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Carta del editor

Editor’s letter

El segundo ntimero del volumen 45 del afio 2016 de la Revista
Colombiana de Quimica cuenta con la participacion de distintos
autores nacionales e internacionales. Las contribuciones provienen de
autores de Lima (Pert), La Habana (Cuba) y Riohacha, Bogota, Pasto
y Medellin (Colombia). A continuacion se presenta el contenido del
namero.

La seccion de Quimica Orgénica y Bioquimica cuenta con un
articulo en el que se analizaron cuatro enzimas proteoliticas presentes
en las paredes celulares de raices de clavel (Dianthus caryophyllus
L.). Estas enzimas se extrajeron por medio de dos metodologias; se
compard su eficiencia por medio de la evaluacion de la actividad
enzimatica. El estudio propone una metodologia para extraer estas
cuatro enzimas de manera simultanea.

La seccion de Quimica Aplicada y Analitica cuenta con cinco
articulos. En el primero de ellos se desarrollé una nariz electronica
simple basada solo en cuatro sensores de gas de SnO,, que permite
detectar y clasificar alcoholes de manera eficiente, incorporando el
analisis estadistico de componentes principales (PCA). En el segundo
articulo se estudid la composicion quimica del material particulado
PM,, encontrado en La Guajira-Colombia; se encontr6 que las causas
principales de la presencia de este son el aerosol marino, la actividad
agricola, pecuaria y minera. En el tercer articulo se analizd la
eficiencia del material vegetal procesado del jacinto de agua
(Eichhornia crassipes), empleado como soporte para catalizadores
nanométricos de MnO, para la degradacion del colorante carmin;
estas nanoparticulas mostraron una eficiencia de 97,6% en la
eliminacion del indigo carmin en 5 min. En el cuarto articulo se
extrajo y se microencapsuld aceite de la semilla de la mora (Rubus
glaucus) mediante secado por aspersion, para evitar la degradacion
temprana de este y prolongar su vida util.

Finalmente, el ultimo articulo identifica los principales
compuestos presentes en tres clases de rones comerciales de
Colombia a través de microextraccion en fase solida en modo espacio
de cabeza (HS-SPME), acoplada a cromatografia de gases con
detectores de espectrometria de masas y olfatometria (GC-MS-O); se
encontraron ésteres, compuestos aromaticos, alcoholes, acetales,
entre otros compuestos que confieren caracteristicas odorantes.

The second issue of volume 45 of 2016 of Revista Colombiana de
Quimica has the participation of different national and international
authors. The contributions come from authors from Lima (Peru), La
Habana (Cuba) and from Riohacha, Bogota, Pasto, and Medellin
(Colombia). Here are the contents of the issue, published according to
their subject.

The section of Organic Chemistry and Biochemistry has one
article in which four proteolytic enzymes, present in cell wall of
carnation roots (Dianthus caryophyllus L.), were analyzed. These
enzymes were extracted through two methods; efficiency of
extraction was compared by evaluating enzyme activity. The study
proposes a methodology to extract these four enzymes
simultaneously.

The section of Section of Applied and Analytical Chemistry
has five articles. In the first of them an electronic nose based only on
four SnO, gas sensors, which can detect and classify alcohols
efficiently, incorporating statistical principal component analysis
(PCA), was developed. In the second article the chemical
composition of particulate matter PM,,, found in La Guajira-
Colombia, was studied; it was found that the main causes of PM10
presence are the marine aerosol, agricultural, livestock and mining
activity. In third article the efficiency of plant material processed
water hyacinth (Eichhornia crassipes), used as support for
nanometric MnO, catalysts for carmine dye degradation, was
analyzed; these nanoparticles showed a 97.6% efficiency removing
indigo carmine in 5 min. In the fourth article, oil seed blackberry
(Rubus glaucus) was extracted and microencapsulated by spray
drying to prevent early degradation and extend its useful life.

Finally, the last article identifies the main compounds in three
kinds of commercial rums from Colombia, through solid phase
microextraction  headspace  (HS-SPME), coupled to gas
chromatography detectors mass spectrometry and olfactometry mode
( GC-MS-O); esters, aromatics, alcohols, acetals, were found among
other compounds, which provide odorant features.
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Determinacion del
contenido extra e
intracelular de algunas
enzimas liticas
relacionadas con pared
celular en raices de
clavel (Dianthus
caryophyllus L.)

Determination of extra
and intracellular

lytic enzymes related
with carnation
(Dianthuscaryophyllus
L.) root cell wall

Determinacao do
conteudo extra e
intracelular de algumas
enzimas liticas
relacionadas com a
parede celular em raizes
de cravo (Dianthus
caryophyllus L.)

Resumen

Abstract

Resumo

En el presente trabajo se verificd la presencia
de algunas enzimas relacionadas con la pared
celular vegetal (poligalacturonasa, pectato
liasa, proteasa y xilanasa) en raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.). Asi mismo, se
determinaron los niveles de actividad de las
mismas. Estos niveles se analizaron en
diferentes espacios celulares: en el fluido
intercelular que hace parte del apoplasto, en el
simplasto y en el tejido total de las raices de
clavel (apoplasto y simplasto).

Para extraer el fluido intercelular, se
ensayaron dos metodologias. Para obtener el
contenido intracelular (simplasto) y el
extracto total (apoplasto y simplasto) en raices
de clavel se ensayaron tres metodologias que
utilizaban como solucion i) extractante buffer
fosfato, ii) buffer fosfato con PVPP y iii)
lavados con acetona a las raices de clavel,
antes de la extraccion con buffer fosfatos. Los
resultados mostraron el efecto de las
diferentes soluciones en las actividades
enzimaticas y en el contenido de proteina. Se
propuso una de estas metodologias para
extraer las cuatro enzimas en un Unico paso y
realizar andlisis comparativo de actividad
enzimatica.

The presence of some enzymes related to
cell wall (polygalacturonase, the pectate
lyase, protease and xylanase) in carnation
(Dianthus caryophyllus L.) roots as well as
the activity levels were determined. These
levels were analyzed in different cellular
places: the intercellular fluid that is part of
the apoplast, the symplast, and the total
level (apoplast and symplast) in carnation
roots.

Two methods were tested to extract the
intercellular ~ fluid. To obtain the
intracellular content (symplast) and total
extract (apoplastt+symplast), three methods
were tested, using as extracting solution 1)
phosphate buffer, ii) phosphate buffer +
PVPP, iii) before the extraction with
phosphate buffer, the carnation roots were
washed with acetone. The results showed
the effect of different extracting solutions
in the enzymatic activities and in the
protein content. A new only one step
method is proposed to extract the four
enzymes and make the comparative
analysis of enzymatic activity.

No presente trabalho foi evidenciada a
presenga de algumas enzimas relacionadas
com a parede celular vegetal:
poligalacturonasa, pectato liasa, proteasa e
xilanasa e se determinaram seus niveis de
atividade, em raizes de cravo (Dianthus
caryophyllus L.). Os niveis se analisaram em
diferentes espagos celulares: no fluido
intercelular que faz parte do apoplasto, no
simplasto e no tecido total das raizes de cravo
(apoplasto e simplasto). Foram avaliadas duas
metodologias para extrair o fluido intercelular.
Para obter o contetido intracelular
(simplasto) e o extrato total (apoplasto e
simplasto) se avaliaram trés metodologias que
utilizavam como solug@o extratora i) buffer
fosfato, ii) buffer fosfato com PVPP e iii)
lavados com acetona as raizes de cravo, antes
da extragdo com buffer fosfato. Os resultados
mostraram o efeito das diferentes soluciones
nas atividades enzimaticas e no contetdo de
proteina. Se propdoem uma de estas
metodologias para extrair as quatro enzimas
num Unico passo e realizar a analise
comparativa da atividade enzimatica.

Palabras clave: fluido intercelular,
extracto intracelular, actividad enzimatica,
poligalacturonasa, pectato liasa, proteasa,
xilanasa.

Keywords: intercellular fluid, intracellular
extract, enzymatic activity, polygalacturonase,
pectate lyase, protease, xylanase.

Palavras-Chave: fluido intercelular, extrato
intracelular, atividade enzimatica,
poligalacturonasa, pectato liasa, proteasa,
xilanasa.
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Ramirez, E.; Martinez S. T.

Introduccion

Las células de las plantas constan de dos compartimentos separados
por una membrana plasmatica continua, uno intracelular, conocido
como simplasto, y otro extracelular, conocido como apoplasto,
compuesto por las paredes celulares, los espacios intercelulares, el
fluido intracelular (IFW por sus siglas en inglés), las células muertas
vacias de los tubos del xilema y el agua contenida en el mismo (7).

La pared celular de las plantas (PC) determina el tamafio y la
forma de las células. Asi mismo, constituye el primer obstaculo que
los patégenos deben superar para acceder a ésta (2). Es una
estructura altamente compleja, compuesta por polisacaridos que
comprenden celulosa, hemicelulosa, pectina, proteinas y lignina,
entre otras (3). De igual modo, la PC que rodea el protoplasto no es
una estructura estatica, sino que se remodela y reorganiza durante el
crecimiento y desarrollo de la célula. También, la PC se desarticula
durante los procesos terminales como absicion de organos y
maduraciéon de frutos; es fuente de nutrientes y una barrera que
limita el acceso de patdgenos al contenido celular (4).

Asi, con el fin de tener acceso a la planta, los patdgenos secretan
numerosas enzimas que degradan la pared celular, y que, en algunos
casos, llegan a ser factores de virulencia (2, 4). En el IFW los
patdgenos secretan sustancias para colonizar al huésped y se dan los
procesos de defensa por parte de las plantas (/, 5). Por tanto, ha sido
estudiado para conocer las proteinas presentes, relacionadas y
secretadas por la planta y el patégeno en el inicio de una interaccion
planta-patdgeno (3, 6).

Especificamente para el clavel (Dianthus caryophyllus L.),
algunos estudios sefialan que los hongos producen una serie de
enzimas depolimerizantes que degradan la pectina presente en la PC,
como consecuencia taponan los vasos del xilema y reducen el flujo
vascular originando stress hidrico y en algunos casos pudricion de la
planta (7). Micoorganismos como los Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi, secretan proteasa, xilanasa, poligalacturonasa y pectato liasa
en el IFW a tiempos de infeccion tempranos (8). La secrecion de
estas enzimas liticas puede inducir una respuesta de defensa por la
liberacion de oligogalacturonidos de la PC de la planta (3, 9, 13).

De este modo, las enzimas liticas permiten al patégeno la
penetracion y expansion dentro de los tejidos vegetales y el uso de la
PC como fuente de carbono. A su vez, estas enzimas son utilizadas
por la planta para remodelacion de la PC, entre otras funciones (4).
Se han desarrollado algunas revisiones (/4, /5) y se encuentra que la
matriz de la PC de las plantas posee mas de 20 actividades glicosil
hidrolasas (GH), las cuales incluyen glicosidasas y glicanasas que
hidrolizan la mayoria de enlaces glicosidicos de los polisacaridos
presentes en esta.

En la clasificacion por familias reportada por Frankova y Fry
(14), aparece en la familia GH10 la f1-4 xilanasa, en la GH28 la
endopoligalacturonasa y en la PL1 la pectato liasa. De manera
general, y sin especificar un tejido en particular, estas enzimas son
asociadas con expansion celular, diferenciacion, maduracion y
reparacion de pared (/6). Las proteasas, por ejemplo, son
reguladores clave de una variedad de procesos biologicos, se
expresan en tiempos y espacios especificos y se acumulan segin su
funcidn en diferentes compartimientos subcelulares (/7).

Puesto que las enzimas liticas asociadas a la PC son comunes a
ambos organismos (planta y hongo), pero de funciones tanto
bioquimica como fisioldgicamente distintas para cada una, resultan
de interés en estudios de interaccion huésped-patdgeno (4).

Estas se han estudiado utilizando aproximaciones bioquimicas y
de genética molecular. La aproximacion bioquimica consiste en la
extraccion y posterior purificacion de las enzimas de la pared celular,
lo cual permite, entre otros, realizar estudios de actividad (15).

6

Por tanto, en el presente trabajo se siguid la aproximacion
bioquimica y se determind la actividad de las enzimas proteasa
(PRT), xilanasa (XL), pectato liasa (PL) y poligalacturonasa (PG) en
el IFW, en el simplasto del residuo vegetal de raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.), luego de extraer el fluido intercelular, y
en el tejido total (IFW + simplasto). Para este proposito se ensayaron
varias metodologias que permitieron la extraccion de las cuatro
enzimas en los diferentes espacios celulares seleccionados.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Se emplearon raices de esquejes de clavel (Dianthus caryophyllus
L.) de tres semanas de enraizamiento. La variedad usada fue
Moonlight. El material fue donado por la empresa floricultora QFC-
SAS ubicada en Gachancipa.

Extraccion de fluido intercelular (IFW)

Para la extraccion del fluido de lavado intercelular, fueron evaluadas
dos metodologias reportadas por Olivieri et al. (18) y Van Pelt-
Heerschap (19).

Para desarrollar el procedimiento descrito por Van Pelt-Heerschap
(19), denominado fluido intercelular sin vacio (IFW-SV), se
utilizaron 2,5 g de raices de clavel, se lavaron con agua destilada y se
cortaron en piezas de 0,5 a 1 cm; el tejido se lavo con 5 mL de buffer
tris-HC1 50 mM pH 7.,5; se seco y se centrifugd durante 20 min a
2000 x g en una centrifuga (Hettich, modelo Universal 320R)
empleando un tubo con un adaptador (Figura 1) que fue disefiado
para permitir separar el IFW de las raices.

—— Adaptador

——Fluido Intercelular

Figura 1. Tubo de centriguga con adaptador, utilizado para separar el fluido intercelular de las
raices de clavel (Dianthus Caryophillus L.)

En el procedimiento reportado por Olivieri et al. (18),
denominado fluido intercelular con vacio (IFW-CV), se empleo la
misma cantidad de material vegetal, se lavo y se cortd como se
describi6 anteriormente. El tejido se sumergio en 5 mL de buffer Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,6 M y 2-mercaptoetanol 0,1% (v/v), se
sometid a vacio durante tres periodos de 10 s, separados por
intervalos de 30 s y se seco sobre papel filtro. La muestra se coloco
en un tubo con adaptador (Figura 1) que permitié separar el IFW de
las raices, por centrifugacion (Centrifuga Hettich, modelo Universal
320R) durante 20 min a 3000 x g. El fluido obtenido (1 mL) se
almacend a -20 °C.

Se realizaron cuatro réplicas para cada uno de los métodos
ensayados. El contenido de proteina se cuantificd usando el método
de Bradford y la linealizacion reportada por Zor y Selinger (20).

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 5-11.




Determinacion del contenido extra e intracelular de algunas enzimas liticas relacionadas con pared celular en raices de clavel (Dianthus caryophyllus L.)

Una vez seleccionada la metodologia para la extraccion del
fluido intercelular, se aplicd para obtener el extracto con el que se
determinaron las diferentes actividades enzimaticas. Para lo anterior,
se aumentaron a cinco las réplicas biologicas, se eliminaron los
compuestos de bajo peso molecular mediante microdialisis
(Membrana SigmaD-9277. 10Kd) a 4 °C, usando buffer fosfatos 10
mM pH 6,5; realizando tres cambios cada 2 h.

Obtencidén de extracto intracelular (EIn)

Para la obtencion del material soluble presente en el espacio
intracelular (simplasto), se extrajo el IFW y en el tejido sobrante se
ensayaron tres metodologias: un tratamiento que utiliz6 como
solucion extractante buffer fosfato 100 mM pH 6,5 (Eln) (27), un
segundo tratamiento que usd polivinilpolipirrolidona (EIn-PVPP)
(23) y finalmente uno en donde se empled un tratamiento previo con
polvos de acetona (EIn-AC) (22).

Obtencion del extracto intracelular usando buffer
fosfato (EIn)

Se pesaron las raices (2,5 g), se trituraron con nitrogeno liquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 en relacion 1:2 (p/
v); se mantuvieron en agitacion sobre hielo por 1 h. Finalizado el
tiempo, la mezcla se centrifugd a 11000 x g por 30 min (Centrifuga
Hettich, modelo Universal 320R) (21).

Obtencion del extracto intracelular usando buffer
fosfato mas polivinilpolipirrolidona (EIn-PVPP)

Se trituraron las raices (2,5 g) con nitrogeno liquido y se
resuspendieron en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 con
polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1% (p/v), y NaCl 1 M en relacion
1:2 (p/v), un compuesto utilizado para eliminar polifenoles y evitar
asi la unién de estos con las proteinas, (24) ; se mantuvieron en
agitacion sobre hielo por 1 h. Finalmente la mezcla se centrifugd a
11000 x g por 30 min (Centrifuga Hettich, modelo Universal 320R)
(23).

Obtencion del extracto intracelular utilizando
tratamiento previo con polvos de acetona (EIn-AC)

Se trituraron las raices (2,5 g) con nitrogeno liquido, el material
vegetal se lavo tres veces con acetona a -20 °C por 1 min en una
relacion 1:2 (p/v); se resuspendi6 en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5
manteniendo la misma relacion de los lavados con acetona y se agitd
sobre hielo por una hora. Finalmente la mezcla se centrifugd a 11000
x g por 30 min (Centrifuga Hettich, modelo Universal 320R) (22).

Una vez obtenidos los extractos con cada una de las metodologias
anteriores, se eliminaron los compuestos de bajo peso molecular,
mediante microdialisis (Membrana Sigma D-9277, 10Kd) a 4 °C,
usando buffer fosfatos 10 mM pH 6,5 y realizando tres cambios cada
dos horas. Las muestras obtenidas se congelaron a -20 °C y se
utilizaron para determinar las actividades enzimadticas y cuantificar
proteina por el método de Bradford y la linealizacion reportada (20).
Los resultados de cada tratamiento son producto de cinco réplicas
biologicas.

Obtencion de extractos crudos (EC)

Para obtener los extractos crudos o totales, con todo el contenido
celular (IFW + simplasto), se emplearon las tres metodologias
utilizadas en el paso anterior. Para obtener el extracto crudo, se utilizd
todo el tejido vegetal sin extraer previamente el fluido intercelular.
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Determinacion de actividad a-manosidasa en el fluido
de lavado intercelular (IFW) y en el extracto
intracelular (EIn)

La integridad del material intracelular (5) se determin6d midiendo la
actividad de la enzima a-manosidasa descrita por Boller (24). Como
sustrato se utilizd p-nitrofenol-a-manopirandsido SmM, disuelto en
buffer acetato 0,01M pH 4,0. Se tomaron 100 pL, se incubaron con
20 pL de los extractos de IFW y Eln durante 2 h a 37 °C. La reaccion
se detuvo con 1,1 mL de Na,CO; 0,2 M y se midi6 la absorbancia a
420 nm. Una unidad de actividad equivale a un nmol de p-nitrofenol
liberado por min. La unidad de actividad se defini6 como un
incremento con respecto al blanco de 0,01 unidades de absorbancia a
420 nm por minuto por mL de mezcla de reaccion en las condiciones
del ensayo. Cada ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de actividad proteasa (PRT)

Se empled la técnica descrita por Hiibner (25), ensayo basado en la
determinacién de aminodcidos aromaticos de los péptidos liberados
en la hidrdlisis de la caseina. Se tomaron 100 pL de extracto y 400 puL
de caseina al 0,1 % (p/v) disuelta en buffer Tris-HCI 0,01 M pH 8. La
mezcla se incubd a 50 °C por 30 min, y la reaccion se detuvo con 1
mL de &cido tricloroacético (ATA) al 10% (v/v). Se centrifugd por 5
min a 10000 x g, a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia del
sobrenadante a 280 nm. El blanco enzima-sustrato, se prepard
adicionando al extracto enzimatico que contenia el sustrato 1 mL de
ATA al 10% (p/v) y se realiz6 el mismo tratamiento. El ensayo se
realiz6 por quintuplicado. La unidad de actividad se definié como la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de un nanomol de
tirosina por segundo (nKat) en las condiciones de la reaccion. La
cuantificacion se realizo usando una curva de calibracion, elaborada
con L-tirosina como patrén en concentraciones de 0 a 180 pg/mL.

Determinacion de actividad pectato liasa (PL)

La determinacion de actividad se realiz6 usando el método reportado
en Parra (26). Se tomaron 100 pL del extracto en el que estaba
presente la enzima, se le agregaron 700 pL de acido poligalacturonico
(APG) 0,1% (p/v), preparado en buffer tris-HCI 0,1 M pH 8,5 con
CaClI2 0,5 mM; la mezcla se incubd a 37 °C por 1 h. La reaccion se
detuvo con 1 mL de acido clorhidrico 1 M. Finalizado el ensayo se
determiné la actividad midiendo el incremento en la absorbancia a
232 nm (g = 4600 L/mol-cm), producido por la liberacion de urénidos
insaturados. La unidad de actividad fue definida como la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de un nmol de urénidos insaturados
liberados por segundo (nKat) en las condiciones de la reaccion. Los
ensayos fueron realizados cinco veces.

Determinacion de actividad poligalacturonasa (PG)

Para la cuantificacion de los azucares reductores obtenidos como
productos de hidrolisis de la enzima PG sobre el sustrato acido
poligalacturénico (APG), se empled el método de Nelson-Somogyi
(27, 28). La cuantificacion de los azucares liberados se realizd por
medio de una curva de calibracion, usando como patrén glucosa en el
rango de 0-30 pg/mL (26, 27). La medida de actividad de la enzima
se realiz6 usando la siguiente mezcla de reaccion: 100 pL de extracto
enzimatico, 250 pL de APG 0,3% (p/v) en acido acético-acetato de
sodio 0,1 M pH 5,0; la mezcla de reaccion fue incubada a 30 °C por 1
h (26). La unidad de actividad PG fue definida como nmoles de
azlcares reductores generados por segundo/mL (nKat/mL). Los
ensayos fueron realizados cinco veces.
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Determinacién de actividad xilanasa (XL)

La cuantificacion de los azlcares reductores obtenidos como
productos de hidrélisis de la enzima xilanasa sobre el sustrato xilano
de madera de abedul, se realizd con el método de Nelson-Somogyi
(27, 28). Para la cuantificacién se realiz6 una curva de calibracion,
usando como patrén xilosa en el rango de 0 - 500 pg/mL (27- 29).
Para la medida de actividad de la enzima xilanasa se tomaron 100 pL
de extracto enzimatico y 250 pL de xilano de madera de abedul 0,5%
(p/v) en buffer Borato/HCl 100 mM pH 9,0; dicha mezcla fue
incubada a 45 °C por 20 min. La unidad de actividad XL fue definida
como nmoles de azlcares reductores generados/mL (nKat/mL). Los
ensayos fueron realizados cinco veces.

Estadistica

El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante un
analisis de varianza (ANOVA) empleando un procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con ayuda de la
herramienta Statgraphics Centurion.

Resultados y discusion

Seleccion de la metodologia para la extraccion del
fluido intercelular

Para la extraccion del fluido de lavado intercelular (IFW) en raices
de clavel se ensayaron las metodologias propuestas por Van Pelt-
Heerschap (1/9) y Olivieri et al. (18). La eficiencia de estas se
determind midiendo la cantidad de proteina extraida. Los resultados
(Figura 2) indican que con el tratamiento en el cual se aplica vacio
(18) se incrementa la cantidad de proteina extraida. Este método
utiliza un buffer que contiene NaCl y B-mercaptoetanol, el cual se
infiltra en el tejido al aplicar vacio y asi aumenta la extraccion de
proteina. El efecto del NaCl es de tipo idénico ya que las cargas del
compuesto disociado interactiian con los aminoacidos cargados de
las proteinas. Esto puede facilitar el proceso de extraccion (30) que,
acompafiado del tratamiento con vacio, favorece la liberacion de las
proteinas del apoplasto, para luego, al ser centrifugadas, obtener un
extracto rico en proteinas (30). El resultado anterior permite afirmar
que el tratamiento reportado por Olivieri et al. (I8), para la
extraccion del fluido intercelular a partir de tubérculos de papa es el
mas adecuado para extraer una mayor cantidad de proteinas.
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Figura 2. Contenido de proteina presente en el fluido intercelular obtenido en los tratamientos sin
vacio (IFW-SV) y con vacio (IFW-CV) n=3.

Seleccionado el método de extraccion, se verifico la integridad
del material intracelular para determinar que no se hubiera
presentado lisis celular; se usé como marcador la enzima o-
manosidasa, ubicada en la vacuola. Los resultados (Tabla 1)
presentan la mayor actividad de la enzima en el extracto intracelular
(EIn), la obtenida en el IFW representa el 0,68% de actividad, valor
comparable al obtenido por Olivieri et al. (18), quienes reportan
actividad o-manosidasa en el IFW de 0,45% respecto al extracto
intracelular. Estos resultados demuestran que en el proceso de
extraccion del fluido intercelular es minima la ruptura intracelular,
que la metodologia se realiz6 de manera adecuada y fue 1til para el
analisis deseado.

Tabla 1. Actividad o-manosidasa en fluido intercelular (IFW) y extracto intracelular (EIn)

Extracto | Unidades de actividad
(nmol/min-mL)
IFW 0,16 £ 0,1
EIn 23,5 +13

Seleccion de la metodologia para la extraccion del
contenido intracelular en raices de clavel

El contenido enzimatico celular, se puede evaluar en el tejido total de
la raiz (IFW+simplasto) denominado también extracto crudo (EC), o
separando primero el IFW y en el tejido sobrante realizar extraccion
del contenido intracelular (simplasto) (EIn), para asi obtener
diferentes extractos: el crudo (EC) y el intracelular (EIn) en los
cuales se determina el contenido de proteina y la actividad
enzimatica de las enzimas seleccionadas.

En la Figura 3 se observa que con los tres procedimientos de
extraccion ensayados es posible obtener cantidades diferenciales de
proteina a partir de las raices. Luego de extraer el IFW, los
tratamientos de extraccion presentaron un comportamiento similar en
el tejido total (EC) y en el tejido sobrante (EIn), La mayor cantidad
de proteina se extrajo con los procedimientos que utilizaron buffer
fosfatos y buffer fosfatos + PVPP, mientras que con el método que
utilizé lavados previos con acetona a las raices (EIn-AC y EC-AC)
se extrajo la menor cantidad.
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Figura 3. Resultados de la determinacion de la cantidad de proteina extraida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
(EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion posterior de extracto intracelular con buffer fosfato
con polivinilpirrolidona (EInPVP), fluido intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona (EInAC) . Extracto crudo tratado con buffer fosfato
(EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5
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El tratamiento con acetona contribuyé a la pérdida de un alto
contenido de proteina, probablemente por efecto de desnaturalizacion.
El PVPP tampoco presento el efecto descrito en la literatura (22, 23).
Los resultados presentaron coherencia en cuanto al contenido de
proteina, ya que su valor en el EC es aproximadamente la suma del
presente en el contenido intercelular y en el extracto intracelular.

La menor cantidad de proteina, estadisticamente significativa,
se presenta en el [IFW como se esperaba, ya que se aplico en todos la
metodologia previamente seleccionada para su obtencion. Los valores
de proteina presentes en el IFW obtenidos de raices de clavel
(Dianthus caryophyllus L.) se aproximan a los reportados en el [FW
obtenido en papa de 2 pg/mL (78).

La Figura 4 corresponde a la actividad proteasa (PRT)
determinada en los diferentes extractos obtenidos de las raices de
clavel. Se observo actividad tanto en los extractos intracelulares (EIn)
que corresponden al simplasto, como en los extractos extracelulares
(IFW) correspondientes al apoplasto. En el fluido de lavado
intercelular (IFW, IFW-PVPP e IFW-AC), se presentaron diferencias
significativas, aunque no entre todos los tratamientos. Cuando se
comparan los tres tratamientos de extraccion evaluados en el material
vegetal sobrante (EIn), luego de extraer el fluido de lavado
intercelular, y en el tejido total de las raices (EC), se observé que la
actividad mas alta corresponde al extracto obtenido con un
tratamiento previo de lavados con acetona (EIn-AC). Este hecho se
atribuye a que el tratamiento con acetona puede estabilizar la enzima
o0 permite obtener un extracto mas puro de esta, debido a la reduccion

de agua y de pigmentos de la planta (37-33).
e
g

Figura 4. Resultados de la actividad proteasa obtenida usando extractos en raices de
plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto intracelular con
buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) Fara obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) , fluido intercelular
(IFWAC) para obtencién posterior de extracto intracelular con tratamiento previo
usando acetona (EINAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP) , extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5
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Se encontraron valores similares (Figura 5) en la actividad
pectato liasa (PL) en los diferentes extractos, a excepcion del extracto
crudo tratado previamente con polvos de acetona (EC-AC), en donde
la actividad fue estadisticamente mayor, debido a la extraccion del
contenido total de la célula y a una posible estabilizacion de la
enzima con este tratamiento (32, 33), hecho que no se presenta al
realizar el mismo tratamiento al material residual luego de extraer el
IFW. De las enzimas analizadas, esta es la unica que presenta
aumento de actividad por la adiciéon de PVPP al buffer de extraccion,
aunque, si se compara con el método que usa solamente el buffer, no
se presentan grandes diferencias.
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Figura 5. Resultados de la actividad pectato liasa obtenida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencién posterior de extracto intracelular
con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion posterior de
extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP), fluido
intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto intracelular con tratamiento
previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato (EC), extracto
crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con
tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

La actividad poligalacturonasa (PG) (Figura 6) se observo en
todos los extractos trabajados (IFW, Eln y EC). De acuerdo a lo
esperado, la actividad en el IFW no presentd mayores diferencias, sus
valores son similares a los obtenidos en el extracto intracelular (Eln)
y en el extracto total (EC). En la extraccion de la enzima PG
intracelular (EIn y EC) el tratamiento que mejor funcioné fue el que
utilizé buffer fosfatos, mientras que la actividad mas baja se presentd
en los extractos que fueron tratados previamente con acetona (Eln-
AC y EC-ACQ). Esto podria indicar que con dicho tratamiento no se
estabiliza la enzima ni se extrae, mas bien podria desnaturalizarla.
Los mayores valores de actividad para la enzima se obtuvieron en el
EC obtenido con buffer fosfatos, cuando se le adiciono PVPP.
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Figura 6. Resultados de la actividad poligalacturonasa obtenida usando extractos en
raices de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (EIn), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencion
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona (EInPVP) ,
fluido intercelular (IFWAC) para obtenciéon posterior de extracto intracelular con
tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo tratado con buffer fosfato
(EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas polivinilpirrolidona (ECPVP) ,
extracto crudo con tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5

El uso de acetona y PVPP en el extracto crudo y en el extracto
intracelular disminuye la actividad de la enzima (PG). Esto indica que
estos tratamientos, comunmente empleados para eliminar compuestos
fenodlicos interferentes, no son efectivos pues afectan la estabilidad
del extracto y, por lo tanto, la cantidad de enzima.
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Para la enzima xilanasa (XL) (Figura 7) se presentd un
comportamiento similar de los extrantantes al observado en el caso de
la PG (Figura 6), es decir, los mayores niveles de actividad se
presentaron cuando se realizo la extraccion con buffer fosfato y los
menores cuando se utilizo acetona. Lo que indica que estos
tratamientos para eliminar compuestos fendlicos interferentes afectan
la estabilidad (23, 33), y por lo tanto la cantidad de enzima o
presentan interferencias en el método de deteccion. La mayor
actividad encontrada para la enzima de estudio en el extracto crudo
tratado con buffer fosfatos (EC) concuerda aproximadamente, con la
suma de las actividades entre el fluido intercelular (IFW) y el extracto
intracelular tratado con buffer fosfatos (EIn). Para las muestras
tratadas con PVPP y acetona no se observa esta concordancia, lo que
indica pérdidas en la extraccion a partir del tejido total. Los métodos
de extraccion empleados para cada tejido presentaron diferencias
estadisticas, comportamiento que no habia sido observado en las
demas enzimas donde la extraccion con buffer fosfatos y buffer
fosfatos + PVPP presentaron niveles semejantes.
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Figura 7. Resultados de la actividad xilanasa obtenida usando extractos en raices
de plantas. Fluido intercelular (IFW) para obtencion posterior de extracto
intracelular con buffer fosfato (Eln), fluido intercelular (IFWPVP) para obtencién
posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con polivinilpirrolidona
(EInPVP), fluido intercelular (IFWAC) para obtencion posterior de extracto
intracelular con tratamiento previo usando acetona (EInAC). Extracto crudo
tratado con buffer fosfato (EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato mas
polivinilpirrolidona (ECPVP), extracto crudo con tratamiento previo con acetona
ECAC) n=5.

Los resultados anteriores indican que el tratamiento previo con
acetona a las raices de clavel, si bien favorece la extraccion de PRT,
en otros casos genera una notable disminucion de la actividad. El
PVPP disminuye la actividad de las enzimas PG y XL y, en menor
grado, para las enzimas PRT y PL si se compara con el tratamiento
que usa Unicamente buffer fosfato. Sin embargo, esta disminucion es
menor que cuando se utiliza acetona.

Estos resultados son un aporte para la seleccion de una
metodologia de extraccidon para una enzima especifica, a partir de
raices de clavel. Sin embargo, si el interés estd dirigido al estudio de
las cuatro enzimas simultaneamente, se recomienda el uso del buffer
fosfatos como extractante, pues permite la obtencion de varias
enzimas en un Unico paso y, asi, un analisis comparativo de actividad
enzimatica.

Es importante destacar que en este estudio se reportan por
primera vez los niveles de actividad para las enzimas liticas PRT, PL,
PG y XL en raices clavel, tanto en el apoplasto como en el simplasto.

En el IFW se encuentran diferentes niveles de actividad para las
enzimas estudiadas, los mayores son para PG, XL y PRT y el mas
bajo lo presenta la enzima PL. Estas enzimas estan también
intracelularmente presentes con niveles que varian de acuerdo al
método de extraccion. Estos niveles de actividad pueden tener
variacion cuando un patégeno ingresa a la planta y utiliza estas
mismas enzimas en el proceso de colonizacion (8).

Conclusiones

Con los resultados presentados en el articulo, se determinaron los
efectos de diferentes soluciones extractantes en la actividad de las
enzimas PG, PL, XL ,PRT, presentes en el simplasto de raices de
clavel. Se aconsejo una metodologia sencilla y poco contaminante
que permite la extraccion de las cuatro enzimas estudiadas en un
Unico paso y asi determinar comparativamente niveles de actividad.
Se selecciond una metodologia para extraer el IFW en el mismo
tejido, con minima contaminacion del contenido intracelular. Se
determinaron los niveles de las cuatro enzimas en el apoplasto, en el
simplasto y en el extracto total de raices de clavel.
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Implementacion y
evaluacion de una
nariz electronica para
la deteccion de
alcoholes lineales

Implementation and
evaluation of an
electronic nose for the
alcohols detection

Implementacao e
avaliacao de um nariz
eletronico para detectar
alcoois lineares

Resumen

Abstract

Resumo

Se desarrolld una nariz electronica que
permite la deteccion de alcoholes de manera
sencilla y econoémica en comparacion con las
narices electronicas tradicionales. Esta basada
en cuatro sensores de gas de SnO, (dos
comerciales y dos fabricados en el
laboratorio), un sistema neumatico irregular,
un hardware y software para adquisicion de
datos y un software de reconocimiento de
patrones. Se evaluo el comportamiento de la
nariz y las condiciones de trabajo con
muestras de vapor de alcoholes (metanol,
etanol, n-butanol y 1-2 octanol) y se
determind que los alcoholes se pueden
detectar con el arreglo de sensores preparado
y pueden diferenciarse entre si haciendo uso
del analisis estadistico de componentes
principales (PCA). El orden de deteccion
encontrado para los alcoholes lineales fue el
siguiente: metanol > etanol > n-butanol > 1-
octanol. Se encontrdé también que haciendo
uso del andlisis de componentes principales
(PCA) y realizando una normalizacion de los
datos en el software de reconocimiento de
patrones, la varianza total de las muestras
también aumenta del 76% al 85%. Esto
demuestra que una nariz simple y econémica
puede clasificar bien las muestras evaluadas.

An electronic nose for the detection of
alcohols, easy to use and inexpensive as
compared to traditional electronic noses, was
developed. This nose is based on four SnO,
gas sensors (two commercial and two home-
made), an irregular pneumatic system,
hardware and a software for data acquisition
and a software for pattern recognition. The
nose behavior and the working conditions
with vapor samples of alcohols (methanol,
ethanol, n-butanol and 1-octanol) were
evaluated. Alcohols could be detected with the
array of prepared sensors and could be also
differentiated from each other by using
principal component analysis (PCA). The
detection order for linear alcohols followed
the order: methanol > ethanol > n-butanol > 1-
octanol. It was also found that by using PCA
and performing a standardization of data in
software pattern recognition so, the total
variance of such information increases from
76% up to 85%. This result confirms that a
simple and inexpensive nose can rank well the
tested samples.

Foi feito um nariz eletrdnico que permitiu a
deteccdo de alcoois de jeito simplis e
econémico em comparacao com Os narices
electronicos tradicionais. Esta baseado em
quatro sensores de gas SnO, (dois comerciais
e dois feitos no laboratorio), um sistema
pneumatico irregular, hardware e software
para aquisicdo de dados e software de
reconhecimento de padrdes. Foi avaliado o
comportamento do nariz e as condigdes de
trabalho com amostras de vapor de alcoois
(metanol, etanol, n-butanol e 1-octanol)
determinou-se que os alcoois podem ser
detectados com o arranjo de sensores
preparado e pode diferenciar-se entre sim
usando analise de componentes principais
(PCA). A ordem de detecco para os alcoois
lineares encontrados foi os seguinte: metanol>
etanol> n-butanol> 1-octanol. Verificou-se
que, usando andlise de componentes
principais (PCA) e a execugdo de uma
normalizagdo dos dados no software de
reconhecimento de padrdes, a variancia das
amostras também aumenta de 76% para 85%.
Esto demostra que um nariz simples e barato
pode classificar bem as amostras avaliadas.

Palabras clave: nariz electronica,
clasificacion de alcoholes, arreglo de sensores,
PCA, sensores de gas, 6xido de estafio.

4\/\1 2/\

Keywords: electronic nose, alcohol
classification, array of sensors, PCA,
gas sensors, tin oxide.

Palavras-Chave: nariz eletronico,
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Implementacién y evaluacion de una nariz electronica para la deteccién de alcoholes lineales

Introduccion

Los sensores de gas basados en oOxidos semiconductores son
dispositivos que presentan un cambio en la resistencia cuando son
expuestos a ciertos gases, principalmente los denominados
compuestos organicos volatiles (VOCs). En estos, la conductividad
cambia de acuerdo a los cambios de concentracion, debido a la
adsorcion/desorcion de oxigeno y la reaccion entre el oxigeno
superficial y los gases. Hoy en dia, los sensores de gas son muy
requeridos debido a su aplicacion en diversas areas como el
monitoreo ambiental, la seguridad publica y doméstica, entre otras.
Sin embargo, para la aplicacion de estos sensores, es necesario
encontrar alternativas cada vez mas econdmicas, confiables y que no
consuman tanta energia (/).

Entre estos 6xidos metalicos semiconductores (MOS) (2-4), se

encuentra el 6xido de estafio. En los ultimos afios, los estudios en
sensores han mostrado que existen factores que influencian las
propiedades sensoras de los 6xidos metalicos: el tamafio de grano de
las particulas (5, 6), la microestructura del material sensor y la
modificacion quimica de la superficie de las particulas, por ejemplo,
adicionando metales nobles como el paladio o el platino (7-13).
Los metales nobles (entre ellos el paladio, utilizado en este estudio)
contribuyen en dos formas: creando sitios para la adsorcion
molecular del gas y disminuyendo la energia de activacion para la
reaccion de sensado. En el estudio de sensado de muestras gaseosas,
estas son detectadas por un cambio en la resistencia eléctrica del
oxido semiconductor. Esta resistencia varia debido a las reacciones
que se llevan a cabo en la superficie del sensor con las especies de
oxigeno quimioadsorbidas (/4).

Ahora bien, una de las aplicaciones de los sensores de gas es la
construccion de narices electronicas. Estas son una simulacion del
aparato olfativo del ser humano y son dispositivos no destructivos
que entregan como resultado de medicion una huella digital de los
datos detectados (75).

Estos dispositivos empezaron a desarrollarse desde 1980 (2, 3)
y hasta la actualidad han contribuido a analizar y diferenciar una
variedad de muestras en distintos campos de la ciencia (/6). Hasta la
fecha se han realizado trabajos de este tipo especialmente en Europa
(2, 14), aunque también se conocen investigaciones en América
Latina, por ejemplo en Pera (17).

Las narices electronicas se emplean en el monitoreo del etanol,
por ejemplo, en el control de procesos de fermentacion, en el control
ambiental, en alarmas de escape de gases, en la deteccion de alcohol
en aliento, etc. (/8). Sin embargo, usar estas narices electronicas
supone cantidades considerables de sensores para diferenciar las
muestras, ademds de emplear controladores masicos de flujo. La
presente investigacion tuvo como objetivo probar mediante
mediciones repetidas en sistemas dinamico y estatico, haciendo uso
del Analisis de Componentes Principales (PCA) que una nariz
electronica simple (con solo cuatro sensores y sin controladores
masicos de flujo) puede distinguir muestras diferentes de
compuestos volatiles.

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 12-18.

Materiales y métodos

Sistema dinamico y sistema estatico

Con el objetivo de construir una nariz electronica sin controladores
masicos de flujo, se procedidé a comparar dos sistemas de medicion:
estatico y dinamico. El método dindmico consiste en registrar las
mediciones desde que se empieza a hacer fluir el vapor de la
muestra. Por otro lado, para el sistema estdtico primero se almacena
la muestra en una camara de gas, donde se satura y después se
empieza a medir. De este modo, empleando el método estatico, se
espera que la clasificacion de las muestras se incremente
significativamente.

Para estudiar la cantidad de datos obtenida se empled la técnica
de analisis multivariado y andlisis de componentes principales
(PCA), con la finalidad de reducir la dimensionalidad de los datos y
obtener una representacion grafica del proceso experimental (/9).

Preparacion del SnO, dopado con Pd

Los oxidos de estafio se prepararon usando el método de
impregnacion hiimeda que consiste en mezclar 2 g de SnO, en polvo
con 100 mL de una disolucién acuosa de PdCl, (Sigma Aldrich) a
una concentracion previamente fijada de Pd y HCI (20). La mezcla
se agit6 durante 15 min a 30 °C hasta alcanzar el equilibrio térmico y
obtener una suspension solida. Posteriormente, se adicionaron 20 mL
de una solucién de SnCl, (empleando 0,3793 g) a la misma
temperatura y en agitacion constante por 50 min. La mezcla se filtro
y el solido resultante se lavd, primero con una solucion acida (HC1
0,005 M), y luego con abundante agua. El secado se realiz6 a 80 °C
durante 24 h y la calcinacion a 400 °C durante 1 h. Al final se obtuvo
Pd-SnO, en polvo al 5% p/p.

Preparacion de los sensores

Se combind Pd-SnO, en polvo (0,10 g) con terpineol (32 pL) y etil
celulosa (0,02 g) para formar una pasta. Luego, usando el método de
impresion llamado screen printing (27-23), se prepar6d una pelicula
gruesa de Pd-SnO, sobre un sustrato de alumina en el que
previamente se colocaron electrodos de oro y un calentador de Pt
(Figura 1). Los electrodos de oro fueron donados por la Universidad
de Oulu de Finlandia y se utilizaron para el debido funcionamiento
del sensor, dado que es de tipo electroquimico.

El procedimiento para preparar los sensores consté de los
siguientes pasos:
1) Se prepard una mascara con cinta adhesiva para definir el area que
cubriria la pelicula.
2) Se esparcid la pasta con una espatula teniendo cuidado de
esparcirla uniformemente.
3) Se retir6 la cinta adhesiva del sustrato.
4) Se llevo el sustrato con la pelicula a un horno donde se aplicod un
tratamiento térmico a 800 °C por 8 h, con una velocidad de
calentamiento de 2 °C/min.
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Electrodos de oro Calentador de Pt
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calentad or

Pelicda Gruesa

Figura 1. Sustrato de alimina. (a) Cara superior, la cual contiene la pelicula gruesa sobre
los electrodos de oro. (b) Cara inferior en que se ubica al calentador de Pt

Construccion de las partes que constituyen la nariz
electronica

Arreglo de sensores

Consiste en un arreglo de cuatro sensores (Tabla 1), todos ellos
basados en SnO, con diferentes contenidos de Pd (0 y 5%). En el
caso de los sensores comerciales, estos se eligieron por tener
sensibilidades diferentes: uno al etanol (MQ-3) y el otro al gas
licuado de petréleo GLP (MQ-2). Este ultimo se eligié porque se
buscod que la nariz no fuera especifica a una sola especie quimica
(sensores de gases ideales) sino que respondiera a una amplia gama
de olores, constituyéndose en un sistema de reconocimiento del
patrén apropiado. De modo que la informacion de reconocimiento de
la calidad del olor esta asegurada por todo el patron de respuestas a
través de la matriz de sensores en lugar de la respuesta de un solo
sensor en particular (24).

Tabla 1. Sensores usados para conformar la nariz electronica

Sensor | Material Lugar de elaboracién
s1 Pd-Sn0, (5% | Laboratorio de investigacion
p/pdePd)  |en Fisico-quimica de la PUCP
SnO, (0% p/p | Laboratorio de investigacion
S2 de Pd) en Fisico-quimica de la PUCP
MQ-2 Sn0O, Zhengzhou Winsen
sensibilidad al | Electronics Technology Co.,
GLP Ltd
SnO, Zhengzhou Winsen
MQ-3 | Sensibilidad | Electronics Technology Co.,
al etanol Ltd

Los sensores fueron ubicados en forma circular respecto a las tomas
de entrada y de salida de la camara de gas, como se muestra en la
Figura 2. El volumen de la camara era de 788 cm® y poseia una tapa
hermética de rosca, la cual se retiraba para instalar los sensores y
permanecia puesta durante las mediciones.

Para los sensores preparados en el laboratorio, se alimenté el
calentador con un voltaje VH = 6 V que permite que la pelicula esté
a la temperatura de trabajo. Se conectaron los electrodos sobre los
que se deposito la pelicula de SnO, al circuito de carga tal como se
muestra en la Figura 3.

-Sensor de gas
@ Entrada de gas
O salida de gas

Camara de gas

Sensores de gas

i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i

Ingreso de gas Salida de gas

Figura 2. a. Esquema de la distribucion geométrica del arreglo de sensores de gas de la
nariz electronica b. Ima?en de la camara de gas mostrando los sensores c. Esquema donde
se indica el ingreso y salida del gas respecto al arreglo de sensores

Salida de Sefial >
|

Figura 3. Circuito de carga para los sensores preparados en el laboratorio

La corriente consumida por todos los sensores fue de 0,9 A. La
salida de la sefial de cada sensor fue conectada a las entradas
analogicas de la tarjeta de adquisicion (National Instruments (USB
6213)), para obtener las sefiales a través del sistema de adquisicion
de datos (software Labview™).

Sistema hidraulico

Esta conformado por tres valvulas de paso de dos vias (V1, V2, V3)
con un solenoide de 24 V y una mini-bomba de vacio (B1) de 24 V.
Las valvulas V1 y V2 se conectan a la camara y la valvula V3 a la
bomba B1 como se muestra en la Figura 4.

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 12-18.
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Salida de
gas
B1

Muestra

Referencia
(Aire)

Figura 4. Esquema del sistema hidraulico

Los terminales de cada valvula y los de la bomba se conectan a la
salida digital de la tarjeta de adquisicion a través de un circuito de
potencia, a fin de poder abrir y cerrar las valvulas y activar la bomba
usando un sistema para la adquisicion y control de datos.

Sistema de adquisicién y control de datos
La parte principal de este sistema es la tarjeta de adquisicion de datos
marca National Instruments (USB 6213), la cual posee un conversor
analogico digital (ADC) con una resolucion de 16 bits.
Adicionalmente, se desarrollaron circuitos de potencia para poder
controlar las valvulas de paso y la bomba de vacio. La salida digital
de la tarjeta se conectd a la entrada del sistema de potencia, de
manera que a través del software se podia controlar la apertura o
cierre de las valvulas por las cuales pasaba la muestra en fase gas y
el gas de referencia (aire); también se podia controlar el tiempo de
encendido y apagado de la bomba.

El programa de adquisicion y control de datos fue desarrollado
en el lenguaje de programacion LabVIEW 2010. El panel de control
del programa desarrollado se muestra en la Figura 5.

sensoR1.
.

sensoR
o

bidienso

Figura 5. Panel de control de los cuatro sensores
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En el panel de control se configuraron los siguientes parametros:
Tiempo inicial de referencia, Tiempo de llenado, Tiempo de analisis
de la muestra. Tiempo final de referencia, Archivo de datos, Disefio
de experimentos, Midiendo, Muestra siguiente, Interruptor
(Boolean).

Procedimiento de calibracion y medicién

Antes de iniciar la medicion de las muestras, se realizd un
procedimiento de calibracion para determinar los tiempos Optimos
requeridos en el programa.

Procedimiento de calibracion

Se selecciond un volumen de muestra entre 20 y 40 mL que fue
depositado en una trampa liquida a temperatura ambiente. Luego se
conecto la trampa liquida a la entrada de la valvula V1; la valvula V2
siempre se mantuvo conectada a una entrada de aire.

Se determinaron para los cuatro sensores a la vez, el Tiempo inicial
de referencia, Tiempo de llenado, Tiempo de analisis de la muestra y
Tiempo final de referencia, en ese orden.

Procedimiento de medicién

La forma de medicion implica exponer al arreglo de sensores a los
vapores de las muestras. Este arreglo de sensores se puso dentro de
la camara de gas, la cual posee una entrada y una salida. Previo a la
medicion, se dejo pasar un flujo de aire a través del sistema y el
valor que se obtuvo en los sensores definio el valor base de la sefial.
Luego, con la bomba, se extrajo el aire saturado con el vapor de la
muestra durante el Tiempo de llenado. En este instante la sefial de los
sensores incremento6 su valor. Posteriormente, se cerr6 la entrada y la
salida de la camara, y se midio la sefial de los sensores durante el
tiempo de muestra. Posteriormente se abrieron las valvulas de
entrada y la salida y se introdujo un flujo de aire por un determinado
tiempo, o Tiempo final de referencia, con el objetivo de purgar la
camara. La sefial que se obtiene se muestra en la Figura 6.

Tiempo de

muestra

Tiempo de
llenado

Tiempo inicial

. Tiempo final de referencia
de referencia

Figura 6. Esquema de los tiempos requeridos para el sensado

Se registran mediciones de vapor de alcohol en un determinado
tiempo t en funcion del cambio de la resistividad del sensor. Estas
mediciones se representaron por medio de vectores, denominados
rks, que se definen de la siguiente manera: r = (ml, m2,...., mt).
Estos vectores muestran las mediciones correspondientes al sensor s
(se emplearon cuatro sensores) en el ensayo k (se realizaron 5
ensayos).
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Luego, se construye la matriz. My, . = [[Wi];, ,-]m que corresponde a
las mediciones realizadas en el k-ésimo ensayo durante el tiempo t y
con los cuatro sensores. De este modo, cada entrada indica la
medicion registrada por el j-ésimo sensor en el tiempo i (con i < t).
Las variables que se usaron en el reconocimiento de patrones por el
PCA son las mediciones obtenidas por el sensor j en el tiempo i.
Finalmente, se utilizé el PCA para clasificar de forma analitica los
alcoholes.

Sofware para el tratamiento de datos

Se desarrolld un software en Matlab para conformar la matriz de
objetos y variables necesarias para el analisis PCA. Se usaron los
programas Scirius®, Matllab® y Origin® para evaluar los resultados.

Resultados y discusion

Evaluacion de la nariz electronica

Sistema Dinamico versus Estatico

Usando el sistema de deteccion dindmico, y siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente, se obtuvo el PCA que se
muestra en la Figura 7. Alli se observa que para una misma muestra,
en donde mij representa a las mediciones del j-ésimo ensayo para la
muestra i, de todas las mediciones (ml12, ml13, ml4) dos
correlaciones son positivas y una es negativa. En cambio en la
Figura 8, donde se muestra el PCA de un sistema estatico para una
misma muestra, o todas las mediciones son positivas, o todas son
negativas, o todas estan alrededor del cero.

Comp. 2 (23.32 %)

Comp. 1(52.60 %)

Figura 7. PCA de tres muestras con contenido alcohdlico haciendo uso del sistema
dindmico

Comp. 2 (13.1%)
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Figura 8. PCA de tres muestras con contenido alcohdlico haciendo uso del sistema
estatico

Esto permiti6 concluir que el mejor sistema era el estatico, por
diferenciar mejor las muestras y presentar una varianza de mayor
magnitud. Por esta razon, todas las pruebas siguientes se realizaron
con dicho sistema. En estudios anteriores también se ha llegado a
esta conclusion (25), en donde se demuestra que con el sistema
estatico se logran distinguir componentes organicos volatiles que se
encuentran en menores concentraciones (del rango de ppm).

Por lo anterior, se puede observar claramente que los alcoholes
se diferencian mejor en un sistema estatico. La varianza total para un
sistema estatico fue mayor, alcanzando el 86 %, mientras que con el
sistema dindmico se alcanzo6 el 75,92% de la varianza. Este resultado
es coherente, porque en un sistema estatico se tiene una
concentracion fija de alcohol, lo que permite tener una respuesta mas
uniforme del sensor.

Deteccion de alcoholes

Se procedié a comparar la sensibilidad de los cuatro sensores a la
deteccion de los cuatro alcoholes a una concentracion del 100%
logrando obtener el siguiente orden: metanol > etanol >n-butanol >
1-octanol.

Utilizando los resultados obtenidos con este tltimo arreglo de
sensores, se realizo un PCA a las medidas de deteccion de los
alcoholes puros para poder establecer una diferenciacion en los
alcoholes. Para ello se consideraron la Componente 1 (73,2 %), la
Componente 2 (12,8 %) y la Componente 3 (8,2 %).

Los alcoholes estudiados tienen una estructura similar, se
diferencian en el tamafio de la cadena. Sin embargo, esta
particularidad hace que algunos difundan mas rapido que los otros
hasta la superficie del 6xido semiconductor, por lo que con un
analisis multivariado de datos se les puede diferenciar. Se escogio
para el analisis del PCA la Primera y Tercera componente, dado que
ambas sumaban la mayor varianza total para un PCA bidimensional.

En la Figura 9 se han agrupado los valores obtenidos para cada
alcohol, obteniéndose un arrastre vertical para el etanol y n-butanol y
una dispersion diagonal para el metanol y el octanol. Otra
caracteristica de esta distribucion de los alcoholes es que en el PCA
aparecen en el orden de longitud de la cadena del alcohol. El de
cadena mas corta (metanol) aparece a la derecha y el de cadena mas
larga (1-octanol), a la izquierda. La varianza total fue de 81,4%. Esto
significa que hay una buena diferenciacion de los alcoholes y que el
orden de deteccion de los alcoholes se da de derecha a izquierda.
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Figura 9. PCA de los alcoholes puros
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Implementacion y evaluacién de una nariz electrénica para la deteccién de alcoholes lineales

Usando el programa Scirius® se establecié que las correlaciones
para el metanol y el etanol son positivas, por lo que se puede
interpretar que la deteccion o sensibilidad es alta para estas
moléculas, identificando que una correlacion positiva se reconoce
por una sefial eléctrica que presenta un voltaje mas elevado. En
cambio, para el n-butanol y el 1-octanol, son correlaciones negativas,
Esto indicaria que la sensibilidad disminuye o la detecciéon empeora
con estos alcoholes.

Ademas de la deteccion y clasificacion de alcoholes, se realiza-
ron pruebas de deteccion de los alcoholes a diferentes
concentraciones a una temperatura de 200 °C (la temperatura fue
seleccionada en estudios anteriores) (26). Se obtuvieron curvas que
permitieron observar el aumento de voltaje medido, al incrementarse
la concentracion del alcohol hasta cierto punto. El comportamiento
de los alcoholes a concentraciones elevadas era practicamente el
mismo, por lo que en la curva se evidenci6é una meseta. No se logrod
superar la sensibilidad de los sensores comerciales con los sensores
preparados en el laboratorio. Sin embargo, los sensores comerciales
tendian a saturarse y a tener un limite en la deteccion, mientras que
los fabricados en el laboratorio seguian aumentando su deteccion a
altas concentraciones (por ejemplo, concentraciones mayores a 500
ppm).

Se determiné otro resultado importante diluyendo las muestras
para ver si la nariz detectaba mejor y no se saturaba como las narices
electronicas comunes. Se encontré que la nariz preparada en el
laboratorio no requeria preparacion de las muestras, es decir, no era
necesario diluir antes de medir para obtener mejores resultados. Por
tanto, se considera que esta nariz podria ser aplicada a procesos
industriales, durante o después de la produccion, sin necesidad de
hacer modificaciones en las muestras.

En la Figura 10, para el etanol por ejemplo, se puede observar
una interaccion relativamente fuerte entre especie adsorbida-sensor a
bajas concentraciones. La interaccion quimica se produce cuando las
moléculas a adsorberse (alcoholes) reaccionan con las especies
oxigenadas presentes. Esto libera electrones hacia la superficie,
disminuyendo la resistencia del sensor (La barrera de Schottky) y
aumentando la sensibilidad del mismo (7).
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Figura 10. Curvas de deteccion de etanol a aproximadamente 200 °C (Temperatura del
calentador)
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También se observa en la Figura 10 que el sensor preparado en
el laboratorio con agente dopante (paladio) muestra una sensibilidad
mas elevada al etanol que el sensor sin dopar. Entonces, se puede
notar una mejora en la deteccion de los alcoholes cuando se
incorpora al 6xido de estafio una cantidad de metal noble. Este metal
noble aumenta el nimero de sitios activos y disminuye la energia de
activacion del proceso de adsorcion de los alcoholes debido a su
caracter de catalizador (/).

Conclusiones

Los sensores de gas preparados en el laboratorio, basados en 6xidos
de estafio, uno sin dopar y el otro dopado con paladio al 5 % p/p,
presentaron una buena deteccion en contacto con alcoholes lineales
en el siguiente orden: metanol > etanol > n-butanol > I-octanol. La
variacion de voltaje (la sefial medida) se incrementa con el aumento
en la concentracion del vapor de alcohol. Ademas, estos sensores
preparados en el laboratorio no tienden a saturarse a altas
concentraciones de alcohol por lo que no se requiere la dilucion de
las muestras para realizar las mediciones.

Por otro lado, se construyd una nariz electronica sin controlado-
res masicos de flujo y de solo cuatro sensores, capaz de detectar y
diferenciar alcoholes lineales. Se encontrd que el sistema de medida
mas apropiado para dicha nariz fue el estatico. Esta nariz podria
emplearse para diferentes fines como el monitoreo de alcohol en
aliento o el contenido de alcohol en licores.
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Resumen

Abstract

Resumo

Durante el afio 2013, se realiz6é un estudio en
La Guajira, Colombia, con el fin de
determinar la fraccion respirable y la fraccion
acuosa del material particulado PM,
producto de las actividades mineras de carbon
a cielo abierto que ocupan casi 30% del
territorio; también se evalud su asociacion a
fuentes naturales y antropogénicas. La
recoleccion de filtros se realizé por medio de
un sistema de monitoreo conformado por
catorce  estaciones  mediante  equipos
muestreadores de alto volumen PMj,
(Thermo Scientific VFC-PM10 High Volume
Air Sampler). Para el andlisis, los filtros de
cuarzo fueron sometidos a extraccion acuosa
en caliente y se determinaron los iones por
espectrofotometria UV-VIS. Las
concentraciones mas altas corresponden a la
especies SO42 (0,25 pg/m’), CI° (0,19 pg/m?),
NH,4" (0,032 pg/m?), Na© (1,98 pg/m’), Ca®*
0,40 pg/m’) y Mg® (0,31 pg/m’). Los
resultados indican que las principales fuentes
responsables del  material  particulado
corresponden al aerosol marino impulsado por
las corrientes (CI"y Na™) de origen natural, y
las actividades agricolas, pecuarias (NH4") y
mineras (SO4>, Ca®" y Mg?") de origen
antropogénico.

During 2013, a study in La Guajira,
Colombia, was conducted to characterize both
aqueous and respirable fractions of particulate
matter PM, result of coal mining activities
that occupy nearly 30% of the territory, and to
evaluate its association with natural and
anthropogenic sources. Filters collection was
carried out through a monitoring system that
consists in fourteen stations, using a high
volume sampling equipment PM;, (Thermo
Scientific VFC-PM10 High Volume Air

Sampler). The extraction was done with hot
water and the analysis by UV-VIS
spectrophotometry. The highest

concentrations correspond to SO4% (0.25 ng/
m?), CI' (0.19 pg/m?), NH4" (0.032 pg/m’),
Na® (1.98 pg/m?), Ca?" (0.40 pg/m’) and

Mg?* (0.31 pg/m’). Results indicate that the
main responsible sources of the chemical
content in particulate matter correspond to
marine aerosol, impulsed by sea currents (CI°
and Na") from natural origin, and agricultural
activities, livestock (NH4") and mining
(SO4%, Ca®" and Mg2+) from anthropogenic
origin.

Foi realizado um estudo no ano 2013 na
Guajira, Colombia, com fim de determinar a
fracdo respiravel e a fracdo aquosa do material
particulado PM|y produto da mineragdo de
carvao a céu aberto que ocupa quase 30% do
territorio; também foi avaliada sua associagdo
com fontes naturais e antropogénicas. A coleta
de filtros foi realizada por um sistema de
monitorizagdo composta por quatorze estagdes
utilizando equipamento de amostragem de
alto volume de PM;y (Thermo Scientific
VFC-PM10 High Volume Air Sampler). Para
a andlise, os filtros de quartzo foram
submetidas a extragdo aquosa a quente e
foram  determinados  os ions  por
espectrofotometria UV-VIS. As concentragdes
mais elevadas correspondem as espécies
S04% (0,25 pg/m3), CI° (0,19 pg/m®), NH,4*,
(0,032 pg/m?), Na™ (1,98 pg/m®), Ca®" (0,40
ug/m3) e Mg2+ (0,31 ug/m3). Os resultados
indicam que as principais fontes responsaveis
do material particulado de origem natural
correspondem ao aerossol marinho conduzido
pelas correntes oceanicas (Cl” e Na'), as
atividades agricolas, pecuarias (NH,") e
mineiras (SO42, Ca’" ¢ Mg®") de origem
antropogénica.

Palabras clave: material particulado PM,,,
composicion quimica, iones solubles,
actividades mineras, La Guajira.

Keywords: Particulate material PM,,,
chemical composition, soluble ions, mining
activities, La Guajira.

Palavras-Chave:material particulado PM,,,
composi¢ao quimica, ides soluveis,
actividades mineracao, La Guajira.
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Introduccion

La region de La Guajira, al norte de Colombia, atraviesa un
importante desarrollo econdmico, industrial y minero, que trae como
consecuencia el aumento de la contaminacion, deteriorando la
calidad del aire. Esta zona del pais cuenta con un clima desértico y
condiciones meteorologicas que contribuyen a la acumulacion de
material particulado (MP) (/). En estas condiciones, las particulas
atmosféricas constituyen uno de los problemas de contaminacidén
mas frecuente, al no existir mecanismos naturales para mantener la
humedad en los suelos y para lavar la atmosfera. Las particulas
atmosféricas son componentes importantes de la atmosfera, pues
intervienen activamente en la quimica y en la fisica de la atmosfera,
especialmente en los procesos de formacion de nubes y en el balance
radioactivo (2).

En cuanto a su tamaflo, las particulas menores a 10 um o PM,,
son particulas solidas o liquidas dispersas en la atmosfera. La
mayoria de los estudios de especiacion quimica del material
particulado muestran una dependencia entre composiciéon quimica y
tamano de las particulas. Asi, sulfato, amonio, i6n hidrogeno, carbon
elemental, componentes organicos secundarios, especies organicas
primarias de quemas y combustion y ciertos metales de transicion
son predominantes en la fraccion fina del material particulado (3).

En relacién a su composicion, los principales componentes del
material particulado son: sulfato, nitrato, amonio, i6n hidrégeno,
agua adherida a las particulas, carbono elemental, una gran variedad
de compuestos organicos y elementos de la corteza terrestre (3). Del
mismo modo, incluye elementos livianos como el aluminio, silicio,
potasio, calcio, y otros pesados como hierro, zinc, vanadio, titanio,
cadmio, plomo, mercurio y antimonio; ademds compuestos
organicos de elevada toxicidad y potencial efecto cancerigeno y
mutagénico (4).

El conocimiento de la composicion quimica de las particulas que
se encuentran en el aire es importante desde el punto de vista
epidemioldgico y técnico, ya que permite por un lado, determinar el
potencial efecto en la salud humana por la presencia de sustancias
toxicas y cancerigenas adheridas a este material y por otro, valorar el
aporte de las fuentes de emision a la contaminacion del aire (5).

Sin embargo, los estudios que se han realizado sobre la calidad
del aire de La Guajira han considerado solo la concentracion en masa
del material particulado, pero no se ha tenido en cuenta la
composicion quimica. El presente estudio se centrdé en la
caracterizacion del contenido quimico de las particulas PM,, de La
Guajira, considerando que la deposicion seca de importantes
especies (NO,, NH,", K™ y PO,* entre otros) es funcién de las
concentraciones atmosféricas. Estas determinaciones permiten
evaluar la entrada de estas sustancias al sistema suelo-vegetacion,
donde se consideran también los nutrientes (6). De igual modo, el
estudio busco evaluar la relacion entre la composicion quimica de las
particulas con las actividades naturales y antropogénicas que
caracterizan a esta region del pais.

Ahora bien, en La Guajira la dispersion de las particulas
suspendidas y su disolucion en la atmdsfera estd condicionada por
los factores climaticos caracteristicos de una zona insular que
presenta temperatura promedio de 29,3 °C (con intervalo 22,5-34,7
°C), humedad relativa de 70,5% (con intervalo 34-90%), velocidad
del viento de 6,8 km/h (con intervalo de 0,4-10,9 km/h) en las
direcciones principalmente oeste-noroeste y noroeste y promedio de
lluvia de 2,4 mm (con intervalo de 0,25-38,10 mm) (7).
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La humedad en la atmdsfera origina un problema de dispersion
de la luz, reduciendo la visibilidad. Asimismo, cuando la humedad
relativa excede el 70%, muchos tipos de particulas presentan un
cambio de fase y se convierten en gotas de niebla, lo cual también
disminuye la visibilidad (8) y favorece la aparicion de contaminantes
secundarios peligrosos, tales como las sustancias responsables de la
lluvia acida.

La fraccion de compuestos solubles en agua de las particulas
suspendidas en la atmosfera contiene la mayoria de las especies
biogeoquimicamente activas, cuya evaluacion constituye un aporte
importante al estudio de los ciclos de los nutrientes en una region
determinada (9).

Como anteriormente se dijo, el estudio se realiz6 debido a la
necesidad de una evaluacion de la calidad del aire de esta zona
costera de Colombia, lo que permite tener informacion basica sobre
el contenido quimico de las particulas atmosféricas. De esta forma,
se buscod sensibilizar a las comunidades en pro de minimizar la
emision de los contaminantes atmosféricos que son liberados al
ambiente, para disminuir los riesgos a la salud y favorecer la
preservacion de los recursos naturales.

Materiales y métodos

Muestreos

Para determinar la composicion quimica de las particulas naturales y
antropicas, se colectaron muestras de PM,, en seis municipios del
Departamento de La Guajira, localizado entre los 10°23'-12°28' N y
71°06'-73°39" W, durante un periodo de diez meses (de marzo a
diciembre de 2013), teniendo en cuenta lo establecido en el
protocolo y seguimiento de la calidad del aire (/0). Para la ubicacion
de las estaciones de muestreo se consideraron catorce puntos
ubicados estratégicamente, teniendo en cuenta el area de influencia
directa de la explotacion minera por parte de las empresas Carbones
del Cerrejon Limited y Carbones Colombianos de Cerrejon
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Figura 1. Mapa de la ubicacion de las estaciones de monitoreo de particulas suspendidas
PM,, en el departamento de La Guajira, Colombia (12)

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 19-29.




Caracterizacién quimica de material particulado PM,, en la atmésfera de La Guajira, Colombia

Se recolectaron 140 muestras del polvo atmosférico por medio de
filtros de cuarzo de 23,3 x 25,4 cm mediante muestreadores de alto
volumen PM,, (Thermo Scientific VFC-PM10 High Volume Air
Sampler). Estos filtros cuentan con un pH ligeramente mayor a 7,5 y
una eficiencia de coleccion del 99% de particulas > 0,3 pm de
diametro (/0). Los filtros fueron acondicionados 24 h antes de
pesarlos a una temperatura de 25 °C y una humedad relativa del 45%.
El tiempo de muestreo fue 24 h continuas con flujo entre 1,10 y 1,34
m>/min.

Extraccion y analisis

Para la extraccion acuosa de los iones solubles, cada filtro fue divido
en dos partes. A la mitad del filtro se le realizo una extraccion acuosa
en caliente (80 °C) para el analisis de sales solubles, con agitacion
magnética durante 30 min. Posterior a la extraccion, se realizd
filtracién al vacio (filtro Whatman® de fibra de vidrio 0,45 pm) para
obtener un extracto final de aproximadamente 200 mL. Este extracto
fue llevado a volumen con agua desionizada en un balén aforado de
250 mL.

La solucion aforada se dividié en dos fracciones, una para el
analisis de cationes (Na*, K¥, Ca>", Mg?*, B*"), adicionada con HNO;,
y la otra fraccién para el analisis de aniones (CI', NO,,, NO;, PO,*,
SO,*) y amonio (NH,"), preservada con CH,;Cl. Después del
acondicionamiento, estas dos fracciones fueron preservadas por
refrigeracion a 4 oC hasta su posterior analisis (/7). Los aniones y el
amonio fueron analizados por espectrofotometria UV-VIS con un
equipo HACH DR 5000™ UV-Vis con ldmpara de tungsteno en
atmosfera gaseosa (visible) y lampara de deuterio (UV), una precision
de longitud de onda de +/- 1 nm (en el rango de longitud de onda de
200-900 nm: CI 455 nm, NH," 640 nm, NO, 543 nm, NO; 543 nm,
PO,* 885 nm, SO,> 420 nm), reproducibilidad de longitud de onda
de < 0,5 nm, resolucion de 0,1 nm y velocidad de escaneo de 900 nm/
min; operado en condiciones de 10 a 40 °C y humedad relativa
maxima del 80% (sin condensacion).

Se emplearon los siguientes estandares para la calibracion: NO;,
NH,', NO,, PO,*, CI' MERCK de 1000 mg/L. Los cationes fueron
analizados por medio de ICP-MS (Espectrometria de Masas con
fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo) con un equipo Agilent
7700 Series ICP-MS, utilizando Argoén 5,0 como gas de arrastre a 0,9
L/min, bomba de nebulizacion a 0,4 rps, tiempo de retencion de 0,3 s
y la utilizacion de solucion patrén multielemental ICP: Solutions Plus
Inc. (5% HNO;) de Na, K, B, Ca, Mg (50 ppm c/u) MERCK.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se aplicaron varios criterios como la
prueba de rechazo de Chauvenet, pruebas de medias normales, con
varianza y medias desconocidas t—Student, coeficiente de correlacion
lineal, series de tiempo (para el caso de las concentraciones en los
diferentes periodos de monitoreo), analisis de correlacion (entre
concentracion de iones) y analisis de componentes principales (PCA
por sus siglas en inglés) para las concentraciones en los diferentes
sitios de monitoreo, con el objeto de determinar posibles asociaciones
(procedimiento de rotacion Varimax); mediante la utilizacion del
software IBM SPSS Statistics version 21. Teniendo en cuenta que
durante los procesos de extraccion y analisis de las muestras se pierde
cantidad de masa de cada i6n, se procedid a determinar los
respectivos porcentajes de recuperacion en muestra preparada de
concentracion conocida y el respectivo analisis de un filtro de cuarzo
en blanco.
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Estandarizacion del método analitico

Para la validacion del método y el tratamiento de las muestras se tuvo
en cuenta la evaluacion de los parametros de linealidad, precision,
exactitud, limite de deteccion y de cuantificacion; para la
cuantificacion por medio de espectrofotometria UV-VIS se tomaron
como base soluciones 0,1 mg/L de cada i6n, partiendo de la
respectiva solucion stock (1000 mg/L MERCK) y la cuantificacion
por medio ICP-MS tuvo en cuenta la solucion patrén multielemental
(50 mg/L MERCK).

Para la linealidad, se tomaron alicuotas correspondientes a seis
concentraciones diferentes (0,0005 + 11 x 107%; 0,001 +17 x 10™%;
0,005 + 18 x 10 0,01+ 0,0025; 0,1 + 0,008 y 0,5 +0,006 mg/L) de
las disoluciones patréon en el rango de aplicacion del método (UV-VIS
0,002-0,25 mg/L, ICP-MS 0,001-0,30 mg/L). La precision fue
realizada por determinacion de la desviacion estandar y coeficiente de
variacion (CV) de los resultados del analisis, para n = 10, de muestras
reales en condiciones de repetibilidad. La exactitud fue definida en
términos de porcentaje de error relativo;, para los estdndares
analizados este porcentaje de error relativo fue menor a lo esperado
(< 5%) para dos analistas diferentes. La evaluacion de los parametros
mencionados fue realizada para la concentracion de 0,1 mg/L. Para la
determinacion de limite de deteccion y de cuantificacion, se
realizaron determinaciones en muestras de blancos o concentracion
baja del analito para n = 10.

Resultados y discusion

Control de calidad

En la Tabla 1 se muestran los resultados de los criterios tenidos en
cuenta para la validacion del método analitico. En general los valores
registrados para este estudio, indicaron condiciones aceptables
garantizando la confiabilidad de los resultados.

Tabla 1. Resultados de los parametros de control de calidad de los métodos analiticos
correspondientes a los iones

Parametro R Desviacion | Coeficiente | Exactitud LOD LOQ
Estandar | de variacion (%)
(%)
Ion
NH," 0,99967 0,07 0,056 4,23 0,0009 0,0011
NO5 0,99997 0,06 0,047 4,01 0,0009 0,0011
PO,” 0,99998 0,08 0,052 3,98 0,0032 0,0055
CI 0,99986 0,04 0,044 4,25 0,020 0,043
NOy 0,99996 0,07 0,067 4,09 0,00002 0,00004
S0,” 0,99995 0,03 0,045 3,88 0,0001 0,0003
B" 0,99990 0,04 0,046 4,03 0,009 0,032
Ca” 0,99993 0,06 0,055 3,35 0,030 0,053
Na' 0,99998 0,05 0,049 3,89 0,017 0,040
K 0,99993 0,04 0,061 4,12 0,0005 0,0028
Mg’ 0,99996 0,04 0,059 4,16 0,012 0,035
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Concentraciones de particulas y de iones solubles
sobre La Guajira

La influencia de los vientos y el clima semidesértico de La Guajira
favorecen la resuspension de particulas en el aire. En la zona minera
del carbon, la resuspension también se ve favorecida por las
actividades de excavacion y el transito vehicular que presenta, lo que
explica una concentracion media anual de 35,6 pg/m® (12) (Tablas
2A y 2B). Como se observa, este valor no supera el limite maximo
permitido de 50 pg/m? de acuerdo con la Norma Oficial Colombiana
(13), pero es superior al propuesto por la OMS de 20 pg/m?>.

Tabla 2A. Concentraciones de las especies analizadas en cada municipio (ug/m’). En todos
los casos se hicieron 10 observaciones (n = 10)

X
* agua demar
X" = Xiotat = Nagorar ( ) (1]

Naggua de mar

Esta informacion puede indicar que el sulfato en exceso, esta
asociado a la oxidacion atmosférica del agua y otros gases o
compuestos de azufre, producidos por el proceso de combustion de
los vehiculos automotores, como principales constituyentes del
sulfato en esta zona (/6). También este exceso puede atribuirse a los
compuestos sulfurados producidos en el suelo y por las plantas (/7).

Las emisiones de SO, y NO, provenientes de las areas
industriales se oxidan en la atmésfera a SO~ y NOj,
respectivamente, por reacciones homogéneas y heterogéneas durante
su transporte (/8).

r NH, | NO, | NOs | PO | SO~ Tabla 3. Matriz de correlaciones entre los iones de las particulas atmosféricas
.. | PM
Poblacién | ~ " | (ug/m’) | (ng/m’) | (ng/m’) | (ng/m’) | (ug/m’) | (ug/m’)
Riohacha | 53,1 0,22 0,030 | 0,00053 | 0,0046 | 0,013 0,15
Hatonuevo | 36,6 0,16 0,032 | 0,00070 | 0,0063 | 0,013 0,23 o Inat | vor | Nor | por | sor | n | K B | o | g
. 4 2 3 4 4
Albania 302 | 020 | 0,029 |0,00063| 0,0043 | 0,011 | 0,28 r 1] 0068 | 016 | 0062 | 0380 | 0282 | 0,130 | 087 | 0,050 | -0,104 | 0,036
Barrancas | 33,6 0,19 0,014 | 0,0013 | 0,0046 | 0,015 0,41 NH, L[ -019 | 0234 | 0343 | 0,654 | 0219 | 0230 | -0.561 | -0,175 | 0,052
Fonseca 302 | 0,17 | 0,046 | 0,0022 | 0,0039 | 0,013 | 0,29 NO; I [ 0007 [ 0041 [ 0,00 | 0094 [ 0,064 [ -0,156 | 0,127 [ 0,121
SanJuan | 30,1 [ 020 | 0,040 [0.00054] 00050 | 0,010 | 0,11 o e I ol et Bt Il B
Promedio | 356 | 0,19 | 0,032 | 0001 | 0,0048 | 0,012 | 0.25 sor T osw Tor oot o T oms
Na® 1 0492 | 0363 | 0217 | 0,180
En cuanto a su contenido quimico, los iones solubles de mayor gy l '0']] = 8§g§ %%7958
concentracién corresponden a SO,> (X = 0,25 ug/m’, 6 = 0,43), CI° c [ -03%0
(X =0,19 pg/m’, 6 = 0,11), Na" (¥ = 1,98 pg/m’, ¢ = 1,70), Ca>* | Mg I

(X = 0,40 ug/m’, 6 = 0,44) y Mg** ( ¥ = 0,31 pg/m?®, 6 = 0,35)
(Tablas 2A y 2B). La zona con las mayores concentraciones de Na”
(p=0,402, ¥ =371 ug/m’, 6 =1,57) y Cl' (p = 0,772, X= 0,216
ug/m’, ¢ = 0,05) es Riohacha, localidad que se encuentra ubicada
frente a la costa, lo que indica la derivacion de estas especies del
aerosol marino, que son arrastrados por los vientos hacia las demas
zonas de La Guajira (Figura 2).

Tabla 2B. Concentracion de las especies analizadas en cada municipio (ug/m’). En todos los
casos se hicieron 10 observaciones (n = 10)

Poblacién Na* K B Ca™ Mg
(ug/m’) | (ug/m’) | (ng/m’) | (ng/m’) | (ug/m’)
Riohacha 2,30 0,062 [ 0,036 0,49 0,22
Hatonuevo 1,80 0,049 | 0,037 021 0,61
Albania 2,19 0,052 | 0,066 0,42 0,29
Barrancas 2,14 0,067 | 0,035 0,39 0,38
Fonseca 1,72 0,039 0,034 0,37 0,13

Las mas altas concentraciones de SO,> se registran en las zonas
de Barrancas (X = 0,370 ug/m’, 6 = 0,66), Fonseca (X = 0,272 pg/
m’, 6 = 0,64) y Albania ( ¥ = 0,274 pg/m3, ¢ = 0,36), que
corresponden a los sitios donde opera la mina de explotacion de
carbon mineral a cielo abierto (Figura 2). La correlacion significativa
entre Nat y SO42' (p = 0,05 r = 0,578) (Tabla 3) indica que, de
manera natural, el sulfato se deriva del aerosol marino (Figura 3)
(14). Como se puede observar en la Tabla 4, el sulfato es excesivo
con respecto al agua de mar, el cual fue calculado usando Na™ como
referencia y la composicion del agua de mar (/5) (ecuacion 1).

22

Estos iones inorganicos pueden ser neutralizados por NH,",
formado por el NH; gaseoso que se emite en las areas agricolas. Ellos
usualmente existen en la forma de (NH,),SO,, NH,HSO, y NH,NO;
(19). La correlacién que existe entre el SO,> y el NH,* (0,654) indica
la presencia de estos iones en la forma de (NH,),SO, (Figura 3).

De manera general, las concentraciones de NO;™ son muy bajas
en todos los sitios ( = 0,0048 pg/m®, 6 = 0,01) (Tabla 2A). El SO,*
y NO;™ son los iones acidos en la atmosfera, sin embargo en los
ambientes marinos costeros, el SO,> es considerado la mayor especie
acida. Esto se debe a que el NH," y NO; contenidos en el aerosol son
utilizados por el fitoplancton marino (/6). Al igual que el NOj, el
NH," también se encuentra en baja concentracién (X = 0,032 pg/m?,
o =0,03) (Tabla 2A), lo que indica que es poco probable la formacién
de NH,NO; (Figura 3).

Del mismo modo, la formacién de nitrato de amonio en la
atmosfera esta regida por el siguiente equilibrio (20) (ecuacion 2).

NH3 (2) + HNO3 (8) < NH4NO3 (particula) [2]

Se observa que las concentraciones mas altas de NH," se
registran en las zonas de Barrancas (X = 0,494 ug/m® ¢ = 0,03) y
Fonseca (X = 0,471 pg/m®, ¢ = 0,02) (Figura 2), lo que indica que
probablemente sea producto de la actividad pecuaria que se desarrolla
en estos municipios. Las actividades pecuarias producen altas
emisiones atmosféricas de NH; proveniente de los desechos o
excretas del ganado (/5) que conducen finalmente a la formacion de
amonio por conversion quimica. Estos municipios también se
caracterizan por su actividad agricola. Estas zonas tienen una
participacion agricola del 56,3% en la economia de la region (27).
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Figura 3. Correlacion de iones en las particulas PM,,

24

260,00+
o
25,00 o o
o
240,00
o
22,50 [
220,00
— ~
O 20,001 o
z o
S 200,00
o o o
17,50
o o o
180,00 o
© o
15,00 o
160,00
T T T T T T T U T T
20,00 40,00 60,00 80,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
NH4 S04
100,00 100,00
o o
80,00 80,00
60,00 o 60,004 o
-4
S o
@ 7}
- 40,00
40,00 00 © 8 &L
[} ° o
o
o o 8 o o o
200 20,00
o [
o
0,00
0,00
U T T T
T T T T T T 20,00 40,00 60,00 80,00
20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
NH4
Ca
100,00 65,00
60,00
80,00
55,00 o
60,00
o
- [
o O 50001
" z o o
o
40,00
o o o
o .
o o 45,00
o o o
20,00 ) o
° 40,00 o
o
[
o
0,00 35,004
T T T T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Mg NH4

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 19-29.




Caracterizacién quimica de material particulado PM,, en la atmésfera de La Guajira, Colombia

Asi mismo, la mayoria de los fertilizantes que se aplican en las
practicas agricolas son derivados amoniacales y de la urea. Estos
compuestos son hidrolizados en el suelo, gracias a la intervencion de
la enzima ureasa, dando lugar a la formacion de carbonato de amonio
(22).

En ambientes con concentraciones bajas de NH," y elevadas de
Na" y/o Ca** es posible obtener también la neutralizacion del sulfato
segun las reacciones descritas en las ecuaciones 3 y 4 y la
consecuente formacion de sulfato soédico y calcico particulado en
suspension (23).

H,SO, @aq) + 2NaCl ) — Na,SO, )+ 2HCI () [3]

H,S0, (ag + CaCOy 5y — CaSOy s + HyCOs ) (4]

El fosfato se encuentra en concentraciones relativamente bajas,
sugiriendo al menos dos fuentes diferentes. El origen del PO,* en las
particulas podria ser a través de la oxidaciéon del PH; gaseoso
producido en los ambientes reductores (carente de oxigeno libre y
rico en gases como el metano y el amoniaco) y las heces (24, 25); la
otra fuente podria corresponder a procesos bioldgicos que ocurren en
la vegetacion o en los suelos (26).

El cloruro no presenta una concentracion excesiva con respecto
al aerosol marino, sino que existe un déficit de este i6n en las
particulas, algo similar fue observado en los Llanos Centrales de
Venezuela (27). Esto muestra que no existen fuentes significativas de
CI en la region. El déficit de C1 puede ser explicado por la liberacion
de HCI de las particulas, debido a su reaccién con acidos fuertes,
segun la reaccion descrita en la ecuacion 5 (28).

NaClparticula + H+particula - HCl(g) + Naerarticula [5]

La Tabla 4 nos muestra que los excesos del Ca™ y Mg*, con
respecto al aerosol marino, son muy altos, mayores al 50%, lo que
indica que la resuspension del suelo se presenta como una fuente
principal de estos iones. Lo anterior quiere decir que las
concentraciones de Ca?* y Mg?" deben estar relacionadas con la
contribucion del suelo, sumada a la influencia del aerosol marino y el
material particulado proveniente de la zona desértica, principalmente
en la época de sequia. El calcio presente en el polvo atmosférico se
encuentra en la forma de carbonatos e interviene en forma
significativa en la neutralizacion de los acidos atmosférico (ecuacion
6).

CaCOs()+ H' (ac) — Ca**(aey + HCO3 (ae) [6]

Si el ambiente acuoso es suficientemente acido, el i6n bicarbonato
establece un equilibrio con el acido carbonico (ecuacion 7).

HCO3 ) + H ey <> H2CO3ac) [7]

el cual, a su vez, esta en equilibrio con el CO, disuelto (ecuacion 8).
H2CO3(ac) <> CO2 (aq) + H20() [8]
que finalmente estd en equilibrio con el CO, atmosférico (ecuacion

9).
CO2 ag) > CO2 (gas) 9]
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Es decir que, en ultima instancia, la acidez libre sale del sistema
por emision de CO, a la atmdsfera (29).

Tabla 4. Exceso de concentracion de los iones de las particulas con respecto al agua de mar

Ton Concentracion Atmosférica Concentracion % exceso
Exceso
Na" 2,38 - -
K 0,12 0,07 583
Ca 0,59 048 81,3
Mg 034 0,25 750
50, 0,34 0,29 854

En un estudio efectuado en regiones de la sabana de Venezuela
(30) se observd que entre 50 y 80% del contenido total de Ca y Mg
en las particulas suspendidas, se encuentran en la forma insoluble
(probablemente como carbonatos y compuestos organicos),
indicando que los aerosoles de esta region tendrian un buen potencial
para neutralizar acidos gaseosos.

Distribucion espacial y temporal de iones solubles en
PM,, sobre La Guajira

En términos generales, a excepcion del Na®, no se observa una
variacion significativa de las concentraciones de los iones contenida
en las particulas en los distintos sitios de estudio (Tabla 5). Esto
indica, en principio, que estas especies son producidas por las
mismas fuentes: el aerosol marino y la formacién de aerosoles
calcareos de Mg?" y Ca*" provenientes del suelo por turbulencia del
viento.

Para el caso del Na*, se puede observar que los niveles de este
i6n dependen de la distancia del mar a que se encuentra el lugar de
mediciones, se observa alta concentracion en Riohacha, que es un
sitio costero; a diferencia de Fonseca y San Juan, en donde las
concentraciones son relativamente bajas, en concordancia con su
distancia del océano.

Tabla 5. Valores de los coeficientes de variacion (CV) de las concentraciones de los iones en los
sitios de muestreo

lon Riohacha Hatonuevo Albania Barrancas Fonseca San Juan
Cr 040 045 0,11 0,72 0,77 040
NH, 0,26 0,10 0,10 030 0,52 0,57
NO, 037 024 0,26 0,13 0,13 0,53
NOy 043 032 046 043 0,51 040
50,7 024 0,15 0,13 0,16 022 098
PO,” 0,61 0,54 0,54 0,06 046 0,50
Na* 0,10 0,74 0,77 0,93 0,68 021
K 0,18 025 025 0,19 021 022
B” 041 035 3,50 037 0,20 0,28
Ca” 0,10 026 0,12 0,18 0,16 0,10
Mg 0,16 0,73 0,17 0,12 0,17 0,19

Con relacion a la asociacion de los iones en la Figura 4, que
corresponde a los analisis de rotacion, se indica que en el factor 1 las
variables Na', NH," y SO,* corresponden estadisticamente a iones
asociados; similarmente ocurre para las variables B* y Ca>" en el
factor 2. Esto podria corresponder a que estas especies provienen de
las mismas fuentes naturales como el aerosol marino y el suelo. Para
el caso de Mg®*, NO, y PO,* resultan ser variables estadisticamente
independientes, pudiéndose considerar entonces, como variables
libres o también con muy poca posibilidad de tener asociaciones con
las variables anteriores. La variable correspondiente a NOj;™ resulta
independiente al no presentar asociaciones.
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Figura 4. Matriz de factores rotados correspondientes a los iones

Asi mismo, el analisis de conglomerado jerarquico, realizado
para agrupar los iones teniendo en cuenta los sitios de estudio
(Figura 5), indica que las particulas atmosféricas en las zonas de las
poblaciones de Chancleta, Remedios, Tablazo, Papayal, Sitio Nuevo,
Canaveral, Roche y Conejo presentan similitud en cuanto al
contenido quimico de los iones, con variabilidad segin la época del
afo. Teniendo en cuenta que estas poblaciones, al igual que
Barrancas, Fonseca y San Juan, hacen parte de los municipios con la
mayor actividad operaria de la zona minera del carbon, se puede
indicar la responsabilidad de esta actividad antropogénica en la
composicion quimica del material particulado, pues durante las
operaciones mineras a cielo abierto se emiten materiales alcalinos
solidos (principalmente carbonatos de calcio y magnesio)
provenientes de suelo (31).
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Figura 5. Dendograma a través de enlace de Ward y matriz de distancia euclidea

La Figura 6 ilustra mayores concentraciones de iones durante el
periodo de sequia o verano (alrededor de 50%) que en el periodo de
invierno o de lluvias. El aumento en la concentraciones atmosféricas
de los iones solubles en agua durante la temporada seca puede
deberse a varios factores: 1) durante esta época, los vientos tienen su
mayor intensidad, con predominancia en la direccion NNE (Figura 7),
lo cual favorece la resuspension de particulas al suelo y el transporte
de aerosoles marinos, ademds posibilita el transporte de particulas
suspendidas de la region desértica del norte del territorio de La
Guajira; 2) las quemas o incendios de material vegetal que se suceden
en la época de sequia, en las zonas agricolas, producen emisiones
primarias de Ky Ca®’, y emisiones secundarias de NO;", SO, y
NH," por reaccion de NOy, SO, y NH;, asi mismo, se ha sefialado
que es posible que ocurran emisiones de CI,, Na™ y Mg** (32) y 3)
durante la época de lluvias, el lavado de las particulas solubles
disminuye su concentracion atmosférica total (33).
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Figura 7. Rosa de los vientos. La Guajira. Colombia (12)

En Colombia, la norma correspondiente a la calidad del aire (/3),
no incluye limites de concentracion de particulas atmosféricas para
los iones determinados en este estudio. Al comparar las
concentraciones de los iones de las particulas en la atmdsfera de La
Guajira con otras regiones del mundo, se observa (Tabla 6) que las
concentraciones de Cl" son muy bajas (entre 10 y 60 veces menor) al
igual que las de Na* (aproximadamente 2 veces menor), comparadas
con las reportadas en zonas de Venezuela muy cercanas de La
Guajira colombiana, como Paraguaipoa y Maracaibo, cuyas
atmosferas estan influenciadas fuertemente por el aerosol marino (34,
35). E1 SO,* también presenta menor concentracién que el reportado
para la zona de Valencia (Venezuela) (33), Atenas (36), India y
Portugal (37).

Tabla 6. Comparacion de concentraciones (ug/m°) de iones solubles en particulas atmosféricas
de La Guajira con otras zonas del mundo

Lugar o [ sof | No; | N | K | ¥ | mg¥ | NHS
La Guajira 0,19 025 0,0048 198 10057 |04 031 {0,032
(Este estudio)
Paraguaipoa (Venezuela) (34) 125 12 0,1 41 103 05 09
Maracaibo (35) 28 32 15 25 102 6,0 08
Valencia (33) 22 1,71 9,28
India (36) 43 20 1,32
Amazonas (Brasil) (27) 0,10 042 021 013 1010 20
Portugal (37) 11,7 571 1,77
Atenas (34) 14,64 484
Alemania (zona rural) (40) 5,20

Esta diferencia en cuanto a concentraciones de especies quimicas
en las PM,, en La Guajira, con respecto a otras zonas del mundo,
podria estar relacionada con la particularidad de eventos
astronomicos y geograficos muy marcados de esta zona, que generan
ambientes climaticos contrastantes: el movimiento de las corrientes
marinas calidas en la Costa norte de Colombia, la intensidad de los
vientos alisios del noreste, aunado a la presencia de cadenas
montafiosas en la zona sur que detienen los vientos. Es de considerar
ademas la ubicacion de La Guajira en la pequeila region de calma
ecuatorial que separa los movimientos de las masas de aire en los dos
hemisferios, lo que dificulta el intercambio descontaminantes entre
éstos, causando la existencia de cierta asimetria en cuanto a la
distribucion de los contaminantes en ambos hemisferios.
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Esta situacion conlleva a que se observen mayores niveles de
especies quimicas y/o contaminantes en el hemisferio norte que en el
sur. Ademas se debe tener en cuenta que la proporcion del océano,
que es el principal sumidero de contaminantes atmosféricos, respecto
a la superficie continental es significativamente mayor en el
hemisferio sur que en el norte (3§).

Conclusiones

La atmosfera de La Guajira constituye un sistema muy dinamico que
recibe emisiones de contaminantes de particulas y gases
provenientes de fuentes naturales y antropicas, los cuales son
removidos de la atmésfera mediante los procesos de depositacion
hiimeda y seca. Las PM,, se encuentran constituidas quimicamente
en su mayoria por Na" (1,98 pg/m®), CI' (0,19 pg/m?®), SO,* (0, 25
pg/m?), Ca*" (0,40 ug/m’) y Mg?* (0,31 pug/m?). Las concentraciones
de los iones analizados presentan un descenso en la época de lluvia,
casi en un 50%, siendo las concentraciones de Ca*" (p = 0,0), Mg**
(p=0,0)y PO,* (p = 0,0) las mas marcadas.

En general (a excepcion del Na®) los iones no presentan variacion
espacial significativa, ello sugiere una homogeneidad de las fuentes,
y ningun impacto significativo directo de otras fuentes puntuales
(incendios forestales, quemas en épocas de sequia, circulacion de
vehiculos) sobre la composicion quimica de la atmosfera regional.

Mas del 50% del K*, Ca*", Mg*" y SO,* presente en el 4rea de
estudio es de origen no marino, indicando una fuente adicional que
puede ser el suelo, debido a los procesos de resuspension de
particulas influenciado por el viento y las actividades mineras del
carbon a cielo abierto. Por su parte, los niveles de amonio son bajos,
lo que indica que esta especie se encuentra neutralizando al acido
sulfurico. Los niveles de fosfato son bajos y se discute su posible
formacién a partir de la fosfina gaseosa. Las concentraciones de los
iones en La Guajira resultaron inferiores a los reportados en la
bibliografia para otros estudiosrealizados en zonas muy cercanas
como Venezuela y otras del mundo.
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Nanostructured MnO,
catalyst in E. crassipes
(water hyacinth) for
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Abstract

Resumen

Resumo

The use of water hyacinth’s dried matter
(Eichhornia crasippes) as a support matrix for
nano-MnO, and its application for the removal
of indigo carmine (IC) was studied. Different
pretreatment processes were tested and results
indicated that an acid-alkali pretreatment is an
efficient method to binding nanoparticles
(NPs) to cellulosic matrix. In adittion, the
MnO, NPs were synthesized by sonochemical
reduction of MnO, using different methods
(ultrasonic horn system, ultrasonic bath and
reaction with ethanol), where the influence of
the precursor concentration was observed. The
synthesized material was further characterized
by ATR-IR, AAS, XRD, SEM, nitrogen
isotherms adsorption, EDS, and pH,,.. The IC
removal capacity of the nanostructured
material, the chemical nature of the
degradation products and the effect of various
parameters (temperature, pH, initial IC
concentration, among others) were explored in
water samples.

Se estudio el uso de la materia seca del jacinto
de agua (Eichhornia crassipes) como matriz-
soporte para nano-MnO, y su eficiencia en la
eliminacion de indigo carmin (IC). Se
ensayaron diferentes procesos de
pretratamiento y los resultados indicaron que
un tratamiento previo acido-alcalino es un
método eficiente para unir las nanoparticulas
(NPs) a la matriz celulésica. Asi mismo, las
NPs de MnO, se sintetizaron por reduccion
sonoquimica de MnO, utilizando diferentes
métodos (un sistema emisor de ultrasonido,
bafio de ultrasonido y reaccién convencional
con etanol como medio). El material
sintetizado se caracterizd por ATR-IR, AAS,
DRX, SEM, isotermas de adsorcion de
nitrogeno, EDS y pH,,.. Se exploro la
capacidad de eliminacion de IC por parte del
material nanoestructurado y la naturaleza
quimica de los productos de degradacion en
muestras acuosas. Se analizd el efecto de
diversos parametros tales como temperatura,
pH, concentracion inicial de IC, entre otros.

Foi estudada a utilizagdo de matéria seca de
jacinto de agua (Eichhornia crassipes) como

matriz de suporte para nano-MnO, e sua
aplicacdo para a remogdo de indigo carmine
(IC). Diferentes processos de pré-tratamento
foram testados e os resultados indicaram que
o prétratamento 4acido-alcali ¢ um método
eficiente para ligar os NPs a matriz celuldsica.
Além disso, as NPs de MnO, foram
sintetizados por reducdo sonoquimica de
MnO, utilizando diferentes métodos (um
sistema emissor de ultrassom, banho de
ultrassom e a reac¢do com o etanol). O
material sintetizado foi caracterizado por
ATR-IR, AAS, DRX, SEM, isotermas de
adsor¢do de nitrogénio, EDS e pH,. A
facilidade de remogdo de IC por o material
nanoestruturado ¢ a natureza quimica da
degradagdo dos produtos foram explorados
em amostras aquosas, assim mesmo foi
estudado o efeito de varios pardmetros
(temperatura, pH, concentracdo inicial de IC e
a quantidade de nanocompdsito, entre outros).

Keywords: Eichhornia crassipes, indigo
carmine, nanostructured material,
manganese oxide.
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Nanostructured MnO, catalyst in E. crassipes (water hyacinth) for indigo carmine degradation

Introduction

Reagents

Nowadays, large amount of several synthetic dyes are used in textile,
pharmaceutical, cosmetics, beverages, and electronic components
industries. Around 10-15% of these dyes, employed by textile
industry, are released into effluents, polluting both surface and
ground water (7, 2).

Indigo (IN) or 2,2’-bis-indole, a blue synthetic dye, is one of the
most consumed dyes in the industry, mainly employed for clothes
dyeing. In order to enhance its solubility and improve the dyeing
process, IN is often transformed into indigo carmine (IC) (indigo
disulphonic 5-5%) (3, 4). However, in spite of its extensive use, IC
has been linked to high toxicity (5).

The environmental and health concern of these potential
pollutants in water has drawn attention of many researches (6). In
this regard, the application of metal oxide nanoparticles for treatment
of contaminated effluents by dyes has become another challenging
field in recent years. Manganese oxides, for instance, exhibit
outstanding structural multiformity as well as special magnetic and
electrochemical properties. Therefore, manganese oxide catalysts
show considerable activity in oxidation-reduction reactions (7-9).

Similarly, nanomaterials have wide applications as catalysts for
dyes degradation (/, 7-11). The application of metal oxides in nano-
size, however, has several engineering limitations that restrict its
large-scale implementation. For example, these materials
occasionally cause the leaching of nanoparticles (NPs), along with
the treated effluent, resulting in even more serious environmental
problems. Some of these limitations can be prevented by anchoring
the nanoparticles on suitable matrices (9).

The water hyacinth (WH, Eichhornia crassipes), which is a
widely prevalent aquatic weed in India, Australia, Africa, and South
America, reproduces itself in five days under favorable conditions,
obstructs oxygen transfer in water bodies and affects aquatic
ecosystems. For this reason, it is considered one of worst invasive
aquatic plants (/2, 13). In spite of that, WH is an inexpensive,
readily available biomass resource, which has been widely
investigated for its high adsorption capacity (2, 14-16).

For the previous reasons, in this research, the use of dried matter
of WH as a support matrix for MnO, NPs for removing IC from
waste effluents was studied.

Materials and methods

Materials

Fresh WH plants were raised from stolons obtained from Muifia Dam
area in Colombia. The plants were placed in a clean water reservoir
(4° 35’10”N, 74°18' 0"W) at environmental conditions (day/night
temperatures: 13-11°C/10-8°C). After the plant has reached an
approximate length of 35 cm, the plants were extracted, washed
several times, and dried at 80 °C for 24 h. Then, they were cut into
small pieces (5 to 3 cm in length), and finally the plants were
grounded with a ball mill.

Rev. Colomb. Quim. 2016, 45 (2), 30-38.

Potassium permanganate, sodium hydroxide, sulfuric and
hydrochloric acid, indigo carmine, and ethanol, were purchased from
Sigma Aldrich®. All chemicals and reagents used were analytical
grade and used as received.

WH pretreatment

The biomass samples were treated at different pretreatment
conditions. In all cases, the biomass was dried at 80 °C for 24 h after
each pretreatment (Diagram 1).

1. WH sample preparation

i / 3 Drying
EXIR::‘;: ;f ™ “?:]:{?g P T=80 °C Grounding
t=24h
v
Acid pretreatment Washing Alkali pretreatment o
[H2504] = 2% w/w TRT | [NaOH] = 6% w/w R 173'7‘2 —
WH:H:SO,-100gWH:300mL H:S0; || Deonized [ 7] WH:NGOH=100gWH:300mL. NaOH = ’1
T=RT.t= 3 h water T=60°C.t=3h; n=50 rpm t=24h

B. Acid pretreatment (PT3, PT4)

Acid pretreatment

Washin; Dryit
(H:SO4] = 2% wiiw T_RTg i
WH:H:S04=100g WH:300ml, H:SO et waih
T=RT, t= 3 h (PT3)/ 24 h (PT4) pnized water =

C. Acid- thermal pretreatment (PT5)

Acid thermal pretreatment

hi Dryi

(H:505] = 2% w/w N Wl,’fK'l“g TZ;’(’:’:‘:,

WH:H:S04=100gWH:300mL Ha$ O, )
w P Deonized water 1=24h
T=175°C ;t= 5 min
3. MnO>-NP-WH synthesis
A.Ethanol-assisted synthesis (Sample 1)

Reaction Washing Drying
Precursor: KMnO, 100 mM T=RT T=60 °C
T=RT: t=3h L_Deonized water | =15h

B. Ultrasonic-bath synthesis (Sample 2)
Ultrasonic reaction Washing Drying
Precursor: KMnQ; 100 mM > T=RT =60 °C

45Hz; 100W; t=45 min

L_Deonized water | E15h

C. Ultrasonic horn synthesis (Sample 3)

Ultrasonic reaction Washing Drying H
Precursor: KMnO; 100mM > I'=RT » T=60°C [
200 W; t=10 min Deonized water t=15h |}
I 4. Dye degradation

Diagram 1. Description of methodology
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Acid-alkali pretreatment (PT2)

Prepared biomass was immersed in a 2% (v/v) H,SO, aqueous
solution for 3 h at room temperature. After that, it was immersed in a
6% (w/v) NaOH aqueous solution for 3 h at 60 °C.

Acid pretreatments (PT3 and PT4)
Prepared biomass was immersed in a 2% H,SO, (v/v) aqueous
solution for 3 h (PT3) and 24 h (PT4) at room temperature.

Acid-thermal pretreatment (PTS)
Prepared biomass was immersed in a 2% H,SO, (v/) aqueous
solution for 5 min at 175 °C.

MnO,-NP-WH synthesis

The bionanocomposite obtained by PT2 was synthesized by three
different methods (Diagram 1).

Ethanol-assisted synthesis (sample 1)

After analysis of pretreatment methods, PT2 sample was immersed
in a KMnO, (100 mM) solution for 3 h. Ethanol was added drop-
wise under constant stirring conditions leading to the formation of a
brownish precipitate of MnO,.

Ultrasonic-bath synthesis (sample 2)

Pretreated biomass was immersed in the precursor solution KMnO,
(100 mM) and the mixture was irradiated with ultrasound waves (45
Hz, 100 W) in a Branson 2510DTH (Bransonic® Sigma-Aldrich) for
45 min.

Ultrasonic horn synthesis (sample 3)

Pretreated biomass was submerged in the precursor solution KMnO,
(100 mM) and the mixture was irradiated with ultrasound waves
using an ultrasonic horn of a Sonifier® S-250D operating at 200 W
for 10 min. The formation of MnO, was verified by UV-Vis at 530
and 320 nm for MnO,” and MnQO,, respectively.

Dye degradation experiments and catalyst reuse

The degradation tests were performed in 50 mL of IC solution
(concentration range of 20-800 ppm) at 150 rpm, at several pH (2.3,
4.5 and 7.0) and changing the temperature (23, 40 and 60 °C). A
known amount of MnO,-NP-WH (500 mg) catalyst was added to
this solution and the degradation process was followed using the
corresponding absorbance at A = 600 nm (UV-Vis spectra were
measured in a Thermo Scientific Evolution 300 UV-Vis
spectrophotometer). Control experiments were done with non-
modified WH, pretreated WH, and also activated carbon, evaluated
as absorbent solid. Before the degradation reaction took place, the
pH of the IC initial solution was adjusted by adding 0.2M HCI or 0.1
M NaOH to the reaction mixture in order to evaluate different pH
conditions.

Finally, the reuse potential of MnO,-NP-WH catalyst was tested
without previous regeneration, that is, after attaining equilibrium
(according to UV-Vis), the used MnO,-NPWH was -carefully
removed from the just degraded solution and immediately immersed
in a new IC solution, which was monitored again by UV-Vis. To
verify the IC degradation capacity, several cycles of consecutive
adsorption studies were performed.
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Characterization

The moisture content of WH samples was determined using an AMB
50 Moisture Balance Adam Equipment. In addition, ATR-IR spectra
were taken with a Nicolet™ iS™ 10 FT-IR Spectrometer (Thermo
Fischer Scientific) at 4000-650 cm™. The surface area of the samples
was measured using an AUTOSORB®-1 Series (Quantachrome
Instruments); XRD analysis was performed on a PANalytical X’Pert
PRO MRD diffractometer; SEM analysis was taken on a LEO 1550
SEM/EDS instrument. Before EDX analysis, the samples were
coated with 3 nm platinum and the micrographs were taken at 10 kV.
Moreover, a Thermo Electron S4 AA spectrometer, equipped with a
manganese hollow cathode lamp and an acetylene-air flame, was
used for the atomic absorption spectroscopy analyses (AAS) to
quantify the Mn content, deposited on the WH (following the
National Environment Protection Council procedure (/7)), and to
determine de Mn, leached to the reaction mixture (/7).

IC degradation products were identified by mass spectrometry
(MS) using a Bruker Daltonics amaZon X, ESI-lon Trap Mass
Spectrometer operating in negative mode. pH at the point of zero
charge (pH,,) was determinate using titration methodology; 45 mL
of KNO; to 1% (v/v) were adjusted for initial pH in the range of 2 to
10 by adding HC1 0.1 M or NaOH 0.1 M, the volume of each
solution was completed up to 50 mL by adding KNO; to 1% (v/v);
0.1 g of fique fiber (raw, pretreated or cationizated) was added and
kept under constant temperature (25 °C) and agitation for 24 h and
then pH values of the supernatants were registered.

Results and discussion

Dye degradation experiments and catalyst reuse

The objective of the biomass pretreatment was the removal of lignin
and hemicellulose, cellulose crystallinity decrease, and the material
porosity improvement, so that MnO, NPs could effectively bind to
the cellulose matrix. According to Table 1, the acid-alkali pretreated
WH (PT2) exhibited the largest surface area (6.74 m?/g), which is six
times the surface area showed by the WH biomass before any
chemical modification. Although the surface area of WH biomass
reported by others (1.80-4.50 m%g) (14-16) clearly differs from the
value found in this study (1.28 m%/g), this could be explained by the
different growth conditions of the WH plants evaluated in each
study.

Table 1. Surface area for pretreated WH

Sample Surface area (m?/g)
WH 1.28
Pretreated WH (PT2) 6.74
Pretreated WH (PT3) 3.56
Pretreated WH (PT4) 5.44
Pretreated WH (PTY) 6.57
Comercial Activated Carbon 634.2
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Lignin, hemicellulose, and cellulose content onto the WH
biomass surface after the pretreatment, was evaluated by ATR-IR,
and the results suggested, similarly to previous reported studies in
other lignocellulosic materials (/8-20), that the combined
pretreatment method acid-alkali (PT2) is the best suitable method to
obtain much better activated biomass surface (Figure 1). The
normalized FT-IRs show that the acid-alkali pretreatment increases
the —OH signal in comparison with the WH untreated, which suggest
that more —OH groups are exposed, leading to a higher number of
centers for NPs growth. This is further supported by the increase of
the signals for C-O-C bonds (1008-1109 cm-1), assigned in previous
reports to an increase in the cellulose content on the material surface.
In other words, PT2 has a lower lignin-hemicellulose and greater
cellulose content than any other sample analyzed, including the WH
untreated.

Trnasmittance (%)

~——— WH dried biomass (untreated) PT2 PT3

——PT4 PTS

0
3550 3400 3250 3100 2950 2800 2650 2500 2350 2200 2050 1900 1750 1600 1450 1300 1150 1000

Wavelength(cm™!)

Figure 1. AT-IR spectra of the pretreated WH samples

The positive results for the combined acid-alkali pretreatment
can be explained because the H,SO, pretreatment can effectively
dissolve the hemicelluloses (xylan) and increase the enzymatic
digestibility of cellulose, achieving high reaction rates in comparison
with the enzymatic processes (21, 22). Furthermore, it is known that
the main effects of NaOH pretreatment on lignocellulosic materials,
such as the WH biomass are, firstly, the delignification by breaking
the ester bonds cross-linking lignin and xylan, and secondly, the
increase of the hemicellulose solubility (19, 23).

Due to this alkali pretreatment, a large number of hydroxyl
groups (R-CH,-OH), contained in the biological tissues, are
converted in salts (R-CH,-ONa) and incorporated into the biological
templates. Because of the resulting high porosity and ionic
environment, the MnO, accesses the hierarchical pore channels and
forms MnO, NPs inside the pores more easily (/9). Additionally, the
NaOH causes the swelling of the biomass, which increases the
internal surface area of the WH and decreases the cellulose
crystallinity (24).
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NP synthesis

As mentioned above, for this study the NPs deposition was carried
out by two principal methods: ethanol and ultrasonic assisted
synthesis (sonochemical reaction). In both cases, the pretreated
yellowish WH biomass (obtained after PT2) was immersed in the
KMnO, precursor solution to replace Na* for MnO, ions into the
R-CH,-ONa centers formed during the pretreatment. Subsequently,
the MnO, ions over the WH surface were reduced either by the
addition of ethanol or by the ultrasonic waves to finally deposit
MnO, NPs onto the WH.

On the one hand, in the ethanol-assisted synthesis, the KMnO,
present in the precursor solution acts as an oxidizing agent in neutral
medium, water in this case. The ethanol is oxidized into acetic acid
and permanganate is reduced, leading to the precipitation of MnO,
and to the KOH formation (25). On the other hand, and regardless
the ultrasonic waves generation method (bath or horn), the
sonochemical reduction of MnO, proceeds according to the
following reaction [1], where the H, comes from the sonochemical
dissociation (by radicals formation) in the aqueous solution.

2MnOy4 (aq) + 3H2(g) = 20H (aq) + 2H20() [1]

In other words, acoustic cavitation from ultrasonic synthesis
produces reactive radicals, which exhibit extremely high cooling
rates and can effectively reduce metal ions to metallic nanoparticles
or metal oxide nanoparticles (19, 20).

In this study, the formation of MnO, was verified by UV-Vis at
530 and 320 nm for MnO, and MnO,, respectively; and the pH
values during the synthesis were verified too. In this regard, the pH
increases from 7.3 to around 11.2 during the reactions, due to the
production of OH™ ions ([1]). An abrupt change of color was
observed after all synthetic methods, starting from the characteristic
dark purple of aqueous permanganate to a yellowish color at the end
of the reaction, similar to the observations reported in other studies
(20).

Characterization

As mentioned above, the AAS technic was used to quantify the Mn
content deposited on WH, following the National Environment
Protection Council procedure (/7). The highest percentage of Mn on
WH surface was found for sample 1 (33.3%, w/w), which could be
explained by the longest contact time of the activated WH biomass
with the KMnO, solution (100 mM, 3h). On the contrary, the
ultrasonic syntheses (sample 2 and 3) were performed during 45 and
10 min and the percentages of Mn deposited on each of these
surfaces were 21.7 and 28.8% (w/w), respectively (Table 2). The
periods of time for each method were determined according to the
equipment capacity and previous studies reporting successful MnO,
NPs synthesis at the same conditions. According to the analysis by
electron microscopy, the Mn particles deposited on the WH biomass
have at least one dimension in the order of nanometers, it is possible
to say that most of Mn was deposited as NPs.
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Table 2. Mn content on WH by different NPs synthesis methods

Contact time | Mn on WH
Sample MnO,-NP-WH synthesis
(min) (%o, w/w)
MO NP-WH Ethanol assisted 180 332
(Sample 1)
MnOzNF-WH Ultrasonic-bath 45 2874
(Sample 2)
MnO-NP-WH Ultrasonic horn 10 21.67
(Sample 3)

Although the percentages of Mn deposited on samples 2 and 3
were both lower in comparison with sample 1, the contact time for
the NPs synthesis related with each method must be taken into
consideration: sample 1 needed more than 4 times the contact time
needed by sample 3 and approximately 21 times the contact time
needed by sample 2, suggesting that the ultrasonic synthesis is more
effective for the case of study.

The synthetized MnO,-NP-WH catalyst, as well as the untreated
and the acid-alkali pretreated WH (PT2), were analyzed by XRD in
order to describe the crystallinity and structural properties before and
after the MnO, NPs formation. The XRD patterns showed in all
cases a peak around 20=23° (Figure 2a), which has been attributed to
the high intensity (002) plane of crystalline cellulose (9, 26). At this
20, WH PT2 showed the most intense peak, confirming that the
cellulose content increases as a consequence of the pretreatment, in
comparison to the dried WH.
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Figure 2. a) XRD spectra for: 1. WH dried grounded biomass; 2. PT2; 3. MnO,-NP-WH sample 1;
4. MnO,-NP-WH sample 3; 5. MnO,-NP-WH sample 2. b) EDS analysis of MnO,-NP-WH sample
1 surface
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Moreover, the XRD patterns showed no further visible changes
and no peak corresponding to MnO,, even for the bionanocomposites
MnO,-NP-WH synthesized under different conditions. This might be
attributed to the presence of very small crystals, which are
apparently below the detection limit of XRD or might be due to the
amorphous nature of the MnO, prepared (9). The EDX analysis of
bionanocomposite MnO,-NP-WH-sample 1 (Figure 2b) showed the
characteristic signal for Mn at 5.92 eV. These XRD and EDX results
coincide with previously reported studies of MnO, NPs synthesized
under similar experimental conditions (I, 20, 27). The EDX
spectrum also showed a signal of Pt around 2.10 eV, which
corresponds to the Pt coating used for the analysis.

The scanning electron micrographs of MnO,-NP-WH-sample 1
exhibited a surface texture, porosity, and cavities of high irregularity
(Figure 3a) with elongated hollows of 1-3 um (Figure 3b), in which
the deposition of spherical agglomerated MnO, NPs occurred
(Figure 3c). All these in agreement with previous reports of MnO,
NPs (20).

Figure 3. SEM images of MnO,-NP-WH sample 1 at a) 30 ym, b) 1 ym, ¢) 300 nm

Dye degradation experiments and MnO,-NP-WH
catalyst reuse

For each degradation test, the variation of the dye concentration was
monitored measuring the UV-Vis absorbance at A = 600 nm, using a
pre-established calibration curve. The amount of dye absorbed (q) at
any time ¢ was calculated from equation [2].

VG C)
q’ - W [2]
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Where, at equilibrium e, ¢, = g, and C, = C.. And C,, C, and C,
are the initial, any time, and equilibrium concentrations of the dye
solutions (mg/L), respectively. V is the solution volume and W is the
mass of adsorbent (28). The dye removal percentage [Re(%)] was
calculated as follows:

Re(%) (C,—¢,)-100 [3]
G,
Prior to the degradation experiments, the catalyst was placed in
a small sealed paper bag (similar to a tea bag) in order to prevent the
MnO,-NP-WH catalyst diffusion in the solution, facilitate the
catalyst withdrawn process, and to slightly approach the
experimental set up to an industrial design (Figure 4a).

Figure 4. a) Paper bag with MnO,-NP-WH inside b) Experimental set-up ¢) Color change of
the solution before and after the contact with the MnO,-NP-WH catalyst

The first degradation tests were conducted at pH 7 using 1.0 g of
MnO,-NP-WH catalyst in a 20 ppm solution of IC. No change in the
initial dye concentration was observed during these attempts even
after 2 h of contact. However, pH variations (2.3, 4.5 and 7.0) in
additional experiments showed that the best results for IC removal
were obtained at pH = 2.3 (Figure 4b-c). The IC removal efficiency
comparison between the MnO,-NP-WH catalyst synthesized (sample
1, 2 and 3) and the WH samples (Figure 5), showed that all
nanobiocomposites had much better IC degradation rate than the
non-modified WH, pretreated WH, and also to the activated carbon,
evaluated as absorbent solid. It must be noted that MnO,-NP-WH
sample 2 is the fastest IC degradation catalyst, requiring only 5 min
to achieve the 97.6% dye removal. For the same degradation results,
the activated carbon needed more than 50 min.

This removal effectiveness at lower pH conditions is favored by
the presence of -SO; groups over the IC structure (27). As a
consequence, at acidic conditions, the MnO,-NP-WH
bionanocomposite surface is protonated, increasing the electrostatic
interactions with the IC molecules as well as the degradation rate.
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To support the above hypothesis, the pH,,,. of the biocomposite
was determined. The point of zero charge (pzc) describes the
condition when the electrical charge on a surface is zero and it is
frequently determined in relation to an electrolyte’s pH. In other
words, pH,,, is usually the pH value at which a solid submerged in
an electrolyte exhibits zero net electrical charge on the surface (29).
Therefore, in NP synthesis, cations adsorption is favored at pH >
pH,,., while the anions adsorption is favored at pH < pH,, (30). For
the WH biomass a value of pH,,. = 4.5 was obtained, which means
that WH surface is positive charged at pH < 4.5. Then, there is a
strong electrostatic interaction between the WH surface and the IC
molecules at low pHs, promoting the dye adsorption and
degradation. Similarly, other studies reveal the high dependence of
the MnO, surface on the pH solution, in those a pH,, value between
4-5 was determined as optimal (20, 31).

The temperature effect on IC degradation was tested for MnO,-
NP-WH sample 2 at pH = 2.3. The results show that the
bionanocomposite performs better at low temperatures (Figure 6),
which is a positive variable in the case of scaling up experiments.
The physicochemical explanation and implications of these results
are under studying at moment by this group.
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Figure 6. IC removal in time by varying temperature at pH ~ 2.3 for sample 2
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To measure the reuse capacity of the MnO,-NP-WH catalysts,
sachets with 0.5 g of bionanocomposite were sequentially placed
into seven different IC fresh prepared solutions; the characteristic
absorption in each solution was followed by UV-Vis after 5 min
contact (Figure 7). The results showed that the degradation capacity
for the untreated WH was just 30% of the initial after seven cycles of
usage. Meanwhile, by comparing the last cycle with the initial for
MnO,-NP-WH samples 1 and 3, the degradation capacity wass
lightly reduced in just 5 and 3%, respectively. Interestingly, the dye
removal of MnO,-NP-WH sample 2 decreased abruptly after the
sixth cycle of usage. The possible reasons for these variations in
reuse capacity are: (i) occupation of available adsorption sites within
the WH matrix by IC molecules and (ii) leaching of MnO, NPs to
the solution, reducing the number of active reaction sites on the
bionanocomposite surface.
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In order to characterize the IC degradation products, the solution,
before and after IC color removal process, was monitored by ESI-
MS in negative ion mode. Similar to what was reported by
Combariza et al. (20), the ESI-MS for the initial IC solution
presented a unique and characteristic base peak at m/z 421,
corresponding to IC in its anionic form (32). After 5 min of
degradation, there was no signal for IC, instead, several peaks were
shown at m/z 190, 226, 237, 253 and 257.9 (Figure 8). Among these
signals, the peak at m/z 226 has been previously assigned to the
oxidative breaking of the initial C=C bond and it have been
identified as isatin sulfonic acid (20, 32-34).
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Figure 7.1C removal (T= 22°C, pH = 2.3) after consecutive reuse cycles. a) WH untreated; b) MnO,-NP-WH sample 1; ¢) MnO,-NP-WH sample 2; d) MnO,-NP-WH sample 3
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Conclusions

The water hyacinth (Eichhornia crassipes) has a great potential as
solid matrix for the deposition of MnO, NPs and as catalyst in the
organic dyes degradation, due to its surface morphology and high
adsorbent capacity. It is therefore an economic and practical
alternative for the solution of two current environmental issues: (i)
water contamination, due to the extensive withdrawal of toxic dyes
such as IC, and (ii) the invasion of water reservoirs caused by the
WH extremely fast proliferation and growth, which presents serious
environmental, economic, and navigation challenges, among others.

The NPs synthetic methods studied in this investigation, ethanol
and ultrasonic-assisted, both provided suitable conditions for the
deposition of MnO, NPs over cellulosic matrices under the described
experimental parameters. It was found that the ethanol-assisted
synthesis produces the highest deposition of manganese onto the
pretreated WH (33.3%) in comparison with the ultrasonic bath
(28.7%) and horn-assisted (21.7%) synthesis. However, the leaching
of MnO, particles is considerable lower after the ultrasonic synthesis
and the catalyst reuse produces therefore better results by this
synthetic methodology.

The results showed that the MnO,-NP-WH bionanocomposites
constitute effective catalysts for the IC degradation in aqueous
solution at 23 °C, pH = 2.3 and 5 min contact time. Under these
conditions, 97.6% of IC can be degraded (percentage as function of
decrease in absorbance at the A, for IC). Finally, the mass
spectrometry analysis evidenced that although some pure absorption
processes by the WH matrix cannot be ruled out, a chemical
degradation of the dye was confirmed.
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Microencapsulacion
mediante secado por
aspersion de aceite de
mora (Rubus glaucus )
extraido con CO,
supercritico

Microencapsulation
by spray drying of
blackberry (Rubus
glaucus)) oil extracted
with supercritical CO,

Microencapsulagao por

secagem por atomiza¢ao
de oleo de amora (Rubus

glaucus ) extraido com
CO, supercritico

Resumen

Abstract

Resumo

El aceite de mora es un ingrediente natural
con potencial en la industria cosmética y
alimentaria, puede experimentar degradacion
oxidativa en condiciones ambientales. Se
extrajo aceite a partir de semillas de mora
empleando  fluidos  supercriticos,  se
microencapsuldé  mediante  secado  por
aspersion 'y se evalu6 la influencia de
diferentes condiciones de operacion en el
rendimiento y la eficiencia del proceso. Se
emplearon como materiales encapsulantes:
masterdry, goma arabiga y maltodextrina. Se
compar6 el perfil de acidos grasos antes y
después de la microencapsulacion y se estudio
el tamafio y morfologia de las microcapsulas.
En el proceso de microencapsulacion la
temperatura de entrada fue la Uinica variable
estadisticamente significativa usando
masterdry y goma arabiga. La goma arabiga
resultd ser el mejor encapsulante entre los tres
estudiados. Se obtuvieron microcapsulas con
tamafios entre 8,2 yl4 pm, con superficie
continua en las paredes y ausencia de poros.
Se comprobd que la microencapsulacion con
los tres encapsulantes permitio proteger el
aceite y conservar mayoritariamente su perfil
de acidos grasos.

Blackberry oil is a natural ingredient with
potential in cosmetics and food industry,
however, it experiences oxidative degradation
at ambient conditions. Therefore, oil was
obtained from  blackberry seeds by
supercritical fluid extraction and then was
microcapsulated by spray drying. The
influence of different operating conditions
during spray-drying towards yield and
encapsulation was evaluated. Masterdry, gum
arabic, and maltodextrin were used as wall
materials. Fatty acid profile was compared
before and after microencapsulation, the size
and morphology of the microcapsules were
also studied. Inlet temperature was the only
statistically significant variable in process
yield and efficiency when gum arabic and
masterdry were used. Feed flow rate was
statistically significant only for process yield
and it was influenced negatively when
maltodextrin was used. Gum arabic was the
best wall material among the three studied.
Microcapsules with sizes between 8.2 and 14
um were obtained; continuous wall and no
apparent cracks were observed. It was also
seen that the fatty acid profile was mostly
conserved after microencapsulation process
carried out with the three wall materials.

O 6leo de amora ¢ um ingrediente natural com
potencial na indGstria cosmética e dos
alimentos, é susceptivel a degradagdo por
oxidagdo em condigdes ambientais. O 6leo de
sementes de amora foi extraido usando fluidos
supercriticos e foi microencapsulado por
secagem por pulverizagdo. Foi avaliada a
influéncia de diferentes condi¢cdes de
operacgdo sobre o rendimento e eficiéncia do
processo. Foram utilizados como materiais de
encapsulagdo: masterdry, maltodextrina, e
goma arabica. O perfil dos acidos graxos foi
comparado antes e depois de
microencapsulagdo, o tamanho e a morfologia
das microcapsulas foi também estudada.
Determinou-se que, no processo de
microencapsulacdo a temperatura de entrada
era a Unica varidvel estatisticamente
significativa usando masterdry e goma-
arabica. A goma-arabica mostrou ser o melhor
encapsulante entre os trés estudados. Foram
obtidas microcapsulas com tamanhos entre 8,2
e 14 pum, superficie continua sobre as paredes
e auséncia de poros. Verificou-se que a
microencapsulacdo permitiu que os trés
encapsulantes  protegessem o Oleo e
retivessem majoritariamente o seu perfil de
acidos graxos.

Palabras clave:semilla de mora, fluidos
supercriticos, microencapsulacion,
microscopia electronica de barrido.

Keywords: blackberry seed, supercritical
fluids, microencapsulation, scanning
electron microscopy.

Palavras-Chave: semente de amora, fluidos
supercriticos, microencapsulagao,
microscopia eletronica de varredura.
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Introduccion

En Colombia, la mora es una fruta muy apetecida para elaboracién
de productos como mermeladas, pulpas, conservas, entre otros (7).
Se estima que en los ultimos afios la industria ha consumido
aproximadamente 10000 toneladas por afio. El procesamiento de
mora estd ligado a la generacion de cantidades considerables de
residuos que son dispuestos por las empresas como desechos y
producen un impacto negativo al ambiente (2). Una forma de mitigar
este impacto y dar valor agregado a estos desechos es generar
subproductos que puedan ser usados en la industria cosmética y
alimentaria, como por ejemplo el aceite obtenido de la semilla.

Los aceites pueden ser aislados mediante la tecnologia de
extraccion con fluidos supercriticos (SFE) que tiene grandes
ventajas: es selectiva, requiere menor tiempo, consume menos
energia que otras y es limpia en términos ecologicos (3).
Desafortunadamente, una vez extraidos, los aceites experimentan
reacciones que conducen a la degradacion oxidativa, por ello es
necesario implementar técnicas que permitan conservar sus
propiedades. La microencapsulacion es una alternativa factible que
permite la proteccion de compuestos bioactivos y su liberacion
controlada, aumentando la vida util del producto (4).

El secado por aspersion es un método de microencapsulacion
ampliamente utilizado en la industria que consiste en la dispersion de
la sustancia a encapsular en el agente encapsulante, seguido de una
atomizacion de la muestra en una cdmara a alta temperatura (5); el
solvente se evapora instantaneamente y el material activo queda
atrapado dentro de una pelicula de material encapsulante (6).

En varios estudios (7-9) se ha concluido que el secado por
atomizacion es adecuado para compuestos sensibles a altas
temperaturas, proporciona buena estabilidad del producto final,
requiere bajos costos de procesamiento y es facil de implementar.
Por ejemplo, en Rendon et al. (10), se estudid la estabilidad
oxidativa de aceite de linaza microencapsulado y se comprobd que
aplicando esta técnica existe una menor velocidad de degradacion de
los lipidos, concordando con los resultados obtenidos por Partanen et
al. (I11). De la misma forma, en Frascareli et al (12) se
microencapsuld aceite de café y se confirmd su eficacia en la
proteccion contra la oxidacion de lipidos, obteniendo resultados
similares a Bae y Lee (/3) con el aceite de aguacate.

Por otra parte, algunos autores (/4, /5) se han interesado en
microencapsular compuestos, pigmentos o extractos obtenidos a
partir del fruto de la mora, obteniendo resultados favorables en
cuanto a conservacion y estabilidad. Sin embargo, dado que hasta el
momento no se ha estudiado la microencapsulacion de aceite de
semillas de mora, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar un
proceso de conservacion de aceite de mora (Rubus glaucus)
mediante microencapsulacion por secado por aspersion y determinar
la influencia de diferentes condiciones de operacion en el
rendimiento y la eficiencia del proceso, utilizando diferentes
materiales encapsulantes: masterdry, goma arabiga y maltodextrina.
Adicionalmente se evalud el tamafio y morfologia de las
microcépsulas obtenidas.
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Materiales y métodos

Materiales

Las semillas de mora (Rubus glaucus) fueron suministradas por la
industria de procesos agroindustriales de Narifio (INPADENA).
Inicialmente se realizd el acondicionamiento de las semillas
retirando el exceso de pulpa. Seguidamente las semillas se secaron a
50 °C por 12 h en un secador de bandejas, se molieron y se
empacaron al vacio. Como disolvente para la extraccion con fluidos
supercriticos se utilizé dioxido de carbono con una pureza del 99,8%
v/v (Cryogas S.A., Colombia). Los materiales encapsulantes fueron
goma ardbiga master gum FT 1873-01 (Tecnas S.A.-Colombia),
maltodextrina 18-22 (Tecnas S.A.-Colombia) y masterdry 13631-02
(mezcla de almidones modificados y goma ardbiga prehidratada
(Tecnas S.A.-Colombia)).

Los solventes utilizados para determinar la eficiencia del proceso
de microencapsulacion fueron: éter etilico (99,7% v/v, Panreac,
Espaiia), Eter de Petroleo (40-60°C pure, Panreac, Espafia), etanol
(91% v/v, Fisher Scientific, USA), hexano (95% v/v, Panreac,
Espaia) y é4cido clorhidrico (37% p/p, Panreac, Espafia). Se empled
como emulgente Tween® 20 (Panreac, Espafia).

Extraccién con fluidos supercriticos

La extraccion de aceite de semillas de mora se realizoé en un equipo
SFE 500 (Waters, USA). Para ello se colocaron 250 g de semillas
molidas de mora en la celda de extraccion, seguidamente se hizo
pasar el CO, empleando una bomba de desplazamiento positivo de
alta presion, modelo P-50 (Thar, USA) hasta alcanzar 35 MPa. La
temperatura dentro del recipiente se elevo y se mantuvo a 60 °C con
una camisa de calefaccion que envolvid el recipiente. Una vez
alcanzadas las condiciones de operacion (presion y temperatura) en
la columna de extraccion, se inicid el proceso ajustando el flujo de
CO, a 30 g/min por un tiempo de 150 min. Finalmente, se
despresurizo el equipo, el CO, en estado gaseoso circuld hasta el
escape y el aceite extraido se recogié en un vial ambar.

Preparacion de las emulsiones

Se prepararon emulsiones aceite en agua (O/W por sus siglas en
inglés) con 30% p/p de solidos de acuerdo al método descrito por
Tuyen et al. (16), con algunas modificaciones. Para ello, se usaron
masterdry, goma ardbiga y maltodextrina como materiales
encapsulantes. Se calentaron 35 g de agua destilada a 40 °C y como
emulgente se adicioné 0,5 mL de Tween® 20. Lentamente se
agregaron 12,5 g de goma arabiga o maltodextrina (en cada caso) y
luego se incorporaron 2,5 g de aceite de mora; durante todo el
procedimiento la mezcla se mantuvo en agitacion magnética. Se
homogenizé durante dos min a 30000 rpm, empleando un
homogenizador home made tipo ultraturrax, fabricado con un motor
de alta velocidad modelo 3000N/10 (Dremel, USA). Para realizar la
emulsién con masterdry, se realizé el mismo procedimiento pero con
agua a temperatura de 20 °C.
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Microencapsulacion de aceite de mora

Eficiencia de la microencapsulacion (EE)

La microencapsulacion del aceite de mora se llevo a cabo empleando
un secador spray BILON-6000Y (Shanghai, China), de acuerdo al
método descrito por Tonon et al. (17). Inicialmente, se pre-calento la
camara de secado para garantizar que la temperatura en toda la
camara fuera uniforme. Se variaron las condiciones de proceso para
cada prueba como se indica en la Tabla 1. Se alimentaron las
emulsiones al equipo por medio de una bomba peristaltica y el
caudal de alimentacion se controld por la velocidad de rotacion de la
bomba. Las microcapsulas obtenidas se almacenaron a 3 °C por tres
meses en viales &mbar para su posterior analisis.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Para determinar las diferencias entre tratamientos se realizd el
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de rangos multiples de
Tukey utilizando el software Statgraphics® Centurion XVI (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Se utilizd6 un disefio
experimental factorial 23 con cuatro puntos centrales, para un total
de 12 experimentos por cada encapsulante (Tabla 1). Los ensayos se
realizaron de manera aleatoria y con cuatro réplicas en el punto
central.

Tabla 1. Disefio factorial de experimentos 2° para el proceso de secado por aspersion.

Experimento | Temperatura Caudal Velocidad
O emulsion del aire
(mL/min) (m/s)

1 150 5 8

2 200 5 8

3 150 15 8

4 200 15 8

5 150 5 11
6 200 5 11
7 150 15 11
8 200 15 11
9 175 10 9,5
10 175 10 9,5
11 175 10 9,5
12 175 10 9,5

Rendimiento de la microencapsulacion (EY)

El rendimiento fue calculado como la relacion entre el contenido de
solidos totales en el polvo resultante y el total de contenido de
so6lidos en la mezcla de alimentacion expresado como porcentaje (/6,
18), mediante la ecuacion [1]:

EY (%) = ;V/—': x 100 [1]

Donde: EY = rendimiento de la microencapsulacion en porcentaje de
masa, W,, = peso total de microcapsulas obtenido (g) y W, = so6lidos
totales de entrada en la emulsion (g)
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La eficiencia fue calculada con base en el aceite de mora retenido
dentro de las microcapsulas mediante la ecuacion [2]:

EE(%) = “= x 100 2]

Donde: EE = eficiencia de la microencapsulacion en porcentaje en
masa, AT = aceite total presente en las microcapsulas (g) y AS =
aceite superficial presente en las microcapsulas (g).

El contenido total de aceite se cuantifico utilizando como
referencia el método AOAC 922.06 (19), con algunas modificaciones.
El método consiste en hidrolisis acida, extraccion con disolvente,
recuperacion del aceite por rotavapor y analisis gravimétrico.

Para ello se transfirieron 2 g de microcapsulas a un tubo de 50
mL, se afiadieron 2 mL de etanol y se mezcld para humedecer todas
las particulas. Luego se afiadieron 10 mL de una solucion de HCI (25
mL de HCI al 37 % p/p y 11 mL de agua grado HPLC), se puso el
tubo en un bafio de agua a 75 °C y se agit6 a intervalos frecuentes
durante 40 min. Se afiadieron 10 mL de etanol y se enfrio. Se
transfiri6é la mezcla a un embudo de decantacion, se afiadieron 25 mL
de éter etilico en tres porciones y se agitd vigorosamente durante 1
min. Seguidamente se agregaron 25 mL de éter de petrdleo de forma
continua y se agitd durante 1 min. La mezcla de éter-grasa fue
separada y filtrada a través de una compresa de algodén. Se extrajo
nuevamente la solucion restante en el embudo dos veces, cada vez
con 10 mL de cada éter; luego se seco la mezcla en rotavapor a 40 °C.
Finalmente, el aceite se secé en horno a una temperatura de 100 °C
hasta obtener peso constante y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

El aceite superficial se determind siguiendo el método empleado
por Bae y Lee (/3) con algunas modificaciones. Se pesaron 2 g de
muestra en un tubo de vidrio con tapon de rosca y se afiadieron 13 mL
de hexano. El tubo se llevo a un agitador de vortice durante 2 min
para extraer el aceite libre, la mezcla se decant6 y filtr6 usando papel
filtro marca Munktell (grado 388, diametro: 125 mm); el polvo se
enjuag6 tres veces con 20 mL de hexano. Por ultimo, se recogio el
polvo, se sec6 a temperatura ambiente para eliminar el solvente
residual y se registré el peso final.

Estabilidad de los acidos grasos de aceite de mora
microencapsulado

Se determino por cromatografia de gases con detector de ionizacion
de llama (CG-FID), usando un sistema de la version 3 Shimadzu
GC-17A (Shimadzu, Kyoto, Japon), equipado con una columna DB-
WAX (30 m x 0,25 mm LD. y 0,25 um df, J&W de Agilent
Scientific, EE.UU.), un inyector split/splitless y un detector de
ionizacion de llama (FID) (280 °C), siguiendo la metodologia de
Hurtado et al. (20).

Para este analisis se us6 una muestra del aceite extraido con CO,
supercritico y se comparé con el aceite obtenido de la determinacion
de aceite total presente en las microcépsulas resultantes de los
ensayos en los cuales se obtuvo los mejores valores para rendimiento
y eficiencia de la microencapsulacion. Los acidos grasos se
derivatizaron para obtener sus respectivos ésteres metilicos.
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La separacion se realizo de acuerdo con la siguiente programacion de
temperatura del horno: temperatura inicial 40 °C, se mantuvo
durante 5 min y después se elevo a 250 °C en 5 °C/ min. El volumen
de inyeccién fue de 1,0 pl en modo split (relacion 1:10),
manteniendo la temperatura del inyector a 250 °C. Se empleo6 helio
como gas portador con un caudal de 1 mL/min. Las velocidades de
flujo de los gases de combustion (FID) fueron 300 mL/min y 30 mL/
min para el aire y el hidrogeno, respectivamente.

La recoleccion y manipulacion de datos se llevo a cabo usando
el software Shimadzu Clase VP™ 4.3. La identificacion de acidos
grasos se realizo empleando estandares de ésteres metilicos de acidos
grasos FAME’s (Restek, Bellafonte, EE.UU.). La cuantificacion se
llevo a cabo mediante el método de normalizacion relativa de area
cromatografica en términos porcentuales.

Morfologia y el tamaio de las microcapsulas
mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se examiné la morfologia y el tamafio de las microcapsulas con un
microscopio electronico de barrido VEGA3 SB (TESCAN,
Republica Checa). Se realizd6 un proceso de suspension de las
microcapsulas empleando hexano como solvente; posteriormente, se
realizo la fijacion de cada muestra en un pin metalico. Las muestras
fijadas fueron observadas usando SEM, funcionando a un voltaje de
aceleracion de 10, 7 y 5 kV. Las micrografias correspondientes
fueron capturadas. El tamafio de particula se determind como el
didmetro medio de Sauter (SMD = Sauter Mean Diameter = D,; 5))
utilizando la ecuacion [3].

Ti_q NiDy;
D3z = o1 3
[3.2] =1 NiDI%i Bl

Donde D,; es diametro promedio de las particulas, tomado como la
media aritmética de los didmetros mayor y menor y N; es el niimero
de particulas de diametro Dpi.

Resultados y Discusion

Rendimiento de la microencapsulacién

En la Tabla 2 se presentan los datos de rendimiento del proceso de
microencapsulacion. Se obtuvieron rendimientos en el rango de 87,5
a 91,8 + 0,6% para masterdry, 84,2 a 89,9 + 1,2% para goma arabiga
y 86,4 a 90 + 0,2% para maltodextrina. Los valores resaltados en
negrilla corresponden a los resultados en los cuales se obtiene mayor
rendimiento y eficiencia.

Mediante el andlisis de varianza (p < 0,05) (Tabla 3), se
encontré que, cuando se emplea masterdry y goma arabiga, la
temperatura de entrada del aire tiene un efecto significativo y afecta
de manera positiva el rendimiento, como se observa en la Figura 1.
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Tabla 2. Condiciones de operacion, rendimiento (EY) y eficiencia (EE) de microencapsulacion
de aceite de mora con diferentes materiales de pared

Masterdry | Goma Maltodextrina

Velocidad | Caudal Temperatura arabiga

del aire | (mL/min) | de entrada | EY EE EY EE EY EE
(m/s) O (%) | (%) | (%) | (%) | (%) (%)
8 5 150 89,1 | 82,6 | 84,2 | 71,0 | 89,5 67,2
8 5 200 90,5 | 68,8 | 89,5 | 68,3 | 89,2 48,2
8 15 150 87,5 | 78,1 | 85,1 | 79.2 | 86,4 69,0
8 15 200 90,0 | 50,4 | 89,8 | 42,2 | 88,5 56,5
11 5 150 88,1 | 75,9 | 89,9 | 81,3 | 89,3 59,3
11 5 200 91,8 | 53,3 | 89,2 | 67,7 | 90,0 70,0
11 15 150 89,3 | 70,8 | 859 | 73,8 | 87,0 62,8
11 15 200 91,5 | 60,8 | 89,8 | 62,9 | 88,2 49,9
9,5 10 175 90,1 | 58,0 | 859 | 75,5 | 89,9 42,1
9,5 10 175 90,7 | 57,3 | 87,6 | 74,7 | 89,9 433
9,5 10 175 90,1 | 57,5 | 88,7 | 74,0 | 89,7 40,1
9,5 10 175 89,3 | 56,7 | 87,1 | 749 | 89,5 41,4

Por tanto, con el incremento de la temperatura, aumenta el
rendimiento del proceso. Esto ocurre cuando, en el secado por
atomizacion, se utilizan altas temperaturas de entrada, pues se
produce mayor eficiencia en los procesos de transferencia de calor y
de masa (17, 18). Los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Cai et al. (21, 22), quienes trabajaron el secado por
aspersion de betacianinas de Amaranthus y antocianinas de
berenjena, respectivamente.

Tabla 3. Andlisis de varianza para rendimiento (EY) y eficiencia (EE) de los tres encapsulantes
estudiados. Valores estadisticamente significativos resaltados

Valor-P

Fuente Masterdry Goma arabiga Maltodextrina

EY EE EY EE EY EE
A:Temperatura | 0,0031 | 0,0281 | 0,0155 | 0,0297 | 0,2328 | 0,4473
B:Caudal 0,5431 | 0,436 | 0,5743 | 0,2158 | 0,0339 | 0,8799
C:Vel. aire 0,1078 | 0,4662 | 0,1513 | 0,2938 | 0,7547 | 0,9796
AB 0,8365 | 0,9593 | 0,3247 | 0,1984 | 0,3361 | 0,6931
AC 0,3267 | 0,7284 | 0,1226 | 0,5078 | 0,9722 | 0,5057
BC 0,164 | 0,3441 | 0,2647 | 0,8033 | 0,9167 | 0,5426

Para maltodextrina, el caudal de alimentacion de la emulsion afecta
el rendimiento de manera negativa, como se observa en la Figura 1.
Esto se debe a que, con una mayor tasa de alimentacién, la
transferencia de calor y masa es mas lenta (/7). Ademas, cuando se
empled alta velocidad de alimentacion, se observaron
aglomeraciones de microcépsulas en algunos sectores del equipo que
no pueden ser recuperados, disminuyendo el rendimiento del
proceso. En Toneli et al. (23) se estudi6 el secado por atomizacion de
la inulina y se encontrd que, con la disminucion de la velocidad de la
bomba, aumenta el rendimiento.
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Figura 1. Efecto de las variables de proceso en el rendimiento de la microencapsulacion

Eficiencia de la microencapsulacion

Los resultados de la eficiencia de la microencapsulacion se muestran
en la Tabla 2. Se obtuvieron eficiencias en el rango de 50,4 a 82,6 +
0,5% para masterdry, 42,2 a 81,3 + 0,6% para goma arabiga y 48,2 a
70 + 1,3% para maltodextrina. A partir del analisis de varianza
(ANOVA) que se muestra en la Tabla 3, se observd que solo la
temperatura tuvo efecto significativo sobre la eficiencia cuando se
utilizaron masterdry y goma arabiga como encapsulantes. En el caso
de la maltodextrina, ninguna variable fue estadisticamente
significativa. Se encontré que la temperatura de entrada de aire
influye de manera negativa en la eficiencia como se muestra en la
Figura 2, es decir, a medida que se incrementa la temperatura, la
eficiencia disminuye. Estos resultados son acordes con los obtenidos
por Frascareli et al. (12), quienes estudiaron el efecto de las
condiciones de proceso en la microencapsulacion de aceite de café
mediante secado por aspersion.
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Figura 2. Efecto de las variables de proceso en la eficiencia de la microencapsulacion
usando goma arabiga y masterdry como materiales de pared

Esta tendencia se presenta también en otros estudios de
microencapsulacion mediante secado por atomizacion (24, 25) donde
se ha demostrado que a temperaturas entre 150 °C y 175 °C, se
obtienen altas eficiencias. Esto se relaciona, especificamente, con el
hecho de que, a elevadas temperaturas, se afecta el balance entre la
velocidad de evaporacion de agua y la formacion de la pelicula del
material de pared, lo que lleva a la ruptura de la membrana formada
(26). Las altas temperaturas del aire de entrada generan encapsulados
con una capa delgada de recubrimiento que favorece la liberacion
adelantada y degradacion del compuesto encapsulado, lo que se
traduce en la disminucion de la eficiencia de la microencapsulacion.
Debido a que el rendimiento y la eficiencia de la microencapsulacion
se vieron directamente afectados por la temperatura de entrada del
aire, se determiné la combinacion de los factores experimentales que
simultdneamente maximizan el rendimiento y eficiencia mediante el
analisis estadistico de optimizacion de multiples respuestas; los
resultados para cada material encapsulante se muestran resaltados en
negrilla en la Tabla 2.

Estudio del efecto de diferentes materiales en la
microencapsulacién de aceite de mora

Dado que es importante considerar el efecto de las dos variables en
el producto final, la comparacion de los diferentes materiales
encapsulantes se realizé utilizando el criterio de rendimiento por
eficiencia (EY x EE), evaluado en los cuatro puntos centrales
establecidos en el disefio experimental.
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Con este proposito, se utilizo la prueba de rangos multiples HSD
de Tukey, basada en las medias de los tratamientos para rendimiento
y eficiencia. Los resultados muestran diferencias estadisticamente
significativas con 95% de nivel de confianza. En la Figura 3 se
observa que los mejores resultados se obtuvieron con goma arabiga.
Dichos resultados son similares a los obtenidos en el estudio
realizado por Krishnan et al. (8) para la encapsulacion de oleorresina
de cardamomo, donde la goma arabiga también exhibid6 mejor
proteccion del material encapsulado que la maltodextrina y el
almidon modificado HiCap100.

Los resultados obtenidos con la goma arabiga en este estudio se
deben a su capacidad para formar emulsiones estables con la
mayoria de los aceites en un amplio intervalo de pH y formar una
pelicula viscoelastica visible en la interfase de aceite/agua (25). A su
vez, sus caracteristicas estructurales le confieren un caracter
anfifilico lo que le permite adsorber en superficies lipofilicas y
actuar como un coloide protector y, consecuentemente, como un
buen agente formador de capsulas y peliculas.

Por otro lado, el masterdry resulté ser mejor encapsulante que la
maltodextrina en cuanto a efectividad de encapsulacion. Este
producto es un buen encapsulante debido a que en su composicion se
incluye una mezcla de almidones modificados de maiz y goma
arabiga. Por su parte, la maltodextrina exhibe una pobre capacidad
emulsificante, baja estabilidad de la emulsion y baja retencion de
aceite (27), que da como resultado una baja eficiencia de
encapsulacion.
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Figura 3. Prueba de rangos multiples de Tukey HSD para rendimiento por eficiencia

Analisis y comparacion de la composicion del aceite
de mora antes y después del proceso de
microencapsulacion

El perfil de 4acidos grasos del aceite de mora se reporta en la Tabla 4.
Se identificaron cinco acidos grasos principales a partir del analisis
cromatografico del aceite de mora antes de ser encapsulado, entre
ellos tres 4cidos insaturados (linoleico, linolénico y oleico) y dos
acidos grasos saturados (palmitico y estedrico), mencionados en
orden de abundancia. Por otro lado, en todos los aceites
encapsulados se observo una disminucion en la cantidad de acidos
grasos insaturados y un aumento en los acidos grasos saturados con
respecto al aceite inicial sin encapsular, resultados acordes con los
obtenidos en otras investigaciones (28-30).
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos del aceite de mora antes y después del proceso de
microencapsulacion con diferentes materiales de pared

Perfil de acidos grasos del aceite de mora
Acidos (Porcentaje de drea relativa, %)
grasos Aceite de Encapsulado | Encapsulad Encapsulad
identificados mora sin masterdry goma aribiga | maltodextrina
Palmitico 4,5 6,1 7,23 8,62
(C16:0)
Estearico 2,04 4,7 2,56 4,39
(C18:0)
Oleico 8,11 8,7 7,09 6,26
(C18:1)
Linoleico 52,88 50,5 51,88 53,51
(C18:2)
Linolénico 32,47 30,1 31,24 27,22
(C18:3)
SFA 6,54 10,8 9,79 13,01
MUFA 8,11 8,7 7,09 6,26
PUFA 85,35 80,6 83,12 80,73

SFA: 4cidos grasos saturados; MUFA: 4cidos grasos monoinsaturados; PUFA: é4cidos

grasos poliinsaturados.

En Calvo et al. (31) se afirma que el grado de insaturacion de
los acidos grasos afecta de manera negativa la estabilidad de los
aceites. Por lo anterior, se puede inferir que el aceite de mora tiende
a degradarse con facilidad en condiciones ambientales, dado que en
la muestra de aceite sin encapsular los acidos grasos mayoritarios
fueron los poliinsaturados (85,35%). Sin embargo, en los aceites
obtenidos a partir de los encapsulados de masterdry, goma arabiga y
maltodextrina, la degradacion es minima, considerando que las
microcapsulas se almacenaron por tres meses; se puede afirmar
entonces que el proceso de microencapsulacion fue efectivo
manteniendo el perfil de acidos grasos.

Entre los aceites encapsulados, se encontrd que el perfil de
acidos grasos de aceite de mora se conserva mejor cuando se emplea
goma arabiga como material de pared, lo cual puede atribuirse a la
naturaleza del encapsulante y la eficiencia de encapsulacion
obtenida, mencionada anteriormente.

Evaluacion del tamaiio y la morfologia de las
microcapsulas obtenidas

El tamafio de las microcépsulas obtenidas se reporta en la Tabla 5.
En Lopez et al. (30) se afirma que en equipos de secado por
aspersion, a escala de laboratorio, el intervalo que se reporta para el
didmetro medio de Sauter D3, de las microcapsulas producidas es
de 5 a 20 um. Lo anterior es acorde a los resultados obtenidos en la
presente investigacion.

Tabla 5. Didmetro medio de Sauter D,,,, de las microcapsulas

Material Diametro medio de
Encapsulante Sauter Dy3,2 (um)
Masterdry 8,2 +0,30
Goma 11,8 £0,35
Arabiga
Maltodextrina 14 +0,25
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Figura 4. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM) para los encapsulantes evaluados: (a) masterdry, (b) goma arabiga, (c) maltodextrina

En cuanto a la morfologia, se observa que las microcapsulas
producidas con masterdry (Figura 4 (a)) presentan una forma
esférica, sin porosidades y con pared continua. Sin embargo, se
presentan abolladuras superficiales, producto de la contraccion de las
microcapsulas que ocurre por la elevada velocidad de evaporacion,
causada a su vez por la diferencia entre la temperatura de entrada y
salida del spray durante el proceso de secado por atomizacion (32,
33). Los almidones modificados son susceptibles a la contraccion
durante el secado (34). Resultados similares obtuvo Loksuwan (34)
con fB-caroteno microencapsulado a través de secado por aspersion
con almidones de tapioca.

Por otro lado, en las micrografias obtenidas para goma arabiga
(Figura 4 (b)), se observan superficies externas redondeadas,
arrugadas y concavas, sin fisuras evidentes y con pared continua.
Esto se debe a la propiedad viscoelastica y de formacion de la pared
propia de la goma arabiga, lo que genera menor permeabilidad a los
gases y es importante para la proteccion del aceite encapsulado (9,
25); la ausencia de poros indica una cobertura completa de la goma
sobre el aceite (/2). Morfologia similar fue observada por Bertolini
et al. (35) y Trinidade y Grosso (36), quienes microencapsularon con
goma arabiga monoterpenos y acido ascorbico, respectivamente.
Finalmente en las microcapsulas obtenidas con maltodextrina
(Figura 4 (c)) se observa una estructura esférica y redondeada, con
una superficie lisa en su mayoria pero también algunas con pequefias
abolladuras. Esto concuerda con los resultados observados por
Caparino et al. (37) y Ersus y Yurdagel (38) en sus estudios de
microencapsulacion por secado por atomizacion, empleando
maltodextrina como encapsulante en extractos de mango y
pigmentos de zanahoria negra (Daucus carota L) respectivamente.
Asi mismo, Olaya et al. (15) reportaron particulas que exhibian
superficie lisa en la microencapsulacion con maltodextrina de
antocianinas de mora de castilla (Rubus glaucus) y lulo (Solanum
betaceum).

Conclusiones

Con este estudio, se demuestra la posibilidad de obtener
microcapsulas de aceite de mora utilizando como materiales
encapsulantes masterdry, goma arabiga y maltodextrina mediante la
técnica de secado por aspersion.
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En el proceso de microencapsulacion, la temperatura de entrada
del aire fue la Unica variable estadisticamente significativa que
afectd de manera positiva el rendimiento y de forma negativa la
eficiencia, cuando se usaron como encapsulantes masterdry y goma
arabiga. El caudal de alimentacion de emulsion fue estadisticamente
significativo e influencié negativamente el rendimiento del proceso
unicamente cuando se usd maltodextrina como material
encapsulante. La velocidad de entrada del aire no tuvo efecto
significativo sobre el rendimiento y la eficiencia del proceso.

La goma arabiga resulto ser el mejor encapsulante debido a su
conformacion estructural que le confiere excelentes propiedades
tanto emulsificantes como formadoras de pelicula. En cuanto al
tamafio de particula, se obtuvieron microcépsulas con tamafios de
8,2; 11,8 y 14 um, para masterdry, goma arabiga y maltodextrina,
respectivamente. Esto concuerda con lo reportado en la literatura,
donde el intervalo de tamafios para microcapsulas obtenidas en
equipos de secado por aspersion varia de 5 a 20 um. Respecto a la
morfologia, en todos los encapsulados se observd una superficie
continua en las paredes con ausencia de poros o grietas, lo que esta
relacionado con las altas eficiencias de microencapsulacion.
Finalmente, el proceso de microencapsulacion con los tres
encapsulantes estudiados permitié proteger el aceite de mora y
conservar su perfil de acidos grasos, en su mayoria, durante tres
meses.
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Resumen

Abstract

Resumo

Se identificaron por primera vez 46
compuestos volatiles olfativamente activos
con actividad aromatica  significativa
presentes en rones comerciales de Colombia.
Lo anterior, mediante microextraccion en fase
solida en modo espacio de cabeza (HS-
SPME), acoplada a cromatografia de gases
con detectores de espectrometria de masas y
olfatometria (GC-MS-0). Dentro de los
compuestos identificados se encuentran
ésteres, compuestos aromaticos, alcoholes,
acetales, lactonas y furfural. De esos 46
compuestos, nueve estan presentes en todos
los rones estudiados y algunos otros son
caracteristicos solo de la marca.

For the first time, 46 odor-active volatile
compounds present in commercial rums from
Colombia were identified. This was
performed through a head space-solid phase
microextraction (HS-SPME) methodology,
coupled to gas chromatography and mass
spectrometry and olfactometry detection (GC-
MS-0). Compounds included esters, aromatic
compounds, alcohols, acetals, lactones and
furfural. Of these 46 compounds, nine are
present in all rums studied and others are
brand characteristic.

Foram identificados por primeira vez 46
compostos volateis olfativamente ativos com
atividade aromatica significativa presentes nos
runs comerciais da Coldmbia. O anterior,
mediante o desenvolvimento duma
metodologia Head Space — Solid Phase
Microextraction (HS-SPME) acoplada a
cromatografia gasosa com detectores de
espectrometria de massa e olfatometria (GC-
MS-0O). Entre os compostos identificados
estdo ésteres, compostos aromaticos, alcoois,
acetais, lactonas e furfural. Destes 46
compostos, nove estdo presentes em todos os
runs estudados e alguns outros s@o
caracteristicos das marcas.

Palabras clave: ron, compuestos volatiles,
identificacion, aroma, HS-SPME, GC-MS-O.

s

Keywords: rum, volatile compounds,
identification, aroma, HS-SPME, GC-MS-O.
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Caracterizacion de los compuestos del aroma en rones colombianos por HS-SPME-GC-MS-O

Introduccion

El ron es una bebida alcoholica procedente del jugo de la cafia o de
la melaza. Esta bebida pasa por un proceso de fermentacion corta
(entre 12 horas y 12 dias), seguido de una destilacion, ya sea en
columnas fraccionadas o en alambiques de cobre y, finalmente, es
envejecido en barricas de roble o tanques de acero. Sin embargo, el
proceso de fabricacion del ron puede cambiar de acuerdo a su lugar
de origen, debido a la variacion de las materias primas y a las
diferencias culturales, por tanto, cada ron puede tener caracteristicas
unicas frente a los demaés. Estas diferencias pueden estar dadas por:
la variedad de la cafia, la materia prima utilizada (melaza o jugo de
cafia), fermentacion corta o larga, destilacion en columna o en
alambique, envejecimiento en barricas o en tanques de acero y el
tiempo de envejecimiento.

Ahora bien, una de las propiedades mas importantes para definir
la calidad de un ron es su aroma, resultado de su composicion
volatil. Se han presentado varios trabajos que han estudiado la
composicion volatil de los rones procedentes de Jamaica (/), Puerto
Rico (2) y Cuba (3, 4). Recientemente, se present6 la caracterizacion
de los compuestos responsables del aroma de rones fabricados bajo
el sistema de solera, sin indicar la procedencia de los rones
estudiados (3). A la fecha no se ha reportado ningun estudio sobre los
rones colombianos comerciales y, por tanto, no se tiene informacion
sobre la composicion volatil que los caracteriza.

Los métodos empleados para el analisis de compuestos volatiles
en bebidas alcohodlicas como el ron incluyen el fraccionamiento en
columnas empacadas (6), la extraccion liquido-liquido (2),
evaporacion del aroma asistida con disolvente (SAFE) (5) y la
microextraccion en fase solida (SPME) (3); todos ellos seguidos de
analisis por cromatografia de gases con detectores de masas y
olfatométrico. La SPME presenta ciertas ventajas para analisis de
compuestos volatiles en bebidas alcohodlicas debido a su facil
implementacion, ademas de que no requiere el uso de solventes
organicos, evitando la interferencia de los mismos (7, 8).

El objetivo de este estudio fue elaborar un perfil de moléculas
volatiles (odorantes) de los principales rones comerciales
colombianos de diferentes calidades, mediante la optimizacion de un
método de SPME en modo de espacio de cabeza (HS-SPME),
seguido de andlisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas y detector olfatométrico (GC-MS-O).

Materiales y métodos

Reactivos

La mezcla de alcanos (desde C6 hasta C25) fue suministrada por
Supelco (Bellefonte, PA, USA). El agua de calidad analitica se
obtuvo de un sistema de purificacion Milli-Q~ de Millipore
(Bedford, USA).
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Muestras

Los rones empleados en el estudio se compraron en una tienda
especializada de la zona. En total fueron nueve rones colombianos de
tres marcas diferentes y con envejecimiento entre tres y 12 afios, con
porcentaje alcohdlico de 35% (v/v) (referencia comercial). Dichos
rones son: Ron Medellin Afiejo 3 afios, 8 afios y 12 afios; Ron Santa
Fe 4 afios, 8 afos y 12 afios; y Ron Viejo de Caldas 3 afios, 5 afios y
8 afios.

Entrenamiento del panel sensorial

Para la obtencion del perfil aromatico de las diferentes muestras se
entrend un panel sensorial olfativo conformado por diez personas
(cinco hombres y cinco mujeres), con edades entre los 18 y 35 afios.
El entrenamiento se llevo a cabo durante seis meses en sesiones de 2
h a la semana. La metodologia utilizada fue la propuesta por
Steinhaus y Schieberle (1). Los catadores se entrenaron con muestras
de  productos con  diferentes  descriptores  sensoriales
olfativos:frutales, maderas, tostados, dulces, nueces, citricos, florales
y lacteos. Las muestras fueron puestas en recipientes oscuros
marcados con un cddigo de tres digitos para evitar el sesgo (9).

Al finalizar el periodo de entrenamiento, los panelistas fueron
sometidos a una evaluacion de clasificacion, que consistio en
reconocer y clasificar segun el olor las diferentes muestras. De esta
prueba se seleccionaron seis panelistas que recibieron entrenamiento
en olfatometria con una disolucion de prueba preparada en el
laboratorio y que, posteriormente, realizaron los analisis.

Optimizacion de la HS-SPME

Para asegurar la eficiencia en el proceso de extraccion, la evaluacion
de los parametros de extraccion incluyd el estudio de cinco
parametros que afectan el proceso de HS-SPME: la naturaleza
quimica del recubrimiento de la fibra, tiempo de extraccion, volumen
de muestra a extraer, dilucion de la muestra y efecto salino.

En el proceso de extraccion se evaluaron tres fibras con
diferentes polaridades: PDMS (100 pm), PDMS/DVB (65 um) y
DVB/PDMS/CAR (50/30 um) que fueron suministradas por Supelco
(Bellefonte, PA, USA). La inyeccion se realizd en modo manual
empleando un holder de SPME de Supelco (Bellefonte, PA, USA).
Se utilizaron las siguientes condiciones de partida: 5 mL de una
muestra de Ron Medellin Afiejo 3 Afios, diluida al 50% (v/v) con una
solucion 6 M de NaCl, en un vial de 20 mL para HS-SPME con
agitacion magnética de 1000 rpm y un tiempo de exposicion de 60
min a 25 °C. Una vez realizada la extraccion, la fibra fue llevada al
puerto de inyeccion del GC-MS a 250 °C durante 3 min para la
desorcion térmica de los analitos extraidos. En este estudio se evalud
la eficiencia de la extraccion en funcion de la cantidad e intensidad
de analitos volatiles extraidos. Todas las fibras fueron
acondicionadas segun la recomendacion del fabricante.
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Posteriormente, para optimizar el tiempo de extraccion de los
analitos se estudiaron tiempos de extraccion de 5, 15, 30 y 60 min y
volumenes de muestra de 5; 2,5 y 1,3 mL. Dado que el proceso de
extraccion también es sensible a factores que modifiquen la matriz
(10), se optimizo la dilucion de la muestra (sin diluir, al 50%, 25% y
al 12,5% v/v) y, adicionalmente, el efecto salino a concentraciones de
NaCl de 1, 3 y 6 M. En todos los casos, solo se modificd el
parametro en estudio, manteniendo las demds condiciones
constantes. Todos los experimentos se realizaron por duplicado,
fijando la temperatura a 25 °C en un baflo termostatico.

La temperatura es un factor critico en el analisis por HS-SPME,
puesto que favorece la transferencia de compuestos al espacio de
cabeza (11, 12). Sin embargo, en este estudio se optd por fijar la
extraccion a 25 °C, simulando las condiciones de cata de un ron y
evitando que la composicion del aroma se viera afectada por el
incremento de la temperatura.

Todos los analisis se realizaron en un Saturn® 2000 GC/MS
Varian (Walnut Creek, CA, USA), deteccion de espectrometria de
masas con analizador de trampa de iones con un inyector un split/
splittless estandar y un liner para SPME de 0,75 mm de diametro
interno. El modo de inyeccion usado fue splittless a una temperatura
de 250 °C, con un pulso de presion de 131 kPa durante 2,9 min.
Durante el analisis, se utilizé helio como gas transportador a un flujo
constante de 1 mL/min. La columna cromatografica utilizada fue una
Agilent J&W DB-WAX, de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno y
0,25 um de espesor de pelicula.

El horno cromatografico inicialmente fue puesto a 40 °C durante
5 min, se incrementd a una razén de 4 °C/min hasta 100 °C, luego a
una velocidad de 6 °C/min hasta 220 °C y se mantuvo durante 20
min. La temperatura de la trampa de iones se mantuvo a 200 °C y la
linea de transferencia a 270 °C. El rango de masas seleccionado,
como relacién masa/carga, fue de 40 a 350.

Analisis de las muestras por GC-MS-O

Las muestras de ron se diluyeron al 50% con una soluciéon 6 M de
NaCl; de esta solucion se tomaron 5 mL y se llevaron a un vial
estandar de 20 mL para HS-SPME. Posteriormente, la fibra de
PDMS/DVB fue puesta en el espacio de cabeza de la muestra por 60
min a 25 °C con agitacion constante (1000 rpm). Al terminar el
proceso de extraccion, se retird la fibra del vial y fue llevada al
puerto de inyeccion del GC-MS-O para la desorcion térmica de los
analitos a una temperatura de 250 °C durante 3 min.

Los andlisis se realizaron en un cromatografo de gases Agilent
7890 (Santa Clara, CA, USA), acoplado simultineamente a un
puerto de olfaccion de temperatura programable Gerstel ODP
(Miilheim an der Ruhr, Alemania), con sistema de deteccion
olfatométrico y un detector de espectrometria de masas 5973
Network con analizador tipo cuadruplo. El cromatoégrafo cont6é con
un inyector de tipo split/splittless estandar y se utilizé un liner para
SPME de 0,75 mm de didmetro interno. El modo de inyeccion usado
fue splittless a una temperatura de 250 °C, con un pulso de presion
de 62 kPa durante 1 min. Se us6 helio (grado 5,0 analitico) como gas
portador, a flujo constante de 1 mL/min durante todo el analisis.

La columna cromatografica utilizada fue una DB-WAX de 60 m;
0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de pelicula
(Agilent J&W Scientific). La temperatura inicial del horno
cromatografico fue de 50 °C durante 3 min, luego se incrementd a
una velocidad de 3 °C/min hasta 160 °C, finalmente se llevo a 250 °©
C a una velocidad de 25 °C/min y se mantuvo durante 22 min
(tiempo final de analisis 60 min).

La temperatura del detector se mantuvo a 250 °C y la linea de
transferencia a 250 °C. El rango de masas seleccionado, como
relacion masa/carga, fue de 40 a 400. La temperatura del puerto de
olfaccion fue programada a través de una rampa lineal de
calentamiento que iniciéo en 80 °C y subid hasta 250 °C a una
velocidad de 4 °C/min.

Durante cada analisis, los jueces evaluaron los olores efluentes.
Cada vez que se reconocia un olor, se registraba el tiempo de
retencion y la descripcion del olor. Cada inyeccion fue realizada por
dos jueces entrenados, cada uno durante un tiempo de 30 min. Las
muestras de ron fueron evaluadas por seis jueces y cada uno realizd
el analisis completo de cada muestra en dos sesiones diferentes.

Calculo de los indices de Retencién (LRI)

Para realizar el calculo de los indices de retencion experimentales, se
analiz6 un estandar que contenia una serie de alcanos lineales desde
C6 hasta C25 bajo las mismas condiciones cromatograficas que las
muestras analizadas. Se calculé el LRI a cada compuesto que
presentd una respuesta sensorial (13).

Identificacion de los compuestos

La identificacion de los compuestos sensorialmente activos se
realizé con tres criterios: comparacion con un espectro de masas de
referencia de la base de datos NIST Mass Spectral Library 2014;
comparacion con los indices de retencion lineales reportados en la
literatura (2-6) en una fase polar y por olfatometria, comparando la
descripcion de la percepcion olfativa realizada por los jueces
respecto a la descripcion olfativa de referencia de cada compuesto.

El criterio para aceptar la identificacion de un compuesto fue la
correcta correspondencia del espectro de masas, el indice de
retencién y la descripcion olfativa con los datos de referencia
reportados para cada compuesto.

Resultados y discusion

Parametros de optimizacion de la HS-SPME

Para seleccionar la fase extractora del proceso HS-SPME se evalud
la cantidad de compuestos volatiles extraidos y la sefial
cromatografica de estos con tres fibras de polaridades diferentes
como se muestra en la Figura 1. La Fibra de PDMS tuvo el mas bajo
rendimiento en la extraccion, debido a que la extraccion de
compuestos polares volatiles presentes en el ron se ve afectada por la
naturaleza apolar de la fase. El rendimiento de las fibras de PDMS/
DVB y CAR/DVB/PDMS fue similar en cuanto al numero de
compuestos extraidos. Sin embargo, con la fibra de PDMS/DVB se
obtuvo una mayor eficiencia en la extraccion de los compuestos
volatiles odorantes y, por tanto, fue la fase seleccionada para el
analisis. Estos resultados difieren de la fase seleccionada (PDMS)
por Pino (3, 4, 14) para el estudio de compuestos volatiles en rones
cubanos, sin embargo, el autor no presenta resultados que justifiquen
la seleccion de esa fase extractora.
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Figura 1. Cromatogramas de la extraccion de compuestos volétiles en rones colombianos con
diferentes fibras de SPME

Después de elegir el tipo de fibra, se evaluo el efecto del tiempo de
exposicion de la fibra de SPME al espacio de cabeza de las muestras
(5, 15, 30 y 60 min) (Figura 2). Se encontrd que, al aumentar el
tiempo de extraccion, se aumenta también la cantidad de compuestos
volatiles extraidos (representado por la suma total de las dreas de
todos los picos en el cromatrograma). Se evidencio que, a 60 min, el
sistema llegd practicamente al equilibrio de los analitos en los
procesos de particion liquido-HS y HS-fibra, por tanto, se eligio
continuar el estudio con un tiempo de extraccion de 60 min, que
coincide con el tiempo del analisis cromatografico.
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Figura 2. Efecto del tiempo de extraccion de la fibra en el proceso HS-SPME de compuestos
volatiles presentes en rones colombianos

Se evalué también el efecto de la dilucion de la muestra: en la
mayoria de los licores se presentan problemas para la extraccion de
los analitos volatiles, debido al alto contenido de etanol. Este
produce la saturacion del espacio de cabeza y de los sitios activos de
la fibra de SPME por la elevada presion de vapor a temperatura
ambiente.
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En todos los rones estudiados el contenido de etanol fue de 35% (v/
v). A esta concentracion, el alcohol compite con los demas analitos
por el espacio de cabeza y por los sitios activos de la fibra,
disminuyendo la eficiencia del proceso de extraccion (3, 10). Asi,
cuando se diluyd la muestra y el contenido de etanol era del 17,5%,
la extraccion de los demas analitos volatiles fue favorable, porque el
etanol se encontraba en menor proporcion en el espacio de cabeza.
Sin embargo, cuando el contenido de etanol era del 12% y 7,5%, los
analitos también se diluyeron en una proporcion considerable,
disminuyendo su concentracion en el espacio de cabeza vy,
consecuentemente, la extraccion de estos se vio afectada (Figura 3).
Estos resultados coinciden con los previamente reportados (3, 15).
Por lo anterior, se eligi6 una dilucién de la muestra con contenido de
etanol del 17,5% como parametro optimo para los anélisis.
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Figura 3. Efecto de la dilucion de la muestra sobre los compuestos volatiles

Del mismo modo, se evalu6 el efecto del volumen de la muestra en
el proceso de extraccion. Para ilustrar la evaluacion de este
parametro se realizd el seguimiento de tres compuestos presentes en
las muestras de ron: acetato de etilo, 2-feniletanol y lactona de roble,
que eluyen al inicio y al final del analisis cromatografico (Figura 4).
Al aumentar el volumen de la muestra (disminucion del volumen del
espacio de cabeza), aumentaron las areas de los compuestos volatiles
extraidos. Los compuestos mas volatiles, como es el caso del acetato
de etilo, tuvieron un mayor aumento, razon por la cual se decidid
seguir el estudio con 5 mL de muestra.
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Tabla 1. Compuestos odorantes identificados en los rones colombianos estudiados por HS-SPME-GC-MS-0

LRI Compuesto Olor RM3 | RM8 | RMI12 | RS4 | RS8 | RS12 | RV3 | RVS | RV8
900 Acetato de etilo Dulce, frutal, alcohol X X X X X X X X X
941 Etanol Dulce, alcohol X X X X X X X X X
955 Metil ciclohexanol Fruta Madura X

967 Propanoato de etilo Frutal, fresco, fresa X X

971 Propionato de etilo Dulce, Galleta X

976 Isobutanoato de etilo Frutal, fresa X

981 1,1-Dietoxi-2-metilpropano Dulce, frutal X

1022 | Isobutanoato de etilo Tabaco X X

1045 | Butanoato de etilo Dulce, frutal X X X X X
1061 | 2-metilbutanoato de etilo Frutal, dulce, uvas pasas X X X

1072 | Isovalerato de etilo Dulce, floral X X X

1079 | 1,1-Dietoxi-3-metilbutano Dulce, frutal X X X

1080 | 2-Metil-3-butan-2-ol Dulce, frutal X

1082 | Acetato de butilo Frutal, desagradable X

1098 | Isobutanol Reactivo X

1126 | Isoamil acetato Banano, dulce X X X X X X X X
1146 | Valerato de etilo Dulce, frutal X X X X X X X

1155 | p-Xileno No reconoce X X
1198 | Propanoato de 3-metilbutilo Dulce, fresa X X
1212 | 3-metil-1-butanol Vinagre, acido, queso X X X X X X X X
1241 | Hexanoato de etilo Frutal, Dulce X X X X X

1337 | Heptanoato de etilo Dulce, floral X X X X

1446 | Octanoato de etilo Dulce, lactico X X X X X X X X X
1491 | Furfural Galletas, frutal, herbal X X X X X X X X X
1526 | Nonanoato de etilo Lactico, harina X X X

1596 | Malonato de dietilo Frutal X X

1660 | Caproato de etilo Suave, tierra X

1679 | (4E)-4-decenoato de etilo Seco, verde X
1696 | Succinato de dietilo No reconoce X X X X
1703 | Dec-9-enoato de etilo Tierra, tostado X

1775 | 1,1,6-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno Quemado, ahumado X X
1785 | (E)-Anatole Dulce X X X

1799 | Naftaleno Ahumado X X X X X X

1801 | Salicilato de metilo Floral, fresco X X X X

1803 | 2-feniletanoato de etilo Ahumado X

1815 | 2-feniletil acetato Malta, dulce X X X
1829 | Laurato de etilo Queso, pies X X X X X X X X X
1837 | 2-Metilnaftaleno Floral, quimico X X X X

1850 | 2-feniletanol Dulce, floral X X X X X

1861 | (trans)-lactona de roble Madera, tostado, fenol X X b X X X

1870 | Miristato de isopropilo Fresco, floral X
1874 | Miristato de etilo Ahumado X X X X

1876 | Tetradecanoato de metilo Dulce, agrio X

1904 | 1,6,7-Trimetilnaftaleno Vinagre, desagradable X

1907 |2,3,6-Trimetilnaftaleno Vinagre, maiz, grano X

2032 | Vainillina Dulce, floral X X X X X X X X X

Los compuestos fueron identificados por la correcta correspondencia entre los espectros de masas, LRI y olor de cada compuesto con los reportados en la literatura, excepto el
succinato de dietilo para el cual no se reconocio el olor del compuesto.

RM3, RM8 y RM12 corresponden a Ron Medellin 3, 8 y 12 afios respectivamente; RS4, RS8 y RS12 a Ron Santa Fe 4, 8 y 12 afios respectivamente y RV3, RV5 y RV8 a
Ron Vigjo de Caldas 3, 5y 8 afios respectivamente.
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Caracterizacion de los compuestos del aroma en rones colombianos por HS-SPME-GC-MS-O

Finalmente, se estudid el efecto salino, dado que la adiciéon de
una sal a la muestra puede afectar los coeficientes de particion de los
analitos. Se observo un aumento significativo de la intensidad de los
compuestos volatiles extraidos, conforme se aumentd la fuerza
idnica (datos no mostrados). Por ello, la dilucion de las muestras se
realizd con una solucion de NaCl 6 M. Al evaluar el efecto salino,
mediante una prueba triangular con el panel sensorial se verificd que
el perfil aromatico de las muestras no cambiaria al modificar la
fuerza i6nica del sistema.

Compuestos aromaticos activos identificados
por GC-O

En este estudio se identificaron 46 compuestos volatiles
sensorialmente activos presentes en los diferentes rones estudiados.
Dentro de los compuestos identificados se encuentran 26 ésteres, seis
compuestos aromaticos, seis alcoholes, dos acetales, la frans-lactona
de roble, furfural, salicilato de metilo, (E)-anetol, 2-metilbutanoato
de etilo y vainillina (Tabla 1). Los descriptores odorantes mas
representativos fueron frutales, dulces, maderas, vinagres y florales.

Asi, el aroma de los rones estudiados esta constituido
principalmente por ésteres, alcoholes e hidrocarburos aromaticos que
son generados en el proceso de fermentacion (/6). Los acidos
también son compuestos caracteristicos en el aroma de rones, que se
generan por oxidacion de lipidos saturados constituyentes de la cafia,
cuya produccion se incrementa con el tratamiento térmico de la
materia prima (2). Entre los mas abundantes que se han reportado se
encuentran el acido acético, acido hexanoico, acido octanoico y
acido decanoico (/7). Sin embargo, en las muestras de rones
colombianos estudiados no se encontrd ningun acido, pero si los
ésteres derivados de los acidos enunciados anteriormente. Se infiere
que estos acidos pueden ser esterificados probablemente por
condiciones propias del proceso y del afiejamiento.

Por su parte, los hidrocarburos aromaticos son compuestos que
generalmente se producen en un proceso de combustion y que, a
concentraciones altas, pueden llegar a tener un impacto negativo en
la calidad olfativa. Es probable que estos se formen en el proceso de
tostado de la barrica, y posteriormente sean transferidos al ron en el
proceso de envejecimiento (/8).

De los compuestos volatiles olfativos identificados, se distinguen
nueve compuestos que estan presentes en todos los rones estudiados:
acetato de etilo, etanol, hexanoato de etilo, heptanoato de etilo,
octanoato de etilo, furfural, caproato de etilo, laureato de etilo y
vainillina. Estos compuestos podrian hacer parte de la base del
aroma del ron, puesto que se producen en etapas basicas del proceso,
por lo cual es normal que se encuentren presentes en todas las
muestras. Por ejemplo, el etanol se produce en la etapa de
fermentacion alcohdlica, los ésteres en el afiejamiento y el furfural
en la deshidratacion del jugo de cafia.

Ademas de lo anterior, en el Ron Santa Fe 12 afios se encontr6 el
p-xileno, un compuesto que no ha sido reportado en ningin tipo de
ron. La presencia de este compuesto podria deberse al proceso de
afiejamiento, donde posiblemente se formo tras el tostado de la
barrica (dependiendo del tipo de roble empleado) (19).

Se evalu6 también el efecto de la dilucion de la muestra: en la
mayoria de los licores se presentan problemas para la extraccion de
los analitos volatiles, debido al alto contenido de etanol. Este
produce la saturacion del espacio de cabeza y de los sitios activos de
la fibra de SPME por la elevada presion de vapor a temperatura
ambiente.
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Analizando los compuestos identificados por marca (Ron
Medellin Afiejo, Ron Santa Fe y Ron Viejo de Caldas), se observa
que Ron Medellin Afiejo presenta un compuesto caracteristico: el
1,1-dietoxi-3-metilbutano, que tiene un descriptor aromatico dulce-
frutal. Este compuesto de la familia de los acetales se forma por
reaccion de los aldehidos con etanol (4). En Santa Fe se identifico el
succinato de dietilo, con descriptor aromatico vinoso-fruta, este
compuesto se produce por accion de las levaduras en el proceso de
fermentacion (4). Por el contrario, en el caso de Ron Viejo de Caldas
no se encontrd ninglin compuesto caracteristico.

Conclusiones

Se establecieron las condiciones Optimas para realizar el proceso de
extraccion por HS-SPME de los compuestos volatiles presentes en el
ron, evaluando el tipo de fibra, el tiempo de extraccion, la dilucion
de la muestra, el volumen de la muestra y el efecto salino.

Aplicando el método desarrollado, se identificaron por primera
vez 46 compuestos volatiles odorantes presentes en nueve rones
colombianos comerciales, resaltando las notas odorantes a madera,
dulce, floral, frutales y vinagrosas. Ademas, se establecio una lista de
compuestos volatiles odorantes que se encuentran presentes en todos
los rones estudiados. Esta lista de compuestos permitird realizar
estudios posteriores de cuantificacion de los odorantes involucrados
en la formacion del aroma, que, acompaiiado de estudios de
reconstitucion de aromas, pueden dar lugar al desarrollo del papel de
cada uno de estos compuestos en el aroma de los rones colombianos.
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denotado con asterisco. Por ejemplo:

Mauricio Acelas', Elizabeth Gil*>, Markus Doerr’, Martha Daza’, Juan
Manuel Urbinal”

'Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular - LQOBio,
Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander, Ciudad
Universitaria, AA 678, Bucaramanga, Colombia.

*Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 N°
43-82, Bogota D.C., Colombia.

*Grupo de Bioquimica Teodrica - GBQT, Facultad de Ciencias,
Universidad Industrial de Santander, Ciudad Universitaria, AA 678,

Bucaramanga, Colombia.

* . . . .
Autor para correspondencia: jurbina@uis.edu.co

Cuerpo del articulo

Todo el texto debe venir justificado (alineado a izquierda y derecha),
con las paginas y lineas numeradas continuamente. Todos los titulos y
subtitulos primaros y secundarios deben ir justificados a la izquierda.

Los titulos (RESUMEN, PALABRAS CLAVE,
INTRODUCCION, MATERIALES Y METODOS,
RESULTADOS Y DISCUSION, AGRADECIMIENTOS,

CONCLUSIONES y REFERENCIAS) deben ir con mayuscula
sostenida y negrilla. Los subtitulos primarios en minusculas
sostenida y en negrilla. Los subtitulos secundarios con mintiscula
sostenida y en cursiva. Siempre se deben definir los términos
estadisticos, abreviaturas y los simbolos la primera vez que se usan
en el articulo. Para las unidades de medida se debe usar el sistema
métrico internacional.
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Cuando no van seguidos de unidades, los niimeros enteros hasta
diez se escriben con la palabra (uno, dos, diez) y mayores de diez con
numeros (11, 12, 102). Cuando se utilicen numeros, estos deben ir
seguidos de sus unidades y se mantendra un espacio entre uno y otro
(100 m, 50 mL). Si se trata de porcentaje no deje espacio entre el
numero y la unidad (80%). En manuscritos escritos en espafol las
cifras decimales irdn separadas por coma (,) y en inglés por punto (.).
Cite cada figura y tabla en el texto de acuerdo al orden de aparicion y
en el siguiente formato: Figura 1 o Figuras 1 y 2 o Figuras 1A-1F o
Tabla 1.

Resumen

Resumen de maximo 200 palabras. Se sugiere poner una frase
introductoria. Deben mencionarse los propositos de la investigacion,
los resultados relevantes (proporcionando datos especificos y, de ser
posible, su significacion estadistica), y las conclusiones principales
sin incluir citas bibliograficas. Se debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio. Debe evitar presentarse un resumen
descriptivo (aquel donde no se presentan datos), en cambio, debe
presentarse un resumen analitico (aquel en donde se presentan los
datos relevantes obtenidos en la investigacion). Debe aparecer
siempre en espafiol, inglés y portugués.

Palabras clave

Deben listarse de 3 a 6 palabras claves. No se deben emplear las
palabras ya usadas en el titulo del manuscrito. Deben aparecer
siempre en espaiiol, inglés y portugués.

Introduccion

Deben presentarse los fundamentos 16gicos para la realizacion del
trabajo. Solo se dan las referencias estrictamente oportunas y no se
deben incluir datos o conclusiones del trabajo que se esta publicando.
Al final de la introduccion, debe presentarse el objetivo del trabajo.

Materiales y métodos

En una subseccion deben listarse los reactivos utilizados, la marca y
el pais. Se deben usar subtitulos en los procedimientos utilizados. Los
procedimientos deben tener el detalle suficiente para permitir a otros
profesionales reproducir la investigacion. Se deben incluir los
equipos empleados, incluyendo nombre del fabricante y pais, ademas
de las referencias de la metodologia y métodos estadisticos. Deben
describirse los métodos nuevos o los que han sido sustancialmente
modificados, sustentando las razones para utilizarlos y evaluando sus
limitaciones.

Los autores que envien articulos de revision, deberan describir los
métodos empleados para localizar, seleccionar, extraer y sintetizar la
informacion. Siempre que se hagan pruebas estadisticas, debe usarse
un subtitulo “Analisis estadistico” para su descripcion.

Resultados y discusion

Los resultados deben presentarse en un orden 16gico y concordante
con el orden de los métodos. Se deben destacar los resultados que
contribuyen a la generacion de nuevo conocimiento. La informacion
contenida en tablas no debe repetirse en figuras y viceversa.

En la discusion deben destacarse los aspectos nuevos y relevantes
del estudio, y evitar repetir informacion ya facilitada en las seccion
INTRODUCCION. Se recomienda evaluar posibles relaciones entre
los resultados obtenidos, juzgar los resultados en relaciéon con los
obtenidos por otros autores, y proponer hipdtesis que expliquen los
datos obtenidos. En esta seccion debe haber una extension minima de
tres paginas a doble espacio.

Conclusiones

Debe aparecer minimo un parrafo con las conclusiones, vinculado a
los objetivos del estudio, evitando enumerarlas o presentarlas como
frases sueltas. Se deben realizar afirmaciones plenamente respaldadas
por los datos.

Agradecimientos

Deben mencionarse las fuentes de financiacion de los proyectos de
investigacion y/o apoyos recibidos para la realizacion del estudio
(becas, equipos, reactivos, entre otros). Pueden nombrarse a aquellas
personas que hayan prestado su ayuda intelectual al trabajo, pero
cuyas contribuciones no justifiquen la autoria, describiendo Ia

contribucion llevada a cabo, por ejemplo, "apoyo técnico", "revision

n <

critica del escrito", “recoleccion de muestras”.

Referencias

El formato esta basado en la guia de estilos de la American Chemical
Society (ACS).

Referencias en texto: Todas las citas que aparecen en el texto deben
coincidir con las presentadas en la seccion REFERENCIAS, y
viceversa.

Debe evitarse citar como bibliografia:

e Los resumenes presentados en congresos u otras reuniones.

e Comunicaciones personales.

e Datos no publicados. La citacion de un articulo “en prensa”
supone que el articulo ya fue aceptado para publicacion.

Las citas deben realizarse con numeros italicos en paréntesis en la
linea del texto, y dentro de la puntuacion. Por ejemplo:

- Las condiciones de extraccion se encuentran reportadas en otros
estudios (7).

Si hay varias citas se separan con coma (,) sin espacios entre los
nameros; si son citas consecutivas, se separan con guioén (-). Por
ejemplo:

- Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por otros
autores (8, 26-30).

Las citas se deben escribir con niumeros naturales acorde a su orden
de aparicion. Si dentro de la redaccion del texto se debe mencionar el
autor, entonces la citacion debe ser:

e Un autor: Duque (2)
e Dos autores: Duque y Palomeque (3)
e Mas de dos autores: Duque et al. (4)
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Formato de referencias: Las referencias deben ser organizadas en el
mismo orden numérico en el que fueron presentadas a lo largo del
texto.

Revistas

Se debe anotar el apellido y las iniciales del nombre de todos los
autores. Apellidos se separan de las iniciales del nombre con coma.
Las iniciales de los nombres de autores se acompaiian con punto. Los
autores se separan con punto y coma. Luego se escribe el titulo. El
nombre abreviado de la revista en cursiva, de acuerdo al Chemical
Abstracts Service Source Index (CASSI, http:/cassi.cas.org/
search.jsp). El afo en negrilla, el volumen en italica y las paginas
(separadas por guion). De igual manera, si el articulo cuenta con DOI
es necesario incluirlo al final de la referencia.

e Hasta seis autores: se incluyen todos los autores.

Da Silva, R.; Nissim, I.; Brosnan, M.; Brosnan, J. Creatine
synthesis: Hepatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivo. Am. J. Physiol.
Endocrinol.  Metab. 2009, 296, 256-261. DOI: http://
dx.doi.org/10.1152/ajpend0.90547.2008.

e Mas de seis autores: incluir hasta los seis primeros autores y a
continuacion escribir ef al.

Libros y otras monografias
o Libros sin editores
- Stout, J.; Antonio, J.; Kalman, D. Essentials of creatine in
sports and health. Humana Press Inc.: Totowa, NJ, 2008; pp
30-40. DOLI: http://dx.doi.org/10.1007/978-1-59745-573-2.

- Budavari, S.; O’Neil, M. J.; Smith, A.; Heckelman, P. E.;
Obenchain, J. R., Jr.; Gallipeau, J. A. R.; D’Arecea, M. A. The
merck index, an encyclopedia of chemicals, drugs, and
biologicals, 13th ed. Merck & Co., Inc.: Whitechouse Station,
NJ, 2001; pp 1768-1769.

Libros con editores

-Rowe, R. C.; Sheskey, P. J.; Owen, S. C. (eds.). Handbook of
pharmaceutical excipients, 5th ed. Pharmaceutical Press and
American Pharmacists Association: Grayslake, IL, 2006; pp
798-799.

Capitulo en libro editado

McBrien, M. Selecting the Correct pH Value for HPLC. In
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimization, Kromidas, S., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim,
Germany, 2006; pp 89-103.

Libros y otras monografias

e Impreso
King, K. J. Development of a pressurized system for oxidation
studies of volatile fluids. M.S. Thesis, The Pennsylvania State
University, State College, PA, Marzo 1983.

® Electronico
Abrams, N. M. Efficiency enhancement in dye-sensitized solar
cells through light manipulation. Ph.D. Dissertation [Online],
The Pennsylvania State University, University Park, PA,
December 2005. http://etda.libraries.psu.edu/theses/approved/
WorldWidelndex/ETD-1061/index.html (consultado el 2 de
abril de 2014).

Sitios Web
Penn State Department of  Chemistry. http://
www.chem.psu.edu/ (consultado el 7 de junio de 2014).

Mallet Chemistry Library, University of Texas Libraries.
ThermoDex home page: An index of selected thermodynamic
and physical property resources. http:/www.lib.utexas.edu/
thermodex/ (consultado el 19 de marzo de 2014).

En prensa
Martinez, F.; Jouyban, A.; Acree, W. E., Jr. Comments on
“Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol + water mixtures
at different temperatures”. J. Chem. Thermodyn. 2015. In
press. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jct.2015.11.031

Tablas y figuras

Las fotos, diagramas, mapas y graficas se clasifican como figuras.
Deben usarse figuras como alternativa a las tablas; evite redundancia
entre tablas, figuras y texto.

Las figuras con sus leyendas deben enviarse individualmente en
formato .TIFF, de excelente calidad, con una resolucion minima de
300 dpi y con uno de dos tamafios (9 cm de ancho, que es una
columna, o 20 cm que cubre las dos columnas). La impresion a color
no genera costos adicionales para los autores, sin embargo, representa
un mayor costo para la revista. Teniendo esto en cuenta, se debe
utilizar escala de grises o tramas siempre que sea posible. Deben
usarse colores cuando sea estrictamente necesario. Figuras que hayan
sido creadas en Excel o Word deben ser enviadas en esos programas.
Las tablas deben estar en el cuerpo del articulo al final del
documento. Tanto las tablas como las figuras deben ser
autocontenidas (poder interpretarse sin necesidad de recurrir al
cuerpo del articulo). En la leyenda de la figura, o en el titulo o pie de
la tabla, deben describirse las claves, abreviaturas y demas
explicaciones. Se recomienda proporcionar ademas de los promedios,
las desviaciones estandar y demas informacion estadistica relevante a
los datos.

La rotulacién de cada tabla debe ir a la cabeza de la misma,
mientras que en las figuras debe presentarse al pie. Evite figuras
pequeias aisladas: agrupe figuras con informacion relacionada en
figuras compuestas rotuladas con letras (Figura la, Figura 3b, etc.).
Si un articulo contiene tablas o figuras reproducidas (asi sean del
mismo autor), es obligacion declarar el origen y presentar permiso
para utilizarlas. Es responsabilidad de los autores conseguir el
correspondiente permiso. Si tiene dudas al respecto, por favor
comunicarse con la  revista via correo  electronico
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co) o por teléfono (+571 3165000 Ext.
14458).

Preparacion para el envio online

Antes de realizar el envio de su manuscrito ya sea por el Portal o por
correo electronico, verifique que cumple con las siguientes
condiciones:
e Presenta un titulo en los 3 idiomas solicitados.
e Proporciona nombres y apellidos completos de los autores (e
indica quién es el autor de correspondencia), y de cada autor se
menciona:

o Ultimo titulo profesional.

o Institucion en la cual trabaja.
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o Pais y ciudad de reisdencia.
o Correo electronico.

e Presenta un resumen analitico, de maximo 200 palabras, en los 3
idiomas solicitados.

e Presenta palabras clave, en los 3 idiomas solicitados.

El cuerpo del articulo se encuentra en el formato solicitado.

e Las referencias citadas en el cuerpo del articulo aparecen en la
seccion REFERENCIAS, y viceversa.

¢ El formato de las referencias sigue las indicaciones estipuladas en
esta guia.

® FEn las referencias se menciona el DOI de los articulos, si es el
caso.

o Las figuras estan en formato .TIFF con resolucion mayor a 300 dpi
en archivos diferentes al cuerpo del documento. Si las figuras
fueron creadas en Word o Excel entonces se envian en ese formato.
Las tablas van al final del documento.

Adjunta la carta de presentacion del articulo en el formato
dispuesto para tal fin.

Manuscrito aceptado para publicacion

Si el Editor le ha notificado que su manuscrito podria ser aceptado
para publicaciéon en caso de tener en cuenta las modificaciones
sugeridas por los revisores, envie la nueva version del articulo
acompaiiada de una carta donde detalle cada uno de los comentarios
de los revisores, y justifique en caso de que no tenga en cuenta alguna
de las sugerencias. Trabaje la nueva version del articulo con control
de cambios o resalte los cambios en esta nueva version, para que el
Editor pueda identificarlos con facilidad.
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Una vez haya finalizado el proceso de revision por pares, el Editor
enviara un correo electronico al(os) autor(es) del manuscrito
manifestando la decision del Comité Editorial. Si el manuscrito ha
sido aceptado para publicaciéon, se adjuntaran al correo las
sugerencias, indicaciones y comentarios que cada evaluador efectud
sobre los aspectos de fondo y de forma del articulo. Para continuar
con el proceso de publicacion el(los) autor(es) deben enviar los
siguientes archivos al correo de la revista
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co):

e La nueva version del documento en donde se trabaje con control
de cambios o se resalten las modificaciones trabajadas.

e Una carta en la que se detallen cada uno de los comentarios de los
revisores, justificando aquellos casos en los que no se siguié una
determinada indicacion o sugerencia.

e Las imagenes que se hayan modificado en virtud de los
comentarios de los revisores y las necesidades de la nueva
version. Las imagenes deben estar en formato .TIFF con una
resolucion mayor a 300 dpi.

Costo de la publicacion

La publicaciéon de un articulo, con una extension no mayor a 3
paginas de la revista, tendra un costo de $30.000 pesos colombianos.
Las paginas adicionales tendran un costo de $20.000 pesos
colombianos cada una.
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Guide for authors

Description

Revista Colombiana de Quimica (Rev. Colomb. Quim. Online
version ISSN 2357-3791, printed version ISSN 0120-2804) is a peer-
reviewed scientific journal from the Department of Chemistry,
Faculty of Sciences of Universidad Nacional de Colombia, Bogota.
Since its launch in 1971 and until 1980 Revista Colombiana de
Quimica published a volume per year, and its frequency changed to
one or two volumes per year from 1981 to 2006. From 2007 until the
present, this journal has published three volumes per year. All of its
volumes are available online at the website: http:/
www.revistas.unal.edu.co/index.php/rcolquim/index.

Revista Colombiana de Quimica is indexed in databases such as
Scopus, Publindex, DOAJ, SciELO, Latindex, and Redalyc. This
publication has a Scientific and Editorial Board composed of
renowned researchers in each subject, and accepts relevant
contributions to the different areas of chemistry such as analytical
chemistry, biochemistry, organic and physical chemistry, food
chemistry, inorganic chemistry, material sciences, organometallic
chemistry, and chemistry teaching, among others. The target audience
are professionals of any area of chemistry.

Types of manuscripts
Research articles

They are articles that present results of investigation that have not
been published previously. The authors should highlight the
contribution of their work to novel knowledge. It is suggested a
maximum of 40 references.

Reviews

They will be requested by invitation of the Publishing Board,
considering the experience of the authors in a specific subject. They
are articles that present the current state of the knowledge on a
subject. Additionally, in this type of articles, the authors should
clearly establish their contribution and own criterion. It has to present
more than 50 references, preferably of the last 5 years.

Ethics

Revista Colombiana de Quimica follows the ethics policy proposed
by COPE: http://publicationethics.org/ intended for peer-reviewed
scientific journals. Please be aware that plagiarism, ghost writing, and
duplication of results are considered to go against our ethics policy.
This journal uses an evaluation system in which authors and referees
are unknown to each other.

Conflicts of interest

The journal defines a conflict of interest as any subject that interfere
in: the complete and objective presentation, the review by pairs, the
taking of publishing decisions, or the publication of investigation
articles presented to the journal. The conflict of interests can be of
financial and no financial nature, professional or personal, and can
come up in relation to an organization or another person.

Submitting and outline for the general
review

Manuscripts submitted to the Revista Colombiana de Quimica for
their possible publication have to be unpublished (no subjected at
the same time to any other journal, either printed or digital). The
authors are responsible for their opinions and ideas declared in the
manuscript. The precision of the information in a manuscript,
including figures and tables, is complete responsibility of the author
(s).

Manuscripts can be submitted for their evaluation via email
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co) or through the platform on-line of the
journal (http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/rcolquim).

General requirements for submitting

1. Sending through the portal online are possible if the author is
registered. If not, the author should register following the
necessary steps. Before beginning, it is important to check that the
sending meets all the requirements requested by the journal (See
section Preparation for on-line sending).

2.Neither abstract nor authors’ data should be included in the on-
line version of the document. These information should be
included in the metadata, that is to say, in the submission form.
On the contrary, if the article is sent by e-mail it has to contain all
the data that is specify in the Format section.

3. In both cases, on-line submitting or via e-mail, a letter presenting
the article must be submitted. This letter should include the most
relevant aspects of the manuscript, a list of three possible
reviewers, with their respective contact data. The letter should be
sign by all the authors.

4. Photos, diagrams, maps, and figures should be named as figures.
Photos and maps should be attached in a separated file, in a TIFF
or JPEG format. They should have the size at which they have to
be published, with a resolution of 300 dpi, and in a grey scale in
black and white. If a grey scale is not good enough then different
trams should be used. Photos and maps should not be copied in
Word because they lose resolution, and therefore there will be
problems during the formatting. If the graphic corresponds to
archives developed in Excel or Word, then authors should send it
in the original program.
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Reviewing flow

¢ After receiving the manuscript and verifying that it fulfils with the
format established in this guide, it is sent to peer-reviewers.

e After receiving the evaluations, the decision of the Editorial Board
is sent to the correspondence author:

o Accepted with minor changes: Authors should send a new
version to the journal. When the editor verifies that the
changes were made (the authors have to send a detailed list
with the changes made or the reason why they do not made
the changes), the article is accepted.

o Major changes: Authors should send a new version to the
journal, which will be subjected to a fast evaluation (the
authors have to send a detailed list with the changes made or
the reason why they do not made the changes).

o Rejected: The authors decide if they subject a new version
to the journal, which will be treated as a new article.

® [f the article is accepted, it will appear initially in a pre-print
format

in the web page of the journal (http://www.revistas.unal.edu.co/
index.php/rcolquim/index). Later on it will be replaced by the
diagramed version.

Preparation

The document has to be presented in a Word .doc or .docx file, size
letter, 2.0 line spacing, with top and bottom margins of 2.5 ¢cm and
3.0 cm in right and left margins, font Times New Roman, pages
consecutively numbered. The titles: ABSTRACT, RESUMEN,
RESUMO, INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS,
RESULTS AND DISCUSSION, CONCLUSIONS,
ACKNOWLEDGEMENTS, and REFERENCES should to be
used.

Language

Manuscripts are accepted in Spanish, English or Portuguese.
However, the title, abstract, and key words should be written in
the three languages. As a strategy to increase the diffusion and
visibility of the manuscript, the journal encourage to the authors to
present the manuscript in English.

First page
Title

The title has to be in small letter, unless the capital is compulsory. It
has to be concise but informative and does not have to exceed 120
characters including spaces. The title has to appear always in
Spanish, English, and Portuguese. For example:

e (Catalytic oxidation of toluene and 2-propanol over Mn and Co
mixed oxides obtained by coprecipitation method.

e Oxidacion catalitica de tolueno y 2-propanol sobre 6xidos mixtos
de Mn y Co obtenidos por coprecipitacion.

e A oxidagdo catalitica de tolueno e 2-propanol em 6xidos mistos de
Mn e de Co, obtidos por coprecipitagio.

Author(s) and their filiations

¢ Full names.

Last professional title.

Working institution.

Country and city of residence.

E-mail (for each author).

Filiation data should keep a categorical order as follows: laboratory,
institute, university, city, state, country, e-mail. Each filiation should
be listed with numbers in superscript and referenced to each author.
The author of correspondence has to be denoted with an asterisk. For
example:

Mauricio Acelas', Elizabeth Gil?>, Markus Doerr’, Martha Daza’, Juan
Manuel Urbinal®

'Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular - LQOBiIo,
Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander, Ciudad
Universitaria, AA 678, Bucaramanga, Colombia.

?Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 N°
43-82, Bogota D.C., Colombia.

*Grupo de Bioquimica Teorica - GBQT, Facultad de Ciencias,
Universidad Industrial de Santander, Ciudad Universitaria, AA 678,
Bucaramanga, Colombia.

*Author of correspondence: jurbina@uis.edu.co

Body of the manuscript

The manuscript should be justified (aligned to both left and right),
with the pages and lines numbered continuously. All titles and
primary and secondary subtitles should be justified to the left. The
titles (ABSTRACT, INTRODUCTION, MATERIAL AND
METHODS, RESULTS AND DISCUSSION, CONCLUSIONS,
ACKNOWLEDGEMENTS, and REFERENCES) have to go with
capital letter and bold type. The primary subtitles have to go with
small letter sustained and bold type. The secondary subtitles have to
go in italic. Always the statistics terms, abbreviations, and symbols
have to be defined the first time they are used in the manuscript. For
the measurement units, the International Metric System should be
used.
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When not followed by units numbers are written up to ten with the
word (one, two, three, etc.) and higher than ten with numbers (11, 12,
102). Numbers with units should be followed by the units keeping a
space between one and another (100 m, 50 mL). If the number
represents a percentage then there should not be any space between
the number and the unit (80%). In manuscripts written in Spanish
decimals are separated by comma (,) and in English by point (.). Each
figure and table in the text must be quoted according to the order of
apparition and in the following format: Figure 1 or Figures 1 and 2 or
Figures 1A-1F or Table 1.

Abstract

Abstract should have a maximum of 200 words. To write an
introductory sentence is suggested. The authors have to mention the
aim of the investigation, the notable results (providing specific data
and, if possible, its statistical significance), and the main conclusions
without bibliographic references. Authors should emphasize towards
the new and important aspects of the study. A descriptive abstract
should be avoided (where no data is shown), instead, an analytical
abstract (where notable data obtained in the investigation is shown)
should be presented. The abstract has to appear always in Spanish,
English, and Portuguese.

Key words

Between three to six words have to be listed. The words used in the
title of the manuscript should not be used in this section. Key words
have to appear always in Spanish, English, and Portuguese.

Introduction

The logical foundations for the realization of the work have to be
presented. Only strictly timely references should be given. Data or
conclusions of the manuscript should not be included in this section.
At the end of the introduction, the aim of the work have to be shown.

Materials and methods

In a subsection, the reagents used, trade, and the country have to be
listed. The methods used should be listed by subtitles. The procedures
have to have the sufficient detail to allow other professionals to
reproduce the experiments. This section must include the equipment,
including name of the manufacturer and country, in addition, the
references of the methodology and statistical methods should be
provided. Authors should describe the new methods or those that
have been substantially modified, supporting the reasons to use them
and evaluating their limitations.

Authors submitting reviews should describe the methods employed
to locate, select, extract, and synthesize the information. If statistical
tests are done, then a subtitle “Statistical analysis” should be included
for their description.

Results and discussion

Results should be presented in a logical order and in accordance to
the order presented in the MATERIALS AND METHODS section.
Authors should highlight the results that contribute to the generation
of new knowledge. The information contained in tables does must not
be repeated in figures, and vice versa.

New and outstanding outcomes of the study should be highlighted.
Information presented in the sections INTRODUCTION should not
be shown again in this section. It is advised to evaluate possible
relations between the obtained results, to judge the results in relation
with the ones obtained by other authors, and to propose hypotheses to
explain the obtained data. The sections should have a minimum
extension of three pages written in double space.

Conclusions

Minimum one paragraph should be presented as conclusion (s).
Conclusions should be in accordance to the aim of the study, avoiding
to enumerate them or to present them as loose sentences. Author
should present the conclusions well supported by the data.

Acknowledgements
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