademas, el pico asignado a especies 8
disminuy6 en intensidad y se desplazo a temperaturas mas bajas hasta una sefial débil, que se
registro para la muestra Ni , Ti .. Este resultado muestra que las especies de Ti disminuyen
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notablemente la presencia de oxigeno no estequiométrico causado por las vacantes cationicas
en NiO. De acuerdo con Heracleous et al.%, 1a insercion de iones con mayor valencia que Ni*
como Ti * disuelven los huecos positivos p* a través del llenado de las vacantes cationicas de
NiO. Por lo tanto, se obtiene una superficie con menos defectos que absorbe menos cantidad
de oxigeno'. Como las especies electrofilicas O,- y O- se encuentran en menor cantidad, hay
menor capacidad de causar una oxidacion profunda de la olefina, por lo que se espera que
alcancen mayores niveles de selectividad.
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Figura 7. Perfil TPD-02 de los catalizadores Ni-Ti-O.

Ensayos cataliticos

Los ensayos cataliticos se realizaron dentro de un intervalo de temperatura de 300-450 °C
con una constante de W/F=0,48 g.s/mL y los resultados se muestran en la figura 8. Los
resultados de conversion de etano con el aumento de temperatura mostraron que la adicion
de Ti en la estructura del NiO tuvo un efecto positivo en términos de actividad. A pesar
que areas superficiales relativamente bajas se obtuvieron en general, se alcanzaron altos
niveles de conversion de etano que aumentd con una mayor composicion de Ti en la muestra.
Estos resultados podrian estar asociados al incremento en el area superficial reportado
anteriormente, asi como la presencia de sitios acidos nuevos causados por el desequilibrio
de la carga en los enlaces Ni-Ti-O que favorece la adsorcion de la parafina. La capacidad
reductora de los catalizadores también tuvo un papel importante: la reducibilidad del NiO
se vio afectada con la adicion de Ti causando una distribucion de las especies de Ni que
se desplazaron a temperaturas bajas y altas. Las especies desplazadas a temperaturas mas
bajas podrian ser responsables a la mejor reduccion de la superficie del catalizador. Los
experimentos de selectividad se realizaron a temperatura constante de 400 °C variando
W/F de 0,24 a 2,4 g.s/mL (figura 5). Los resultados indicaron que el Ti también tuvo un
efecto positivo en la selectividad de los catalizadores. La selectividad mejoré de 35% de
NiO a aproximadamente 77% para Ni ,.Ti, O, todos los catalizadores experimentaron una
declinacion en los niveles de selectividad de menos de 15% dentro de la gama de conversion.
Es importante destacar que los catalizadores fueron capaces de lograr buenos niveles de
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selectividad a los niveles de conversion moderados. El aumento de los niveles de selectividad
podria atribuirse a la reduccion dramatica del oxigeno no estequiométrico en la red del NiO
ya que la presencia de especies electrofilicas de oxigeno (O-y O,-) en la superficie de la NiO
son las responsables de la oxidacion total de etano. El dopante promotor Ti**, debido a su
valencia mas elevada, podria ser beneficial para reducir los efectos positivos creados en el
oxido no estequiométrico de NiO. Este fenémeno ha sido abordado antes por varios grupos®
15, La mejora de selectividad también es pertinente a los resultados de TPR que revelaron la
presencia de alta temperatura especies de Ni reducibles que la disminucion de la labilidad del
oxigeno en la superficie, pero de una manera controlada, porque una gran cantidad de enlaces
fuertes Ni-O en la superficie tendria un efecto negativo en la actividad de los catalizadores
que no se exhiben en los experimentos. La medida de las areas BET de los catalizadores de
Ni-Ti-O, después de la reaccion, no mostraron una reduccion significativa de la superficie, lo
que sugiere que no se dio la formacion de coque (o en todo caso, fue insignificante) durante
la reaccion, sin embargo, se requieren estudios de estabilidad térmica (tabla 1).

De los resultados obtenidos en los experimentos, se pudo observar que el Ti tuvo un efecto
promotor en la primera etapa del mecanismo, es decir Mars-Van Krevelen, pues tiene
la propiedad de debilitar suficientemente el enlace Ni-O para facilitar la reduccion de la
superficie, pero al mismo tiempo hace el enlace Ni-O lo suficientemente fuerte para evitar la
profunda oxidacion del etileno. La temperatura de calcinacion también afecto al rendimiento
de los catalizadores; en lugar de ceder catalizadores con areas de superficie alta que produjo
catalizadores con sitios acidos fuertes que mejoro la conversion de etano, pero el area pequeia
podria haber limitado el acceso de la olefina para promover las reacciones secundarias.
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Figura 8. Ensayos cataliticos de los catalizadores: a) conversion de etano vs.
Temperatura con W/F=0,48 gs/mL y b) selectividad de etileno Vs. Conversion de
etano a 400 °C.
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CONCLUSIONES

Los catalizadores sintetizados a base de NiO dopados con Ti mostraron un efecto muy
positivo en la mejora del rendimiento de los catalizadores para conseguir buenos niveles
tanto de actividad como de selectividad. El Ti y Ni resultaron trabajar sinérgicamente para
promover la generacion de sitios acidos y una redistribucion de especies reducibles a bajas y
altas temperaturas que conducen a la conversion de etano y un agotamiento de los oxigenos
no estequiométricos, obteniendo un catalizador mas selectivo hacia el etileno. La actividad
de los catalizadores parece no verse afectada por las superficies bajas obtenidas y mas bien
basarse en la acidez conseguida. Este hecho resalta el efecto de la temperatura de calcinacion
y el método de sintesis utilizado para la fabricacion de los catalizadores Ni-Ti.
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