NACIONAL

DE COLOMBIA

(a)
<
(a)
wn
-4
w
>
z
=

Facultad de Ciencias

Sede Bogotd




(R$CEQ) Colombiana

de Quimica

VOL. 52 NUM. 3 - 2023

Revista cuatrimestral del Departamento de Quimica Comité editorialy cientl'ﬁco
Facultad de Ciencias

© Universidad Nacional de Colombia, Bogota

ISSN En linea: 2357-3791

DOI: http://dx.doi.org/10.15446/rev.colomb.quim
Correo electronico: rcolquim_fcbog@unal.edu.co

Ajjamada Kushalappa
McGill University, Canada

Sonia Moreno Guaqueta
Universidad Nacional de Colombia, Colombia

Hector Fabio Zuluaga Corrales
Indexada Universidad del Valle, Colombia
Publindex - indice Bibliografico Nacional (categoria C)
Scielo Colombia
Scopus Q4 (SJR/2023: 0,16)

Ljubisa R. Radovic
Pensilvania State University, Estados Unidos

Gustavo Adolfo Gonzalez Aguilar

Eﬁgi:?lccal Abstracts Service (CAS) Source Index Centro.de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, México
Latindex Juscellnp Toyar .

Directory of Open Access Journals (DOAJ) Lund University, Suecia

BIBLAT Leonardo Castellanos Hernandez

Universidad Nacional de Colombia, Colombia
Consulta Open Access

Todos los ejemplares de la Revista Colombiana de Quimi-
ca se encuentran disponibles en estos sitios web:

Francisco Carrasco Marin
Universidad de Granada, Espana

Pedro Joseph-Nathan

https://revistas.unal.edu.co/index.php/rcolquim/index Instituto Politécnico Nacional, México

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_se-
rial&pid= 0120-2804&lng=en&nrm=iso

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3090

Cristian Ochoa Puentes

Universidad Nacional de Colombia, Colombia
Cristian Blanco Tirado

El contenido se encuentra bajo una licencia de Creative Universidad Industrial de Santander, Colombia
Commons tipo Atribucion Internacional (CC BY 4.0) que
permite el acceso abierto con cualquien fin, siempre que
se de el reconocimiento apropiado

Augusto Rivera Umana
Universidad Nacional de Colombia, Colombia

) ) Preparacion editorial
Director de la revista Correcciodn de estilo:

Carlos Eduardo Narvaez Cuenca, Ph. D Angie Carolina Guevara y Carolina Gomez Pulido

Universidad Nacional de Colombia, Bogota Disefio y maquetacion:

Asistentes editoriales Carolina Gomez Pulido
Angie Carolina Guevara

Universidad Nacional de Colombia, Bogota

Carolina Gomez Pulido

Universidad Nacional de Colombia, Bogota

UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA




Tabla de contenido

Ve .

Quimica Organica y Bioquimica

Materiales conductores eléctricos compuestos de poliestireno reciclado y
alétropos amorfos de carbono

Electrically conducting materials based on recycled polystyrene and amorphous car-
bon allotropes

Materiais condutores elétricos baseados em poliestireno reciclado e alétropos de
carbono amorfo

Alma Rosa Torres-Rodriguez, Francisco José Gonzdlez-Gonzdlez, Adali Oliva Castaiieda-Facio
y Aidé Sdenz-Galindo

Quimica Aplicada y Analitica

Biosintesis de nanoparticulas de plata con extracto de quefiua y su apli-
cacion antibacteriana en el afluente de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales (PTAR) del departamento de Cusco, Per(

Biosynthesis of silver nanoparticles with quefiua extract and its antibacterial applica-
tion in the influent of the Wastewater Treatment Plant of the department of Cusco,
Peru

Biossintese de nanoparticulas de prata com extrato de quefua e sua aplicacdo an-
tibacteriana no afluente da Estagdo de Tratamento de Aguas Residuais do departa-
mento de Cusco, Peru

Natally Gutierrez-Sierra, Nestor J. Mesco-Aquise, Amanda R. Maldonado-Farfdn y Sonia
Aragén-Mamani

Preparacion de muestras sélidas para el analisis por fluorescencia de rayos
X: una revision

Solid sample preparation for X-ray fluorescence analysis: a review

Preparacio de amostras solidas para analise de fluorescéncia de raios X: uma revisao

Linda Alejandra Pérez Diaz, Juliana Serna Saiz y Henry Torres Quezada

Nanoparticulas de iones de cobre para el control de Fusarium sp. en pifa
para exportacion
Copper ion nanoparticles against Fusarium sp. in pineapple for export

Nanoparticulas de ions de Cobre para o controle de Fusarium sp. em abacaxi para
exportacao
Hugo Romero, Edison Jaramillo, Joseph Medina, Marfa J. Farias y Humberto Ayala

Migracion especifica de N-nitrosaminas en productos elastoméricos
Specific migration of N-nitrosamines in elastomeric products
Migracdo especifica de N-nitrosaminas em produtos elastoméricos

Diana Cristina Sinuco Ledn, Diego Alejandro Mora Rojas y Felipe Rico Sarmiento
Fisicoquimica y Quimica Inorganica

Efecto del dopaje con Al, Cy Si en nanojaulas de nitruro de boro (BsN,,_NC)
para mejorar la adsorcion de gases toxicos ambientales: técnica de simula-
cion en un sensor de gas de alto rendimiento

Effect of AL, C, and Si doping on BsN,,-nanocages for enhancing environmental toxic
gas adsorption: simulation technique in a high-performance gas sensor

Efeito da dopagem Al, C e Si no nanogaiolas de nitreto de boro (BsN,,_NC) para mel-
horar a adsor¢do de gases toxicos ambientais: técnica de simulagdo em um sensor de
gas de alto desempenho

Fatemeh Mollaamin

3-10

11-20

21-40

41-50

51-58

59-70

2 Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3,2023



Alma Rosa Torres-Rodriguez,’ Francisco José Gonzalez-Gonzalez,' Adali Oliva Castafieda-Facio’

Materiales conductores
eléctricos compuestos de
poliestireno reciclado y
alétropos amorfos de
carbono

Resumen

La presente investigacion tuvo como fi-
nalidad disefar materiales compuestos
utilizando poliestireno reciclado (PSR)
e incorporando carbén activado (CA),
carbon reciclado (CR) y coque de carbon
(CQ) en concentraciones de 0,5 a 3% en
peso. Para la obtencion de los materia-
les compuestos utilizamos el método
de mezclado en solucién asistido por
energia de ultrasonido. De acuerdo a los
resultados de espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR), los
alétropos amorfos no alteran la estruc-
tura del PSR, ademéas el analisis ter-
mogravimétrico demostré que estos le
brindan mayor estabilidad térmica. En
cuanto al angulo de contacto, se observo
una tendencia hacia la hidroficilidad al
incorporar los alétropos: se obtuvieron
valores menores de 82° respecto al PSR
con 126,2°. EL material compuesto con
mejor conductividad fue el PS/CA al 3%
con un valor de 6,85 x 10, lo que indica
una buena transferencia de carga del CAa
la matriz polimérica. Los materiales com-
puestos obtenidos a partir de PSR le brin-
dan propiedades mejoradas a este mate-
rial, como la conductividad eléctrica, por
lo tanto, el material puede ser utilizado
para dispositivos de almacenamientos,
conectores eléctricos, entre otros usos
que le dan una nueva vida util al material
y disminuyen su impacto contaminante.

Palabras clave: poliestireno; coque de
carbén; carbdn activado; carbén reciclado;
material compuesto.

y Aidé Saenz-Galindo™
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Electrically conducting
materials based on recycled
polystyrene and amorphous
carbon allotropes

Abstract

The purpose of this research was to de-
sign composite materials using recycled
polystyrene (PSR) and incorporating acti-
vated carbon (CA), recycled carbon (CR)
and carbon coke (CQ) in concentrations
of 0.5 to 3% by weight. To obtain the
composite materials, we used the solu-
tion mixing method assisted by ultra-
sound energy. According to the results of
Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), the amorphous allotropes do not
alter the structure of the PSR, and the
thermogravimetric analysis showed that
they provide greater thermal stability. As
for the contact angle, a tendency towards
hydrophilicity was observed when in-
corporating the allotropes: values lower
than 82° were obtained with respect to
the PSR with 126.2°. The composite ma-
terial with the best conductivity was the
PS/CA at 3% with a value of 6.85 x 10,
which indicates a good charge transfer
from the CA to the polymeric matrix.
The composite materials obtained from
PSR provide improved properties to this
material, such as electrical conductivity,
therefore, the material can be used for
storage devices, electrical connectors,
among other uses that give a new useful
life to the material and decrease its po-
lluting impact.

Keywords: polystyrene; carbon coke;
activated carbon; recycled carbon;
composite material.
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Materiais condutores
elétricos baseados em
poliestireno reciclado e
alétropos de carbono
amorfo

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi projetar
materiais compostos usando poliestire-
no reciclado (PSR) e incorporando car-
vao ativado (CA), carvao reciclado (CR) e
coque de carvao (CQ) em concentra¢des
de 0,5 a 3% em peso. Para obter os ma-
teriais compostos, usamos o método de
mistura de solucdo assistida por energia
de ultrassom. De acordo com os resulta-
dos da espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), os
alétropos amorfos ndo alteram a estrutu-
ra do PSR, e a analise termogravimétrica
mostrou que eles proporcionam maior
estabilidade térmica. Quanto ao dngulo
de contato, foi observada uma tendéncia
a hidrofilicidade ao incorporar os alétro-
pos: foram obtidos valores inferiores a
82° em relagdo ao PSR com 126,2°. O ma-
terial composto com a melhor condutivi-
dade foi o PS/CA a 3% com um valor de
6,85 x 10 o que indica uma boa trans-
feréncia de carga do CA para a matriz po-
limérica. Os materiais compostos obtidos
a partir do PSR proporcionam proprieda-
des aprimoradas a esse material, como a
condutividade elétrica, portanto, o mate-
rial pode ser usado para dispositivos de
armazenamento, conectores elétricos,
entre outros usos que ddo uma nova vida
util ao material e diminuem seu impacto
poluente.

Palavras-chave: poliestireno; coque de
carvao; carvao ativado; carvao reciclado;
material compdsito.
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A. R. Torres-Rodriguez, F. J. Gonzalez-Gonzilez, A. O. Castaiieda-Facio y A. Sdenz-Galindo

Introduccién

La contaminacion por residuos plasticos es un problema global al
que nos enfrentamos hoy en dia. En 2019, la produccion de plastico
alcanzo6 los 9,1 millones de toneladas [1]. La principal desventaja
para el medio ambiente ocasionada por los plasticos se debe a su
larga vida util, que oscila entre cientos y miles de afios [2, 3]. Entre
los plasticos que mas contaminan encontramos los plasticos de un
solo uso o también llamados plasticos desechables, que deben su
nombre a que tras su primer uso se tiran a la basura. En 2021 se
realizo una investigacion sobre el impacto generado por los plasti-
cos de un solo uso tras el paso de la pandemia de COVID-19, donde
se destaco que tan solo en China su uso diario aument6 de 40 a
240 toneladas durante ese periodo [3]. Cabe sefialar que el impacto
contaminante provocado por la cantidad de residuos generados tras
la pandemia perdurara por muchos afos. Por otro lado, del total de
plasticos producidos anualmente, 10 millones de toneladas métri-
cas terminan en ecosistemas marinos, lo que representa el 4,7% del
total de residuos plasticos generados en el mundo [4, 5], lo cual
provoca no solo contaminacion, sino también que animales marinos
se enreden en residuos plasticos o que los ingieran y se asfixien [6].

Hay dos categorias principales dentro de los polimeros: naturales
y sintéticos. A su vez, existen dos grupos de polimeros: los termo-
plasticos, que son un grupo que se pueden fundir y enfriar repe-
tidamente sin sufrir cambios estructurales, por lo que pueden ser
reciclados y reprocesados; y los termoestables, los cuales son po-
limeros que una vez calentados sufren cambios quimicos creando
una red tridimensional, evitando que se vuelvan a deformar una vez
enfriados, por lo que no pueden volver a calentarse ni deformarse.
La figura 1 muestra los principales tipos de polimeros utilizados en
la produccion de plasticos de un solo uso, asi como ejemplos de su
aplicacion [7]:

*Bolsas. bandejas, recipientes, peliculas para envolver
alimentos.

*Botellas de leche, bolsas para congelador, botellas de
champu, envases para helado.

Cubiertos, platos y vasos.

= Vasos para bebidas calientes, recipientes isotérmicos
para alimentos, recipicntes protectores para objetos
fragiles.

EPS Poliestireno expandido

*Platos aptos para microondas, tintas para helados,

PP Polipropileno bolsas para patatas fritas, tapas de botellas.

*Botellas de bebidas, recipientes para dispensar

PET Tereftalato de polietileno liquidos de limpieza, bandejas para galletas.

Figura 1. Principales polimeros utilizados para la fabricacion de plasticos de un solo
uso. Adaptado de [7].

Con el tiempo, en lugar de desaparecer, los plasticos se dividen en
fragmentos mas pequefos llamados microplasticos o nanoplasti-
cos, que tienen un tamano de particula inferior a 5 nm. La conta-
minacioén por microplasticos esta muy extendida y provoca grandes
impactos ecoldgicos en todo el mundo. Como han demostrado
numerosos estudios, los microplasticos estan presentes en todos
los océanos y continentes del planeta, ya que continuamente se
van fragmentando y distribuyendo, y logran llegar a zonas remotas
como los glaciares [8, 9].

Una gran cantidad de plasticos de un solo uso son elaborados a base
de poliestireno (PS), el cual ha resultado una excelente opcion para
el uso diario por su estructura, rigidez, ligereza y, sobre todo, su bajo
costo de produccion [10]. Sin embargo, el PS es un tipo de plasti-
€O que genera una contaminacion ambiental considerable porque,
a diferencia de los mondémeros y oligomeros de estireno, el PS no
se descompone debido a su alto peso molecular y estabilidad es-
tructural [11].

Con el fin de mitigar su impacto contaminante, el PS se ha utilizado

como matriz polimérica para obtener nuevos materiales compues-
tos. Los materiales compuestos son materiales multifasicos que se
obtienen de forma artificial; estan formados por dos fases, una lla-
mada matriz o fase continua, y la otra llamada fase dispersa o dis-
continua. Ambas fases deben ser quimicamente diferentes y estar
separadas por una interfaz para proporcionar al material propieda-
des que normalmente no tendria [12-14]. La obtencion de nuevos
materiales ha sido beneficiosa, ya que al mezclar polimeros con re-
fuerzos u otros polimeros, se han obtenido materiales compuestos
con propiedades mejoradas respecto a las propiedades de los cons-
tituyentes primarios, lo que permite reutilizar los polimeros.

La fase discontinua en ocasiones esta formada por particulas a base
de carbono, ya que tienen excelentes propiedades fisicas y quimicas,
entre ellas una alta densidad, la capacidad de transmitir el calor,
estabilidad térmica, capacidad de conduccién, dureza, flexibili-
dad, resistencia quimica, entre otras. Si la fase discontinua tiene
un tamafo nanométrico, el material se denomina nanocompuesto
[15, 16]. Entre las particulas a base de carbono que se han utilizado
como fase discontinua se encuentran los alétropos de carbono, que
se clasifican en alotropos cristalinos y amorfos. Entre los alotropos
cristalinos mas populares encontramos el grafeno y los nanotubos,
que representan la forma hibrida sp? del carbono; también pode-
mos encontrar dentro de este grupo los fullerenos, el grafito y el
diamante [17]. Por otro lado, dentro de los alétropos amorfos en-
contramos el coque (CQ), el carbon mineral (CR) y el negro de humo,
ademas de formas alternativas como el carbon activado (CA), que
es una forma sélida de carbono que tiene una microestructura no
grafitica desordenada y una estructura de superficie abierta [18].

EL CA se consigue realizando una activacion fisica o quimica. Si es
por medios fisicos, el CR es sometido a un tratamiento térmico a
altas temperaturas, lo que le permite incrementar sus propiedades
fundamentales como mayor porosidad, area superficial y alta capa-
cidad de adsorcion [19-21]. En cambio, si se realiza una activacion
quimica, el factor principal sera el grado de impregnacion mediante
un reactivo (o sustancia quimica); es decir, a mayor reactivo, mayor
sera el pH superficial y, por tanto, la pérdida de rendimiento en la
materia prima de origen para su obtencidn [22]. Entre sus usos, el
CA se ha utilizado para la eliminacion de agentes contaminantes en
agua, asi como soporte de nuevos catalizadores de mayor superficie
y menos costosos, los cuales ya se encuentran actualmente en el
mercado [20, 23].

Para reducir el impacto ambiental y mejorar la dispersion en la ob-
tencion de materiales compuestos, se han utilizado tecnologias al-
ternativas, entre las que encontramos la tecnologia de ultrasonidos.
Esta no altera las caracteristicas y propiedades de los productos.
Ademas, se considera una tecnologia sostenible y ecoldgica, tiene
bajo costo, corto tiempo de tratamiento, mayor rendimiento, gene-
ra menos solventes toxicos y reduce los riesgos quimicos [24-26].

El proposito de esta investigacion es desarrollar materiales com-
puestos poliméricos a base de poliestireno reciclado (PSR) y alo-
tropos de carbono amorfos como CA, CR y CQ para aplicaciones
futuras. EL CR y el CQ, al igual que el PS, fueron reciclados, lo cual
minimiza los costos de los materiales compuestos y fomenta el reci-
claje. Ademas, el proceso fue asistido por tecnologia de ultrasonido,
con el objetivo de mejorar las propiedades conductoras de los ma-
teriales para que puedan ser utilizados a futuro en, por ejemplo, el
desarrollo de fibras a base de PS decoradas con CA para la absorcién
de tintes organicos contaminantes como el violeta cristal, el cual
esta presente en aguas residuales [27], o como espumas a base de
PS/nanofibras de carbono, utilizadas como aislantes térmicos para
la gestion del calor en diversas industrias, es decir, que permitan
transferir el calor de un lugar a otro, lo cual ayuda a disminuir la
huella de carbono y promueve el desarrollo sostenible [28, 29].

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 3-10, 2023



Materiales conductores eléctricos compuestos de poliestireno reciclado y alétropos amorfos de carbono

Materiales y métodos

Materiales

Para el desarrollo experimental se utilizé carbon activado (CA) gra-
do reactivo marca Analytyka (P.A. 12,01, lote CO4FAK2201, No.
CAS 7440-44-0 UN 1362), carbon reciclado (CR) y coque de carbon
(CQ). También se uso acetato de etilo marca Jalmek como solvente
y se uso PS recolectado de productos desechados dentro de la Uni-
versidad Autonoma de Coahuila como matriz polimérica.

Preparacién de CR y CQ

Para incorporar el CRy el CQ, que eran materiales reciclados, se tri-
turaron en un mortero de agata. En el caso del CA, no requirié nin-
guna preparacion ya que se adquirié comercialmente.

Recoleccion, limpieza y desinfeccion de poliestireno
reciclado (PSR)

Se recogieron plasticos de un solo uso a base de PS a partir de pro-
ductos desechados. Posteriormente, estos fueron lavados con agua
corriente y jabon. Para el proceso de desinfeccion se utilizé una
solucion de hipoclorito de sodio y agua en proporcion 2:100 y los
materiales se sumergieron durante 1 min. Finalmente, el PSR se
dejo secar a temperatura ambiente durante 24 h [30].

Disefio y produccién de materiales compuestos
alétropos de PS/carbono

Como se muestra graficamente en la figura 2, para la preparacion
de los materiales se pes6 1 g de PSR al que se le agregaron CA, CR
y CQ en concentraciones de 0,5, 1y 3% en peso (las muestras se
pesaron por triplicado). Posteriormente, las muestras se diluyeron
con acetato de etilo y luego se colocaron en un bafio de ultrasonido
Branson modelo 5510 durante 5 min a temperatura ambiente. Ade-
mas, a modo de comparacion, se prepararon muestras de PS blanco
sin la adicion de ninguno de los alétropos de carbono.

1

=S — —
[+

" smina
temperatura
ambiente.

RyCQ

A.CRy
1gPs. + (0.5,1y 3%). 10ml

acetato de
etilo.

) -
Ap— —
Secarpor24ha Vaciar en

temperatura . i
Material compuesto. ambiente. cajas Petri.

Figura 2. Preparacion de materiales compuestos basados en PSR y alétropos de
carbono.

Caracterizacion de alétropos y materiales poliméricos

Tamaiio de particula

La medicion de tamano de particula se realizé a los alétropos de
carbono amorfos utilizando el instrumento de dispersion de luz di-
namica Litesizer DLS 500 marca Anton Paar, por lo que se pesaron
50 mg de muestra, posteriormente se adicionaron 5 mL de solucion
de agua estéril. La muestra se agit6 en vortex y se transfirié a una
celda Univette, la cual se colocé en el equipo previamente configu-
rado para la medicion de tamafio de particula.

Andlisis espectroscopico por transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion se realizd6 mediante espectroscopia infrarroja uti-
lizando un equipo GX-Perkin-Elmer, con un pellet de KBr (para CA,
CRy CQ, que son polvos) y Reflexion Total Atenuada (ATR) con un
accesorio de punta de diamante (para peliculas). Las muestras fue-
ron procesadas en un rango de 450 a 580 cm™, con resoluciones de
2 cmy con 32 escaneos.

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 3-10, 2023

Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico o TGA se realiz6 utilizando un equipo
Pyris-Perkin-Elmer con una velocidad de calentamiento de 20 °C/min,
un rango de temperatura de 30 a 800 °C y bajo una atmésfera de
nitrégeno.

Medicién del dngulo de contacto

Se realizé la medicion del angulo de contacto, para lo cual, en el
caso de CA, CRy CQ se colocaron sobre cinta doble cara y se com-
pactaron con ayuda de unas pinzas. Para la medicién se utiliz6é un
goniometro Drop Shape Analyzer marca KRUSS, con el cual se afa-
di6 una gota de agua de 2 plL a los alétropos compactados, con lo
que se identificé y midi6 el angulo entre la superficie y la gota. En
el caso de los materiales disefiados se cortaron muestras de 1 cmy
se sigui6 el mismo procedimiento que para los al6tropos compacta-
dos. El software del equipo permite la deteccion de la gota formada
y el angulo formado.

Conductividad eléctrica

Para realizar la medicion de la resistividad eléctrica de los materiales
compuestos se utilizé un multimetro convencional AstroAl modelo
DMG6000AR de dos sondas, para lo cual se disefiaron peliculas cir-
culares con un diametro de 10 cm. Para la medicion se colocaron las
dos puntas del multimetro sobre las peliculas en diferentes seccio-
nes de la muestra hasta obtener un total de 5 lecturas. Para medir la
resistividad del PS puro se utilizé el método ASTM D257-14(2021)
midiendo con un electrometro High Resistance Meter 6517B marca
Keithley, para lo cual se realizaron peliculas de 6 x 6 cm del na-
nocompuesto para cubrir el area de contacto de los electrodos del
electrometro. A partir de los datos obtenidos se utilizé la Ec. (1),
donde p es el valor de resistividad (Q.cm) y ¢ es la conductividad
eléctrica (S/cm):

o =

1
P @)

Resultados y discusion

Tamaiio de particula

En la figura 3 se muestran las graficas obtenidas de los valores pro-
medio medidos de los tamafos de particula de los alétropos amor-
fos de carbono para CA, CRy CQ. En el caso de CA se obtuvieron
valores entre 443 y 1633 nm, siendo el primero el mas frecuente
con un porcentaje del 46,36%. Para el CR el mayor tamafo de par-
ticula se centr6 en un 80,63% en 772,01 nm y para CQ los valores
estuvieron entre 919 y 1252 nm con una frecuencia 46,04%, con
un valor medio de 1075 nm. Para que un material sea considerado
dentro de la escala nano se debe encontrar dentro de valores de 1 a
100 nm [31], de lo contrario son considerados como materiales, de
este modo, al analizar los resultados de los tamafios de particula
obtenidos logramos observar que todos estan muy por encima del
tamafio maximo para ser considerados como nanoestructuras.

Espectroscopia FTIR (KBr)

Lafigura4 muestrael grupo de espectros de los aldtropos de carbono
utilizados en la investigacion (CA, CRy CQ). EL CA no mostrd ningu-
na sefal caracteristica de grupos funcionales, por lo que se puede
deducir que no esta modificado sino estructuralmente compactado.
Por el contrario, el CR y el CQ, que son materiales reciclados, mos-
traron bandas en los espectros. En el CR se observaron bandas a
3697 cm’', correspondientes a las vibraciones de estiramiento O-H,
las cuales podrian corresponder a la presencia de grupos hidroxilo,
carboxilo o agua que ha sido quimisorbida. A 1606 cm™ se observa
la banda de estiramiento de C=0, lo que se atribuye a la presencia
de grupos como lactonas o quinonas. A 1423 cm™ se observa el es-
tiramiento de grupos C-H, y a 1018 cm™ se atribuye al estiramiento
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Figura 3. Graficos tamafos de particula A: CA, B: CRy C: CQ.

de vibraciones C-O correspondientes a acidos carboxilicos, fenoles
o éteres.

Se han hecho investigaciones recientes en donde se han mostra-
do resultados similares al caracterizar el CR con 6xidos metalicos.
H. Niu et al. obtuvieron bandas a 3430 cm™ por la vibracion de es-
tiramiento de O-H, a 1628 cm', causadas por la presencia de C-0O,
debido a la vibracion de estiramiento de diferentes grupos funcio-
nales como las quinonas, y a 1400 cm™ debido a C-H estirandose
en -CH,- o -CH,. Ademas, obtuvieron bandas a 1089 cm™' de la vi-
bracion de estiramiento C-O [25].

Por otro lado, el CQ presentd bandas a 1590 cm™, correspondien-
tes a las vibraciones de estiramiento de C=0, y a 1423 cm™ debido
a las vibraciones de estiramiento de C-H. De acuerdo con algunas
investigaciones, al analizar carbon elemental, CA y grafito se han
obtenido resultados similares en 1384 cm™ vibraciones de tension
simétricas de CH,. Asi como en 1630 cm™' la presencia de picos co-
rrespondientes a anillos de benceno, razén por la cual se incluyen
estructuras aromaticas en el compuesto [32].

Por otro lado, en la figura 5 se muestra el espectro del PS blanco,
con el fin de explicar las interacciones entre alétropos con el PSR en
la obtencion de los materiales compuestos. De 3200 a 2800 cm™’
se identifican tres bandas que corresponden al estiramiento de los

——ca
——CR
Bl v — %
gr c=0
g (1590) C-H
E | (1423)
B[
— CQ
s r—
Cc=0
A (1606) s
(3697) (1423)
B c-0
(1000)
1 1 1 1 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Num. onda (cm™t)

Figura 4. Espectro FTIR (KBr) alotropos amorfos de carbono.

enlaces -CH,, entre 1800y 1400 cm™" las bandas corresponden a los
enlaces C=C y C-C debido a las vibraciones de estiramiento, y entre
1000y 650 cm™ las bandas en esa region corresponden a la tension
del anillo aromatico. En 2015, se caracterizé por FTIR PS expandido
reciclado, el cual mostro bandas similares entre 3100y 3000 cm™ y
entre 1600y 1450 cm™ correspondientes al anillo aromatico, mien-
tras que entre 760y 700 cm™' se refieren a la region misma del PS en
donde se encuentran las vibraciones del anillo monosustituido [33].

-CH,
(3200-2800)

C=C C-C
(1800-1400)

(800-600)

Transmitancia (u. a.)

I 1 I I I L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Num. onda (em™)

Figura 5. Espectro FTIR (ATR) de PSR.

La figura 6 muestra los grupos de espectros FTIR (ATR) de los ma-
teriales compuestos obtenidos de PSR con CA, CRy CQ en concen-
traciones de 0,5, 1y 3% en peso, donde no hay presencia de des-
plazamiento de las bandas debido a la adicion de los alotropos de
carbono. Se han desarrollado nanomateriales basados en PS con
o6xido de grafeno, donde las bandas del espectro FTIR que se obtu-
vieron al caracterizar en 3026 cm™, 2924cm™ y 2850cm™ corres-
ponden al estiramiento simétrico y asimétrico del anillo de bence-
no. La vibracion, asi como la posicion en 1492 cm™ se atribuy6 al
estiramiento C=C y a la posicion maxima de la vibracion CH=CH-
en el anillo de benceno. Finalmente, se observaron vibraciones de
deformacion fuera del plano =CH en anillos de benceno a 757y
700cm™ [34].
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Andlisis termogravimétrico (TGA)

La figura 7 muestra los termogramas de PS, alotropos de carbono
(CA, CRy CQ) y materiales compuestos, que indican la descomposi-
cion de cada uno de estos con respecto a la temperatura. Se puede
observar que los alétropos presentaron dos pérdidas de masa. El
primero entre 145y 335 °C, el cual corresponde a la pérdida de
humedad en porcentajes que oscilan entre el 9 y el 13% en peso.
Como se ha informado, el carbono tiende a adsorber agua. Por lo
tanto, alrededor de los 175 a 200 °C, el material comienza a perder
humedad y se da el inicio de su descomposicion, lo cual provoca la
formacion de CO, CO, y compuestos volatiles presentes. A partir de
los 650 °C la mayor parte del material se ha descompuesto y tinica-
mente queda carbono residual.

—2CA

87+

20+

—CR

87

Pérdida de masa (%)

20

87+

20

200 300 400
Temperatura (°C)
Figura 7. Termogramas de los alétropos de carbono CA, CRy CQ.
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Tabla 1. Valores de Trax y pérdida de masa de alétropos de carbono.

Alétropo Tonax % Pérdida de masa

145,00 11,99

CA 335,66 48,52
668,00 2,82
148,66 12,59

CR 333,66 51,62
706.66 9,78
168,00 12,43

CcQ 320,33 49,95
745,66 12,37

Tmax: temperatura maxima.

Como se ve en la figura 8A, la estabilidad térmica del PS se observa
hasta 556 °C. Por otro lado, seglin la segunda derivada, se muestra
una temperatura maxima de pérdida de masa (T, en 440,66 °C,
ademas de tener una pérdida de masa del 94,23%, con una tempe-
ratura inicial de 281,33 °C y una temperatura final de 555,33 °C.
Se sabe que el PS presenta degradacion en un solo paso con una
temperatura entre 400 y 440 °C.

Para los materiales compuestos, como se muestra en la figura 8, en
el caso de PSR/CA 1%, la T,,..x de degradacion se alcanzé a 451,66 °C
en comparacion con PSR/CA 3%, que fue de 456 °C. PSR/CA 1% pre-
sentd un porcentaje de pérdida de masa de 91,85% con una T, de
271,33 °Cy una Tg,u de 557 °C lo que lleva a determinar un 8,15%
de materia inorganica. En el caso de PSR/CA 3%, el porcentaje de
pérdida de masa fue del 91,27% con una T, de 165,66 °C y una
Tena de 575,33 °C, y un 8,73% de materia inorganica. Se determino
que el aumento de concentracion afecta la pérdida de masa del ma-
terial compuesto. Hasta ahora se han descrito muchos materiales
compuestos basados en PSR con alotropos de carbono, como los
nanotubos de carbono de paredes multiples. Sin embargo, todavia
hay pocos informes sobre la estabilidad térmica de los alétropos
utilizados en la presente investigacion. En resumen, se puede obser-
var que a medida que aumento la concentracion de CA, aumento la
estabilidad térmica del material compuesto en comparacion con el
PS puro, por lo que podemos atribuir que la presencia de alétropos
de carbono permite que el PS sea mas estable térmicamente a altas
temperaturas [35].
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Figura 9. Angulo de contacto del A: CA, B: CRy C: CQ.

entre ambas fases (liquida y sdlida). Se han realizado algunas in-
vestigaciones en donde se ha determinado la hidrofobicidad del PS
utilizando diferentes disolventes, incluida el agua, donde obtuvie-
ron valores entre 115 y 130°, aproximadamente [36]. En el caso
de los materiales compuestos, se obtuvo un valor minimo de 81°
para PSR/CR al 3%y 93,7° para PSR/CQ al 0,5% como valor maxi-
mo, comparado con el valor del PSR blanco, que tuvo un angulo de
126,2° (tabla 2). La disminucion del angulo esta estrechamente re-
lacionada a la adicion de la fase de refuerzo o discontinua a la matriz
polimérica, esto permite un cambio en la polaridad de la superficie y
confiriendo un aumento en su humectabilidad [37].

Tabla 2. Angulo de contacto de los materiales compuestos PSR/alétropos de

Figura 8. Termogramas A: PSR, B: PSR/CA 1%y C: PSR/CA 3%.

Angulo de contacto

Otra técnica de caracterizacion que se realiz6 fue la medicion del
angulo de contacto. Como se puede observar en la figura 9, el CA
muestra un caracter polar, por lo que es altamente hidréfilo con un
angulo de 30°. Sin embargo, el CR y el CQ presentaron angulos de
103 y 91,8° respectivamente, valores mayores en comparacion con
CA, cercanos a la hidrofobicidad, que muestran una formacién de
gotas mas definida debido a la repulsion con el agua por el cambio
de polaridad. Este cambio posiblemente ocurre porque los alétro-
pos de carbono, al estar dispersos en la matriz polimérica, trans-
fieren la carga, permitiéndole compartir su hidrofilicidad con el PS
debido a las interacciones w entre los anillos aromaticos de su es-
tructuray la del PS.

En la figura 9, el angulo de contacto obtenido para el PSR también
muestra un comportamiento hidrofobico, lo que indica que la super-
ficie no tiene afinidad por el agua, por lo que no existe interaccion

carbono.
Concentracién (%)
Material compuesto
0,5 1 3
PSR/CA (°) 82,3 82,3 82,4
PSR/CR (°) 83,2 82,8 81,0
PSR/CQ (°) 93,7 83,2 82,3

Figura 10. Angulo de contacto de PSR blanco.
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Conductividad eléctrica

En la tabla 3 se muestran los valores de conductividad obtenidos a
partir de la resistividad de los materiales compuestos poliméricos,
PSRy alétropos amorfos de carbono. De las muestras preparadas,
sélo las que tenian CA mostraron un valor de resistencia en los li-
mites de deteccion del instrumento; por lo tanto, sélo para estas
muestras se midio la conductividad. Los resultados sugieren que se
necesita una concentracion de 1% en peso de CA para superar el
umbral de percolacion y obtener valores de conductividad eléctrica
medibles en nuestro limite de deteccion. Se observé que la mayor
conductividad se obtuvo en PSR/CA al 3% con 6,55 x 10 S/cm; esto
se puede atribuir a la dispersion homogénea gracias al tratamien-
to con ultrasonido, que permite dotar de propiedades eléctricas
al material compuesto. En cambio, en el caso de PSR/CR y PSR/CQ
no hubo resultado. Esto puede deberse a la naturaleza de los al6tro-
pos, que es mas desordenada y menos conductora eléctrica, ya que
se espera una dispersion similar del relleno con la matriz polimérica.

Tabla 3. Conductividad de los materiales compuestos, PSR y alotropos de carbono.

Conductividad | Conductividad | Conductividad
Material compuesto S/em S/em S/em
0,5% 1% 3%
PSR/CA - 193x10¢ | 6°5x10°
PSR/CR - = -
PSR/CQ - - )
PSR 1,36 x 107
CA 5,25 x 10®
CR =
cQ -

(-) Limite fuera de la medicidn.

Hasta donde sabemos, existe poca informacion sobre materiales
compuestos basados en PSRy CA. Sin embargo, se han desarrollado
peliculas conductoras basadas en PS con 6xido de grafeno para ob-
tener un nanomaterial estable con capacidad conductora mejorada.
Se dieron cuenta de que al agregar 6xido de grafeno, el nanocom-
puesto logré obtener un valor de conductividad eléctrica de 8,16 S/cm,
debido a las fuertes interacciones m-7 entre ambos componentes,
mejorando esto en un 30% con respecto a la resistividad eléctrica
[38]. A pesar de que los valores en la literatura son superiores a
nuestros resultados, se espera que la conductividad del CA puro sea
menor que la del 6xido de grafeno, ya que este presenta enlaces
conjugados que promueven la carga entre particulas.

Conclusiones

Se prepararon con éxito materiales compuestos basados en PSR y
alotropos de carbono. Se observo que la incorporacion de aldtropos
de carbono (CA, CRy CQ) al PSR no afecta su estructura, sino que lo
hace mas estable térmicamente. Por otro lado, al analizar los angu-
los de contacto de los materiales compuestos, se determiné que los
alotropos favorecen el cambio de la naturaleza hidrofoba a hidréfila
del PS, porque cuando estos se dispersan en la matriz polimérica
transfieren la carga, permitiendo que el PS tienda a la hidrofilicidad
debido a las interacciones m presentes entre los anillos aromaticos
de los alétropos.

En cuanto a los resultados de conductividad eléctrica, se logr6 ob-
tener un material compuesto con capacidad conductora mezclando
PSR/CA al 1y 3% con 1,93 x 10*y 6,55 x 10 S/cm, respectiva-
mente. Estos materiales podrian utilizarse en futuros disefios que
actualmente se encuentran en desarrollo, por ejemplo, se han di-
sefado fibras de PS decoradas con CA para la adsorcion de tintes
organicos contaminantes que se encuentran en aguas residuales,
también se han desarrollado espumas PS/nanofibras de carbono
como aislante térmico ahorro energético en diversas industrias.
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Por otro lado, el reutilizar plasticos de un solo uso a partir de PS nos
permite plantear una alternativa sostenible para ayudar a la reducir
de la contaminacion generada por este tipo de plastico, que hoy en
dia es un tipo de agente contaminante que se incremento a partir de
la pandemia de COVID-19. Ademas, si para desarrollar los materia-
les compuestos se utilizan tecnologias alternativas como el ultraso-
nido, se generan alin mas beneficios a nivel medioambiental, lo que
favorece los principios de la quimica verde, asi como los objetivos
establecidos por la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible.
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Biosintesis de nanoparticulas
de plata con extracto de
queiiua y su aplicacion
antibacteriana en el afluente
de la Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales del
departamento de Cusco, Perti

Resumen

El proposito de este estudio es investigar
la capacidad antibacteriana de las nano-
particulas de plata (AgNPs), biosinteti-
zadas con extractos de quefiua (Polylepis
racemosa), en el afluente de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
del departamento de Cusco, Pert. Los
extractos de quefiua se prepararon me-
diante maceracién, utilizando como
solventes agua destilada y una mezcla
hidroetandlica al 50%. La biosintesis se
realiz6 mezclando AgNO; 0,1 M con los
extractos preparados, después se estudio
el efecto del pH de biosintesis, la tempe-
ratura y el porcentaje de concentracion
de etanol sobre el tamaiio de las AgNPs.
Los resultados revelaron que las condi-
ciones oOptimas para obtener nanopar-
ticulas con tamaios hidrodinamicos de
58,68 nm, y estables después de 11 se-
manas de la biosintesis, fueron cuando se
uso extracto acuoso con pH de 10 y tem-
peratura de 20 °C. Se evalud la actividad
antibacteriana de las AgNPs en 500 mL
de agua residual con una carga inicial de
33 x 10° MP/100 mL de coliformes tota-
les y termotolerantes, los hallazgos indi-
caron que las dosis de AgNPs erradicaron
casi el 100% de estos contaminantes, lo
que sugiere que las AgNPs son un poten-
cial agente antibacteriano.

Palabras clave: quefua; biosintesis verde;
actividad antibacteriana; nanoparticulas
de plata.
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Biosynthesis of silver
nanoparticles with quefiua
extract and its antibacterial
application in the influent of
the Wastewater Treatment
Plant of the department of
Cusco, Peru

Abstract

The purpose of the study was to inves-
tigate the antibacterial capacity of silver
nanoparticles (AgNPs), biosynthesized
with extracts of quefiua (Polylepis race-
mosa), in the influent of the wastewater
treatment plant (WWTP) of the depart-
ment of Cusco, Peru. The quefua extracts
were prepared by maceration, using dis-
tilled water and a 50% hydroethanolic
mixture as solvents. The biosynthesis was
carried out by mixing 0.1 M AgNO; with
the prepared extracts, then the effect of
the biosynthesis pH, temperature, and
the percentage of ethanol concentration
on the size of the AgNPs was studied.
The results revealed that the optimal
conditions to obtain hydrodynamic sizes
of 58.68 nm and stable after 11 wee-
ks of biosynthesis were when aqueous
extract was used with pH of 10 and a
temperature of 20 °C. The antibacterial
activity of the AgNPs was evaluated in
500 mL of wastewater with an initial load
33 x 10° NMP/100 mL of total and ther-
motolerant coliforms, the findings indi-
cated that the doses of AgNPs eradicated
almost 100% of these contaminants, su-
ggesting that AgNPs are a potential anti-
bacterial agent.

Keywords: quefiua; green biosynthesis;
antibacterial activity; silver nanoparticles.

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 11-20, 2023. https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v52n3.111932

Biossintese de nanoparticulas
de prata com extrato de
queiiua e sua aplicacao
antibacteriana no afluente
da Estacao de Tratamento
de Aguas Residuais do
departamento de Cusco, Peru

Resumo

O objetivo do estudo foi investigar a capa-
cidade antibacteriana de nanoparticulas
de prata (AgNPs), biossintetizadas com
extratos de quefiua (Polylepis racemosa),
no afluente da estagdo de tratamento de
aguas residuais do departamento de Cus-
co, Peru. Os extratos de quefiua foram
preparados por maceracdo, utilizando
agua destilada e mistura hidroetandlica
50% como solventes. A biossintese foi
realizada misturando AgNO; 0,1 M com
os extratos preparados, em seguida foi
estudado o efeito do pH da biossintese,
da temperatura e da porcentagem da
concentragdo de etanol no tamanho dos
AgNPs. Os resultados revelaram que as
condicdes otimas para obtencdo de ta-
manhos hidrodindmicos de 58,68 nm, e
estaveis apos 11 semanas de biossintese,
foram quando foi utilizado extrato aquo-
so com pH de 10 e temperatura de 20 °C.
A atividade antibacteriana das AgNPs foi
avaliada em 500 mL de agua residudria
com carga inicial 33 x 10° NMP/100 mL
de coliformes totais e termotolerantes,
os achados indicaram que as doses de
AgNPs erradicaram quase 100% desses
contaminantes, sugerindo que AgNPs sdo
um potencial agente antibacteriano.

Palavras-chave: queiiua; biossintese
verde; atividade antibacteriana;
nanoparticulas de prata.
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Introduccién

La cantidad de bacterias en el agua indica su grado de contamina-
cion; por ejemplo, identificar la presencia de coliformes totales en el
agua permite evaluar la efectividad de un proceso de desinfeccion.
Si estas bacterias no estan presentes en el agua, es un indicativo de
que el agua no contiene contaminacion microbiolégica, pues estas
bacterias son mas resistentes a los procesos de desinfeccion que las
bacterias que causan enfermedades [1].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) actian contra las bacterias
uniéndose a ellas y penetrando en su interior, alli liberan plata ele-
mental (Ag°), la cual provoca cambios estructurales en la membrana
celular bacteriana, conocidos como picaduras. Estas alteraciones
modifican la permeabilidad celular, lo que conduce a la muerte de la
bacteria [2]. Las AgNPs con una mayor area de superficie interactian
con los microorganismos de manera mas efectiva, lo que les permite
adherirse a la superficie bacteriana y atravesar la membrana celular,
esto las hace extremadamente toxicas para las bacterias [3].

La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), ubicada en
Cusco, Per, trata las aguas residuales empleando métodos fisi-
cos, quimicos y biolégicos para mitigar los contaminantes fisicos,
quimicos y microbiologicos. El tratamiento de aguas residuales ha
mejorado en la PTAR, no obstante, existen obstaculos para eliminar
los microorganismos patogenos que son daifinos para la salud. La
implementacion de técnicas basadas en nanotecnologia podria ser
una solucion prometedora para perfeccionar la calidad de las aguas
residuales y garantizar su retiso en el futuro. Con la nanotecnologia
se podrian mejorar los métodos tradicionales utilizados actualmen-
te como la coagulacion, floculacion y la desinfeccion.

La nanotecnologia es la investigacion cientifica que permite com-
prender todos los fendémenos a escala nanométrica, a nivel atémico
y molecular [4]. Las AgNPs son los nanomateriales mas utilizados
en la actualidad por el uso que se les puede dar como agentes an-
timicrobianos, obedeciendo a sus propiedades antibacterianas,
antiftingicas, antivirales, antinflamatorias, anticancerigenas y anti-
angiogénicas. Hay tres formas diferentes de producir AgNPs: la sin-
tesis fisica, quimica y biologica.

La sintesis biologica es el método para la obtencién de nanoparticu-
las (NPs) mas segura y respetuosa con el medio ambiente. Los mé-
todos bioldgicos crean NPs Ginicas mediante la accién de enzimas,
microorganismos, extractos de plantas y hongos [5]. Las AgNPs bio-
sintetizadas requieren de iones de plata en solucion y de la accion
de agentes reductores biologicos; la sintesis de NPs con extractos
de plantas se destaca como el método mas eficiente, simple, ren-
table y que ofrece una mayor versatilidad, pues permite controlar
mas variables que la sintesis con microorganismos. Ademas, tiene
fortalezas, por ejemplo, permite controlar el tamafio de las NPs
sin depender de agentes externos como polimeros, estabilizantes
o surfactantes [6]. También cabe mencionar que la formacion de
AgNPs inicia con la formacion de dtomos de plata (cldsteres), que
finalmente resulta en las formaciones de AgNPs energéticamente
estables. Los compuestos bioactivos (flavonoides, alcaloides, poli-
fenoles y terpenoides) presentes actlian como reductores y como
protectores de los 4tomos de plata durante este proceso [7].

El agente reductor empleado en este estudio, la quefua (Polylepis
racemosa), es una planta endémica de las altas elevaciones de los
Andes, caracterizada por tener un tronco retorcido y una corteza
de color café rojizo que se desprende en delgadas laminas y hojas
con foliolos pequefios, gruesos y cubiertos por resinay tricomas [8].
Seglin Cubas y Huaman [9], esta especie vegetal contiene una varie-
dad de metabolitos secundarios: acidos fendlicos, terpenos, flavo-
noides, entre otros; y seglin el tamizaje fitoquimico que realizaron
del extracto etanolico al 96% de las hojas de quefiua, revelaron la
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presencia significativa de compuestos fendlicos, alcaloides, taninos,
flavonoides y saponinas, asi como trazas de triterpenos y esteroi-
des. Como es sabido, estos metabolitos desempefan un papel cru-
cial en la reduccion de los iones de plata (Ag*), como se aborda en
el presente estudio. En definitiva, este estudio marca un hito en la
investigacion sobre la sintesis verde de AgNPs al presentar el uso de
la quefiua como un agente reductor novedoso y prometedor, ya que
presenta una composicion rica en metabolitos con alta capacidad
reductora.

En anteriores investigaciones, se han sintetizado AgNPs empleando
como agente reductor residuos de té verde y se obtuvieron NPs de
forma hexagonal con bordes truncados, estas NPs presentan alta
actividad antibacteriana sobre Escherichia coli [10]. En la literatura
cientifica también se sintetizaron AgNPs usando extractos de moras
andinas, arandanos, café y Berberis vulgaris. Todos estos se caracte-
rizan por tener alto contenido de compuestos bioactivos, los cuales
poseen componentes fenolicos que, debido a sus caracteristicas,
tienen la capacidad de llevar a cabo una reduccion de Ag*. Las AgNPs
obtenidas removieron bacterias coliformes totales y termotoleran-
tes [11-14].

En este trabajo se hizo una biosintesis de AgNPs con extractos de
quenua y se indagd sobre la influencia del pH y la temperatura de
biosintesis en el tamaiio de las NPs. Ademas, se investigd la eficacia
de las AgNPs en la eliminacion bacterias (coliformes totales y ter-
motolerantes) presentes en el agua residual del afluente de la PTAR
de Cusco, Per.

Materiales y métodos

Materiales y Reactivos

Etanol 96° (C,HO; Nro. CAS: 64-17-5, Pert1), hidroxido de sodio 99%
(NaOH; Merck Nro. CAS 1310-73-2, Alemania), nitrato de plata 99%
(AgNO3; Merck Nro. CAS: 7761-88-8, Alemania) y agua destilada.

Recoleccién de las muestras

Se recolectaron ramas y hojas de quefua originarios de Per( en la
zona de Cusco, provincia de Urubamba, especificamente en el distri-
to de Calca, a una altitud de 2926 msnm, una latitud de 13° 19’ 0”
Sury una longitud de 71° 57’ 14” Oeste. Se procedio6 a su identifi-
cacion y clasificacion taxonémica en el Herbario Vargas de la Uni-
versidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, la muestra fue
identificada como Polylepis racemosa. Adicionalmente, se recolecto
una muestra compuesta del afluente al sedimentador primario de
la PTAR de Cusco, Pert.

Preparacion de los extractos

La preparacion del extracto acuoso e hidroetanolico se realizo se-
gun el método reportado por Caceda [15]. El solvente hidroetané-
lico se preparé mezclando etanol de 96° con agua destilada en una
proporcion del 50% v/v, seguidamente se prepararon extractos en
concentraciones al 10% p/p con base al material seco de quefiua.
EL extracto acuoso fue sometido a calentamiento en un bafio ter-
mostatico durante 40 min, alcanzando la temperatura de ebullicion
(84 °Q). El extracto hidroetandlico al 50% se dejo en maceracion du-
rante 5 dias, luego se filtraron ambos extractos con papel filtro con
la finalidad de separar el sobrenadante y el residuo sélido. Con el
fin de evitar que los compuestos organicos de los extractos se oxi-
daran, particularmente los fenoles, se almacenaron en un ambiente
fresco en botellas de color ambar.

Caracterizacion de los extractos de Polylepis racemosa

Para calcular la cantidad de compuestos fenoélicos se empled el
método de Folin Ciocalteu, segun Gutiérrez et al. [16]. La siguiente
ecuacion representa el modelo matematico de la curva patron:
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y = 0,0315(x) + 00692 (1)

Donde x es la absorbancia a 765 nm, y es la concentracién en mg de
acido galico por litro (mg AG/L) y el valor de ajuste de R? es de 0,99.

Se empled la Ec. (2) para presentar los calculos en mg AG/g de que-
Aua [17].

c Vv

=, o —
1ty 2

Donde V es el volumen de la muestra, M es la masa de la muestra, ¢;
es la concentracion de acido galico en mg AG/L de extracto, y C es la
concentracion de acido galico en mg AG/g de quefiua.

Biosintesis de AgNPs

Basados en experiencias previas de pruebas preexperimentales,
se biosintetizaron las AgNPs mezclando en una proporcion de 1:3
los extractos con el AgNO; 0,1 M. Después se ajusté el pH con
NaOH 0,1 M hasta obtener un pH de 7, 10 y 12, seguido de una
agitacion constante a 350 rpm durante 24 h. En el caso de los en-
sayos de biosintesis a temperatura de 60 °C, se us6 una plancha
calefactora de bafio maria durante 30 min a temperatura constante
controlada mediante un termémetro. Una vez finalizados, los expe-
rimentos se almacenaron en botellas color dmbar recubiertas con
papel aluminio, la variable dependiente fue el tamano de las AgNPs
y las variables independientes se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Variables independientes y sus valores para los experimentos de
biosintesis de AgNPs.

Variables independientes

Niveles (valores) | Cantidad de etanol
en el solvente (%)

pH | Temperatura (°C)

1 0 7 20
2 - 10 -
3 50 12 60

Se realiz6 un disefo factorial multinivel con base a las variables in-
dependientes y los niveles presentados en la tabla 1, el resultado
fue un total de 12 experimentos presentados en la tabla 2.

Tabla 2. Experimentos de biosintesis de AgNPs.

N.° de ensayo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

Cantidad
deetanol | 50 | 50 | 50 | O 0 |5 ]| 0|50 0[50 ]| 0
(%)
pH 7 (12| 7 7 12|10 7 (12|10 10] 10] 12

T(°C) 20 | 20 | 60 | 60 | 20 | 60 | 20 | 60 | 60 | 20 | 20 | 60

Caracterizacién de las NPs

El espectrometro modelo Thermo Evolution 3000 se utilizé para
definir la banda de plasmoén de superficie de las NPs mediante es-
pectrofotometria UV-visible. Los espectros obtenidos se evaluaron
utilizando el software Origin 2022b. Se tomaron muestras a dos
intervalos de tiempo durante un mes para monitorear la evolucion
de las longitudes de onda en la solucion de reaccion. El objetivo era
observar la estabilidad de las NPs a lo largo del tiempo.

El analisis DLS (Dynamic Light Scattering) se realizd 11 semanas des-
pués del inicio del proceso de biosintesis, en un equipo del modelo
Zetasizer Nano Z, con la finalidad de examinar y monitorear la poli-
dispersidad, la distribucion de tamano y la estabilidad de los coloi-
des. Los parametros de operacion del DLS fueron:

- Temperatura: 25 °C
+ Medio dispersante: agua
- indice de refraccion del dispersante: 1,33
« Viscosidad: 0,89 cP
- Angulo de medicién: 90°
Composicion elemental y morfologia de las AgNPs

La caracterizacion morfoldgica, se realizo utilizando un equipo de
microscopia electrdnica de barrido (SEM), modelo Tescan Mira 3.
Mediante la técnica de Energy Dispersive X (EDX) y potencial Z, se
evalué la composicion elemental y carga superficial de las NPs, res-
pectivamente. Estos analisis se realizaron después de 14 semanas de
la sintesis, para evaluar la morfologia y la estabilidad de las AgNPs.

Andlisis estadistico

Se desarroll6 el analisis de varianza (ANOVA) para determinar la sig-
nificancia de las variables, asi mismo, se estudio el efecto de cada una
de las variables sobre la dispersion de los tamaiios hidrodinamicos
de las AgNPs. Por otro lado, se estableci6 un modelo matematico
para relacionar las variables investigadas. El software Statgraphics
Centurion 18-X64 se utiliz6 para evaluar el analisis estadistico (la
autorizacion de Software Shop fue adquirida en el afo 2022).

Aplicacion de las NPs en el afluente de la PTAR

La aplicacion antibacteriana se realiz6 sobre 10 L de agua residual
filtrada que se obtuvo del ingreso al primer sedimentador de la
PTAR. La figura 1 muestra los pasos que se siguieron para tratar la
muestra de agua de la PTAR.

Con base a pruebas preexperimentales, se expusieron 500 mL de
agua filtrada a diferentes dosis de AgNPs en solucion coloidal del ex-
tracto (50, 70,90, 110y 130 mL) para evaluar la actividad antibacte-
riana, se utilizé un equipo de pruebas de jarras para agitar las mues-
tras durante 30 min a una velocidad constante de 250 rpm, luego se
dejo reposar las muestras durante 20 min. La figura 1 ilustra el pro-
ceso de dosificacion de AgNPs en las muestras de agua de la PTAR.

Figura1.Muestrasdeaguafiltradasdespuésdeaplicarnanoparticulasdeplata (AgNPs).
Se observa el agua previamente filtrada para después aplicar las AgNPs, las cuales se
dispersan en el liquido. La solucién formada es mezclada con agitacion continua en
los vasos precipitados.

Se utilizo el método de dilucion en tubo mdltiple para realizar el
analisis bacteriano [18], el cual se realiz6 por triplicado para de-
terminar la cantidad total de coliformes y termotolerantes, tanto
en la muestra filtrada inicial como en las que fueron expuestas
con dosis de AgNPs, con la finalidad de comparar los resultados.

Se utilizo la Ec. (3) para determinar el % de eliminacion de bacterias:

., s m; — Mg
% de eliminacion = ———=+ 100 (3)

m;

Donde myson los coliformes totales en la muestra con dosificacion de
AgNPs y m; son los coliformes totales en la muestra de agua filtrada.
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Tabla 3. Cantidad de compuestos fendlicos en los extractos hidroetandlico 50% y acuoso de queiiua.

Cantidad total de compuestos fendlicos
R1 R2 R3 Promedio Promedio
Equivalentes de | Equivalentes de | Equivalentes de | Equivalentes de Equivalentes
AG mg/mL de AG mg/mL de AG mg/mL de AG mg/mL de de AG mg/g de
extracto extracto extracto extracto quefiua

Extracto
hidroetanélico 19,09 19,21 19,04 19,11 95,58
50% de queiiua

Extracto 10,98 11,09 11,15 11,07 55,38

acuoso de queiiua
R: repeticion por cada muestra.
AG: acido galico.
Resultados y discusion Efecto del pH

Determinacion de compuestos fenélicos totales del
extracto de queiiua

En la tabla 3 se proporciona informacion sobre la cantidad de com-
puestos fendlicos en los extractos de quefiua.

El extracto hidroetanoélico al 50% mostré mayor concentracion de
compuestos fenoélicos totales que el extracto acuoso, esta diferen-
cia podria explicarse a la distinta naturaleza de polaridad de los sol-
ventes. Ademas, cabe resaltar que la temperatura tuvo un impacto
significativo en la extraccion de compuestos fenélicos del extracto
acuoso, el cual ebulld a 84 °C durante 40 min. Investigaciones an-
teriores, como las de Mufoz et al. [19], subrayan la importancia de
la temperatura en la extraccion acuosa de compuestos fenolicos, asi
mismo, Shahidi y Ambigaipal [20] mencionan que los compuestos
fendlicos son los responsables de las propiedades antioxidantes y
reductoras de los extractos, por lo tanto, los compuestos reducen
los iones de plata (Ag*) a plata elemental (Ag°®) al donar electrones.

Biosintesis de las AgNPs

De los 12 ensayos de AgNPs sintetizados, se observd que poco
después de agregar el extracto de quefua a la solucion de AgNO;
las muestras experimentaron un cambio en su apariencia fisica. La
figura 2 muestra la variacion de color a marrén oscuro provocado
por la adicion de 0,1 M de NaOH a la mezcla de reaccion, lo cual
indica la formacion de AgNPs. Rodriguez et al. [21] explican que la
variacion de color se produce debido a la fuerte absorcion de luz
visible causada por la excitacion del plasmon superficial de las NPs.
Asi mismo, segtin Cumbal et al. [11], la variacion de color indica el
inicio de la reduccion de Ag* para generar Ag°, que luego se agru-
pan para formar AgNPs. Ademas, se demostrd que los extractos con
tallos y hojas de plantas tuvieron un impacto directo en la sintesis
originado por los compuestos fitoquimicos que contienen grupos
hidroxilo, carboxilo y fenélicos, asi como otros metabolitos que po-
drian haber contribuido a la sintesis.

Figura 2. Mezcla de reaccién entre los extractos acuosos de quefiua, la solucion de
AgNOs y NaOH.
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El control de pH es fundamental para la sintesis de AgNPs; cuando
el pH aumenta hacia valores alcalinos, las AgNPs de tipo esférico
muestran bandas de longitud de onda caracteristicos que abarcan
aproximadamente los 420 nm [22]. Martinez et al. indican que las
AgNPs sintetizadas a pH alcalino tienen una mayor concentracion
como resultado del aumento del pH de las mezclas de reaccion [23].

Efecto de la temperatura

Seglin Sanchez [24], la temperatura es un factor importante para
controlar el tamaiio de las AgNPs porque afecta la etapa de nuclea-
cion, la cual se desarrolla mas rapido a altas temperaturas, por lo
tanto, se produce un crecimiento de ntcleos de Ag®, esto permite a
las AgNPs tener una etapa de crecimiento homogénea, lo que pro-
duce particulas de tamafio similar.

Sin embargo, en la presente investigacion a 60 °C, las AgNPs sin-
tetizadas mostraron un desplazamiento hacia longitudes de onda
mayores (figura 3 y figura 4) en su evolucion de estabilidad en el
tiempo, lo que indicaria que las AgNPs son mas grandes. Segliin
Jiang [25], este fendmeno podria explicarse por el aumento propor-
cional de la temperatura que provoca un crecimiento mas rapido de
las NPs durante la unién de los clUsteres de plata. Esto se traduce
en una agregacion sin control durante el crecimiento, ya que las NPs
se unen entre si sin ninguna restriccion en cuanto a su tamano.

Caracterizacion del tamaio de las AgNPs

Se constata a detalle en la tabla 4 los picos de superficie de plas-
mon superficial (SPR) de cada ensayo de biosintesis de AgNPs con
extracto acuoso en las diferentes fechas de analisis.

Tabla 4. Resultados de las longitudes de onda (1) de las AgNPs
biosintetizadas con extracto acuoso de quefiua.

Fecha: 22/11/22 | Fecha: 22/12/22
Ensayon.° | T(°C) pH (nm) (nm)
4 60 7 416 421
5 20 12 410 411
7 20 7 417 419
9 60 10 413 415
10 20 10 405 405
12 60 12 406 408

Las representaciones graficas de los espectros de SPR de las AgNPs
se muestran en la figura 3.

SegUn sus caracteristicas visuales y los valores de absorbancia regis-
trados, se identificaron AgNPs con probable morfologia esférica en
intervalos de anchos de banda de 405 a 421 nm. Los hallazgos coin-
ciden con los de Pardo et al. [26], ellos encontraron que las AgNPs
tienen formas esféricas con diametros de entre 1y 50 nm en el
rango de longitudes de onda mencionado. Segln Cruz et al. [27], el
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Figura 3. UV-visible de AgNPs con extracto acuoso de quefua.

desplazamiento a longitudes de onda mas largas y el ancho de ban-
da de absorcion aumentan con las AgNPs mas grandes. Esto se debe
a que el campo eléctrico no es uniforme dentro de las particulas, lo
cual reduce la densidad de la carga en su superficie.

En la mayoria de los experimentos, los espectros exhibieron un des-
plazamiento a longitudes de onda mayores a lo largo del tiempo,
esto podria deberse a que continla una reaccion lenta de reduccion
de Ag* a Ag°, aumentando probablemente el tamafio de las particu-
las hasta tener una forma energéticamente favorable.

Por otro lado, el espectro UV del ensayo diez (pH: 10, T: 20 °C)
permaneci6 sin variaciones en su banda de longitud de onda, esto
confirma la estabilidad y uniformidad de las AgNPs en una solucién
coloidal, conservando su forma esférica.

En la tabla 5 se muestran los tamafos hidrodindmicos (Z) de las
AgNPs.

Tabla 5. Tamaiios hidrodinamicos (Z) de las AgNPs con extracto acuoso de queiiua.

N.° de ensayo Temperatura (°C) pH Z (nm) Pdl
4 60 7 111,20 0,50
5 20 12 147,60 0,43
7 20 7 178,50 0,40
9 60 10 52,44 0,25
10 20 10 58,68 0,48
12 60 12 48,89 0,48

Z: tamaiio hidrodinamico promedio.
PdI: indice de polidispersidad de las NPs.

La mayoria de ensayos muestran Pdl similares, esto sugiere que las
muestras tienen una gama variada de tamaiios, lo que puede ocu-
rrir debido a que con el tiempo las muestras tienen la tendencia a
aglomerarse. En referencia a Botasini [28], el promedio Z puede so-
breestimar el tamano hidrodinamico de las muestras polidispersas.
Esto se debe a que Z es la media aritmética de las poblaciones de
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particulas presentes, donde las de mayor tamafio tienen pesos re-
lativos superiores en la cantidad de luz dispersada en comparacion
con las particulas mas pequenas.

Los picos de SPR de cada ensayo de biosintesis de AgNPs con
extracto hidroetanodlico al 50% de quefiua se exhiben en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de las longitudes de onda (L) de las AgNPs biosintetizadas con
extracto hidroetanélico al 50% de quefiua.

Fecha: 25/11/22 | Fecha: 28/12/22
Ensayon.° | T(°C) pH
(nm) (nm)
1 20 7 429 428
2 20 12 419 412
3 60 7 428 429
6 60 10 419 422
8 60 12 415 411
11 20 10 425 424

Los espectros UV-vis exhibieron una franja de absorcion de energia
entre 411y 429 nm. Los picos de SPR de las AgNPs sintetizadas
con extracto hidroetanolico tuvieron mayores longitudes de onda
que los de las AgNPs sintetizadas con extracto acuoso. Seglin You-
saf et al. [29], la existencia de diversos grupos funcionales en los
extractos podria ser el motivo de la variacion de tamaiio y forma
de las AgNPs sintetizadas. Los compuestos presentes en los extrac-
tos hidroetanélicos generalmente tienen un tamafo molecular mas
grande y poseen superior capacidad de unirse a las AgNPs, lo que
resultaria en la conformacion de particulas mas grandes.

Los espectros de las AgNPs biosintetizadas con extracto hidroeta-
noélico al 50% de queiiua se observan en la figura 4.
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Figura 4. UV-visible de AgNPs con extracto hidroetandlico al 50% de quefua.

En la figura 4B se observa la aparicion de bandas de longitud de
onda de resonancia dipolar, distintivas de las NPs de grandes tama-
fios. Cuando el pH es superior de 10, la temperatura de 60 °Cy la
concentracion superior de compuestos fendlicos, las AgNPs crecen
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a un ritmo acelerado e incontrolable. Esto promueve las polidisper-
sidad y aglomeracion de las NPs, lo que se refleja en el tiempo. En
la tabla 7 se muestran los tamafos hidrodinamicos de las AgNPs
biosintetizadas con extracto hidroetanélico al 50%.

Tabla 7. Tamafios hidrodinamicos promedio (Z) de las AgNPs con extracto
hidroetanélico al 50% de queiiua.

N.° de ensayo Temperatura(°C) pH Z (nm) Pdl
1 20 7 49,82 0,56
2 20 12 84,54 0,24
3 60 7 220,70 0,71
6 60 10 62,70 0,50
8 60 12 2684 0,60
11 20 10 34,77 0,60

Z: tamaiio hidrodinamico promedio.
PdlI: indice de polidispersidad de las NPs.

Los valores mayores de Pdl en los extractos hidroetandlicos al 50%
sugieren que las AgNPs tienen una heterogénea distribucion de ta-
maiios, esto coincide con los espectros UV-vis que muestran que las
AgNPs son mas polidispersas y tienden a juntarse. Los ensayos tres
(pH:7 y T: 60 °C) y ocho (pH:12 y T: 60 °C) mostraron Z mas altos
y mayores Pdl, por lo tanto, la temperatura de sintesis puede haber
sido un factor que influyé en la formacion de AgNPs. Estos resulta-
dos son similares a lo que observaron Liu et al. [30], que la alta tem-
peratura favorece la formacion de NPs, pero solo si hay suficiente
cantidad de iones de agente precursor Ag*, si la cantidad de iones
Ag* es insuficiente, la nucleacion se produce muy rapidamente, lo
que impide el crecimiento de las NPs.

Andlisis estadistico

Andlisis de las variables
La tabla 8 muestra los resultados del analisis de varianza (ANOVA).

Tabla 8. Resultado del andlisis de varianza para AgNPs obtenidas con extracto
acuso e hidroetandlico de quefiua.

Fuente Valor P Cuadr.'j\do Suma de
medio cuadrados
A 0,529 1273,49 1273,49
B 0,945 14,55 14,55
C 0,307 3689,71 3689,71
AA 0,297 3855,74 3855,74
AC 0,036 25.6614 25.661,40
BB 0,052 19.979,8 19.979,80
BC 0,906 42,4581 42,45
Error total 2695,79 10.783,20
Total (corr.) 65.300,30

Valor P: medida de la credibilidad de la hipotesis nula.
A: cantidad de etanol.
B: pH.
C: temperatura.
AA: interaccion de cantidad de etanol - pH.
AC: interaccion de cantidad de etanol -temperatura de biosintesis.
BB: interaccion de pH.
BC: interaccion pH-temperatura de biosintesis.

De la tabla 8 se deduce que el tipo de extracto y la temperatura
no influyeron significativamente en el tamafio de las AgNPs. Sin
embargo, la interaccidn entre estos dos factores tuvo un impacto
significativo, esto seiala que las dimensiones de las AgNPs no son
determinadas de manera individual por cada factor, sino que surgen
de la interaccion compleja entre estos. En consecuencia, se respalda
la hipotesis alternativa que sugiere que la combinacion especifica
de factores, incluyendo la temperaturay el tipo de extracto, impacta
directamente en el tamaiio de las AgNPs.
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Efectos estimados para el tamaiio de las AgNPs

Tabla 9. Efectos estimados del tamafio hidrodindmico de las AgNPs obtenidas con
extracto acuso e hidroetanélico de quefua.

Factor de Intervalo de
Efecto inflacién de Estimado

varianza (VIF) confianza

Promedio 52,14 +72,08
A 1,0 20,60 +83,23

B 1,0 -2,70 +101,93

¢ 1,0 35,07 +8323
AB 10 43,91 +101,93
AC 1,0 92,49 + 83,23
BB 1,0 73,12 +176,56
BC 10 4,61 +101,93

En la tabla 9, para evaluar la influencia de las variables, se calculd
la disparidad entre los niveles altos y bajos, asi como el promedio
de estos niveles para cada variable. Segun el factor de inflacién de
varianza (VIF), no existe multicolinealidad entre las variables inde-
pendientes. Las siguientes son las estimaciones de los efectos:

-Unaumento promediode 35,07 nmenladistribuciondetamarios
de las NPs se produce al aumentar la temperatura de 20 a 60 °C.

- LasAgNPsaumentan de tamaiio en promedio 20,60 nm comore-
sultadodelatransiciondesolventeacuosoahidroetanoélico(50%).

-Parael pHelefectoresultd negativo, lo cual condujoaladisminu-
ciondeltamafodelasNPsen2,70nmalaumentarelpHde7a12.

Modelo de regresion
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Figura 5. Superficie de respuesta estimada, a partir del modelo matematico presen-
tado en la Ec. (4), del tamafio hidrodinamico de las AgNPs obtenidas con diferentes %
de etanol en el extracto de quefiua.

El modelo de regresion utilizado para predecir el tamafo de las Ag-
NPs se representa graficamente en la figura 5. Debido a que el pH
no varia de manera lineal, la superficie de respuesta estimada es una
parabola. Por lo tanto, se puede observar que los rangos que estan
marcados de azul y rosado son donde se obtienen dimensiones de
menor tamaiio a 80 nm de AgNPs, en condiciones de pH inferior a
10 y concentracion de etanol del O al 50%. Mientras que la tonali-
dad azul solo indica las condiciones ideales para obtener AgNPs con
un tamafo menor a 50 nm, estas condiciones se dan empleando
extractos acuosos o extractos con un contenido de etanol no supe-
rior al 20%. Los colores naranja, celeste y verde indican que un pH
mayor a 11,5, y emplear extractos hidroetanoélicos o acuosos, no es
adecuado para la sintesis de AgNPs, ya que producen NPs de gran
tamarnio.

El modelo matematico que representa la biosintesis de AgNPs es:

Tamaio hidrodinamico (hm) = 1420,21 - 270,617 x pH —
6,62437 x CE—0,997704 x T + 0,0924867 x CEx T+ (4)
0,35126 x CE x pH + 13,8494 x pH*—0,046075 x pH x T
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Donde T es la temperatura de biosintesis, CE es la cantidad de eta-
nol y R?=83,48%.

El valor de R? indica que el modelo de regresion puede explicar el
83,48% de la variacion en el tamaiio de las AgNPs. Esto indica que
el modelo puede predecir el tamaiio de las AgNPs en funcion de los
factores mencionados y se ajusta bien a los datos experimentales.

Caracterizacion por microscopia electrénica de barrido
(SEM)

La figura 6 muestra las microfotografias emitidas por la SEM en el
ensayo diez, el cual mantuvo una mejor estabilidad a lo largo del
tiempo y también present6 las mejores condiciones de réplica por
la simplicidad de preparacion del extracto acuso de quefiua. Segtin
los hallazgos de la presente investigacion, la biosintesis de AgNPs a
un pH de 10 y una temperatura de 20 °C, son condiciones donde las
NPs presentaron tamaiios hidrodinamicos promedios de 58,68 nm,
aunque también se obtuvieron NPs de menor tamafio con diferen-
cias de solo el 1,15% a condiciones de temperatura de 60 °C 'y pH
12 empleando extracto acuoso de quefiua; sin embargo, esto signi-
ficaria un mayor control del proceso y costo de produccién en escala
piloto o industrial, es por eso que se descartaron los otros ensayos.

Figura 6. Microfotografias de las nanoparticulas (NPs). A: 7,3 kx, B: 16.9 kx, C: 87,4 kx
y D: 115 kx.

Se pudo evidenciar la existencia de plata metalica (figura 6A, sefia-
ladas con flechas verdes), las cuales, seglin Pardo et al. [26], se ob-
servan como puntos blancos brillantes en las micrografias debido a
sus propiedades luminicas.

También se observa una fase de color gris mas suave (sefalado con
una flecha amarilla en la figura 6B). Zahir et al. [31] mencionan que
esta pelicula se identifica como la parte organica, y seglin Asif et al.
[32], la pelicula se compone de sustancias organicas extraidas de
plantas y materia organica que rodea las NPs. Esta materia organica
se ve como una capa gruesa que rodea las NPs. Estos materiales son
los que brindan estabilidad a las AgNPs.

Mediante esta técnica se observaron algunas NPs grandes, de hasta
119,30 nm de radio, y otras pequefas de hasta 36,06 nm. Sin em-
bargo, también se detectaron particulas de tamaiio inferior a 60 nm
de diametro, pero no se pudo determinar su tamafo exacto debido
a las limitaciones de la técnica. La muestra estaba compuesta por
mas del 85% de nanoestructuras esféricas, de las cuales el 95% eran
AgNPs y el 5% eran material vegetal. Los resultados obtenidos con-
firman que la muestra es polidispersa, tal y como se demostré en el
analisis de DLS.

Las particulas mas pequeias, representadas por las flechas naranjas
en las figuras 6C y 6D, forman una capa alrededor de las particulas
de mayor tamaiio, lo que conduce a la creacion de agregados. Segtin
Koehler et al. [33], las NPs se atraen entre si debido a la carga eléc-
trica excesiva en su superficie, cuanto mayor sea el nimero de car-

gas eléctricas en exceso mayor es esta atraccion. En otras palabras,
las NPs con una alta carga eléctrica en su superficie se repelen entre
si, lo que les impide agruparse. Por el contrario, es mas probable
que se agrupen las NPs con una carga eléctrica menor en su superfi-
cie. La deshidratacion de la muestra durante la preparacion para las
técnicas de analisis puede hacer que las particulas se reduzcan de
tamafio y se agrupen.

La figura 7 presenta los hallazgos del analisis de EDX, los cuales
indican la composicion de las AgNPs, compuestas principalmente
por plata elemental (Ag°). Esto se deduce porque se observa un
pico pronunciado y una energia de 3 keV que, segin Paulkumar et al.
[34], es la energia caracteristica de los rayos X emitidos por la plata.
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Figura 7. Composicion elemental emitida por espectroscopia de rayos X de AgNPS
biosintetizadas con extracto acuoso de quefiua.

La espectroscopia de rayos X mostroé que las AgNPs estan compues-
tas principalmente por Ag° (69,31%), pero también hay presencia
de O (22,57%), Na (6,66%) y K (1,46%). Estos ultimos elementos
pueden ser el resultado de biomoléculas presentes en la superficie
de las AgNPs que las protegen de la degradacion.

Después de 14 semanas, se confirmé mediante el analisis EDX los
elementos en las AgNPs, el 69,31% era Ag°. Los hallazgos corrobo-
ran los resultados de la investigacion de Menon et al. [35], en la
que el analisis EDX indica la presencia de Ag®, Cl, Cy O. Segtn ellos,
estos grupos funcionales se adsorben en las NPs.

Los autores Srirangam y Parameswara [36] llevaron a cabo la sin-
tesis utilizando extracto de Malachra capitata L. donde observaron
que los espectros mostraban Ag® en 70,36% y un porcentaje de C del
35,13%, también mencionan que el porcentaje de Ag® es un indica-
dor de la eficiencia de conversion. En el estudio de Femi et al. [37]
se biosintetizaron AgNPs con Gleichenia pectinata (Willd.) C. Presl, en
los espectros observaron la presencia del pico caracteristico de Ag°®
a 3 keV Ag® en un porcentaje del 16%, ellos también descubrieron
la presencia de otros elementos quimicos como O (68%), Si (12%),
Al (5%) y K (4%), que se encontraban en la superficie de las AgNPs
formando una capa organica de recubrimiento.

Seguin Bhattacharjee et al. [38], la técnica de potencial Z puede
evaluar la carga superficial de las NPs, y si tienen cargas superfi-
ciales mas bajas, suelen agruparse, coagularse o flocularse. Por el
contrario, las NPs con cargas superficiales mas altas de £30 mV
tienden a repelerse entre si, esto indica que las particulas no se
atraen entre si, por lo que no se agrupan ni se floculan. También,
Elamawi et al. [39] mencionan que cuando las AgNPs tienen una
carga negativa se repelen con otras particulas, lo que evita que se
agrupen. En la presente investigacion se obtuvo un valor de-10 mV,
pues la biosintesis a un pH de 10 fomenta la formacion de AgNPs
con una mayor carga negativa, segiin lo reportado por Bélteky et al.
[40], que investigaron como los grupos funcionales que se encuen-
tran en las superficies de las NPs son susceptibles a perder protones
en soluciones basicas, esto permite incrementar la carga superficial
negativa de dichas NPs; por lo tanto, el valor Z de la muestra pro-
bablemente fuera mayor al principio de la sintesis que después de
un periodo de 14 semanas. La probable reduccion en el valor de
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Z puede ser atribuible a una combinacién de factores, incluyendo
la adsorcion de biomoléculas a la superficie de las particulas y la
oxidacion de la plata. Asimismo, la matriz biolégica del extracto de
quefua puede ayudar a estabilizar las AgNPs, incluso después de
que su carga negativa haya disminuido. Las biomoléculas presentes
en el extracto podrian estar adsorbiéndose a la superficie de las par-
ticulas y generando una carga negativa adicional.

Aplicacién antibacteriana

Tabla 10. Aplicacion de AgNPs en solucién acuosa en 500 mL de agua filtrada.

% de
Ensayo | (mL) AgNPs NmP NmP eliminacién
CT/100 mL | CTL/100 mL de bacterias

1 33 x 106 33 x 106 -

2 50 1,8 1,8 100

3 70 1,8 1,8 100

4 90 1,8 1,8 100

5 110 1,8 1,8 100

6 130 1,8 1,8 100

CT: coliformes totales.
CTL: coliformes termotolerantes.

Las dosis de AgNPs en solucion acuosa aplicadas a las muestras de
agua se muestra en la tabla 10. La muestra filtrada contenia colifor-
mes totales y coliformes termotolerantes en una cantidad de 33 x
106 NMP/100 mL. Después de haber aplicado las diferentes dosis,
se redujo a menos de 1,8 NMP/100 mL, esto indica que se produjo
una eliminacién de practicamente el 100%. Este resultado afirma lo
mencionado por Ticllacuri y Travezafo [12], quienes han encontra-
do que las NPs de tamafio nanométrico tienen una mayor capacidad
de supresion de coliformes totales y termotolerantes. Segin Menon
etal. [35], las AgNPs poseen la capacidad de eliminar bacterias al in-
terrumpir la permeabilidad y la respiracion de la membrana celular.
Ademas, se unen a moléculas con azufre, lo que produce sustancias
que dafan la célula a nivel molecular. Se cree que las AgNPs inter-
fieren con enzimas y proteinas necesarias para producir Adenosin
Trifosfato (ATP) en las células bacterianas, lo que interrumpe la fun-
cion celular y mata las bacterias.

Los resultados de esta investigacion sefalan que las AgNPs son efec-
tivas en el tratamiento antibacteriano. Esto significa que la PTAR
podria cumplir con los requisitos de calidad ambiental para aguas
de categoria uno (coliformes inferiores a 50 NMP/100 mL) [41]. Sin
embargo, deben realizarse mas estudios de la variacion mediante el
empleo de dosis menores con base a los resultados expuestos en la
tabla 10.

Conclusiones

En esta investigacion se sintetizaron AgNPs con extracto de quefiua
a diferentes condiciones de temperatura, pH y tipo de extracto. Los
resultados evidenciaron que las mejores condiciones para replicar la
sintesis de AgNPs son a un pH 10, temperatura de 20 °C y extracto
acuoso con un promedio de tamafo de 58,68 nm de diametro me-
dido mediante la técnica DLS. Con la técnica SEM se midieron tama-
fios en rango de radio entre 36,06 a 119,30 nm con forma esféricay
una carga superficial negativa moderada (-10 mV). Se constat6 que
la cantidad de etanol, pH y la temperatura de sintesis afectan en el
tamano de las AgNPs. Finalmente, se examino la actividad antibac-
teriana de las AgNPs sintetizadas en muestras de agua del afluente
de la PTAR de Cusco, Perd, los hallazgos demostraron que las AgNPs
eliminaron a las bacterias (coliformes totales y termotolerantes)
en la muestra, lo que demuestra su potencial uso como agente an-
tibacteriano. No obstante, se sefala la necesidad de realizar mas
estudios para determinar si quedan restos de AgNPs en las aguas
tratadas, la cuales podrian representar toxicidad para el medio en
donde se encuentren.
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Preparacién de muestras
solidas para el andlisis
por fluorescencia de
rayos X: una revisién

Solid sample preparation
for X-ray fluorescence
analysis: a review

Preparacao de amostras
solidas para andlise de
fluorescéncia de raios X:
uma revisao

Resumen

Abstract

Resumo

La fluorescencia de rayos X (XRF, por sus
siglas en inglés) permite realizar analisis
multielementales en diversas matrices
solidas, incluidos polvos y granos. Para
obtener resultados confiables, la muestra
preparada debe cumplir con ciertos crite-
rios relacionados con su espesor, la plani-
tud de su superficie, su homogeneidad y
el tamano de sus particulas. Las muestras
solidas heterogéneas que se deseen me-
dir deben pulverizarse, homogeneizarse
y prepararse como polvo suelto, polvos
prensados (pellets) o perlas fundidas, si se
buscan mediciones precisas y reproduci-
bles. Las condiciones de medicion estan
definidas por la profundidad analitica de
los rayos X fluorescentes de los analitos,
y se pueden estimar a partir de la relacion
que existe entre la absorcion de cada rayo
y su respectiva energia, y la composicion
y densidad de la muestra. Asi mismo, con
el propdsito de asegurar la validez de los
resultados, se debe validar el método de
medicion, para confirmar que cumple con
el proposito para el cual fue desarrollado.
Esta revision esta enfocada en la prepa-
racion de muestras solidas, en el andlisis
cuantitativo, el cual incluye la validacion
de los métodos involucrados en las me-
diciones por espectrometria de XRF, y en
las principales aplicaciones de la técnica.

X-ray fluorescence (XRF) allows multiele-
ment analysis to be performed on a va-
riety of solid matrices, including powders
and grains. To obtain reliable results, the
sample must meet certain criteria related
to its thickness, surface flatness, homo-
geneity and particle size. Heterogeneous
solid samples to be measured must be
pulverized, homogenized, and prepa-
red as loose powder, pressed powders
(pellets) or fused beads, if accurate and
reproducible measurements are sought.
The measurement conditions are defined
by the analytical depth of the fluores-
cent X-rays of the analytes, and can be
estimated from the relationship between
the absorption of each beam and its res-
pective energy, and the composition and
density of the sample. Furthermore, in
purpose of assuring the validity of the
results, the measurement method must
be validated to confirm that it fulfills the
purpose for which it was developed. This
review is focused on the preparation of
solid samples, the quantitative analysis,
which includes the validation of the me-
thods involved in XRF spectrometry mea-
surements, and on the main applications
of the technique.

A fluorescéncia de raios X (XRF) per-
mite que a analise multielementar seja
realizada em uma variedade de matri-
zes solidas, incluindo pods e graos. Para
obter resultados confidveis, a amostra
preparada deve atender a determinados
critérios relacionados a sua espessura,
planicidade da superficie, homogeneida-
de e tamanho da particula. As amostras
solidas heterogéneas a serem medidas
devem ser pulverizadas, homogeneiza-
das e preparadas como pds soltos, pos
prensados (pellets) ou esferas fundidas,
caso se deseje obter medidas precisas e
reprodutiveis. As condi¢des de medidas
sao definidas pela profundidade analitica
dos raios X fluorescentes dos analitos, e
podem ser estimadas a partir da relacdo
entre a absor¢do de cada raio e sua res-
pectiva energia, além da composicdo e
da densidade da amostra. Também, para
garantir a validade dos resultados, o mé-
todo de medicdo deve ser validado para
confirmar que ele cumpre a finalidade
para a qual foi desenvolvido. Esta revisao
enfoca na preparagdo de amostras soli-
das, na analise quantitativa, incluindo a
validagdo dos métodos envolvidos nas
medidas por XRF, e nas principais apli-
cagdes da técnica.

Palabras clave: XRF; efecto matriz; mues-
tras solidas heterogéneas; analisis mul-
tielemental; parametros de validacion.

Keywords: XRF; heterogeneous solid
samples; matrix effect; multielemental
analysis; validation parameters.

Palavras-chave: XRF; efeito de matriz;
amostras solidas heterogéneas; analise
multielementar; parametros de validacao.
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Introduccién

A medida que las técnicas analiticas instrumentales se vuelven cada
vez mas sofisticadas, empiezan a ser adoptadas en diversos campos.
Actualmente, para realizar analisis multielemental a diversos tipos
de matrices, se tiene disponibilidad de un gran nimero de técnicas
instrumentales tales como la espectroscopia de absorcion atomica
(AA) [1], la espectrometria de masas con plasma acoplado inducti-
vamente (ICP-MS, por sus siglas en inglés) [2], la espectrometria de
emision optica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, por
sus siglas en inglés) [3], la cromatografia idnica (1C) [4] y la fluores-
cencia de rayos X (XRF, por sus siglas en inglés), entre otras. Esta
ultima se destaca porque cuenta con un amplio campo de accion
que permite llevar a cabo el analisis multielemental en diversos ti-
pos de muestras y para diferentes propositos, como en el estudio
del medio ambiente, para el analisis de suelos, plantas y agua, en
la industria de productos alimenticios y de bebidas, en la medicina,
la biologia, la mineralogia, la geologia, la arqueologia, el arte y el
campo forense, entre otros [5, 6].

Existen algunas técnicas que permiten analizar sélidos directamente:
la XRF, que requiere de una fuente de radiacion que puede ser un
tubo de rayos X, radioisétopos o radiacion sincrotrén [7] (depen-
diendo del espectrometro de XRF); el analisis de emision de rayos X
inducido por particulas (PIXE, por sus siglas en inglés), que requiere
de un acelerador de iones [8] y el analisis instrumental de activacion
de neutrones (INAA, por sus siglas en inglés), que hace uso de un
reactor nuclear [9]. Sin embargo, las dos Ultimas técnicas son de
alto costo de operacion, lo que hace que la XRF sea la mas versatil
y atractiva, ya que permite realizar analisis cualitativos y cuantita-
tivos a muestras soélidas y liquidas en una amplia gama de concen-
traciones, desde mg/kg hasta niveles de componentes principales
expresados en porcentajes. Asi mismo, la XRF es una técnica no des-
tructiva que permite el analisis directo de muestras a las cuales no
es posible hacer pretratamiento o preparacion (objetos preciosos,
joyeria, artefactos arqueologicos y piezas de arte), ya que permite
mantener la integridad de la pieza o muestra analizada.

En la actualidad, existen diferentes tipos de técnicas de XRF, dentro
de las que se destaca la fluorescencia de rayos X por dispersion de
longitud de onda (WDXRF), la fluorescencia de rayos X por energia
dispersiva (EDXRF) y la fluorescencia de rayos X por reflexion total
(TXRF). Se han realizado diversos estudios donde se comparan los
espectrometros de los dos primeros tipos de XRF con el fin de deter-
minar el método de dispersion, la resolucion, el limite de deteccion,
el tiempo de analisis, la precision y exactitud, el método de analisis
(cualitativo y cuantitativo) de las muestras [10], los elementos que
se pueden analizar y sus respectivos limites de deteccion, los cua-
les van a depender principalmente del sistema que se utilice. Asi, el
intervalo de medicion elemental para EDXRF va desde sodio (Na)
hasta uranio (U), para WDXRF es atin mas amplio, desde berilio (Be)
hasta uranio (U), y para el caso de la TXRF, que se puede considerar
una variedad mejorada de la EDXRF, el intervalo de andlisis va desde
aluminio (AL) hasta uranio (U).

La naturaleza de las muestras que se pueden medir por WDXRF y
EDXRF son muestras liquidas y sélidas, la preparacion de muestras
solidas se explica a mayor profundidad en la seccion “Analisis por
XRF”. Para el caso de la naturaleza de las muestras que se miden
por TRXF, es importante destacar que se analizan liquidos, polvos y
suspensiones, pero que su preparacion es diferente a la preparacion
convencional para muestras que se miden por WDXRF y EDXRF. En
TXRF, las muestras se preparan sobre un portamuestras, como una
pelicula delgada para el analisis cuantitativo o como un microfrag-
mento para el analisis cualitativo. Para los liquidos, se requiere de
unos pocos microlitros de muestra homogénea con un estandar in-
terno que se deposita sobre el portamuestras, posteriormente se
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secan por calor o al vacio y se llevan a medicion en el espectrometro
[11]. Las muestras sélidas, como el tejido vegetal y las muestras de
suelo, primero se secan y se muelen, luego se suspenden en solucion
detergente, se diluyen y homogeneizan y, por tltimo, se colocan en
el portamuestras. Los polvos, sedimentos u otros soélidos pueden
digerirse en una solucion acida suave o convertirse en una suspen-
sion antes de colocarse en el portamuestras [12].

Los analisis instrumentales, en términos generales, pueden propor-
cionar facilmente un resultado en cualquier condicion de la mues-
tra. Sin embargo, un método analitico inadecuado producira un re-
sultado significativamente erréneo, llevando a los investigadores a
una conclusion equivocada. En la XRF, para obtener un resultado
confiable, el analista debe optimizar la preparacion de la muestra
en funcion de los parametros de homogeneidad, planitud de la su-
perficie, tamafio de las particulas, espesor y densidad; ademas, debe
establecer correctamente las condiciones de la medicion (optimi-
zacion y validacion del método) y realizar el aseguramiento de la
validez de los resultados haciendo uso de materiales de referencia
certificados (MRQC).

En este sentido, esta revision presenta la preparacion de la muestra
(homogeneizacion, tamafo de las particulas, secado, tipo de mues-
tra y espesor) que suele realizarse a diversas matrices (alimentos,
alimentos para animales, cementos, suelos, productos farmacéuti-
cos, polimeros, etc.) para la medicion por XRF; ademas, presenta el
proceso de medicion de muestras tipicas como polvos sueltos, pol-
vos prensados y perlas fundidas, asi como sus aplicaciones. Por lti-
mo, se hace un repaso tanto de la determinacion por XRF, como de
la calibracion y la validacion para garantizar la fiabilidad del analisis.
Principio de medicion

En la XRF la radiacion es de tipo ionizante y es originada por la inci-
dencia de los rayos X que emite una fuente artificial (tubo de rayos
X) sobre la superficie de la muestra de analisis, afectando a los elec-
trones de energia mas baja, que son los que se encuentran cerca al
nucleo, obligandolos a cambiar de orbital, o incluso a abandonar el
atomo, debido al aumento subito de la energia [13]. En seguida, un
electrén que estd en un nivel externo (mas energético) salta hacia
un nivel interior o mas cercano al nicleo (menos energético), ocu-
pando la vacante que ha sido dejada. Dicho electrén debe perder
energia, debido a la modificacién de su estado de movimiento y lo
hace mediante la emisidn de un rayo X caracteristico de elementos
quimicos irradiados desde la profundidad analitica (profundidad de
escape) (figura 1) [14].

En la muestra se generan impulsos por efecto de los rayos X y estos
son proporcionales a la energia de los rayos X. El registro de la am-
plitud del impulso permite crear un espectro de energia en el que
se identifica la composicion de la muestra, es decir, los elementos
que la conforman y la concentracion en la que se encuentran, esto
se debe a que cada elemento de la tabla periddica genera una radia-
cion caracteristica correspondiente a cada posible salto de nivel de
energia [14, 15]. El analisis de esta informacion también permite
determinar la concentracion de cada elemento que esta presente en
la muestra, en funcion de sus espectros de XRF tinicos [16].
Rayos X incidentes Ka

Rayos X (Fluorescentes)
caracteristicos

KB
x
‘ @ Ka
o
2>
<
-4
® 3
Fotoelectron ‘E
E] KB
E
. Niicleo /L
@ Electrén Energia (keV) "

Figura 1. Mecanismo de generacion de rayos X caracteristicos. Tomado de [17].
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Durante la interaccion de los rayos X con la muestra, se pueden pre-
sentar, ademas de la fluorescencia, dos interacciones importantes
conocidas como radiaciones dispersivas: el efecto de dispersion de
Compton y el efecto de dispersion de Rayleigh.

Dispersion Compton y Rayleigh

En la dispersion de los rayos X pueden ocurrir dos fendomenos, uno
con pérdida de energia (dispersion Compton) y otro sin pérdida de
energia (dispersion Rayleigh). En la dispersion Compton, los elec-
trones poco ligados (los de las capas mas externas) [ 18] interacttian
con los fotones que, al momento de ser dispersados, tienen menos
energia y, por lo tanto, una longitud de onda mas larga que el foton
incidente. Debido a la interaccion, el electron recibe algo de energia
del foton y es emitido, mientras que el foton reduce su energia y se
dispersa en un angulo 0 (angulo que se forma entre la trayectoria
original del foton X y la trayectoria del foton dispersado después
de interactuar con un electrén) [19] (figura 2). El fotén dispersado
puede provocar mas interacciones con otros electrones del atomo
y generar fotoelectrones no deseados de menor energia. La disper-
sion de Compton suele ocurrir cuando las muestras irradiadas tie-
nen composicion elemental de bajo niimero atémico.

Fotén dispersado
de baja energia

Fotén incidente 8, Angulo de dispersion

Figura 2. Dispersion Compton. Tomado de [20].

En la dispersion Rayleigh, el foton incidente interacciona y excita el
atomo, pero no se produce ionizacion ni pérdida de energia. Tiene
lugar a bajas energias (< 30 keV) y, por lo tanto, ninguna energia es
convertida en movimiento electrénico ni absorbida en el medio [21].
El Ginico efecto que ocurre es la dispersion del foton en pequeios
angulos respecto a la trayectoria inicial del foton (figura 3), los rayos
X dispersos tienen la misma longitud de onda que el haz incidente.
La dispersion Rayleigh es muy probable cuando las muestras irra-
diadas tienen una composicion elemental de alto nimero atémico.

¥
A

Foton de rayo X

' dispersade
b— -k.\_\

Fotén da rayn X incidente

_Atomo
Figura 3. Dispersion de Rayleigh. Tomado de [19].
Notacion de la radiacién emitida

Dado que cada atomo posee una estructura de niveles de energia
de electrones caracteristica, los fotones emitidos en el llenado de
los huecos permiten su identificacion, por lo que, dependiendo de
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la transicion que tenga lugar, se denomina la radiacion con las le-
tras K, L o M. Existen formas de nombrar a las lineas de radiacion
caracteristica, tales como las notaciones Siegbahn y IUPAC (Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada), que son las que mas se
usan segln lo reportado por varias investigaciones. En la notacion
Siegbahn se identifica cada linea de transicion con el simbolo del
elemento, el nombre de la capa donde esta la vacancia inicial y una
letra griega (o, B, Y) que indica la intensidad relativa de la linea [22].
En la notacion Siegbahn no se nombra el nivel del que proviene el
electrén que llena la vacancia, en cambio, en la notacion IUPAC, la Li-
nea es nombrada por el elemento y el nivel donde la vacancia inicial
se encuentra, seguido por el nivel del que viene el electrén a llenar
esa vacancia. En la tabla 1 se muestran las equivalencias entre las
notaciones Siegbahn y IUPAC.

Tabla 1. Equivalencia entre la notacion Siegbahn y IUPAC. Tomado de [23].

Linea Nombre Nombre Intensidad
IUPAC Siegbahn relativa
K- L3 Ka1 100
K K- L2 Koz ~50
K- M3 Kpi ~17
K- M2 Kp2 ~8
L3- M5 La1 100
L3- M4 La2 ~10
L3 L3- N5-4 Lp2.15 ~25
L3- M1 Li ~5
L3- N1 Lpe ~1
L3- M4 Lp1 100
L2 L3- N4 L1 ~20
L3- M1 Ln ~3
L3- O1 Lye ~3
L1- M4 Lp3 100
L1 L1- N4 Lp4 ~70
L1- M1 Lys ~30
L1- O1 Ly2 ~30
M5- N7 Mo -
M M5- N6 Ma2 -
M5- N6 Mg -

La figura 4 muestra las transiciones tipicas de los electrones para
las distintas capas (siendo las mas faciles de detectar en un ana-
lisis por XRF las lineas K y L). La linea inferior representa la capa
de un atomo y las flechas simbolizan una transicion de electrones,
acompaiada de la formacion de una linea de XRF. Por su parte, en
la figura 5 se muestra un espectro de unas muestras de lapices de
colores irradiadas por rayos X, en la cual se observan multiples picos
de diferentes intensidades, con las respectivas lineas medidas.

serie K serie L

Ba |Ba| n [ B | [ag| @y

az|aq| B3| Bq

Figura4. Niveles de energia que indican las transiciones mas comunes que se producen
en XRF. Tomado de [24].
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Figura 5. Espectros de XRF de muestras de lapices de colores irradiadas. Tomado
de [25].

Instrumentos de medicidén

Si bien el fendmeno de la generacion de rayos X y su emision sobre
la superficie de una muestra son el mismo en todos los tipos de ex-
perimentos de XRF, actualmente se cuentan con diferentes equipos
involucrados en el analisis. Los espectrometros de XRF, en general,
estan compuestos principalmente por una fuente de rayos X, un
compartimiento para la muestra, un sistema de deteccion y el sis-
tema analizador (figura 6). De acuerdo con el sistema de deteccion
utilizado, es posible clasificar los espectrometros XRF en WDXRF y
EDXRF. De esta Gltima clasificacion es posible encontrar equipos
mejorados como lo son los espectrometros de TXRF, que no seran
tratados en la presente revision bibliografica.

Muestra

Sistema de
deteccion

Fuente Rayos X

Sistema analizador
Figura 6. Esquema general de un espectrometro de XRF. Tomado de [26].

Espectrometro de EDXRF

Los espectrometros de EDXRF consisten, principalmente, en una
fuente de excitacion (tubos de rayos X de Rh, Mo, W o Gd, tubos
refrigerados por aire o radiois6topos como '?*l, '°°Cd, *’Am o #%Pu)
[27], un portamuestras, un sistema de deteccion de rayos X y un
sistema de adquisicion de datos. Sea cual sea la fuente de rayos
X, el principio basico sigue siendo el mismo: los rayos X primarios
inciden en la muestra y los fotones fluorescentes emergentes son
registrados por un detector de energia dispersiva (detectores semi-
conductores de Si(Li) o Ge refrigerados y de diodo PIN), el cual, jun-
to con la electronica asociada, cuenta y clasifica, seglin la energia,
todos los fotones que le llegan [28]. Por lo general, el detector sélo
dispone de unos pocos microsegundos para el procesamiento de los
fotones, de modo que, en algunos casos, los espectrometros estan
equipados con filtros para filtrar una parte de la radiacion excita-
dora y asi evitar la sobrecarga del detector. Los fotones que inciden
sobre el detector producen una gama equivalente de impulsos de
tension que salen del detector y llegan al analizador multicanal, el
cual tiene como funcién clasificar los pulsos para producir un his-
tograma del espectro de energia de rayos X. Todos los espectro-
metros incorporaran algln tipo de computador disponible para la
extraccion espectral, identificacion de picos, analisis cuantitativo y
una serie de otras funciones Utiles [29].

En los sistemas de EDXRF son posibles dos configuraciones dife-
rentes para excitar la muestra (figura 7). La primera es la excitacion
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directa, en la que el haz de rayos X apunta directamente a la muestra
y la segunda es la excitacion polarizada, en la que la radiacion proce-
dente de la fuente apunta a un objetivo secundario en un angulo de
45°, el elemento objetivo se excita y emite radiacion en un angulo
de 90° que irradia la muestra [30]. El detector debe estar perpen-
dicular al plano determinado por el tubo, el objetivo y la muestra.
El efecto mas importante de esta configuracion de un espectréme-
tro de EDXRF es que, al desviar la radiacion de rayos X en 90°, la
radiacion se polariza y se reduce el fondo espectral [31]. Medir las
posiciones de los picos espectrales de fluorescencia ayuda a deter-
minar qué elementos se encuentran en la muestra, y mediante una
conversion de las intensidades de radiacion a la concentracion de
elementos, es posible realizar una determinacion cuantitativa de los
mismos [32]. Este Ultimo proceso se basa en la relacion entre la
concentracion de analito, los rayos X medidos y la intensidad de la
fuente de excitacion junto con la composicion general de la muestra
y sus propiedades de absorcion.

Muestra
A B
Filtro

\ Colimador
Objetivo
Tubo Rayos X
Detector

Muestra

Fuente de Rayos X Detector

Figura 7. Espectrometro de EDXRF con A: excitacion directay B: excitacion polarizada.
Tomada de [33].

Espectrometro de WDXRF

Los espectrometros de WDXRF (figura 8) consisten en un tubo de
rayos X, un filtro, la cdmara de la muestra, una mascara de la mues-
tra, el sello de vacio, los colimadores, los cristales analizadores, el
goniometro y el detector o detectores. El tubo de rayos X actta de
manera similar a lo explicado para el espectrometro de EDXRF, se
irradia la muestra de manera directa y la fluorescencia que proviene
de la muestra es medida con un sistema de deteccion de dispersion
por longitud de onda. La sefial que proviene de la muestra pasa por
la mascara del espectrometro, la cual elimina las sefiales no desea-
das, y posteriormente pasa por el sello de vacio, que separa la ca-
mara de la muestra de la cdmara del goniémetro. Durante el ingreso
de una muestra, el sello se cierra y la camara del goniometro per-
manece en vacio. Asi, solo un pequefo volumen de la camara de la
muestra debe evacuarse cuando se van a medir sélidos o inundarse
con helio cuando se van a medir liquidos.

Cambiador de |a
Muestra mascara

_ Sello de vacio

_~Cambiador del colimador

Intercambiador 4 Configuracion de
de filtros elementos pesados

Configuracion de
elementos livianos

Fuente de
Rayos X

Cambiador_
__del cristal

Contador de centelleo Contador proporcional de flujo

Figura 8. Partes de un espectrometro de WDXRF. Tomado de [34].

Cuando la sefal llega a los colimadores, estos dirigen y canalizan los
rayos X policromaticos fluorescentes, provenientes de la muestra,
hacia los cristales. Los colimadores pueden mejorar la resolucion al
restringir los angulos en los que los rayos X fluorescentes inciden en
el cristal y, asi mismo, pueden mejorar la sensibilidad al ampliar los
angulos en los que inciden los rayos X sobre el cristal. Los cristales
de un espectrometro WDXRF (tabla 2) difractan los rayos X con di-
ferentes longitudes de onda, como un prisma. El angulo de inciden-
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cia de los rayos X fluorescentes en el cristal de anlisis es importan-
te para cumplir la ley de difraccion de Bragg (figura 9), ya que, para
una longitud de onda determinada, el cristal refleja los rayos X hacia
el detector. Para mantener las condiciones geométricas requeridas,
se utiliza un goniémetro que tiene como funcion garantizar que el
angulo entre la fuente y el cristal y entre el cristal y el detector se
mantenga igual [35].

Tabla 2. Cristales analizadores usados en WDXRF. Tomado de [36].

Cristal Nombre del material 2d (nm)
LiF (200) Fluoruro de litio 0,403
LiF (220) Fluoruro de litio 0,285
LiF (420) Fluoruro de litio 0,180

Ge Germanio 0,653
TIAP Biftalato de talio 2,576
PET Pentaeritrito 0,874
XS-B La/B4C multicapa 19,0
XS-C TiO2/C multicapa 12,0

XS-N Ni/BN multicapa 11,0

XS-55 W/Si multicapa 5,5
XS-CEM Estructura especifica 2,75

ADP Fosfato dihidrégeno de amonio 1,064
InSb Antimoniuro de indio 0,748

n=1,2,3... (orden de reflexién)
d= distancia interplanar

©= dngulo de difraccion

nA = 2d- sinf

Figura 9. Diagrama de la ley de Bragg. Tomado de [37].

Cuando la sefal de los rayos X, que tiene una longitud de onda espe-
cifica proveniente de los cristales, llega al detector, este la convierte
en una intensidad para la muestra analizada. Los detectores mas
utilizados en los espectrometros de WDXRF son el contador de flujo
proporcional (para medir elementos pesados) y los contadores de
centelleo (para medir elementos livianos). Este analisis puede ha-
cerse midiendo la intensidad de los rayos X en diferentes longitudes
de onda, una tras otra (secuencial) o en posiciones fijas, es decir,
todas al mismo tiempo (simultanea) [38].

Espectrometro de XRF portdtil

Un espectrometro portatil de XRF, a veces conocido como pistola
XRF portatil (figura 10), se utiliza para determinar la composicion
quimica de materiales, especialmente en el control de procesos y
calidad en cualquier punto de las operaciones de fabricacién, o para
analizar chatarra en los puntos de entrega antes de que ingrese a la
cadena de suministro [39], o incluso para verificar el peso en qui-
lates y el valor de las joyas de oro. Su importancia radica en que
permite el analisis directo de las muestras sin necesidad de reali-
zar ninglin pretratamiento de las mismas. Esto hace atractivos a los
equipos portatiles para el analisis quimico de piezas de arte, medi-
ciones in situ, entre otras aplicaciones que requieren de mediciones
rapidas y de analisis inmediato de los resultados.

Los espectrometros de XRF portatiles tienen el mismo principio de
funcionamiento que los espectrometros de EDXRF y WDXRF, solo
que manejan una geometria diferente. Consisten basicamente en
un tubo de rayos X, un detector, un procesador digital, una CPU,

una pantalla tactil y un puerto USB. En los sistemas portatiles, el
tubo de rayos X crea un haz de rayos X con suficiente energia para
impactar los electrones en las capas internas de los atomos de una
muestra. Luego, el haz de rayos X se emite desde la parte frontal del
analizador XRF portatil [40]. El haz de rayos X interactta con los
atomos de la muestra y desplaza los electrones de las capas orbita-
les internas del atomo; después, la radiacion secundaria que emite
la muestra es capturada por el detector, que usualmente es de dis-
persion de energia, el cual transforma esa energia en pulsos electro-
nicos y los envia al preamplificador. El preamplificador amplifica las
sefales y las envia al procesador de sefal digital (DSP), el cual reco-
pila y digitaliza los pulsos de rayos X y envia los datos espectrales a
la CPU principal, alli se procesan los datos espectrales para producir
un analisis de composicion detallado [41]. Los datos de composi-
cion y demas informacion importante de la medicion se almacenan
en la memoria del espectrometro, para recuperarlos o descargarlos
posteriormente a una USB externa o pasarlos a un computador.

& [t

Oies Electron
Fille Vacaney
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Figura 10. Partes de un espectrometro de XRF portatil. Tomado de [42].

Anilisis por XRF
Aspectos de la preparacion de la muestra

Las muestras quimicamente homogéneas, con una superficie pla-
na, pueden ser analizadas por XRF sin necesidad de un tratamiento
previo. Sin embargo, esta muestra ideal es poco comun, ya que la
mayoria de las muestras sélidas requieren de algtn tipo de pretra-
tamiento como pulverizacién, homogeneizacion y secado, para pos-
teriormente ser preparadas como polvos sueltos, polvos prensados
(pellets) o perlas fundidas, tal como se muestra en la figura 11. En
la tabla 3 se presentan varios ejemplos de preparacion de muestras
como polvo suelto, polvo prensado o perlas fundidas, para diferen-
tes matrices que pueden ser medidas por XRF.

Figura 11. Muestras sélidas para el analisis por XRF. A: polvo suelto, tomado de [51];
B: polvo prensado; y C: perla de fundida. Tomado de [52].

La técnica de preparacion de la muestra se selecciona de acuerdo
con el propésito analitico y la precision requerida del estudio. Para
determinar la mejor metodologia de preparacion, se debe tener co-
nocimiento en las técnicas de tratamiento de las muestras (matriz
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Tabla 3. Preparacion de muestras solidas en el analisis de fluorescencia de rayos X (XRF) de diversas matrices.

. Molienda y

\\
' empaquetado Y
Muestra
heterogénea sin a Q PEﬂaS
preparacién Pellets fundidas
(mas
1 fiable)

|
AMedicion
directa
(menos
fiable)

Figura 12. Orden ascendente de fiabilidad en la preparaciéon de muestras para el
analisis por XRF. Elaborado a partir de [53, 54].

Matriz de anilisis XRF Método fle Analito Pretratamiento/preparacién de Referencia
referencia la muestra
Alimentos
) Medicion di :
Lenteja y sorgo EDXRF ICP-MS Ca, Mn, Fe,Cuy Zn edicién dn::cfasdge los granos [43]
Frijol y maiz EDXRF ICP-MS Feyzn Molienday homogeneizado; [44]
polvo sueltom=5g¢g
X Pol: do;d =32 ;
Productos lacteos EDXRF ICP-OES P,s,ClL K, Ca, FeyZn ofvo prensaco mm [45]
p=5t,m=4g
) Liofili - ;
Tubérculos de papa EDXRF ICP-OES ZnyFe fofilizado y molienda [46]
polvo suelto;m=4g
Industria
Calcinacion 950 °C x 4 h;
perla fundida a 1050 °C x 19 min;
m=0,5g;
WDXRF - .
Desechos de centrales !\lazo, MgO, AL;0;, metaborato de litio = 2,15 g;
eléctricas de carbén S'_OZ' P205, K;0, Ca0, tetraborato de litio = 5,35 g; (471
TiOz, MnO, Fe;03y S fd=1:15
Polvo prensado; m = 0,7 g;
WDXRF -
ag=03g;p=14t
Secadoa 110 °G;
- Na, Mg, Al, Si, P, K, Ca, . ’ .
Muestras geoldgicas WDXRF - 2 Fge St IMn 2 perla fundida a 1100 °C x 20 min; [47]
ry mp=11galagfd=34,6y10
. ., . Al, Ba, Ca, Br, Cl, Cr, Fe,
Certlﬁc;:l:)er;edrzr::iaatenales WDXRF ICP-MS K, Mg, M, Na, Ni, P, S, Se;aiisz;lr\;(.’ Pr_egzattio, [48]
Rb, Si, Sr, TL, Zry Zn N P
Mg, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Lavado, secado y pulverizado;
Plantas acuaticas WDXRF AAS Fe, Ni, Cu, Sr, Pb, Al, Si, polvo prensado; [48]
P,SycCl m=05g;p=16t
TiOZ P205 Mn203 SrO .
WDXRF - ! ’ ! ! P f ;fd=1:4,1: 1: 4
Cemento Cri0sy ZnO erla fundida; fd = 1:4, 1:5y 1:6 [49]
Fusion con borato a 1050 °C por
., . 12 min; pol do;
Aleacion tungsteno-tantalio WDXRF ICP-OES WyTa min; polvo prensado [50]
m = 2 g; metilcelulosa=2g
como aglutinante
fd: factor de dilucion.
m: masa de la muestra.
d: diametro.
p: presion de prensado.
ag: aglutinante.
mp: masa de la perla.
de analisis), es decir, se debe realizar una optimizacion de los para-
— \ metros de preparacion, tales como la cantidad de muestra, la pre-
sion, el tiempo de prensado (para los polvos prensados) y el tiempo
— de fusion (para perlas fundidas), con el objetivo de asegurar que
Fusibn con se selecciona el método que da resultados mas fiables (figura 12).
s Baratos En este sentido, se debe establecer si una técnica se puede aplicar
Molienda y a diferentes tipos de matrices o si, por el contrario, una matriz de
e o ) prensado

analisis s6lo permite una preparacion especifica de muestra, como
en el caso de los aceros, arcillas y cementos, cuya preparacion mas
comun es la perla fundida, o para algunos alimentos y suelos, cuya
preparacion es por polvos prensados. Las perlas fundidas son las
mas homogéneas entre estos tipos de preparacion de muestras y
son las menos afectadas por el efecto matriz (la absorcion y el au-
mento de los rayos X por parte de los componentes).

Pretratamiento de la muestra

Efecto de la homogenizacién y el tamaiio de particula

Los materiales sélidos de composicion multielemental como sue-
los, rocas, alimentos, entre otros, presentan, en su mayoria, una
morfologia heterogénea en cuanto a tamaiio, textura y estado
en el que se encuentran, por lo que algunos componentes de las
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muestras pueden no determinarse con precision mediante la medi-
cion directa por XRF. Estas muestras solidas heterogéneas requieren
una cuidadosa homogeneizacion, mediante pulverizacion y mezcla,
para convertirlas en un polvo fino que minimice los efectos indesea-
dos y permita el procesamiento de la muestra, ya sea como polvos
prensados o perlas fundidas [55]. Para estos casos es comun hacer
uso de equipos de molienda, como morteros [56] y molinos [57],
que son fabricados de diversos tamafios y materiales tales como
agata [58], alimina, acero [59], carburo de tungsteno, carburo de
aluminio [60], circonio, entre otros.

Cuando se utiliza un equipo de molienda (por ejemplo, un molino
de bolas), se debe considerar que tanto el material de fabricacion
de las bolas como la cantidad de muestra que se va a moler sean
las adecuadas para evitar contaminacion, ya que se podria transferir
la composicion de las bolas y del molino a la muestra, o puede que
la muestra no sea pulverizada adecuadamente. En algunos casos,
es mejor realizar este tipo de trituraciones o pulverizacion en un
mortero, para asi evitar pérdidas que disminuyan el rendimiento de
la molienda; esto dependera del tipo de muestra, su durezay la can-
tidad de muestra que se desee homogenizar. Para trituracion, ma-
ceracion, molienda u homogenizacion en alimentos, se suele hacer
uso de los morteros de agata o de carburo de tungsteno que no son
tan agresivos con la muestra, como por ejemplo en el estudio reali-
zado por Jolly et al. [61], quienes usaron un mortero de carburo de
tungsteno para la molienda de unas muestras de leche previamente
calcinadas. En el trabajo de Chubarov et al., utilizaron un mortero
de agata para moler muestras de suelo hasta alcanzar un tamafo de
particula inferior a 75 pm [62].

Para los andlisis cuantitativos, se deben mantener las mismas con-
diciones de pulverizacion (cantidad de muestra y tiempo de pulve-
rizacion) tanto para los materiales de referencia (MR) o MRC como
para las muestras de concentracion desconocida, cuando se identi-
fique que el tamaiio de particula no es el adecuado para las medi-
ciones por XRF. Es muy importante tener en cuenta que los tiempos
de pulverizacion o molienda varian desde segundos hasta minutos
y que dependen de la naturaleza de la muestra. La relacion entre la
intensidad de los rayos X y el tiempo de pulverizacion es crucial, ya
que, a mayor tiempo de pulverizacion, menor tamaiio de particula
y, por lo tanto, mayor intensidad [63]. En el estudio realizado por
Morikawa [63], se buscé evaluar la relaciéon entre la intensidad de
los rayos X para la linea Si-Ka y el tiempo de pulverizacién para una
muestra de didxido de silicio (SiO) (ver figura 13), la cual fue pul-
verizada en un mortero de carburo de tungsteno hasta obtener un
tamano de particula menor a 50 um. En esta figura se evidencia que,
para obtener analisis precisos con esta matriz, el tiempo de pulveri-
zacion recomendado es de 5 min.
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Figura 13. Relacion entre el tiempo de pulverizacion y la intensidad de los rayos X.
Elaborado a partir de [63].

Para la homogenizacion de una muestra de arroz de marca comercial
(de Colombia) realizada en el Instituto Nacional de Metrologia
(INM), se llevaron a cabo ciertos procedimientos hasta obtener el
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tamano de particula deseado (< 100 pum). En primera medida, los
granos se molieron en un triturador de comida marca NutriBullet
Baby®, donde se obtuvieron tamafios de particula < 350 um para
la fraccion minoritaria y > 500 um para la fraccion mayoritaria
(tamiz n.° 45). Se observo que el rendimiento relativo (fraccion mi-
noritaria (g)/muestra inicial de arroz (g)) de la primera molienda no
fue lo suficientemente alto (< 50%) con este triturador de comida,
por lo cual se eligi6é el molino de impacto de rotor SR300, marca
Retsch, para moler 200 g de granos de arroz en un tiempo inferior
a un minuto. Con esta molienda se obtuvo un polvo fino, con ta-
mano de particula inferior a 100 pm (tamiz n.° 170). Los granos de
arroz presentaron un aspecto visiblemente homogéneo después de
la molienda (figura 14).

317 N

Z & ¢
Harina de arroz <350 pm Harina de arroz <100 pm

Granos de arroz Arroz molido >500 pm

Figura 14. Molienda de muestras de arroz hasta obtener tamafios de grano < 100 um.

Para determinar la homogeneidad quimica de las muestras pulveri-
zadas, se debe hacer una estimacion experimental a partir de la can-
tidad total de la muestra de polvo y del volumen de muestreo. Esta
homogeneidad puede estimarse de forma sencilla de la siguiente
manera: primero, preparar aproximadamente cinco a diez submues-
tras de la muestra de polvo y analizarlas con un espectrometro de
XRF; a continuacion, calcular la variacién en los resultados utili-
zando la desviacion estandar relativa (RSD) de la intensidad de los
rayos X fluorescentes de cada analito; finalmente, la RSD se com-
para con la estadistica tedrica de los rayos X estimada a partir de
la intensidad de los rayos X fluorescentes y el tiempo de recuento
[64]. De esta manera, sera posible evaluar la homogeneidad quimica
de los analitos de interés en la muestra, después de molida o pulve-
rizada, hasta el tamano de particula requerido.

En el estudio realizado por Chuparina et al., evaluaron el efecto que
tiene la variacion del tamafo de particula en la heterogeneidad de
la determinacion de 6xidos de Na, Mg, AL, Si, P, K, Ca, Ti, Mny Fe en
residuos de carbon [47]; la variacion de estas desviaciones depende
notablemente de la preparacion de la muestra y, por lo tanto, del
tamafio de particula (figura 15). En esta figura se muestran tres
intervalos de tamano de particula donde, para el primer intervalo
(125 a 250 pum), es notable una alta heterogeneidad que resulta
de la variedad de tamafos que presentan los oxidos analizados; en
el segundo intervalo la heterogeneidad disminuye; y en el ultimo
intervalo, cuando la muestra de residuo de carbon se homogeneizo
y se prepard con un tamafo de particula < 50 um, las variaciones en
la RSD disminuyeron en gran medida al controlar mejor el tamafio
de la particula.
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Figura 15. Desviacion estandar relativa (% RSD) de la determinacion por XRF de
oxidos de Na, Mg, AL, Si, P, K, Ca, Ti, Mn y Fe en muestras prensadas para diferentes
tamanos de particulas. Tomado de [47].
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Efecto del secado y la calcinacién

El secado de la muestra de interés, que se desea medir por XRF, es
otro de los parametros que se debe tener en cuenta para obtener re-
sultados confiables. La presencia de agua (humedad) afecta no solo
la preparacién de los polvos prensados y de las perlas fundidas, sino
que, al momento de realizar una medicién, disminuye la intensidad
de las sefiales obtenidas por XRF para los analitos y, por lo tanto, el
valor medido disminuye [65]. Al preparar un polvo prensado a partir
de una muestra humeda, la muestra se calienta por la irradiacion
con los rayos X primarios, lo que puede ocasionar que esta se agriete
o se rompa; ademas, el polvo puede estallar cuando se mide bajo
una atmosfera de vacio. Por lo tanto, cuando se preparan polvos
sueltos y polvos prensados, la muestra se debe secar primero para
eliminar humedad.

Las condiciones de secado de una muestra (método, temperatura y
tiempo de secado) pueden establecerse de acuerdo con los estudios
realizados por otros autores, es decir, lo que reporta la bibliografia;
esto incluye implementar las condiciones de secado que se definen
en el certificado de un MRC, siempre y cuando la matriz de analisis
sea similar a la del MRC. En el INM, para la preparacién de polvos
prensados de matrices alimenticias como harina de arroz y harina
de trigo, se han tomado como referencia el tiempo y temperatura de
secado descritos en el certificado del MRC 1568b rice flour [66] y del
MRC 1567b wheat flour [67], respectivamente, secando las mues-
tras en un horno de conveccion por gravedad marca Binder, a una
temperatura de 90 °C durante 2 h. Asi mismo, cuando se requieran
preparar polvos prensados de un MRC, es necesario seguir las reco-
mendaciones dadas en los certificados para mantener la trazabilidad
de las mediciones. Kulail et al., en su estudio para determinar trazas
de algunos elementos como Fe, Mn y Co en plantas medicinales, uti-
lizaron el MRC 1573a tomato leaves para evaluar la exactitud tanto
en términos de veracidad como de sesgo. En este estudio secaron
las muestras de hojas de tomate a 60 °C hasta que obtuvieron un
peso constante; sin embargo, las condiciones de secado descritas
en el certificado del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST) dicen que se debe liofilizar el material durante 24 h a un va-
cio de 13,3 Pa. Los resultados de las mediciones muestran sesgos
de 17,91, 12,42 y 25,60% para Fe, Mn y Co, respectivamente [68],
que pueden atribuirse a no utilizar las condiciones establecidas por
el NIST para el secado del MRC, puesto que los valores medidos por
XRF fueron menores a los certificados.

Ahora bien, en algunas situaciones no solo basta con secar la mues-
tra, sino que es necesario utilizar otro pretratamiento como la calci-
nacion, bien sea para concentrar los analitos de interés, eliminar los
elementos interferentes o concomitantes de la matriz de la mues-
tra, o para una mejor preparacion del polvo prensado. Esto es nece-
sario cuando la muestra es de dificil manejo, por ejemplo, muestras
de chocolate. Un ejemplo es el estudio realizado por Chitkara et al.,
en el cual tomaron 100 g de una barra energética con chocolate y
la dispusieron en crisoles para ser sometida a calcinacion en una
mufla a una temperatura de 500 a 600 °C. Posteriormente, la ceniza
se dejo enfriar en la mufla durante 24 a 30 h hasta que alcanz¢ la
temperatura ambiente, para luego preparar un polvo prensado [69].

Para la preparacion de perlas fundidas, la muestra se usa com(n-
mente calcinada, para eliminar elementos volatiles que pueden
ocasionar que se agrieten, se rompan o desvitrifiquen las perlas
fundidas. También se calcina la muestra para oxidar materiales re-
ductores, presentes en ciertos metales como el azufre, que de una u
otra manera pueden daiiar el crisol de Pt-Au en el proceso de fusion
[70]. En la industria del cemento, es muy com(n preparar perlas
fundidas para los analisis por XRF. Tal es el caso del trabajo de grado
realizado por Venegas, quien para la elaboracion de perlas fundidas
de cemento calciné 1 g de cada muestra en un crisol de titanio por
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10 min, en una mufla a 1000 °C, determiné la pérdida por ignicion
y realizo el calculo de la relacion ceniza/fundente, necesario para
preparar la perla fundida [71].

Efecto del espesor y del didmetro de la muestra

El espesor de la muestra (masa por unidad de superficie) es un fac-
tor importante para el analisis confiable por XRF, es importante que
las muestras tengan un espesor adecuado para evitar errores anali-
ticos derivados de los efectos de absorcion de la muestra. Cuando
se analizan rayos X fluorescentes de alta energia de elementos pe-
sados, en muestras que contienen elementos ligeros, la profundi-
dad analitica puede superar el espesor de la muestra [72]. En este
caso, el espesor se vuelve incluso mas importante que el tamafo
de las particulas, porque la intensidad de los rayos X fluorescentes
aumenta con el espesor hasta la profundidad analitica. El proble-
ma de la profundidad analitica respecto al espesor de la muestra
se produce con frecuencia en los siguientes analisis: 1) muestras
compuestas principalmente por elementos ligeros con pequefios
coeficientes de absorcion de masa; 2) rayos X fluorescentes de alta
energia como los espectros K de elementos pesados; 3) muestras de
baja densidad como polvos sueltos, y 4) muestras delgadas. Respec-
to al diametro de la muestra, también es un parametro que influye
en las intensidades de los rayos X fluorescentes de forma similar al
espesor de la muestra [73].

En el estudio realizado por Inui et al., se evalu6 la relacion que hay
entre las intensidades de los rayos X fluorescentes y el espesor, uti-
lizando granos de arroz blanco y marrén que contenian 10 mg/kg
de Cd. La figura 16 muestra la variacion de la intensidad de Cd-Ka.
segun el espesor de la muestra. Los autores concluyeron en su es-
tudio que las intensidades de Cd-Ko, en los granos de arroz blanco
y marrén, aumentaron gradualmente con el aumento del espesor
de la muestra, hasta 0,87 g/cm (utilizando 7 g de muestra) [74]. De
igual manera, ellos evaluaron en su estudio el efecto del diametro
de la muestra, variaron el didmetro del colimador de 1 a 30 mmy
observaron que, cuando el didametro del colimador era inferior a 10
mm, la intensidad del Cd-Ka era débil, causando un % de RSD entre
el 15y el 5%. Para diametros superiores a 10 mm, observaron un
incremento directamente proporcional con las intensidades de la
linea de emision del Cd, tal como se muestra en la figura 16, por lo
que los autores concluyeron que el diametro 6ptimo de la muestra
y, por ende, del colimador es de 30 mm, ya que consiguieron inten-
sidades mas altas, asi como % de RSD mas bajos (inferiores al 2%).
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Figura 16. Variaciones de las intensidades de rayos X fluorescentes de Cd-Ka en el
grano de arroz marron y en el grano de arroz blanco con A: el espesor de las muestras
y B: el didametro de la muestra. Tomado de [74].

Preparacion de las muestras antes de la medicién
Medicion directa

La medicion directa puede ser utilizada en el analisis de algunas
muestras soélidas, especialmente cuando la muestra no debe ser
destruida. Por ejemplo, el hierro, el acero y sus aleaciones pueden
analizarse de forma no destructiva mediante mediciones directas
por XRF para el control de procesos y la clasificacion de productos
[75]. En Japdn, las normas industriales especifican que el pretrata-
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miento y el analisis de muestras del hierro, el acero y sus aleaciones
se miden directamente por XRF [76, 77].

Por simplicidad y conveniencia, la seleccion y los analisis in situ sue-
len realizarse mediante medicion directa por XRF, sin que se prepare
la muestra. Por ejemplo, los constituyentes metalicos peligrosos en
suelos [78], en plasticos [79] y en componentes electronicos [80] se
analizan normalmente por medicion directa. De igual manera, ob-
jetos preciosos y joyeria, artefactos arqueoldgicos y piezas de arte
(figura 17) suelen analizarse de forma no destructiva mediante XRF
(incluyendo los dispositivos portatiles) [81, 82].

La medicion directa de las muestras en XRF no solo se aplica en los
casos mencionados anteriormente, también ha sido implementada
en el analisis de alimentos. Autores como Inui et al. han realizado
analisis de muestras de granos de arroz por WDXRF por medicion
directa, donde buscaban determinar la concentraciéon de cadmio en
las muestras de arroz [74].

Figura 17. Medicion de piezas de arte con un espectrometro de EDXRF portatil. To-
mado de [83].

Polvo suelto

Para el analisis de muestras que deben recuperarse después de la
medicion, o muestras en polvo como el grafito y la mica, que son
dificiles de preparar en polvos prensados (incluso utilizando aglu-
tinantes), la muestra puede medirse en atmosfera de vacio por el
método de polvo suelto, asi mantiene su condicion original, sin
necesidad de alta presion ni un proceso de fusion. El analisis de
material en polvo suelto generalmente requiere que la muestra se
coloque en una copa para muestras liquidas con una pelicula como
soporte (Prolene, PP Mylar ®, entre otros) (figura 18). Esto asegura
una superficie plana para que la muestra sea irradiada con los rayos
X. Cuanto mas pequefio es el tamafo de particula de la muestra
(< 100 um), mas probable es que sea homogénea y que los espacios
vacios sean limitados, esto permite hacer una medicion directa del
polvo sin necesidad de preparar un pellet o una perla. Para ello se
debe usar suficiente muestra en polvo, esto asegura que se obtenga
un espesor infinito para todos los elementos de interés. Este requi-
sito se puede cumplir utilizando 15 g de muestra para la mayoria de
los materiales [84].

Figura 18. Preparacion de una muestra de polvo suelto de harina de arroz para el
analisis por XRF.

Los polvos sueltos tienen varias desventajas que requieren aten-
cion. En primera medida, hay que tener en cuenta que los rayos X
fluorescentes de menor energia (especialmente de elementos como
Na, Mg, etc.) son absorbidos considerablemente por la pelicula o
film y, por lo tanto, disminuye su intensidad (figura 19) [81]. Esta
absorcion de rayos X podria corregirse, en cierta medida, con un cal-
culo teodrico, utilizando parametros como la composicion elemen-
tal, el espesor de la pelicula (tabla 4), entre otros. En segundo lugar,
la reproducibilidad en la preparacion de muestras en polvo suelto
no es tan alta en comparacion con la del método de polvo prensado
[85], esto se debe a que las densidades de empaquetado son varia-

bles y las superficies analiticas son gruesas. En tercer lugar, el resul-
tado analitico puede ser poco fiable cuando los polvos y los granos
tienen composiciones elementales heterogéneas.
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Figura 19. indices de transmision de rayos X de varias peliculas usadas en la prepara-
cion de polvos sueltos. Tomado de [86].

Tabla 4. Lista de peliculas poliméricas mas usadas en preparacion de
polvos sueltos. Tomado de [87].

Nombre Espesor (ium)
Ultra-Poliéster 1,5
Mylar® 2,5
Mylar® 3,6
EntonProlene® 4,0
Polipropileno 6,0
Kapton 7,5
Polipropileno 12,0
Polipropileno 6,0
Poliéster 6,0

Mylar y Kapton: marca registrada por Du Pont, EE. UU.
Prolene: marca registrada por Chemplex, EE. UU.

Polvos prensados

Los polvos prensados son una preparacion relativamente sencilla,
que busca moldear y prensar un polvo fino. La muestra en polvo se
ubica en una matriz de compactacion, posteriormente se somete a
presion y asi se obtiene la muestra prensada (figura 20). La facili-
dad de compactacion de la muestra depende de sus caracteristicas,
del tamaiio de particula, del tiempo de prensado y de la presion de
compactacion.

Figura 20. Esquema general de la compactacion de una muestra de harina de arroz
utilizando una prensa manual.

La preparacion de una muestra en polvos prensados es mas rigurosa
que verter polvos sueltos en una copa para muestra, pero es muy
recomendada porque los resultados son mas precisos y reproduci-
bles; esto se debe a que las particulas son mas uniformes en tamafio
y forma, lo que garantiza que, durante la compactacion, el polvo
se distribuya uniformemente y se obtenga una superficie adecuada-
mente plana. Adicionalmente, el prensado mejora la durabilidad de
la muestra, lo que permite la medicion de rayos X fluorescentes de
baja energia de elementos ligeros en condiciones de vacio.

La preparacion de polvos prensados requiere una atencion consi-
derable al tamafio heterogéneo de las particulas y a la composicion
quimica de la muestra, ya que utilizar tamafos de particula mayores
a 100 pum [88] podria causar variaciones en la intensidad de los ra-
yos X fluorescentes, lo que llevaria a resultados erréneos, tal como
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se menciond en la seccion “Efecto de la homogenizacion y el tamafo
de particula”. Para asegurar una alta precision y reproducibilidad, la
homogeneidad de la muestra pulverizada debe ser examinada ade-
cuadamente, especialmente cuando se determinan elementos lige-
ros con poca profundidad analitica. Ademas, antes de la prepara-
cion, el polvo debe secarse para eliminar los componentes himedos
y volatiles, como se describe en la seccion “Efecto del secado y la
calcinacion”; si se omite este paso, el polvo prensado puede resultar
dafiado durante la medicion por XRF.

Los polvos, que son dificiles de compactar por si solos, requieren
del uso de un aglutinante para facilitar la compactacion. Medir una
muestra que no esta lo suficientemente compacta puede generar
que las particulas del polvo fino se desprendan y contaminen la ca-
mara de la muestra del espectrometro, especialmente si la medicion
se realiza en el modo de vacio. Los polvos cuyas particulas tienen
forma esférica, como el SiO: o las cenizas, son dificiles de prensar
y la proporcion de la mezcla muestra-aglutinante suele ser de 10:1
0 10:2. Es muy importante determinar la pureza del aglutinante, ya
que hay que seleccionar un aglutinante que no incluya los elemen-
tos que se van a analizar. Los mas utilizados son la cera [89], los
polvos a base de poliestireno, los polvos de acido borico [90] y la
celulosa [91].

Como se mencion6 anteriormente, la presion de compactacion es
una variable a tener en cuenta en la preparacion de polvos pren-
sados, esto se debe a que la intensidad de los rayos X cambia en
funcion de esta variable. La figura 21 muestra la relacion entre la
presion de compactacion y la intensidad de los rayos X para una
muestra de cemento. En este grafico se evidencia que la intensidad
de los rayos X aumenta con la presion aplicada, debido a que au-
menta la densidad de la muestra. Por encima de una determinada
presion, la intensidad de los rayos X se satura. Los errores debidos
a este efecto pueden minimizarse manteniendo constantes la canti-
dad de muestra y la presion de compactacion para cada polvo pren-
sado que se prepare. Para obtener resultados reproducibles, lo mas
recomendado es que la muestra se compacte a la presion en la que
se satura la intensidad de los rayos X [92].
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Figura 21. Relacién entre la presion de compactacion y la intensidad de los rayos X
en una muestra de cemento. Elaborado a partir de [92].

Perlas fundidas

La preparacion en general de muestras por perlas fundidas (figura
22) se realiza de la siguiente manera: inicialmente se pesa la mues-
tra, finamente pulverizada y seca, junto con el fundente (por ejem-
plo, tetraborato de litio [93], metaborato de litio, 0 una mezcla de
metaborato y tetraborato). En algunas situaciones se pesa un agen-
te oxidante, si las muestras a fundir presentan alto contenido de
carburos, sulfuros o metales y se llevan a oxidar entre 600 a 800 °C.
Una vez pesada la muestra y los reactivos involucrados durante la
fusion, se transfieren al crisol donde ocurrirad la fusién. Se deben
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mezclar muy bien, de manera manual, la muestra y los reactivos an-
tes de la fusion, ademas de afadirse un agente liberador (como el
yoduro de litio [94], el bromuro de litio [95] o el cloruro de litio,
que se aiiade en cantidades menores al 1% en masa) para facilitar la
extraccion de la perla del molde.

En matrices como el cemento y la piedra caliza, el CaO de la muestra
puede estar presente como CaCOs, por lo que se debe llevar a cabo
una calcinacién de la muestra a 800 °C antes de la fusion, debido a
que el aumento repentino de la temperatura puede generar la for-
macion de una espuma (liberacion de CO2) causada por la reaccion
quimica CaCOs — CaO + CO.. La calcinacion reduce el riesgo de so-
breflujo de la muestra y de que quede aire atrapado dentro de las
perlas fundidas. Las cenizas obtenidas son utilizadas para la prepa-
racion de las perlas fundidas.

Figura 22. Proceso de preparacion de una perla fundida.

Para llevar a cabo la fusion, la mezcla se funde a altas temperaturas
(1000 a 1200 °C) en un crisol de Pt-Au [96], el cual se mantiene in-
movil hasta que la mezcla se funde. Entre mayor sea la temperatura
aplicada, mayor sera la fluidez durante la fusion, pero esto puede
aumentar la volatilizacion del fundente y de los analitos, ademas
de disminuir la vida util del crisol. Si se mantiene fijo el tiempo de
fusion, la volatilizacion del fundente es constante y, por lo tanto,
puede ignorarse su efecto. Sin embargo, para minimizar la variacion
en la volatilizacion de la muestra debida a diferencias en la compo-
sicion de la muestra, es aconsejable fusionar a temperaturas mas
bajas [97].

Una vez fundida la muestra, el crisol empieza a sufrir pequefios
movimientos para homogeneizar el liquido y eliminar las burbujas
de aire. Es importante enfriar la muestra fundida manteniendo sus
propiedades vitreas, ya que un enfriamiento rapido puede hacer que
la muestra se agriete, mientras que un enfriamiento demasiado len-
to puede provocar la cristalizacion. Por ello, se recomienda un en-
friamiento lento pasivo al inicio, seguido de un enfriamiento activo
[98]. El tiempo de enfriamiento variara en funcion de la muestra, el
tipo de fundente y la proporcion de dilucion. La figura 23 ilustra el
tiempo de enfriamiento de la muestra.

Enfriamiento
1 \ Pasivo

Temperatura

Cristalizacién

Enfriamiento
activo
T T 1 T T T T T T T T 1

Tiempo

Figura 23. Efecto del tiempo de enfriamiento en la calidad de una perla fundida.
Elaborado a partir de [98].

EL producto vitreo se desmolda del crisol después de que se enfria
a temperatura ambiente y, posteriormente, se envuelve en papel
de parafina y se mantiene en un desecador a temperatura ambien-
te [96]. La cantidad de muestra utilizada durante la preparacion de

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 21-40, 2023



Preparacion de muestras sdlidas para el anlisis por fluorescencia de rayos X: una revision

una perla fundida depende del tamano del crisol y del factor de di-
Lucién establecido para los analitos que interesa medir. Asi mismo,
el rendimiento de la fusion depende de la relacion muestra-funden-
te y de la composicion de la muestra, por lo que utilizar factores
de dilucion muy bajos (1:1 o 1:2) o extremadamente altos (1:300)
afecta negativamente el rendimiento de la fusién. El efecto matriz
(efecto de absorcion y realce) puede reducirse considerablemente
si se realiza una mayor dilucién de las muestras; no obstante, la
determinacion de elementos menores o trazas se hace mas dificil.
Diversos estudios han utilizado varias relaciones de dilucion segtin
los fines analiticos, por ejemplo, alrededor de 1:10 [99] de dilucion
para los 6xidos principales, alrededor de 1:5 [100] de dilucion para
elementos mayoritarios y minoritarios y alrededor de 1:1 de dilu-
cion para los componentes traza. En la tabla 5 se muestra el efecto
del factor de dilucion con respecto a la intensidad de los rayos X
fluorescentes para lineas de emision del Si- Ko, Ca- Ka, Ti- Ko y
Fe- Ka. [101].

Tabla 5. Relacion entre la dilucion y la intensidad relativa de los rayos X.
Tomado de [101].

L Intensidad relativa
Factor de dilucién N -
Si- Ko Ca- Ko Ti- Ko Fe- Ka

1 62 78 91 92
2 45 64 83 85

24 42 67 70
10 14 27 50 54
20 74 15 33 38

Anadlisis cuantitativo

La XRF esta sujeta a importantes efectos matriz, que deben tenerse
en cuenta cuando se lleve a cabo un analisis cuantitativo. El efecto
matriz puede deberse a diferencias fisicas en la muestra, lo que oca-
siona tanto efectos de absorcidon como de realce, los cuales afectan
la magnitud de la sefal del analito [102]. En la figura 24 se muestra
un ejemplo del efecto matriz que sufre el Fe en diferentes matri-
ces binarias. Cuando los efectos de la matriz son insignificantes o
constantes, se obtiene una relacion lineal entre la intensidad de la
radiacion y la fraccion masica del analito (curva A). La curva B se
obtiene cuando los elementos de la matriz en la muestra absorben
la radiacion en mayor proporcion que el analito (absorcion positiva),
por ejemplo, en binarios como FeCr, donde el Cr absorbe en mayor
medida la radiacion en comparacion con el Fe, por lo que se obtiene
un comportamiento similar al de la curva B. La curva C muestra un
efecto de aumento en la intensidad del analito, por ejemplo, en el

caso de la determinacion de Fe en binarios como FeNi, donde la pre-
sencia del Ni en la matriz realza la intensidad del Fe. Por tltimo, la
curva D muestra cuando el elemento matriz de la muestra absorbe
la radiacion en menor medida que el analito (absorcidon negativa),
por ejemplo, en binarios como FeMn, donde el Mn no causa un efec-
to significativo sobre el Fe, por lo que se puede presentar un com-
portamiento un poco similar al de la curva A [103].

1
0.8 1

g
g 0.6 1
[ [+
v A
S 044
§ D
a B
£ 02

0 T T - T

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Fraccién mésica

Figura 24. Relacién entre la intensidad de la radiacion de Fe y la fraccién en peso
de Fe. Curva A: efecto despreciable, curva B: FeCr, curva C: FeNi y curva D: FeMn.
Tomado de [103].

En el analisis cuantitativo por XRF, la intensidad de la sefal ca-
racteristica va a depender de factores como el tipo de muestra, su
preparacion, la matriz de la muestra, la rugosidad de la muestra,
la superficie irradiada, el flujo, la distribucion espectral, la geo-
metria del espectrémetro, entre otros. La interpretacion de estas
sefales se logra utilizando métodos tedricos, los cuales se basan
en modelos matematicos que involucran parametros fisicos como
coeficientes de atenuacion, probabilidad de transicion, procesos de
excitacion y relajacion, etc. [104]. Los métodos mas utilizados en el
analisis cuantitativo pueden dividirse en tres categorias: métodos
de compensacion, métodos de correccion y métodos de reduccion
de los efectos de matriz (figura 25). En los métodos de correccion
de matriz, la mayor parte de las variables involucradas durante el
proceso de excitacion se calculan tedricamente y otras de manera
experimental. Con el avance de la tecnologia en los Ultimos afios,
los métodos teodricos (parametros fundamentales) y el método de
los coeficientes influyentes se han convertido en los mas utiliza-
dos en el analisis por XRF. Los métodos de reduccion de los efectos
de matriz buscan la disminucion de los efectos de reforzamiento
y absorcion y esto se logra preparando la muestra con un espesor
muy fino (peliculas delgadas), asi, los efectos de matriz se vuelven
despreciables [105].

Metodos de digesticn

mietodos de estand ar
interno
Meétodos de
wmpensacdon

-4 wetodos de adicion
’f estandar
7
el - metodos de dispersion de
" Compton
= Basadosen la
B L concentracion
H meétodos de los parametros - ]
] c c ricos
8 Fundamentales Coeficientes empiricos
] = Metodos de
% correcdon de Basalosen laintensidad
3 efecto matriz Algoritmos de los
'8 | coeficientas influyentes
g y Coeficientes constantes
Recucdan cle__l.c's ruestras delgadas Coeficientes tedricos | Basados en laconcentracion Coeficientss binarios
efectos matriz
Coeficientes variables -L .
Coeficientes
multielementalss
Figura 25. Clasificacion general de los métodos aplicados en el analisis cuantitativo por XRF. Elaborado a partir de [105].
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Los dos métodos mas eficaces para corregir los efectos de matriz
son los algoritmos de los coeficientes influyentes y el método de
los parametros fundamentales. Dado que las concentraciones de
elementos presentes en un espécimen son bastante dificiles de
cuantificar con certeza, para los métodos presentados a continua-
cion se puede suponer que las muestras son homogéneas, tienen
una superficie plana y pulida y un espesor infinito con respecto a la
radiacion incidente y a las emisiones del XRF [106].

Método de pardmetros fundamentales

El método de parametros fundamentales, empleado para la cuan-
tificacion en XRF, es Gnico porque se basa en la relacion teorica
entre las intensidades de los rayos X y las concentraciones de los
elementos en la muestra, sin el uso de estandares [107]. Esta re-
lacion teodrica se basa en la fisica de los rayos X y en los valores de
los parametros atomicos fundamentales de la region de rayos X del
espectro electromagnético [108].

Algoritmo de los coeficientes influyentes

ELl método de los coeficientes influyentes se basa en coeficientes nu-
méricos que corrigen el efecto de cada elemento de la matriz sobre
el elemento a determinar (analito) en una muestra dada. Los coefi-
cientes de influencia pueden clasificarse en dos categorias: empiri-
cos y teoricos. En el enfoque multielemental, los coeficientes em-
piricos se obtienen a partir del analisis de regresion lineal maltiple,
utilizando intensidades medidas y composiciones de materiales de
referencia multielementales. Por otra parte, los coeficientes empiri-
cos se calculan una vez para un conjunto determinado de materiales
de referencia y pueden corregir otros efectos de interferencia como
los efectos del tamafio de las particulas, los efectos mineralégicos y
los efectos de la rugosidad de la superficie, asi como el conocimien-
to deficiente de la composicién de los materiales de referencia y la
preparacion deficiente de las muestras [109].

Validacion del método

La validacion es importante para garantizar la fiabilidad de un mé-
todo analitico, incluida la preparacion de la muestra y el método de
cuantificacion [110]. La validacién busca garantizar que un méto-
do analitico genera resultados confiables bajo las condiciones de
trabajo del laboratorio. El Vocabulario Internacional de Metrologia
(VIM) define la validacion como una “verificacion, donde los requisi-
tos especificados son adecuados para un uso previsto”, entendiendo
que la verificacion es el proceso de presentar de manera objetiva la
evidencia de que se cumplen unos requisitos especificos [111]. En
los analisis por XRF, los parametros de validacion que mas reportan
los autores en sus estudios son el limite de deteccién (LOD), el limi-
te de cuantificacion (LOQ) y la exactitud, aunque no se puede dejar
de lado que existen otros parametros importantes como linealidad,
selectividad y robustez. A continuacion, se describen estos parame-
tros teniendo en cuenta su definicion en el VIM, la Eurachem y la 1ISO
3534, esto con el fin de aclarar algunos conceptos inequivocos que
se utilizan en lo referente a estos parametros. De igual manera, se
describe la forma de evaluarlos y se presentan ejemplos aplicados
en XRF por algunos autores.

Limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ)

EL VIM define el LOD como “el valor medido, obtenido mediante un
procedimiento de medicion dado, con una probabilidad 3 de decla-
rar erroneamente la ausencia de un constituyente en un material,
dada una probabilidad o de declarar errébneamente su presencia”
[111]. De esta definicion se destaca que se hace referencia a un va-
lor medido y, para evaluar los limites de deteccion, se debe realizar
su confirmacion mediante mediciones y no solo estimarlo.

En los espectrometros de XRF, el LOD puede alcanzar valores de
aproximadamente 0,2 mg/kg; no obstante, este va a depender de
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varios factores como, por ejemplo, la preparacion de la muestra, el
tiempo de medicion, la matriz de la muestra y la presencia de ele-
mentos de interferencia [112]. En la Ec. (1) se muestra una manera
de calcular el LOD del elemento de interés:

3,30

m

LOD = Q)

donde LOD es el limite de deteccion del elemento objetivo, m es la
pendiente de la curva de calibracion y ¢ es la desviacion estandar de
mediciones para una muestra (N-1) [113].

Por otro lado, el LOQ se define como la cantidad minima de anali-
to que puede ser cuantificada con un desempefo aceptable [114].
La estimacion del LOQ de manera experimental se lleva a cabo de
acuerdo con la mayoria de las convenciones: la desviacion estandar
obtenida (o) a niveles bajos multiplicada por un factor kg que pue-
de serigual a diez. También es posible calcular el LOQ con cualquie-
ra de los métodos empleados para el calculo del limite de deteccion,
pero en lugar de multiplicar por tres se debe multiplicar por el fac-
tor ko mencionado anteriormente, como muestra la Ec. (2):

LOO = 100
Q B m (2)
donde, al igual que en la Ec. (1), m es la pendiente de la curva de
calibracion y o es la desviacion estandar de mediciones para una
muestra.

Por ultimo, de acuerdo con la guia para la validacion de métodos en
analisis quimico cuantitativo, publicada por el INM, es valido tomar
el limite inferior del intervalo de trabajo como el limite de cuanti-
ficacion [115].

En la tabla 6 se muestran valores del LOD calculados para un mé-
todo de medicién de leche en polvo por WDXREF, los cuales fueron
calculados por Fernandes et al. [116] utilizando las Ec. (1) y (2). De
los datos reportados por los autores, se tiene que los limites de de-
teccion de los metales incluidos en este estudio estaban en el inter-
valo de 0,2 a 1,8 mg/kg, excepto para el Al, para el que se estimé un
LOD de 7,0 mg/kg. Los resultados del limite de cuantificacion varia-
ron considerablemente desde Cu, donde el LOQ se estim6 desde 0,6
hasta 21,2 mg/kg.

Tabla 6. Valores de los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos durante la
validacion del método de WDXRF para analisis de leche en polvo. Tomado de [116].

Elemento LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg)
Al 7,0 21,2
Cu 0,8 24
Fe 1,8 55
Zn 0,2 0,6

Exactitud: veracidad y precision

EL VIM define la exactitud “como la proximidad entre un valor me-
dido y un valor verdadero de un mensurando” [111]. Sin embar-
go, conocer el valor verdadero del mensurando en la practica no es
posible. De igual manera, la ISO 3534 define la exactitud “como la
proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion y el
valor de referencia aceptado” [117]. Cuando este término se aplica
a resultados de medicion, se involucra la combinacion de errores
aleatorios y errores sistematicos o sesgo. De acuerdo con lo ante-
rior, para evaluar la exactitud se estiman los errores sistematicos y
aleatorios de los resultados en varias mediciones, los cuales estan
representados por los parametros de veracidad y precision, respec-
tivamente. En la figura 26 se presenta un esquema que muestra la
relacion que existe entre la exactitud, los tipos de errores y los pa-
rametros del método [118].
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Exactitud
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Figura 26. Determinacion de laexactitud de un método de medicion. Tomadode[118].

Para realizar la validacion de estos parametros (precision y veraci-
dad) en XRF, es importante tener clara la definicién de cada uno.
Para hablar de precision, el VIM la define como “la proximidad entre
las indicaciones o los valores medidos obtenidos en mediciones re-
petidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo condicio-
nes especificas” [111]. Por lo tanto, se deben tener en cuenta una
serie de criterios para la validacion de la precision, tales como [115]:

- Realizar un minimo de diez réplicas instrumentales.

- Expresarla como una medida de dispersion (desviacion estan-
dar o desviacion estandar relativa).

- Evaluarla bajo condiciones especificas como repetibilidad y re-
producibilidad.

La precision, en condiciones de repetibilidad, busca determinar la
dispersion del método manteniendo condiciones repetibles de me-
dicion: muestras idénticas y homogéneas, mismo laboratorio, mis-
mo analistay mismo equipo en intervalos de tiempo cortos. La preci-
sion como reproducibilidad se entiende como la maxima dispersion
del método en condiciones en las que los resultados de medicion se
obtienen de muestras idénticas, pero que se realizan en diferentes
laboratorios, con diferente analista, diferentes equipos y durante un
intervalo de tiempo en el que se pueden presentar diferencias en-
tre los materiales y equipos, ocasionando la maxima dispersion de
un mismo proceso analitico. La precision como reproducibilidad es
bastante costosa y, por tiempos, no tan facil de llevar a cabo, por lo
que suele validarse en condiciones de precision intermedia.

La precision intermedia evalta la dispersion de los resultados de
mediciones independientes que utilizan el mismo método y la mis-
ma muestra en el mismo laboratorio, pero que se llevan a cabo por
distintos analistas, diferentes equipos o en diferentes dias.

Tabla 7. Repetibilidad y precision intermedia del método de XRF para evaluar tres
métodos de preparacion de arcilla. Tomado de [89].

Elemento Repetibilidad (% RSD) Precision intermedia (% RSD)

LP PPB FPP LP PPB FPP

Si 1,85 1,57 0,41 2,35 2,15 0,75
Al 1,52 1,96 1,14 1,71 2,10 2,60
Fe 1,22 0,88 0,84 1,32 2,00 1,34
Mg 2,81 1,23 1,27 3,64 3,82 3,53
Ca 0,72 0,23 0,21 0,86 0,71 0,53
Na 1,48 1,25 1,37 1,78 1,26 2,04
K 0,27 0,30 0,31 0,85 0,42 0,36
Ti 0,47 0,43 0,11 0,72 0,49 0,25
P 2,09 0,64 1,43 4,11 1,89 2,25
Mn 0,63 0,23 0,72 1,26 0,46 0,79
S 2,01 2,16 1,96 2,61 4,56 2,70

PPB: polvos prensados sin aglutinante.
FPP: polvos prensados calcinados.
LP: polvos sueltos.
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En la tabla 7 se muestran los resultados relacionados con el para-
metro de precision como repetibilidad y como precision intermedia,
los cuales fueron evaluados por Mijatovic et al. en su estudio de
medicion de arcillas por XRF. La precision fue evaluada teniendo en
cuenta tres preparaciones de muestra diferentes: polvos prensados
sin aglutinante (PPB), polvos prensados calcinados (FPP) y polvos
sueltos (LP) y fue expresada como la RSD de tres replicas instru-
mentales. La repetibilidad se estim6 en las mismas condiciones, mi-
diendo las mismas muestras de MRC para las tres preparaciones, el
mismo dia y por triplicado; la precision intermedia fue evaluada mi-
diendo muestras de MRC en condiciones diferentes, con dos analis-
tas y en diferentes dias [89]. Los autores concluyen que la precision
de las muestras de arcilla, calcinadas y preparadas como FPP, fue
mejor para los elementos ligeros, debido a la mayor homogeneiza-
cion de la muestra en comparacion con las otras preparaciones (LP
y PPB). Esta conclusion podria estar relacionada con las ventajas
destacadas de la preparacion de FPP como método de preparacion
de muestras de arcilla para mediciones por EDXRF.

En otro estudio, Margui et al. [119] evaluaron la precision interme-
dia del método de WDXRF para la medicion de muestras vegetales;
para ello, midieron una muestra tres veces durante un periodo de
un mes. Los resultados que se reportan en el trabajo muestran que
la RSD fue inferior al 6%, excepto para el Na, el Al y el P, que pre-
sentaron un valor de RSD que oscila entre el 9 y el 20%. Los autores
atribuyen este hecho a la posible deformacion de la superficie plana
del polvo prensado, por lo que se sugiere que el tiempo entre el
prensado de la muestra y el analisis sea lo mas corto posible para
evitar cambios en la superficie del polvo prensado, los cuales po-
drian alterar la intensidad medida de algunos elementos y, por lo
tanto, la concentracién de analitos.

Por otra parte, el parametro veracidad es definido por el VIM “como
la proximidad entre la media de un ndmero infinito de valores medi-
dos repetidos y un valor de referencia” [111]. Esta definicion indica
que experimentalmente no es posible estimar este parametro, pues
no se pueden llevar a cabo un niimero infinito de mediciones, por
lo que la veracidad se expresa en términos de sesgo y porcentaje
de recuperacion. La veracidad como sesgo se define como la dife-
rencia entre el valor esperado de los valores medidos y un valor de
referencia:

Sesgo = X1 — Xr (3)

donde X es el promedio de las n mediciones realizadas y Xr corres-
ponde a un valor de referencia aceptado, que puede ser establecido
al realizar las mediciones con un método de referencia o puede ser
dado por los valores certificados de un MRC.

La veracidad como recuperacion corresponde a la concentracion
medida del analito y la concentracion conocida o afiadida a la mues-
tra, expresadas en términos de porcentaje; es decir, la recuperacion
estima el error sistematico y, de manera similar al sesgo, puede dar
valores positivos (superiores al 100%) y valores negativos (inferio-
res al 100%) [115].

Experimentalmente, para evaluar la veracidad como recuperacion, a
una muestra considerada como blando de muestra (sin presencia de
analito) se le adiciona una cantidad de analito en concentracion co-
nocida y, posteriormente, esta muestra fortificada es analizada uti-
lizando el método de medicion que se esta validando o evaluando.
La estimacion del porcentaje de recuperacion se realiza mediante
la Ec. (4):
Valor obtenido por XRF

o B o X100 (4
b Recuperacion Valor fortificado @

En algunos casos no es posible obtener un blanco de muestra, por
lo que se puede realizar el experimento de recuperacion midiendo
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Tabla 8. Resultados de la evaluacion de la veracidad como sesgo de un método de WDXRF para el analisis de plantas medicinales. Tomado de [68].

1573a (tomato leaves) 1570a (spinach leaves) CTA OTL 1 (tobacco leaves)
Elemento | valor MRC | Valor XRF Sesgo (%) Valor MRC | Valor XRF Sesgo (%) Valor MRC | Valor XRF Sesgo (%)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Fe 368 3302,08 17,91 455 376,82 17,18 989 10334 4,4
Cr 1,99 2,21 10,85 NA 1,77 NA 2,59 2,39 7,75
Mn 246 215,45 12,42 76 81,49 7,22 412 426,3 348
Co 0,57 0,42 25,60 0,39 0,36 8,42 0,87 0,96 8,78
Ni 1,59 2,08 30,95 2,14 1,66 22,5 6,32 6,28 0,59
Cu 4,7 517 9,96 12,22 11,3 7,5 14,1 14,55 3,18
Zn 30,9 28,67 7,2 82,3 82,51 0,26 49,9 50,74 1,69
As 0,112 0,11 2,65 0,06 0,07 4,61 0,53 0,54 0,03
Pb NA 1,02 NA 0,2 0,29 4,47 4,91 4,89 0,49

una muestra que puede contener el analito, pero idealmente en
concentraciones inferiores al limite inferior del intervalo de trabajo.
En este caso, una alicuota de la muestra sin fortificar y una alicuota
de la muestra fortificada son medidas para estimar posteriormente
el porcentaje de recuperacion usando la Ec. (5):

Valor obtenida por XRF — Valor abtenido muestra sin fortificar

% Recuperacién = x 100 (5)

Valor obtenido muestra fortificada

Autores como Kulal et al. utilizaron tres MRC, 1573a (tomato leaves),
1570a (spinach leaves) y CTA OTL 1 (tobacco leaves), para la validacion
del parametro de veracidad como sesgo. En la tabla 8 se muestran
los resultados que los autores obtuvieron durante la validacion, los
menores porcentajes de sesgo se obtuvieron con las mediciones
realizadas al MRC de tobacco leaves [68].

Método de referencia

La validacion requiere que el MRC o MR y la muestra objetivo ten-
gan matrices similares, pero esto no siempre es posible, ya que pue-
de que no exista un MRC adecuado o de matriz similar a la muestra.
Es posible desarrollar nuevos MR como puntos (niveles) para la
construccion de una curva de calibracion, pero estos estandares de
calibracion preparados deben analizarse con otro método de medi-
cion (por ejemplo, AA, ICP-MS, ICP-OES, LIBS, etc.) para hacer una
comparacion cruzada de los resultados por los dos métodos. Auto-
res como Perring y Blanc [120] desarrollaron y validaron un método
rapido y eficaz para la determinacion de hierro en cereales infantiles
de marcas comerciales mediante EDXRF. Para la validacion, ellos
utilizaron un conjunto de veinte muestras, las cuales fueron medi-
das por el método que desarrollaron y compararon los resultados
con los obtenidos por el método de referencia, el cual fue la ICP-
OES (también conocida como espectroscopia de emision atomica
de plasma acoplado inductivamente o ICP-AES). Durante la valida-
cion, para el parametro de repetibilidad midieron tres muestras con
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Figura 27. Valores de concentracion de Fe (mg/kg) por EDXRF vs concentracion de Fe
(mg/kg) por ICP-AES. Tomado de [120].
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tres réplicas instrumentales, y obtuvieron un valor de 134,17 mg/
kg de Fe, tanto para las mediciones por el método de EDXRF como
por ICP-AES. En la figura 27 se correlacionan los valores de concen-
tracion de Fe (mg/kg) obtenidos por los dos métodos, los autores
concluyeron que no se presentaron diferencias significativas entre
ambos.

Algunos investigadores utilizan métodos de referencia, aunque
cuenten con MRC para llevar a cabo la validacion del método. Tal
es el caso de Oliveira et al. [121], quienes desarrollaron un método
para analisis elemental en muestras de cocoa y chocolate en polvo
usando la EDXRF. Para validar los parametros de precision y exac-
titud, utilizaron el MRC 2384 (baking chocolate) del NIST, también
compararon los resultados con el método de referencia ICP-OES y
concluyeron que no habia diferencias significativas entre las con-
centraciones obtenidas por medio de los dos métodos. En la figura
28 se muestra la correlacion entre los dos métodos comparados en
este estudio, donde se obtuvo un R? > 0,99.
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Figura 28. Valores de concentracion de K (mg/kg) por EDXRF vs concentracion
de K (mg/kg) por ICP-OES. Tomado de [121].

Aplicaciones recientes de la XRF

El uso de la espectrometria de XRF en aplicaciones industriales se
ha incrementado debido a la flexibilidad de la técnica en los analisis
cualitativos y cuantitativos, tanto a nivel de laboratorio como in situ.
Los dltimos avances en el analisis por XRF se han logrado gracias al
desarrollo de nuevas oOpticas y detectores de rayos X. Por ejemplo,
en la investigacion realizada por Tsuji et al., se utilizé la microfluo-
rescencia de rayos X (1-XRF) con focal para visualizar la distribucion
elemental de Au-La, Ni-Ka, Ti-Ka, Cu-Ka y Br-Ko, mientras se reali-
zaban mediciones directas a una tarjeta de memoria microSD y, de
manera paralela, los autores propusieron la modificacion de un es-
pectrometro de dispersion por longitud de onda para la obtencion
rapida de imagenes XRF elementales, utilizando un nuevo detector
de rayos X bidimensional, el detector Pilatus [122].

Las mediciones in situ se han vuelto cada vez mas relevantes, por lo
tanto, los equipos de XRF portatiles se han convertido en una po-
derosa herramienta para los analisis en campo. Tal es el caso de las
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Tabla 9. Resumen de las especies de plantas, enfermedades y elementos detectados en muestras de plantas sanas y enfermas. Tomado de [124].

Planta Enfermedad A B C D
, Al, Ca, Cl, Cu, Cr, Fe, K, Mg,
. . . K, M . .
Quimbombo | Nematedodelnudodelaraiz | /K i p pp ¢ gisr | CHCLKME b i a0 | ag, AL Cr P, Ti
(Meloidogyne incognita) ) Na, S
Ti, Zn, Zr
Papava Nematodo del nudo de la raiz Al Ca, Cl, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Al Ca, Fe, Mg, Cl, Cr, Cu, K, Mn, 7
pay (Meloidogyne incognita) Mn, Na, P, Si, Ti, Zn Ni, Si, Ti Na, P, Sr, Zn
Arroz Falso tizon Al Ca, Cl, Cu, Cr,Fe,K,Mg, | Cl Fe, K Mg, Al Ca, Cu, Cr, )
(Ustilaginoidea virens) Mn, Ni, P, Rb, S, Si, Zn Mn, Ni, P, s, Rb Si, Zn

A: elementos detectados en plantas mediante WDXRF.
B: elementos con aumento de la concentracion en muestras de plantas enfermas.
C: elementos con disminucion de la concentracién en muestras de plantas enfermas.
D: elementos detectados sélo en plantas enfermas.

mediciones realizadas por Turner y Filella [123] para la cuantifica-
cion de antimonio (Sb), utilizando XRF con energia dispersiva porta-
til (p-XRF), en una serie de productos poliméricos de uso frecuente,
como aparatos electronicos (televisores, neveras y computadores),
juguetes, bombillas, tapiceria, ropa de tela sintética, gafas de sol,
productos de PET, entre otros; de este estudio los autores conclu-
yen que hay presencia de Sb catalitico en los envases de alimentos
y en los juguetes para nifios, lo cual es un tema preocupante por su
riesgo para la salud, lo que requiere seguir investigando la toxicidad
del Sb y su migracion en matrices poliméricas, asi como reconside-
rar los medios de eliminacion y reciclaje de los residuos plasticos y
electrénicos con contenido de Sb.

En la industria alimentaria, la XRF se sigue utilizando como una téc-
nica que permite el analisis cuantitativo de elementos mayoritarios
y trazas. En el estudio realizado por Vivek et al. [124], utilizaron
la WDXRF para el estudio de enfermedades agricolas en plantas y
granos de arroz, midiendo los cambios elementales causados por
la presencia de nematodos y falso tizén. Utilizaron un método de
referencia llamado espectroscopia de descomposicién inducida por
laser (LIBS) y concluyeron que los resultados obtenidos por las dos
técnicas son similares; ademas, evidenciaron que hay cambios sig-
nificativos en las concentraciones elementales (elementos mayores,
traza y metales pesados) debido a la presencia de la enfermedad, tal
como se muestra en la tabla 9.

La determinacion de impurezas en las materias primas destinadas
a la fabricacion de productos farmacéuticos es importante para ga-
rantizar la calidad del producto final, asi como para evitar dafios a
la salud. Las impurezas metalicas pueden presentar efectos toxicos
incluso a bajas concentraciones, por lo que las agencias reguladoras
y las farmacopeas definen los niveles permisibles. En este sentido,
técnicas rapidas, sensibles y precisas, como la técnica de XRF, son
una alternativa para el analisis de metales en materiales de uso far-
macéutico.

Paulino et al. [125] vieron la necesidad de investigar la presencia
de contaminantes y sus niveles de concentracion en productos far-
macéuticos, su trabajo se centré en validar un método para utilizar
la técnica EDXRF para identificar y cuantificar la composicion qui-
mica de materias primas y productos farmacéuticos. Las muestras
se homogeneizaron utilizando un mortero de agata y un mezclador
rotativo que contenfia bolas de acero en su interior y, posteriormen-
te, la mezcla se separ6 en porciones de 4 g y se compacto cada sub-
muestra a una presion de 10 t durante 30 s. Una vez preparadas las
muestras, se procede con la validacion del método, donde los para-
metros validados fueron la selectividad, la linealidad, la precision,
LOD, LOQ y la robustez. Los resultados de la validacion demostra-
ron que la EDXRF puede ser utilizada como técnica de deteccion y
cuantificacion de impurezas elementales pertenecientes a la clase 1
(Cd, Pb, As, Hg) y a la clase 2A (Co, V, Ni).
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Otro estudio realizado en el campo farmacéutico fue el realizado
por Cruz et al. [126], donde utilizaron la TXRF para el analisis cuan-
titativo de metales toxicos (Pb, As, Cr y Hg) en muestras de suple-
mentos dietarios. Se realizd la validacion del método, evaluando
los parametros de linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, LOD
y LOQ. Los valores obtenidos para el LOD fueron 0,59; 0,41; 0,57 y
0,75 pg/Ly para el LOQ fueron 1,95; 1,35; 1,9 y 2,5 ug/L para Pb,
As, Cr y Hg, respectivamente. Los autores concluyeron que los re-
sultados que obtuvieron fueron satisfactorios, segtin lo recomenda-
do por la IUPAC y la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de los EE. UU.

Por dltimo, la investigacion en materiales inorganicos se encuentra
actualmente en fase de crecimiento (en particular, en el campo de
los nanomateriales) y la XRF esta desempefando un papel impor-
tante en la caracterizacion de dichos materiales. El estudio de los
procesos de deposicion de nanoparticulas sobre muestras de super-
ficie plana y lisa, el tamafio medio de las nanoparticulas y su forma,
fueron realizado por Tiwari [127] utilizando un espectrémetro de
XRF de incidencia rasante (GIXRF), que es una version mejorada de
la TXRF. El empleo de esta técnica permitié determinar el tamafio
medio de las nanoparticulas tras realizar una tinica medicion, por lo
que se concluye que es una técnica que puede emplearse con éxito
para analizar la morfologia superficial de materiales nanoestructu-
rados, que estén dispersos sobre una superficie pulida o incrustados
en el interior de la matriz de analisis.

Conclusiones

Este articulo de revision dio a conocer las generalidades de la téc-
nica de XRF, los diferentes tipos de espectrémetros, las ventajas y
el alcance de estos. Asi mismo, se logré evidenciar que la técnica de
XRF es ampliamente utilizada para el analisis elemental de mues-
tras so6lidas y en polvo debido a ventajas tales como su versatilidad,
su caracter no destructivo y sus buenos niveles de precision.

Es importante mencionar que, para el analisis de matrices organicas,
se presentan grandes retos durante la mediciéon como, por ejem-
plo, el efecto matriz, por lo que, en las mediciones por XRF, se hace
indispensable lograr una muy buena preparacion de las muestras
solidas, esto incluye el pretratamiento al que se debe someter la
muestra, tanto para la obtencion de muestras en polvo que se pue-
dan medir directamente en el equipo de XRF o para preparar polvos
prensados o perlas fundidas; y la eleccion correcta del método de
preparacion de la muestra, que dependera de las caracteristicas de
la misma, de los analitos de interés y del método de medicion. Es
indispensable realizar la validacion del método analitico (la cual in-
cluye la preparacion y la determinacion de la cantidad minima de
muestra), haciendo uso de MR y MRC, con el fin de garantizar que
los métodos de medicion cumplan con los criterios establecidos
para su uso previsto (sesgo, precision, selectividad, exactitud, etc.) y
se pueda asegurar la validez de los resultados.

35



L. A. Pérez Diaz, J. Serna Saiz y H.Torres Quezada

Finalmente, toda la informacién recopilada en este articulo puede
ser utilizada por diversos investigadores como base para el desa-
rrollo de sus diferentes proyectos donde se requiera hacer uso de
la técnica de XRF.

Abreviaturas
AA: Absorcion atomica
DSP: Procesador de seial digital
EDXRF: Fluorescencia de rayos X por energia dispersiva
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FPP: Polvos prensados calcinados

GIXRF: espectrometro de fluorescencia de rayos X de incidencia
rasante

IC: Cromatografia i6nica

ICP-AES: Espectroscopia de emision atomica de plasma acoplado
inductivamente

ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma acoplado inducti-
vamente

ICP-OES: Espectrometria de emision optica con plasma acoplado
inductivamente

INM: Instituto Nacional de Metrologia

INAA: Analisis instrumental de activacion de neutrones
IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
LIBS: Espectroscopia de descomposicion inducida por laser
LOD: Limite de deteccién

LOQ: Limite de cuantificacion

LP: Polvos sueltos

NIST: Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
PIXE: Emision de rayos X inducido por particulas

PPB: Polvos prensados sin aglutinante

MR: Material de referencia

MRC: Material de referencia certificado

RSD: Desviacion estandar relativa

TXRF: Fluorescencia de rayos X por reflexion total
VIM: Vocabulario Internacional de Metrologia

WDXRF: Fluorescencia de rayos X por dispersion de longitud de
onda

XRF: Fluorescencia de rayos X
p-XRF: Fluorescencia de rayos X con energia dispersiva portatil

I-XRF: Microfluorescencia de rayos X
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Nanoparticulas de iones
de cobre para el control
de Fusarium sp. en piiia
para exportacién

Resumen

El presente estudio tuvo como objeti-
vo evaluar la eficiencia de soluciones de
nanocobre como fungicida en el control
de Fusarium sp., en pifias para exportacion
de Ecuador. Las soluciones inhibidoras
se obtuvieron mediante ionizacion elec-
troquimica. Se aisl6 el Fusarium sp. de
muestras de epicarpio de pifa, para pos-
teriormente medir el anillo de inhibicion
en placas Petri. Se prepararon soluciones
de nanocobre a 3, 6 y 9 ppm. Las pifias se
sometieron a desinfeccion mediante in-
mersion en estas soluciones durante 3, 6
y 9 min, siguiendo un disefio experimen-
tal de 32, con triplicados y controles con
agua destilada. En este sentido, se evaluo
el nimero de UFC/mL del hongo en la su-
perficie de la fruta a los O dias de inmer-
siony 5 dias después de la inmersion. Los
resultados muestran que, en lo referente
al crecimiento del anillo de inhibicion de
Fusarium sp. en agar PDA, se redujo hasta
un 53% cuando se utilizé una solucion de
nanoparticulas de cobre a una concen-
tracion de 9 ppm, en comparacion con el
tratamiento control. En lo referente a la
inhibicion de Fusarium sp. en la superficie
de las pifias mediante desinfeccién por
inmersion, los mejores tratamientos para
el dia 0 de inmersion resultaron ser la
desinfeccion durante 9 min en la solucion
de nanocobre a concentraciones de 6 y
9 ppm. Por su parte, para la desinfeccion
de las pifias después del dia 5 de la des-
infeccion por inmersion, se establecieron
cuatro opciones estadisticamente via-
bles: desinfectar las pifias durante 9 min
en soluciones de nanocobre a 6 0 9 ppm,
o sumergir las pifas en solucion a 9 ppm
de nanocobre durante 6 0 9 min.

Palabras clave: Fusarium; higienizacion;
inocuidad; calidad poscosecha; nanoco-
bre.
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Copper ion nanoparticles
against Fusarium sp. in
pineapple for export

Abstract

The aim of this study was to evaluate
the efficiency of nanocopper solutions
as a fungicide in the control of Fusarium
sp. on pineapples for export in Ecua-
dor. Inhibitory solutions were obtained
by electrochemical ionisation. Fusarium
sp. was isolated from pineapple epicarp
samples and the inhibition ring caused by
nanocopper solutions at 3, 6 and 9 ppm
was measured in Petri dishes. Pineapples
were also subjected to disinfection by im-
mersion in these solutions for 3, 6 and 9
min, following an experimental design of
32, with triplicates and controls with dis-
tilled water. In this sense, the number of
CFU/mL of the fungus on the surface of
the fruit was evaluated the day of immer-
sion (0 days) and 5 days after immersion.
The results show that the growth of the
inhibition ring of Fusarium sp. on PDA agar
was reduced 53% when a solution of co-
pper nanoparticles at a concentration of
9 ppm was used, compared to the control
treatment. Regarding the inhibition of
Fusarium sp. on the surface of disinfec-
ted pineapples by immersion, the best
treatments in day O of immersion were
disinfection for 9 min in the nanocopper
solution with concentrations of 6 and 9
ppm. For the disinfection of the pinea-
pples after 5 days of immersion, four sta-
tistically viable options were established:
disinfecting the pineapples for 9 min in
nanocopper solutions at 6 or 9 ppm, or
immersing the pineapples in 9 ppm nano-
copper solution for 6 or 9 min.

Keywords: Fusarium; hygienization;
innocuousness; postharvest quality;
nanocopper.
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Nanoparticulas de ions
de Cobre para o controle
de Fusarium sp. em
abacaxi para exportacao

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a efi-
cacia de solugdes de nanocobre como
fungicida no controlo de Fusarium sp. em
abacaxis para exportacdo do Equador. As
solugdes inibidoras foram obtidas por
ionizagdo eletroquimica. O Fusarium sp.
foi isolado de amostras de epicarpo de
abacaxi e o anel de inibi¢do causado por
solugdes de nanocobre a 3, 6 e 9 ppm foi
medido em placas de Petri. Os abacaxis
foram também submetidos a desinfe¢do
por imersdo nestas solu¢des durante 3,
6 e 9 min, seguindo um desenho experi-
mental de 32, com triplicados e controlos
com agua destilada. Neste sentido, foi
avaliado o nimero de UFC/mL do fungo
na superficie do fruto no dia da imersao
(0 dias) e 5 dias apds a imersdo. Os re-
sultados mostram que o crescimento do
anel de inibi¢do de Fusarium sp. em agar
PDA foi reduzido em até 53% quando se
utilizou uma solu¢do de nanoparticulas
de cobre a uma concentracdo de 9 ppm,
em comparagdo com o tratamento de
controlo. Relativamente a inibi¢ao de Fu-
sarium sp. na superficie dos abacaxis atra-
vés da desinfe¢do por imersao, os melho-
res tratamentos para o dia O de imersao
foram a desinfecdo durante 9 min na so-
lugdo de nanocobre nas concentragdes de
6 e 9 ppm. Para a desinfe¢do dos abacaxis
ap6s 5 dias da desinfecdo por imersdo,
foram estabelecidas quatro opgdes es-
tatisticamente viaveis: desinfectando os
abacaxis durante 9 min em solugdes de
nanocobre a 6 ou 9 ppm, ou imergindo
os abacaxis em solu¢do de nanocobre a 9
ppm durante 6 ou 9 min.

Palavras-chave: Fusarium; higienizacao;
inocuidade; qualidade pos-colheita.
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Introduccién

Actualmente, aproximadamente el 40% de la produccion de alimen-
tos no se consume debido a la accion de patogenos, animales y pla-
gas, lo que afecta gravemente la seguridad alimentaria. Las pérdidas
mas significativas se dan en productos horticolas durante la etapa
de poscosecha, principalmente debido a hongos y bacterias que, si
no se controlan, provocan la descomposicion de los productos [1].

La fusariosis es una infeccion patégena provocada por el género Fu-
sarium sp. que causa pérdidas significativas en plantaciones a nivel
mundial [2]. Esto hace necesario el uso de fungicidas en la industria
agricola para reducir las pérdidas en los cultivos e incrementar la
produccion de la materia prima esencial para la industria alimen-
taria. Estos fungicidas pueden ser de amplio espectro o especificos
para determinados patogenos [3].

Desde elafno 2000 a. C., el cobre se ha utilizado como antimicrobiano
y ha sido fundamental como componente de fungicidas inorganicos
que frenan el crecimiento de patogenos y previenen enfermedades
[4]. Khatami et al. [5] indican que soluciones de nanoparticulas de
oxido de cobre (CuO) pueden inhibir hasta un 90% el crecimiento
de Fusarium solani con una concentracion de 50 ppm, y un 20% con
5 ppm. Por su parte, Pham et al. [6] afirman que una concentra-
cion de 30 ppm de cobre puede inhibir completamente a Fusarium
oxysporum en tres dias y una de 7 ppm puede inhibir a Phytophthora
capsici en un dia.

Durante siglos, los iones metalicos, debido a sus propiedades anti-
microbianas, se han utilizado para tratar quemaduras, heridas croéni-
cas, sepsis, enfermedades venéreas y abscesos perianales; también
se han utilizado para la conservacién de alimentos y la desinfeccion
de dispositivos médicos. Ademas, gracias a la nanotecnologia, se ha
incrementado la capacidad antimicrobiana de los iones metalicos al
transformarlos en nanoparticulas [7].

La capacidad antimicrobiana de los iones metalicos se basa en la
deshidratacion de la célula que ocurre debido a la unién delion a la
membrana celular del microorganismo, lo cual afecta su potencial
dipolar [8]. Entre los usos de las nanoparticulas metalicas se en-
cuentra el tratamiento de aguas residuales y la desinfeccion de agua
potable, en la cual se utilizan nanoparticulas de cobre [9]. Algunos
estudios han demostrado la capacidad de las nanoparticulas de 6xi-
do de zinc (ZnO-NP) para controlar enfermedades flngicas como
Fusarium oxysporum, debido a su capacidad para distorsionar el mi-
celio en crecimiento e inhibir directamente el crecimiento flingico,
también al eliminar micotoxinas como el acido fusarico. Asimismo,
la eficacia de ZnO-NP como antiflingico y antimicotoxina contra
Fusarium sp. puede deberse al aumento de la peroxidacion lipidica,
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el cambio en el
contenido de ergosterol que altera la integridad de la membrana y
la morfologia de las macroconidias [10].

Ademas, muchos autores [11-14] sostienen que los iones de plata
liberados por nanoparticulas de plata (AgNPs) a través de la oxida-
cion superficial son el mecanismo principal que induce citotoxicidad,
genotoxicidad, respuestas inmunolodgicas en sistemas bioldgicos e
incluso la muerte celular. Sambalé et al. [15] demostraron que el
mecanismo de muerte celular es diferente cuando las células se cul-
tivan con particulas o iones de plata. Las células tratadas con par-
ticulas experimentaron apoptosis, mientras que aquellas cultivadas
con iones murieron de necrosis. También informaron que las AgNPs
que se desplazan al citoplasma a través de la difusion o las protei-
nas de canal son oxidadas por enzimas citoplasmaticas, liberando
asi iones de plata. Estos iones pueden interactuar con los grupos
tiol de las proteinas de la membrana mitocondrial, causando dis-
funcion mitocondrial, produciendo ROS y provocando la descom-
posicion de la funcion celular y el dafo a los microorganismos [16].
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Por otro lado, los iones de cobre también han demostrado su capa-
cidad antiftingica. Se ha informado que el 6xido de cobre biosinte-
tizado con Streptomyces para el desarrollo de tejidos antimicrobia-
nos en hospitales puede ayudar a prevenir o minimizar la infeccién
por bacterias patoégenas. Ademas, el cobre y el 6xido de cobre con
efectos antimicrobianos y antiftingicos pueden ser usados durante
el envasado de alimentos para retrasar el crecimiento de gérmenes
y hongos [17].

La aplicacion de nanoparticulas metalicas en la desinfeccion de fru-
tas exportadas se ha aplicado durante muchos afios. Por ejemplo,
para el caso de la pifia (Ananas comosus), que es una fruta econ6-
micamente significativa en paises latinoamericanos, la fusariosis
puede ocasionar pérdidas de entre el 30 y el 40% del fruto, o de
aproximadamente el 20% de las plantaciones. Esto representa un
problema grave para los paises productores de pifia como Ecuador,
que se deben someter a estrictos controles sanitarios durante los
procesos de exportacion [18].

En 2020, el Ministerio de Produccion, Comercio Exterior, Inversio-
nes y Pesca informé que Ecuador fue el principal exportador de pi-
fias en América del Sur y el octavo proveedor mas grande a nivel
mundial. Ecuador pasé de exportar 75.573 t en 2020 a 90.186 t
para noviembre de 2021, por lo que la pérdida poscosecha de la
pifia es un problema sustancial para su mercado.

La descomposicion fungica es la principal causa del fracaso pos-
cosecha de la pifa. Esta descomposicion depende de las condicio-
nes climaticas y del sistema de manipulacion poscosecha. La alta
incidencia de enfermedades poscosecha en la pifa se debe princi-
palmente al hongo Ceratocystis paradoxa y Fusarium sp. Los hongos
penetran principalmente por medio de las heridas causadas por el
descabezado en los sistemas de manipulacion poscosecha antes de
la exportacion [19].

El objetivo de este estudio es determinar el efecto de las nanopar-
ticulas de iones cobre para el control de Fusarium sp. con el fin de
disminuir las pérdidas de pina de exportacion por degradacion fun-
gica. Para ello, se aplicd una solucion de nanoparticulas de iones
de cobre como desinfectante en pifias durante la poscosecha y se
evalu¢ la efectividad de las nanoparticulas de cobre para inhibir el
crecimiento y desarrollo de este hongo.

Materiales y métodos

La materia prima utilizada en el presente estudio consisti6é en mues-
tras de pifia (Ananas comosus) hibrida conocidas como “pifia miel”,
que se caracteriza por su color, dulzura y textura [20]. Los espe-
cimenes en buen estado fueron proporcionados por una empresa
exportadora de pifa en Ecuador y se seleccionaron segtn la nor-
mativa ecuatoriana NTE INEN 1836: FRUTAS FRESCAS. PINA [21].
Cuya clasificacion es la siguiente:

« Nivel de madurez: 0

- Grado: extra

« Peso: mediano 1000 < m <1500 g

« Diametro: mediano 110 <d < 120 mm

Preparacion de muestras

Las soluciones de nanocobre se prepararon mediante un proceso de
ionizacion electroquimica utilizando un equipo NEC-4000. Para el
desarrollo del estudio se seleccionaron pifias en buen estado visual
y con caracteristicas homogéneas en términos de madurez y tama-
fo. Las cascaras de pifa para el aislamiento del hongo Fusarium sp.
se retiraron utilizando cuchillos esterilizados después de lavar las
frutas con agua potable para eliminar cualquier residuo superficial.
Una vez aislado el hongo se evalué el anillo de inhibicion causado
por las soluciones de nanocobre a 3, 6 y 9 ppm de concentracion,
midiendo el didametro promedio del mismo.
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Adicionalmente, las soluciones de nanocobre en concentraciones de
3, 6 y 9 ppm se utilizaron para desinfectar las pifias mediante un
proceso de inmersion de 3, 6 y 9 min (tiempo de residencia). Luego
de cada tratamiento y un tiempo determinado de dias posterior a
la inmersion se tomé una porcion de la superficie de cada muestra
de pifa y se sembré en medios de cultivo para cuantificar el Fusa-
rium sp. EL modelo de la investigacion siguié un disefio experimental
de 3? que incluyé diferentes combinaciones de concentraciones y
tiempos de inmersion para evaluar su efectividad en la inhibicion
del crecimiento del hongo en la superficie del fruto. Como grupo de
control se emplearon pifias tratadas con agua destilada para su des-
infeccion, el tratamiento de la muestra fue similar a las que fueron
tratadas con las soluciones de nanocobre.

Aislamiento de cepas

Castro y Umaiia [22] mencionan la presencia de una gran variedad
de hongos en la superficie de las frutas, por lo que, en esta inves-
tigacion, se aislo el Fusarium sp. presente en las pifas visiblemente
sanas proporcionadas por una empresa exportadora. Para ello se si-
guio6 la metodologia mencionada por Umana et al. [23], quienes se-
fialan que para aislar el hongo se deben extraer 5 cm? de cascara de
pifia y colocarla en un beaker que contenga 30 mL de agua destilada
estéril con una gota de Tween 20 (polisorbato 20 que facilita la dis-
persion de tejidos y células evitando la aglomeracion de particulas),
y agitar durante 5 min con el objetivo de liberar los microorganis-
mos presentes en la superficie. Posteriormente se utiliz6 el método
de dilucion seriada estandar con dos diluciones (10%) y se tomé de
cada dilucion una muestra de 100 pL para distribuir uniformemente
sobre la caja Petri con medio de cultivo de agar de papa y dextrosa
(PDA), utilizando un asa de Digralsky.

Tincion de placas

Se prepararon laminillas (portaobjeto con cubreobjeto) siguiendo
la metodologia de Lopez-Jacome et al. [24] para identificar micros-
copicamente las cepas flingicas. Se coloco una gota de azul de lac-
tofenol en un portaobjetos, se selecciond la cepa a analizary, con la
ayuda de un asa esterilizada, se tom6 una muestra de micelio de la
placa de Petri y se deposito6 en la gota mencionada anteriormente.
Finalmente, se observo la estructura del hongo en el microscopio,
los macroconidios y los microconidios, para determinar a qué géne-
ro pertenecia [25].

Caracterizacion de los sintomas de fusariosis en las
pifias

Mediante la inspeccidn visual, se realiz6 una caracterizacion deta-
llada de la sintomatologia asociada a la fusariosis en los frutos de
pifia. Esto permitié confirmar la infeccion por Fusarium sp. en las pi-
fas utilizadas en esta investigacion, asegurando que los frutos ana-

lizados presentaban la enfermedad y eran adecuados para su uso en
el estudio.

Preparacion de las muestras de estudio

Para reducir los microorganismos competidores en la superficie de
las muestras de pifa, se desinfectaron y eliminaron los restos de la
corona y el pedtnculo, también se lavo y se retird toda la materia
extrafia con una solucién jabonosa. Finalmente, se sumergieron en
un recipiente que contenia alcohol etilico a 99° GL durante 3 min,
utilizando movimientos rotativos para que el alcohol estuviera en
contacto permanente con toda la superficie. Las pifias se dejaron
reposar en una camara de flujo laminar con luz natural y ventilacion
durante 15 min para evaporar el exceso de alcohol [26].

Inoculacién del hongo

Las pifias que se sometieron a inhibicion por inmersion en las solu-
ciones de nanocobre se colocaron en una camara de flujo laminar
para proceder con la inoculacion del hongo previamente aislado.
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Con la ayuda de una aguja se realizaron unas heridas, se tomé una
muestra del hongo (Fusarium sp.) aislado de las placas de Petri y se
colocé en la superficie de la pina. ELl procedimiento se repitid en
otro lugar de la fruta paralelo al primero ya inoculado, uno cerca de
la corona y otro cerca del pedtinculo. Se dej6 una pifa no inoculada
como muestra de control. Las pifias inoculadas se almacenaron en
una camara hiimeda, donde el hongo pudo crecer bajo condiciones
de humedad y temperatura ambiente durante un periodo minimo de
4 dias, después de este tiempo se procediod a las pruebas de inhibi-
cion durante diferentes tiempos de inmersion y evaluando el creci-
miento de hongo a los Oy 5 dias de inmersion.

Preparacion de soluciones de nanoparticulas de cobre

Las soluciones de nanoparticulas de iones de cobre se generaron
utilizando el sistema de ionizacion electroquimica NEC-4000, di-
sefado para la produccion de agua ionizada con cobre. El proceso
empled agua destilada, que fue ionizada mediante la transferencia
controlada de iones de cobre en el equipo, siguiendo la metodologia
especificada por el fabricante. El sistema electroquimico cuenta con
un microprocesador electrénico y electrodos de intercambio, que
libera iones de cobre bajo la aplicacion de una corriente continua.
Con el objetivo de asegurar un flujo constante y uniforme de agua a
través del equipo se utiliz6 una bomba peristaltica, lo que permitid
la ionizacion precisa del agua a las concentraciones deseadas de 3, 6
y 9 ppm de nanocobre, utilizando un espectrofotometro ultraviole-
ta visible para cuantificar su concentracion.

Evaluacién del nanocobre en la inhibicién del hongo

De acuerdo con las indicaciones descritas por Gutiérrez et al. [25],
con algunas variaciones, se llevo a cabo esta parte de la evaluacion.
Una vez obtenidas las soluciones en las tres concentraciones de
nanocobre, se calculd la cantidad de PDA para la inoculacion. Se
utiliz6 una marca comercial de agar TM MEDIA con certificacion I1SO
9001:2015, que establece que deben usarse 39 g para preparar 1 L
de cultivo liquido, y se realizo la practica por triplicado para cada
una de las tres concentraciones de nanocobre, por lo tanto, para
calcular la cantidad de agar liquido requerido se sigui6 la informa-
cion de la tabla 1.

Tabla 1. Datos para la preparacion del medio de cultivo.

Concentracion Replicas Cantidad de agar Cantidad total de
de cobre (ppm) P liquido por placa (mL) | agar liquido (mL)
3 3 20 60
6 3 20 60
9 3 20 60

Las muestras de control no fueron sometidas a inmersion en solu-
ciones de nanocobre, fueron tratadas Ginicamente con agua destila-
da para establecer un marco referencial con el objetivo de evaluar la
eficiencia de las soluciones de 3, 6 y 9 ppm en el anillo de inhibicion
del crecimiento de Fusarium sp. Cada placa Petri requirié 20 mL de
agar liquido, por lo que se utilizaron 60 mL para cada concentracion
de nanocobre.

Todos los medios preparados, junto con los testigos, se esteriliza-
ron en autoclave para eliminar cualquier presencia de microorga-
nismos y obtener un cultivo estéril. Inmediatamente después de la
esterilizacion, se realiz6 el plaqueo para evitar que los medios se
solidificaran antes de tiempo.

Siembra del hongo

Se aplico la metodologia descrita por Nieto y Bailon [28], tomando
como referencia 20 mL de medio de cultivo PDA por placa de Petri.
Una vez que se plaquearon todas las concentraciones de nanocobre
en las placas Petri, se permitid que el medio de cultivo se solidi-
ficara, evitando movimientos bruscos y con contacto minimo para
evitar cualquier contaminacion.
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Con la ayuda de un asa se extrajo un disco de micelio del hongo y
se sembro en el centro de la placa, evitando el contacto con la su-
perficie restante del agar, con el fin de obtener buenos resultados y
evitar la propagacion del hongo. Durante cada siembra se esterilizd
el asa mediante la llama del mechero para evitar la contaminacion
por contacto.

Cdlculo del porcentaje de inhibicion

Para calcular el porcentaje de inhibicion se tomo como referencia el
diametro de crecimiento de la cepa inoculada y se contrasto6 con el
didametro de la muestra de control o sin tratar, para ello se utilizd
la Ec. (1) [29]:

o b oo DC-DT

% Inhibicion = ~oc X 100
Donde DC es el diametro de la muestra de control y DT el diametro
de la muestra inoculada. Las mediciones a los diametros de las colo-
nias se hicieron cada dos dias utilizando un calibrador. La medicion
finaliz6 cuando la muestra de control cubri6 toda la superficie de la
placa de Petri.
Desinfeccion de pifias por inmersion
Se utilizaron tres tiempos de inmersion (3, 6 y 9 min) y tres con-
centraciones (3, 6 y 9 ppm) para el proceso de desinfeccion por in-
mersion de las pifias. Se emplearon nueve recipientes para lavar y
desinfectar diferentes frutas con tres diferentes concentraciones y
en tres tiempos de inmersion. Cada uno contenia una concentra-
cion determinada en orden ascendente. De esta manera, una piia se
sumergia en el recipiente correspondiente con una concentracion y
durante el tiempo establecido hasta que se utilizaron nueve pifias,
ademas de la muestra de control, que fue sumergida inicamente en
agua destilada, en duplicado, como se describe en la tabla 2.

Una vez finalizada la desinfeccion por inmersién durante los tiem-
pos antes mencionados (3, 6 y 9 min), se realiz6 un enjuague bre-
ve con agua destilada esterilizada, 100 mL para cada tratamiento,
sobre toda la superficie de la pifna, considerando que el agua esta-
ba en contacto con el tallo, la corona y la cascara. Después de este
procedimiento se realizé inmediatamente (O dias) un hisopado de
la superficie de las pifias para contar el hongo, luego cada pina se
almacené herméticamente para volver a cuantificar el hongo en la
superficie de las nueve pifias después de 5 dias.

Tabla 2. Niimero de pifias por tratamiento aplicado.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 1 ek 3k
6 4% gk grx
9 7xx gk g

Cada nimero indica el nimero del tratamiento o unidad de pifia utilizada. Se deben
contar dos pifas adicionales utilizadas en el tratamiento de control (0). Los asteris-
cos (*) sefalan diferencias significativas entre los tratamientos.

Control del hongo en la superficie de las pifias median-
te placas Petrifilm ®

Se utilizaron placas 3M Petrifilm® para colocar el hisopado de las
superficies de las pifias y poder contar las unidades formadoras de
colonias (UFC) del hongo durante el dia 0, en los diferentes tiempos
de inmersidn y concentraciones de nanocobre, siguiendo la Guia de
Informacion de 3M Petrifilm® [30]. El conteo del hongo se volvié a
realizar 5 dias después de la inmersion de las pifias en las soluciones
tratadas con nanocobre.
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Resultados y discusion

Se identific6 macro y microscopicamente la presencia del hongo
Fusarium sp., de acuerdo a las caracteristicas reportadas por Salazar
et al. [31] y Hernandez et al. [32], quienes mencionan que sus co-
lonias aisladas en medio PDA al comienzo son lisas y algodonosas,
posteriormente se tornan un poco lanosas, de coloracion blanca en
la parte superior y en la parte inferior de coloracion grisacea, tal
como se observa en la figura 1 (identificacion macroscépica). Por su
parte, a nivel microscopico las colonias presentaron conidios abun-
dantes.

N
Figura 1. Aislamiento del hongo Fusarium sp. obtenido de la superficie de la pifia.

Los sintomas de la enfermedad que presentaron los frutos consis-
tieron en pequefias manchas irregulares de color café claro en el
pericarpio y un color miel claro en la pulpa. A medida que la en-
fermedad progresaba, las manchas se volvieron color café oscuro,
el area necrosada aumento y el tejido afectado adquirié una apa-
riencia flacida y hiumeda. Se observé que las lesiones fueron super-
ficiales, aunque algunas se extendieron hasta el centro de la fruta,
provocando la pérdida de rigidez y la decoloracion de la pulpa. Con
el avance de la enfermedad, las manchas se extendieron y la pulpa
mostr6 una clara maceracion de los tejidos. En los tejidos lesiona-
dos apareci6é un micelio de color blanco.

El analisis de los datos obtenidos se realizo con ayuda al softwa-
re Statgraphics Centurion version 19.3.03, en donde se llevaron a
cabo pruebas de varianza ANOVA, de las que se esperaba un valor
p < 0,05. Se obtuvieron las desviaciones estandar y se realizaron
pruebas de multiples rangos por el método de 95% de LSD. La ela-
boracion de graficas de las dos superficies de respuesta se realiz6
en el Minitab 20, version 20.3.0; también se uso el procesador de
graficas de Excel Profesional Plus 2016 para el analisis de las curvas
de comportamiento del crecimiento del hongo.

En este sentido, la figura 2 muestra la comparacién del crecimiento
de los micelios de Fusarium sp. in vitro durante la evaluacion del ani-
Llo de inhibicion cuando se pusieron en contacto con las soluciones
de nanocobre, con cada una de las tres concentraciones.

En la figura 2 se puede observar que a partir del segundo dia existe
un aumento en el didmetro del micelio flngico en todos los trata-
mientos. El didametro mayor correspondi6 a la muestra control (sin
tratamiento con nanocobre, linea azul), con un didmetro maximo
promedio de 9,25 cm. Mientras que, para las muestras sometidas
a los tres tratamientos de nanocobre, se obtuvieron valores de dia-
metro promedio menores de 6,85; 5,94 y 5,34 cm de diametro para
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Figura 2. Diametro del anillo de inhibicion del Fusarium sp. durante ocho dias de
exposicion a las soluciones de nanocobre a diferentes concentraciones.

las concentraciones de 3, 6 y 9 ppm, respectivamente, con un valor
de p = 0,0002 para este conjunto de datos. La mayor inhibicion so-
bre el diametro del micelio fungico se obtuvo a partir de la solucion
de 9 ppm (linea verde). Los valores de diametro del anillo de inhi-
bicion permiten concluir que existen diferencias significativas entre
cada tratamiento y un mayor crecimiento del hongo en la muestra
de control. Los resultados también mostraron variaciones en los
diametros del anillo fungico de 3,8; 3,1y 2,8 cm en comparacion al
control para las concentraciones de 3, 6 y 9 ppm, respectivamente.

Observamos que a medida que aumentaba la concentracion de la
solucion de nanoparticulas de cobre, se redujo el crecimiento mi-
celial de Fusarium sp. El tratamiento de 9 ppm redujo el crecimiento
micelial de Fusarium sp. en un 50,7% en comparacion con la muestra
de control, el diametro micelial disminuy6 de 10,55 a 4,93 cm. Ade-
mas, la tabla 3 muestra diferencias significativas entre los parame-
tros de concentracion y los dias, ya que el valor p para cada variable
es < 0,005. Sin embargo, la figura 2 también evidencia que las con-
centraciones utilizadas no inhiben completamente el crecimiento
del micelio de Fusarium sp.

Tabla 3. Anélisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento micelial realizada en
Statgraphics V. 19.3.03.

Fuente ci::raa::s GL c:::(rj:ia Ratio F | Valorp
A: concentracion 29,624 3 9,875 9,646 0,002
B: dias 125,567 4 31,392 30,657 | 0,000
Residuos 12,289 12 1,024
Total (corregido) 167,482 19

Por su parte, la tabla 4 presenta el analisis estadistico de las dife-
rencias entre las tres concentraciones de nanoparticulas de cobre
aplicadas. Seglin esta tabla, se pudo determinar que no hay diferen-
cias significativas en el crecimiento micelial entre los tratamientos
con 6y 9 ppm de nanocobre.

Tabla 4. Pruebas de rango mdiltiple para la concentraciéon de nanocobre.

Contraste Signi far.laa Diferencias Limites
estadistica
0-3 * 1,70 1
0-6 * 3,93 1
0-9 * 5,07 1
3-6 * 2,23 1
3-9 * 3,37 1
6-9 1,13 1

Contraste 0: muestra de control.
* indica diferencias significativas entre tratamientos.

Adicionalmente, las tablas 5 y 6 presentan las UFC/mL de Fusarium
sp. en la superficie de las pinas desinfectadas, a los Oy 5 dias después
de la inmersion en las soluciones de diferentes concentraciones de
nanoparticulas de cobre y con distintos tiempos de inmersion.

Tabla 5. UFC/mL de Fusarium sp. en las soluciones de inmersion de pifias durante el
dia 0 de desinfeccion.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 183+ 14a 155+0,7a 95+0,7a
6 141+14b 11,0+14b 60+ 14b
9 95+0,7c 65+0,7c 3510,7b

Diferentes letras por columna indican una diferencia significativa (p < 0,05).

Tabla 6. UFC/mL de Fusarium sp. en las soluciones de inmersion de pifias después de
5 dias de la desinfeccion.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 95+0,7a 70+00a 454+0,7a
6 70+00b 45+0,7b 25+07b
9 45+07c 20+00c 05+0,7b

Diferentes letras por columna indican una diferencia significativa (p < 0,05).

Por otro lado, la figura 3 muestra las variaciones en las UFC/mL de
Fusarium sp. en la superficie de las pifias durante el dia O de desin-
feccion a diferentes concentraciones de nanoparticulas de cobre y
tiempos de inmersion, mientras que la figura 4 muestra las UFC/mL
durante el dia 5 después de la desinfeccion. Se pueden evidenciar
las diferentes respuestas en el nimero de UFC obtenidas, hay un
comportamiento inversamente proporcional entre las UFC/mL y
la concentracion de nanoparticulas de cobre en conjunto con el

20 E

15 — 2
-

E 3

S 10 9
'8

= é

z

0 =

3 N z

6 3 S

9
TIEMPO(min)

Figura 3. Efecto de nanocobre a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion
en la reduccion de UFC/mL de Fusarium sp. en la superficie de pifias durante el dia
0 de desinfeccion
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Figura 4. Efecto de nanocobre a diferentes concentraciones y tiempos de inmersién
en la reduccién de UFC/mL de Fusarium sp. en la superficie de pifias después del dia
5 de desinfeccion
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tiempo de inmersion. El mejor tratamiento resulto ser la inmersion
de las pifas en la solucion de nanoparticulas de cobre a una con-
centracion de 9 ppm. En este tratamiento se obtuvieron 3,5 X 103
y 0,5 X 10® UFC/mL a dia O y al dia 5, respectivamente, ambos con
o *+ 0,7 UFC/mL. Estos valores son inferiores a los obtenidos en
las pifias no sumergidas en las soluciones de iones de cobre, las
UFC/mL para la pifia no tratada tenian un valor de 27 X 10®* + 1,4
eneldiaOyde49,5Xx 10° + 0,7 en el dia 5. Es decir, se logré una
reduccion del 98,14% de las UFC/mL de Fusarium sp. sobre la super-
ficie de la pifia después de 5 dias de inmersion. Estos resultados
fueron consistentes con las pruebas obtenidas para el anillo de inhi-
bicion de crecimiento de Fusarium sp. a 9 ppm en placas Petri.

Por otro lado, las tablas 7 y 8 muestran que los factores estudia-
dos, concentracion de nanocobre y tiempo de inmersion, tienen un
efecto estadisticamente significativo en el crecimiento del Fusarium
sp., ademas de ser iguales entre si, ya que tienen el mismo valor de
p = 0,00, utilizando un nivel de confianza del 95%.

Tabla 7. Efecto significativo de la concentracién de nanocobre en el crecimiento de
Fusarium sp. (p = 0,00 95% de confianza).

Suma de Media .
Fuente cuadrados GL cuadrada Ratio F | Valor p

A: concentracion 184,111 2 92,056 74,545 0,000

Abasteciendo un 95% de la Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher

-
o

UFC/mL
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3 6 9
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Figura 6. Medias de las colonias (UFC/mL) de Fusarium sp. en la superficie de las pifias
durante el dia 5.

Ademas, los resultados presentados en este trabajo tienen una va-
lidez significativa, como se demostré anteriormente. Sin embargo,
al analizar las medias de cada grupo por factor de datos obtenidos,
notamos que algunas de ellas tenian un comportamiento estadisti-
camente similar al analizar mediante el método LSD 95%, como se
muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Heterogeneidad entre las medias de tratamiento.

B: dias 172,111 2 86,056 69,683 | 0,000

Tiempo (min)

Concentracién (ppm) | 3(+) | 6(4+) | 9(+) | 3() | 6(-) | 9()

Residuos 16,056 13 1,235

Total (corregido) 372,278 17

Tabla 8. Efecto significativo del tiempo de inmersion en el crecimiento de Fusarium
sp. (p = 0,00; 95% de confianza).

3 al al a2 al a2 a3
6 b1 b1 b2 b1 b2 b 3*
9 cl c2 b3 c1 c2* b2

Fuente ci:?ra;:::s GL ct?:::laiila RatioF | Valorp
A: concentracion 61,00 2 30,50 108,14 0,00
B: dias 65,33 2 32,77 115,82 0,00
Residuos 3,67 13 0,28
Total (corregido) 130,00 17

Esto se evidencia en los promedios generales mostrados en las
figuras 5 y 6, donde, al realizar el analisis para cada tiempo de in-
mersion, hay valores mayores a p = 0,05. El valor de p en el dia O
es de 0,0142; 0,0067 y 0,0211, y en el dia 5 de 0,0075; 0,0101 y
0,0139, en los tiempos de inmersion de las frutas a 3, 6 y 9 min, res-
pectivamente. Esto indica que la concentracion de nanocobre tiene
un efecto significativo entre cada tiempo de inmersion utilizado. Se
obtuvo un promedio de 6,33 4+ 2,80 X 103 UFC/mL para 3 ppmy de
2,33 + 1,86 X 103 UFC/mL para el tratamiento 9 (9 ppm durante
9 min), en cada una de las mediciones de tiempo de desinfeccion
realizadas (O y 5 dias).

Abasteciendo un 95% de la Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher

20

18

16

14

JE 12

g 10
i

2 8

6

4

2

0

3 6 9
CONCENTRACION (ppm)

Figura 5. Medias de las colonias (UFC/mL) de Fusarium sp. en la superficie de las pifias
durante el dia 0.
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+: indica mediciones de UFC obtenidas en la superficie de pifias durante el dia 0.
—: indica mediciones tomadas el dia 5 después de la desinfeccion.
* mejores tratamientos.
Diferentes letras en la misma columna y diferentes niimeros en las filas indican

diferencias significativas p < 0.05.

Por lo tanto, los mejores tratamientos en el dia O fueron la desin-
feccion por inmersion de las pinas durante 9 min en la solucion de
cobre de 6 y 9 ppm. Por su parte, en el dia 5, se encontraron cuatro
opciones estadisticamente viables: desinfectar las pifas durante 9
min con 6 0 9 ppm, o sumergir las pifias en 9 ppm durante 6 0 9 min.

Comparamos los resultados obtenidos en la investigacion con los
obtenidos por Hernandez et al. [33], Betancour et al. [34] y Leyva
etal. [35], quienes describen que las colonias aisladas de Fusarium sp.
en medio PDA tienen un aspecto algodonoso blanco. Las coloracio-
nes en los contornos del asentamiento pueden ser amarillas, grises,
rojas, moradas o violetas (en nuestro caso eran gris blanquecino),
dependiendo de la especie analizada. Ademas, dependiendo del ni-
vel de purificacién y del material fuente, las cepas pueden mutar
de un tratamiento a otro. Microscopicamente, los mismos autores
describen que los hongos del género en cuestion se caracterizan por
formar macroconidias, microconidias y polifialides, que pueden o no
estar agrupadas.

Morais da Silva et al. [36] mencionan que 14 dias después de co-
menzar la incubacién, usando F. guttiforme, obtienen valores entre
4 3 10 cm de didmetro para una cepa de control, mientras que
Krzysko-tupicka et al. [37] describen valores promedio de control
de 8,5 cm para cepas de F. graminearum. Por su parte, Al-Rajhi et al.
[38] mencionan que su control tenia un didmetro de 8,2 cm para
F. incarnatum. Por lo tanto, los valores obtenidos en la investigacion
concuerdan con los encontrados por estos autores. Las ligeras dife-
rencias pueden deberse al comportamiento independiente de cada
especie en el género Fusarium.

Seguin Ahnert dos Santos et al. [39], al usar soluciones de CuSO, en
concentraciones de 10 a 20 mmol/L en F. solani, estas podrian inhi-
bir completamente el crecimiento de la colonia, teniendo un efecto
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fungistatico en el sexto dia de analisis al usar una concentracion
de 5 mmol/L. Por su parte, Galal et al. [40] estudiaron el impacto
de nanoparticulas de cobre en cepas de F. oxysporum, obteniendo
un resultado fungicida al usar concentraciones de 250 pug/mL. Esto
muestra que a concentraciones mas altas que las utilizadas en la
investigacion, se obtienen resultados letales en especies especificas
de Fusarium.

Otros autores como Leon y Mattos [41] investigaron el efecto de
la aplicacion de proteina de cobre en el crecimiento de Fusarium
verticillioides, donde lograron un porcentaje minimo de inhibicion
del 87,67%, con mejores resultados cuando la solucién de cobre
se combind con otros componentes biolégicos. Asimismo, Pariona
et al. [42] informaron que, utilizando concentraciones minimas de
0,1 mg/mL, se logré una inhibicion del 58%, mientras que con con-
centraciones de 1 mg/mL, la inhibicion fue del 78%. Se obtuvieron
resultados similares con un porcentaje de inhibicion del 72,25% uti-
lizando sulfato cliprico [43].

Ademas, Shivanad et al. [44] informaron propiedades antiflingicas
de nanoparticulas de cobre sintetizadas quimicamente contra Fusa-
rium sp. en condiciones ex vivo. Todas las nanoparticulas inhibieron
el crecimiento micelial de C. capsicin a 1000 ppm en comparacion
con el control. CuNP-M fue muy influyente en la inhibicion del cre-
cimiento micelial a 1000 ppm (99,78%), seguido de CuNP-E a 1000
ppm (93,75%). Los fungicidas estandar, oxocloruro de cobre al 50%
WP @ 2500 ppm, reportaron 85,19%, seguido de carbendazim al
50% WP a 500 ppm con una inhibicion del crecimiento del 72,69%.

La actividad antiftingica in vitro de las nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO) también se ha evaluado. Su mayor porcentaje de inhibi-
cion en el crecimiento radial del micelio de F. oxysporum se midié en
91,92 £+ 0,16% a 350 pg/mL, en contraste con el control no tratado
(p < 0,05) [45].

Es importante mencionar que se debe establecer la cantidad de re-
siduos de cobre (Cu) que queda en los alimentos, esto se debe a
que, aunque el cobre es un mineral esencial, en concentraciones ele-
vadas puede ser toxico y perjudicial para la salud. En este sentido,
Taylor et al. [46] reportaron que la concentracion de Cu que puede
ser ingerida por humanos es de 1,3-2,2 mg de Cu a través de su-
plementos. Por otro lado, Bost et al. [47] afirman que las dosis por
debajo de 0,8 mg tienden a tener pérdidas de absorcion, mientras
que lo opuesto ocurre con cantidades de 2,4 mg.

Conclusiones

El crecimiento del anillo de inhibicion de Fusarium sp. en agar PDA,
preparado con soluciones de nanoparticulas de cobre a una concen-
tracion de 9 ppm, se redujo hasta un 53% en comparacion con el
tratamiento de control.

Al comparar los valores de UFC/mL del hongo presentes en la su-
perficie de la pifia durante el dia O de desinfeccion con los UFC/mL
del dia 5 después de la desinfeccion de las pinas en las soluciones
de nanocobre a 3,6y 9 ppm, se logré un efecto antifiingico, debido
a la reduccion del nimero de colonias del hongo en la superficie de
las pifias sometidas a todos los tratamientos.

En este sentido, los mejores tratamientos para la piia en lo referen-
te al dia 0 de desinfeccion fueron la inmersion de las pifias durante 9
min en la solucioén de nanocobre a 6 y 9 ppm de concentracion. Por
su parte, para el dia 5 después de la desinfeccion por inmersion, se
establecieron cuatro opciones estadisticamente viables: desinfectar
las pifias durante 9 min en soluciones con concentraciones de 6 o
9 ppm, o sumergir las pifias en soluciones de 9 ppm de nanocobre
durante 6 0 9 min.

Ademas, existieron diferencias significativas entre las UFC/mL del
hongo en cada tratamiento de soluciones de nanocobre aplicado
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y mas aln cuando se comparé con el crecimiento del hongo en la
muestra de control. Por lo tanto, se demostr6 que la aplicacion
de nanocobre es efectiva como inhibidor del crecimiento de Fusa-
rium sp. en la superficie de pifias durante la poscosecha, pues dismi-
nuye significativamente su crecimiento y, por ende, las pérdidas de
produccion por degradacion fungica de esta fruta de exportacion.

Referencias

[1] N. A. Matrose, K. Obikeze, Z. A. Belay y O. J. Caleb, “Extractos
de plantas y otros compuestos naturales como alternativas
para el manejo poscosecha de hongos patdgenos en frutas:
una revision”, Food Bioscience, vol. 41, 2021. DOI: https://doi.
org/10.1016/j.fbio.2020.100840

[2] B. G. Batista, M. A. de Chaves, P. Reginatto, O. J. Saraiva y A. M.
Fuentefria, “Fusariosis humana: una infeccion emergente de di-
ficil tratamiento”, Rev. Soc. Bras. Med. Trop., vol. 53, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0013-2020

[3] M. Carmona y F. Sautua, “Epidemias de roya amarilla del trigo.
nuevas razas en el mundo, monitoreo y decision de uso de fun-
gicidas”, Agron. Ambiente., vol. 38, nro. 1, 2018.

[4] D. Lopez-Lima, A. |. Mtz-Enriquez, G. Carrion, S. Basurto-Cerece-
da y N. Pariona, “El papel bifuncional de las nanoparticulas de
cobre en tomate: Tratamiento eficaz contra el marchitamien-
to por Fusarium y promotor del crecimiento vegetal”, Sci. Hor-
tic., vol. 277, 2021. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].scienta.
2020.109810

[5] M. Khatami et al., “Sintesis mas ecologica de nanoparticulas de
6xido de cobre utilizando té y su eficacia antiftngica contra
Fusarium solani”, Geomicrobiol. J., vol. 36, nro. 9, pp. 777-781,
2019. DOI: https://doi.org/10.1080/01490451.2019.1621963

[6] N. D. Pham, M. M. Duong, M. V. Le, H. A. Hoang y L. K. O. Pham,
“Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas de cobre co-
loidal antifiingicas y su actividad antiflingica contra Fusarium
oxysporum y Phytophthora capsici”, C. R. Chim., vol. 22, nro.
11-12, pp. 786-793, 2019. DOI: https://doi.org/10.1016/].
crci.2019.10.007

[7]1S. C. Gaikwad et al., “Cribado de diferentes especies de Fusarium
para seleccionar especies potenciales para la sintesis de nano-
particulas de plata”, J. Braz. Chem. Soc., 2013. DOI: https://doi.
org/10.5935/0103-5053.20130247

[8] P. Chen et al., “Difusion y direccionalidad de nanoparticulas car-
gadas en la membrana bicapa lipidica”, ACS Nano, vol. 10, nro.
12, pp. 11541-11547, 2016. DOI: https://doi.org/10.1021/
acsnano.6b07563

[9] A. Saravanan et al., “Una revision sobre la biosintesis de nanopar-
ticulas metalicas y sus aplicaciones ambientales”, Chemosphere,
vol. 264, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.
2022.135713

[10] A. M. Abdelaziz, S. S. Salem, A. M. A. Khalil, D. A. El-Wakil,
H. M. Fouda y A. H. Hashem, “Potencial de nanoparticulas de
oxido de zinc biosintetizadas para controlar la enfermedad del
marchitamiento por Fusarium en berenjena (Solanum melon-
gena) y promover el crecimiento de las plantas”, Biometals, vol.
35, nro. 3, pp. 601-616, 2022. DOI: https://doi.org/10.1007/
s10534-022-00391-8

[11] X. Chen y H. J. Schluesener, “Nanosilver: Un nanoproducto en
aplicacion médica”, Toxicol. Letén., vol. 176, nro. 1, pp. 1-12,
2008. DOI: https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2007.10.004

[12] A. Simon-Deckers, B. Gouget, M. Mayne-L'Hermite, N. Her-
lin-Boime, C. Reynaud y M. Carriére, “Investigacion in vitro de
la toxicidad y acumulacion intracelular de nanoparticulas de
o6xido y nanotubos de carbono en neumocitos humanos A549”,
Toxicology, vol. 253, nro. 1-3, pp. 137-146, 2008. DOI: https://
doi.org/10.1016/j.tox.2008.09.007

[13] Z. M. Xiu, Q. B. Zhang, H. L. Puppala, V. L. Colvin y P. J. J. Al-
varez, “Negligible particle-specific antibacterial activity of sil-
ver nanoparticles”, Nano Lett., vol. 12, nro. 8, pp. 4271-4275,
2012. DOI: https://doi.org/10.1021/nl301934w

[14] S. Chernousova y M. Epple, “Plata como agente antibacte-

47



H. Romero Bonilla, E. Jaramillo Aguilar, J. Medina, M. J. Farias y H. Ayala Armijos

riano: iones, nanoparticulas y metales”, Angew. Chem. Int. Ed
Engl., vol. 52, nro. 6, pp. 1636-1653, 2013. DOI: https://doi.
org/10.1002/anie.201205923

[15] F. Sambale, S. Wagner, F. Stahl, R. R. Khaydarov, T. Scheper y
D. Bahnemann, “Investigaciones del efecto toxico de nanoparti-
culas de plata en lineas celulares de mamiferos”, J. Nanomater.,
vol. 5, nro. 2, 2015.

[16] M. Rai et al., “Fusarium como un nuevo hongo para la sintesis
de nanoparticulas: mecanismo y aplicaciones”, J. Fungi, vol. 7,
nro. 2,2021. DOI: https://doi.org/10.3390/jof7020139

[17] H. E. Chalandar, H. Reza Ghorbani, H. Attary S. Abolhasan Alavi,
“Efecto antifiingico de nanoparticulas de cobre y 6xido de co-
bre contra Penicillium en fruta de naranja”, Biosci. Res. Asia, vol.
14, nro. 1, pp. 279-284, 2017. DOI: http://doi.org/10.13005/
bbra/2445

[18] L. Carnielli-Queiroz, P. M. B. Fernandes, A. A. R. Fernandes y
J. A. Ventura, “Un método rapido y confiable para la deteccion
molecular de Fusarium guttiforme, el agente etioldgico de la
fusariosis de la pifa”, Braz. Arch. Biol. Technol., vol. 62, 2019.
DOI: https://doi.org/10.1590/1678-4324-2019180591

[19] S. Khayankarn, J. Uthaibutra, S. Setha y K. Whangchai, “Uso de
agua oxidante electrolizada combinada con una onda ultraso-
nica para el control de enfermedades poscosecha de la pifa cv.
‘Phu Lae™, Crop. Prot., vol. 54, pp. 43-47, 2013. DOI: https://
doi.org/10.1016/j.cropro.2013.07.004

[20]J. N. Mercado-Ruiz et al., “Calidad comercial de pifia MD2 (Ana-
nas comosus L.) Tratada en postcosecha con acido 2-hidroxiben-
zoico”, Revista Iberoamericana de Tecnologia Postcosecha, vol. 20,
nro. 2, 2019.

[21] Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, Frutas frescas. Pifia. Re-
quisitos, 2009.

[22] J. Castro Chinchilla y G. Umaiia Rojas, “Frecuencia de los hon-
gos asociados al desarrollo de mohos poscosecha en el peddn-
culo de la pifia en dos zonas de Costa Rica”, Agron. Costarricen-
se., vol. 41, nro. 2, 2017. DOI: http://doi.org/10.15517/rac.
v41i2.31296

[23] J. Castro Chinchilla y G. Umaia Rojas, “Poblaciones e identi-
ficacion de los hongos causantes de mohos poscosecha en el
pedinculo de la piia, en dos zonas de Costa Rica”, Agron. Cos-
tarricense., vol. 39, 2015. DOI: https://doi.org/10.15517/rac.
v39i3.21792

[24] L. E. Lopez-Jacome, M. Hernandez-Duran, C. A. Colin-Castro, S.
Ortega-Pefia, G. Cerdn-Gonzalez y R. Franco-Cendejas, “Las tin-
ciones basicas en el laboratorio de microbiologia”, Investigacién
en Discapacidad, vol. 3, nro. 1,2014.

[25] H. L. Barnetty B. B. Hunter, Géneros ilustrados de hongos imperfec-
tos, 4.7 ed., St. Paul, American Phytopathological Society, 1998.

[26] C. Bailon Aijon y L. Nieto Melo, “Evaluacion de la germinacion
in vitro de epidendrum oxysepalum Hagsater & E. Santiago en
presencia de hongos microrricicos aislados de orquideas de
ecosistemas altoandinos”, Revista Ciencia: Desarrollo e Innovacién,
vol. 2, nro. 2, pp. 11-19, 2016.

[27] A. A. Asanova, V. I. Polonskiy, N. S. Manukovsky y S. V. Khi-
zhnyak, “Actividad fungistatica de nanoparticulas disefadas”,
Nanotechnol. Russ., vol. 13, nro. 5-6, pp. 277-280, 2018. DOI:
http://doi.org/10.1134/S1995078018030023

[28] C. Betancourth Garcia, C. Salazar Gonzalez, L. E. Lagos Mora, V.
Diaz Rodriguez y S. Mora Chaves, “Caracterizacion de Fusarium
spp. asociado con la pudricién basal de la cebolla de rama”,
Rev. Udca Actual. Divulgar. Cientifico., vol. 23, nro. 1, 2020. DOI:
https://doi.org/10.31910/rudca.v23.n1.2020.1471

[29] A.D. Hernandez Amasifuen, A. J. Pineada Lazaro y H. W. No-
riega-Cordoba, “Aislamiento e identificacion de Fusarium oxys-
porum obtenidos de zonas productoras de ‘aji pimenton’ Capsi-
cum annumm L. (Solanaceae) en el distrito de Barranca, Per(”,
Arnaldoa, vol. 26, nro. 2, pags. 689-697, 2019. DOI: http://doi.
org/10.22497/arnaldoa.262.26211

48

[30] 3M Microbiology Products, PetrifilmTM Placas para Recuento de
Coliformes, Boulevard de l'Oise.

[31] S. G. Leyva-Mir, H. E. Vega-Portillo, H. E. Villasefor-Mir, B.
Tlapal-Bolafios, M. Vargas-Hernandez, M.Camacho-Tapia, J. M.
Tovar-Pedraza, “Caracterizacion de especies de fusarium cau-
santes de pudricion de raiz del trigo en el Bajio, México”, Chil. j.
agric. anim. sci., vol. 33, nro. 2, pp.142-151, 2017. DOI: http://
doi.org/10.4067/S0719-38902017005000404

[32] K. Retana, J. A. Ramirez Coché, O. Castro y M. Blanco Meneses,
“Caracterizacion morfologica y molecular de fusarium oxys-
porum F. SP. Apii asociado a la marchitez del apio en Costa
Rica”, Agronomia Costarricense, vol. 42, nro. 1, pp. 15-17, 2017.
DOI: http://doi.org/10.15517/rac.v42i1.32199

[33] E. Morais da Silva et al., “El aceite esencial de eucalipto (Corym-
bia citriodora) y el biofertilizante presentan un efecto fungis-
tatico sobre Fusarium guttiforme”, American Academic Scientific
Research Journal for Engineering, Technology, and Sciences, vol. 88,
nro. 1, pp. 133-144, 2022.

[34] T. Krzysko-tupicka, W. Walkowiak y M. Biaton, “Comparacion
de la actividad fungistatica de aceites esenciales seleccionados
en relacion con aislados de Fusarium graminearum”, Molecules,
vol. 24, nro. 2, 2019. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules
24020311

[35] A. M. H. Al-Rajhi, R. Yahya, M. M. Alawlaqi, M. A. Fareid, B. H.
Amin y T. M. Abdelghani, “Nanoparticulas de 6xido de cobre
como fungistato para inhibir la producciéon de micotoxinas y
enzimas hidroliticas por Fusarium incarnatum aislado de bio-
masa de ajo”, Bioresources, vol. 17, nro. 2, pp. 3042-3056, 2022.
DOI: https://doi.org/10.15376/biores.17.2.3042-3056

[36] R. A. A. Dos Santos et al., “Actividad antifiingica de compuestos
de cobre, zinc y potasio en el crecimiento micelial y la germi-
nacion de conidios de Fusarium solani f. sp. piperis”, Microbiol.
Res. J. Int., vol. 29, nro. 6, pags. 1-11, 2019. DOI: https://doi.
org/10.9734/mrji/2019/v29i630179

[37] G. F. Galal, B. T. Abd-Elhalim, K. A. Abou-Taleb, A. A. Haroun
y R. F. Gamal, “Toxicity assessment of green synthesized Cu
nanoparticles by cell-free extract of Pseudomonas silesiensis
as antitumor cancer and antimicrobial”, Ann. Agric. Sci., vol.
66, nro. 1, pp. 8-15, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/].
a0as.2021.01.006

[38] B. L. Ttacca y L. L. M. Calderon, “Control de hongos fitopatoge-
nos asociados a semillas de palto Persea americana Mill. (Lau-
raceae) In Vitro”, Ciencia Latina, vol. 5, nro. 3, pags. 2690-2701,
2021. DOI: https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v5i3.483

[39] N. Pariona et al., “Sintesis de nanoparticulas de cobre para el
control de hongos fitopatogenos”, Revista ECIPerd, vol. 15, nro. 2,
2018. DOI: https://doi.org/10.33017/RevECIPeru2018.0017/

[40] D. Alburqueque Andrade y R. Gusqui Mata, “Eficacia de fun-
gicidas quimicos para el control in vitro de diferentes fitopa-
togenos en condiciones controladas”, Arnaldoa, vol. 25, nro. 2,
2018. DOI: https://doi.org/10.22497/877

[41] K. S. Iliger et al., “Nanoparticulas de cobre: sintesis ecologicay
manejo de la enfermedad de podredumbre de la fruta del chile
causada por Colletotrichum capsici”, Saudi J. Biol. Sci., vol. 28,
nro. 2, pp. 1477-1486, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/].
sjbs.2020.12.003

[42] H. Ashraf et al., “Mecanismo de inhibicion de nanoparticulas de
oxido de cobre sintetizadas en verde de Cassia fistula hacia Fu-
sarium oxysporum al potenciar el crecimiento y la respuesta de
defensa en tomates”, Environ. Sci. Nano, vol. 8, nro. 6, pp. 1729-
1748, 2021. DOI: https://doi.org/10.1039/DOEN0O1281E

[43] A. A. Taylor et al., “Critical Review of Exposure and Effects: Im-
plications for Setting Regulatory Health Criteria for Ingested
Copper”, Environ. Manage., vol. 65, nro. 1, pp. 131-159, 2020.
DOI: https://doi.org/10.1007/s00267-019-01234-y

[44] M. Bost, S. Houdart, M. Oberli, E. Kalonji, J. F. Huneau y I. Mar-
garitis, “Dietary copper and human health: Current evidence and

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 41-50, 2023



Nanoparticulas de iones de cobre para el control de Fusarium sp. en piiia para exportacion

unresolved issues”, J. Trace Elem. Med. Biol., vol. 35, pp. 107- [46] R. Vilaplana, K. Pérez-Revelo y S. Valencia-Chamorro, “Aceites
115, 2016. DOI: https://doi.org/10.1016/].jtemb.2016.02.006 esenciales como tratamiento alternativo poscosecha para el

[45] M. Blanco Meneses, O. Castro Zdfiga y G. Umaia Rojas, “Estu- control de la fusariosis, causada por Fusarium verticillioides, en
dio preliminar de especies de fusarium presentes en pifia (ana- pifias frescas (Ananas comosus)”, Sci. Hortic., vol. 238, nro. 19,
nas comosus) en Costa Rica”, Agron. Costarricense., vol. 46, nro. pp. 255-263, 2018. DOI: https://doi.org/10.1016/].scienta.
1,2022. DOI: http://doi.org/10.15517/rac.v46i1.49867 2018.04.052

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 41-50, 2023 49



H. Romero Bonilla, E. Jaramillo Aguilar, J. Medina, M. J. Farias y H. Ayala Armijos

50

Citacién del articulo:

H. Romero Bonilla, E. Jaramillo Aguilar, J. Medina, M. J. Farias y H. Ayala Armijos, “Nanoparticulas de iones de
cobre para el control de Fusarium sp. en pifia para exportacion”, Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 41-50,
2024. DOI: https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v52n3.112172

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 3, pp. 41-50, 2023




Diana Cristina Sinuco Ledn," Diego Alejandro Mora Rojas’ y Felipe Rico Sarmiento’

Migracion especifica de
N-nitrosaminas en
productos elastoméricos

Resumen

Para analizar la migracion de N-nitrosami-
nas desde materiales elastoméricos de cau-
cho, como chupos para biberones, y desde
materiales elastoméricos de latex, como
guantes y condones, se requieren técnicas
de alta sensibilidad que permitan determi-
nar si los materiales migran cantidades de
N-nitrosaminas que superen el limite per-
mitido por la regulaciéon (LOD 10 pg/Kg
de material). Para ello, en este trabajo se
implement6 y validé un método de anali-
sis de N-nitrosaminas: nitrosodimetilamina
(NDMA), nitrosometiletilamina (NMEA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiridina-
mina (NPYR), nitrosodipropilamina (NDPA),
nitrosofenilisopropilamina (NPIP) y nitro-
sodibutilamina (NDBA), mediante croma-
tografia de gases acoplada a un detector
de espectrometria de masas (GC-MS), y se
comparé la extraccion de N-nitrosaminas
por extraccion liquido-liquido y por mi-
croextraccion en fase sélida en su version
de espacio de cabeza (HS-SPME).

La extraccion mediante HS-SPME permite la
recuperacion de las N-nitrosaminas de ma-
yor peso molecular: NDPA, NPIP y NDBA,
mientras que la extraccion liquido-liquido
resultd apropiada para la extraccion y ana-
lisis de todas las N-nitrosaminas evaluadas
en este trabajo. Se establecié que el limite
de deteccion instrumental (LOD) para las
N-nitrosaminas NDPA, NPIP y NDBA es de 3
a 6 ug/Kg empleando el método de monito-
reo de i6n selectivo (SIM). Este LOD se en-
cuentra por debajo del limite de migracion
permitido por la regulacién internacional.

Como aplicacion del método se evalud la
migracion de N-nitrosaminas en tres mate-
riales elastoméricos: chupos de caucho para
biberones, guantes y condones de latex. To-
dos los materiales presentaron resultados
de migracion de N-nitrosaminas por debajo
del LOD permitido. Sin embargo, se eviden-
ci6 la migracion de otros compuestos po-
tencialmente peligrosos para la salud como
ftalatos y sustancias nitrosables.

Palabras clave: N-nitrosaminas; latex;
caucho.
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Specific migration of
N-nitrosamines in
elastomeric products

Abstract

To analyze the migration of N-nitrosamines
from elastomeric rubber materials, such as
baby bottle nipples, and from elastomeric
latex materials, such as gloves and condo-
ms, highly sensitive techniques are requi-
red to determine if the materials migrate
amounts of N-nitrosamines that exceed the
limit permitted by regulation (LOD 10 ug/Kg
of material). For this purpose, a method for
analyze N-nitrosamines was implemented
and validated in this work: nitrosodime-
thylamine (NDMA), nitrosomethylethyla-
mine (NMEA), nitrosodiethylamine (NDEA),
nitrosopyridinamide (NPYR), nitrosodibu-
tylamine (NDBA), nitrosodipropylamine
(NDPA), and nitrosophenylisopropylamine
(NPIP), using gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS). The ex-
traction of N-nitrosamines was compared
using liquid-liquid extraction and headspa-
ce solid-phase microextraction (HS-SPME).

HS-SPME extraction allows for the recovery
of higher molecular weight N-nitrosamines:
NDPA, NPIP, and NDBA, while liquid-liquid
extraction proved suitable for the extrac-
tion and analysis of all the N-nitrosamines
evaluated in this study. It was established
that the instrumental detection limit (LOD)
for the N-nitrosamines NDPA, NPIP, and
NDBA is between 3 and 6 pg/Kg using the
selective ion monitoring (SIM) method. This
LOD is below the migration limit permitted
by international regulations.

As an application of the method, the mi-
gration of N-nitrosamines was evaluated
in three elastomeric materials: rubber baby
bottle nipples, latex gloves, and condoms.
All materials showed N-nitrosamine mi-
gration results below the permitted LOD.
However, the migration of other potentia-
lly health-hazardous compounds, such as
phthalates and nitrosable substances, was
evident.

Keywords: N-nitrosamines; latex;
frubber.
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Migracao especifica de
N-nitrosaminas em
produtos elastoméricos

Resumo

Para analisar a migracdo de N-nitrosami-
nas a partir de materiais de borracha elas-
tomérica, como bicos de mamadeira, e de
materiais de latex elastomérico, como luvas
e preservativos, s3o necessarias técnicas
altamente sensiveis para determinar se os
materiais migram quantidades de N-nitro-
saminas que excedem o limite permitida
pela regulamentacdo (LOD 10 pg/Kg de
material). Para tal, foi implementado e va-
lidado neste trabalho um método para ana-
lisar N-nitrosaminas: nitrosodimetilamina
(NDMA), nitrosometiletilamina (NMEA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiridina-
mida (NPYR), nitrosodibutylamina (NDBA),
nitrosodipropilamina (NDPA) e nitrosofe-
nilisopropilamina (NPIP), usando cromato-
grafia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS). A extracao de N-nitrosami-
nas foi comparada usando extragdo liqui-
do-liquido e microextracao em fase sélida
por headspace (HS-SPME).

A extragao por HS-SPME permite a recu-
peracdo de N-nitrosaminas de maior peso
molecular: NDPA, NPIP e NDBA, enquanto
a extracdo liquido-liquido provou ser ade-
quada para a extracdo e analise de todas
as N-nitrosaminas avaliadas neste estudo.
Foi estabelecido que o limite de detecciao
instrumental (LOD) para as N-nitrosaminas
NDPA, NPIP e NDBA é entre 3 e 6 ug/Kg
usando o método de monitoramento de
ion seletivo (SIM). Este LOD esta abaixo do
limite de migragao permitido pelas regula-
mentagoes internacionais.

Como aplicagdo do método, a migracao de
N-nitrosaminas foi avaliada em trés mate-
riais elastoméricos: bicos de borracha para
mamadeiras, luvas de latex e preservativos.
Todos os materiais apresentaram resulta-
dos de migracao de N-nitrosaminas abaixo
do LOD permitido. No entanto, a migracao
de outros compostos potencialmente pre-
judiciais a satide, como ftalatos e substan-
cias nitrosaveis, foi evidente.

Palavras-chave: N-nitrosaminas; latex;
borracha.
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Introduccién

Las N-nitrosaminas son compuestos organicos volatiles cuya es-
tructura quimica se caracteriza por la presencia de un grupo nitro-
so unido a una amina secundaria o terciaria [1]. La a-hidroxilacion
enzimatica de N-nitrosaminas, mediada por el citocromo P450,
genera una nitrosamina primaria dealquilada que se puede des-
componer en diazonio, el cual es un agente alquilante del ADN, lo
cual explica las propiedades mutagénicas y carcinogénicas de estos
compuestos [2-4].

Como respuesta a estos riesgos identificados para la salud publi-
ca, numerosas agencias reguladoras a nivel internacional, como la
Agencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos (EPA) [5], la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) [6] y la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) [7], han establecido limites y re-
gulaciones estrictas para establecer la presencia de N-nitrosaminas
en alimentos [8], agua potable [5, 9], productos farmacéuticos [10],
entre otros productos de consumo humano.

Entre los productos de mayor consumo que requieren que se ob-
serve la presencia de N-nitrosaminas, se encuentran los productos
elastoméricos de latex, como guantes, globos inflables [11] y con-
dones [12, 13], asi como productos elastoméricos de caucho, espe-
cialmente chupos para biberones y chupos de entretencion [14-17].
En la fabricacion de estos productos se emplean aceleradores de
vulcanizacion, como ditiocarbamatos, que al descomponerse pro-
ducen aminas secundarias, las cuales, mediante la interacciéon con
agentes nitrosantes, como sales de nitritos u 6xidos de nitrégeno,
producen N-nitrosaminas [1].

Las N-nitrosaminas mas comunes son nitrosodimetilamina (NDMA),
nitrosodibutilamina (NDBA), nitrosodipropilamina (NDPA), nitro-
sometiletilamina (NMEA), nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiri-
dinamina (NPYR) y nitrosofenilisopropilamina (NPIP). Internacio-
nalmente su migracion se encuentra regulada por la directiva UNE
93/11/EEC, la cual indica que la liberacion de N-nitrosaminas no
puede exceder 10 ng/Kg de material [18]. En Colombia, la Resolu-
cion 4143 de 2012 del Ministerio de Salud y Proteccion Social re-
gula que la migracion de N-nitrosaminas de productos elastomeros
debe ser evaluada por medio de un método con limite de deteccion
(LOD) de 0,01 mg/Kg de simulante [19].

Dado que las N-nitrosaminas son contaminantes quimicos riesgosos
para la salud humana y animal, se requiere de la implementacion y
aplicacion de regulaciones estrictas que mitiguen los efectos adver-
sos de estas sustancias. Estas regulaciones deben ir acompanadas
de una investigacion en metodologias analiticas para el cumplimen-
to de la normatividad. Ante esta necesidad, los métodos analiticos
para la deteccion y cuantificacion de N-nitrosaminas, especialmente
en medicamentos, han evolucionado significativamente, utilizando
técnicas avanzadas como cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) [8, 17, 20-23]
y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS/MS) [9-11, 24-25].

El objetivo de este trabajo es implementar un método de extraccion
y un método de analisis que permitan cumplir los requisitos técni-
cos de la regulacion y que permitan ofrecer el servicio de anilisis a
productores de materiales elastoméricos de la region. Para ello, se
comparo la selectividad de la extraccion de N-nitrosaminas median-
te extraccion liquido-liquido y microextraccion en fase solida en su
version de espacio de cabeza (HS-SPME). Se implementd y valido el
analisis de N-nitrosaminas mediante GC-MS.

El método validado se empleo para establecer la migracion especi-
fica de N-nitrosaminas en productos elastoméricos comerciales de
amplio consumo, como guantes, condones de latex y chupos para
biberones de caucho. El uso de estos materiales implica el contacto
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con saliva y sudor, lo que puede ocasionar la migracion de N-nitro-
saminas y, por ende, requieren de vigilancia analitica. Para produc-
tos del mercado latinoamericano no se encontraron evidencias de
estudios anteriores.

Materiales y métodos
Reactivos

Para la evaluacion instrumental se empled el material de referen-
cia certificado (MRC) EPA 521 Nitrosamine Mix 40035-U (Supelco),
el cual contenia una mezcla de siete nitrosaminas (NDMA, NDBA,
NDPA, NMEA, NDEA, NPYR y NPIP), cada una con una concentra-
cion de 2000,00 * 6,52 pg/mL en diclorometano. A partir de este
MRC se prepararon siete niveles de calibracion entre 5y 35 pg/L.

Para la evaluacion metodolégica de los ensayos de migracion de
N-nitrosaminas hacia el simulante saliva artificial, se empled el
MRC EPA 8270/Appendix IX Nitrosamines Mix 502138 (Supel-
o), el cual contenia una mezcla de 9 nitrosaminas: NDMA, NDBA,
NDPA, NMEA, NDEA, NPYR, NPIP, N-nitrosomorfolina (NMOR) y
N-difenilnitrosamina (NDPhA), cada una con una concentracion de
2000,0 + 40,2 ug/mL en metanol. A partir de dicho MRC se prepara-
ron cinco niveles de calibracion, entre 10y 100 pg/Kg, en simulante
saliva artificial.

El simulante de saliva artificial se prepar6 por disolucion de 2,0 g de
NaHCO;, 0,2 g de NaCl, 0,1 g de K,CO; y 20,0 mg de NaNO; en 0,5 L
de agua destilada. El pH final del simulante de saliva fue 9,0 + 0,1.

Para la determinacion de los indices de retencion se empled una
mezcla de alcanos lineales C7-C30 Saturated alkanes 49451-U
(Supelco) con una concentracion de 1000 pg/mL en hexano. Se
empleo tetradecano (> 99,0%) 87146 (Sigma-Aldrich) como estan-
dar interno.

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

Se empled un cromatdgrafo de gases Agilent 7890B acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent 5977A. El equipo estaba equipa-
do con una columna capilar RTX5-MS (5%-fenil)-metilpolisiloxano
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Se emple6é como gas de arrastre helio
(99,999%) a un flujo de 1,0 mL/min. Para el analisis cromatografico
se fijo la temperatura de inyeccién en 250 °C, en modo split 1:10
para las extracciones liquido-liquido, con un volumen de inyeccion
de 1 pL, y en modo splitless para la fibra de microextraccion en fase
solida. Se programo el horno de la columna para mantenerse du-
rante 3 min a 40 °C, luego se calentd con una rampa de 15 °C/min
hasta 100 °C, donde se mantuvo por 1 min, y finalmente con una
rampa de 17 °C/min hasta 200 °C. Los espectros de masa de los
compuestos se obtuvieron por ionizacion en modo de impacto elec-
trénico (IE), con una energia de ionizacion de 70 eV, por medio del
escaneo continuo de un rango de masas (modo SCAN) y por monito-
reo de ion selectivo (modo SIM), en un rango de masas de 40 a 350
uma. La temperatura de la fuente de iones se mantuvo en 230 °Cy
la temperatura de la linea de transferencia al espectro de masas se
fijo en 250 °C.

La identificacion de las N-nitrosaminas se realiz6 comparando los
criterios cromatograficos (indice de retencion lineal) y espectral (es-
pectros de masa), obtenidos para cada nitrosamina presente en el
MRC, contra los publicados en la base de datos NISTv.2017.

Validacién del método

Para la validacion del método se evaluaron los siguientes parame-
tros de desempeno: 1) selectividad, 2) linealidad y 3) precision bajo
condiciones de repetibilidad [26].

La selectividad fue evaluada mediante el andlisis de blancos de re-
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activos. Asi se evalué que el perfil cromatografico del blanco no pre-
sentara sefales asociadas a los analitos de interés.

La linealidad se evaltio mediante la preparacién gravimétrica de di-
soluciones calibrantes en un intervalo entre 5y 35 pg/L. Las N-ni-
trosaminas se prepararon simultdneamente en siete niveles de ca-
libracion separados de manera equidistante, realizando triplicado
del analisis GC-MS, mediante un disefio completamente al azar.
Los resultados fueron evaluados mediante analisis de varianza para
la regresion y pruebas t de Student para evaluar la significancia de
la pendiente y del intercepto. Dicho tratamiento se realizd con la
herramienta de anélisis de datos de Microsoft Excel®. Para la eva-
luacion de la linealidad de las curvas de calibracion se empleé el
software ValidaR del Instituto Nacional de Metrologia, el cual per-
mite verificar los supuestos de linealidad por comparacion de va-
lores experimentales con valores estadisticos p de Shapiro-Wilk, el
estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan para un
nivel de confianza p = 0,05 [26].

La precision del método bajo condiciones de repetibilidad se deter-
mind al enriquecer el simulante de migracion (saliva artificial) con
1 mg/Kg de N-nitrosaminas, se evalu la respuesta obtenida luego
de realizar la extraccion por medio de HS-SPME para un sextuplica-
do de muestras. Los resultados fueron expresados como desviacion
estandar relativa (%RSD).

Extraccion de nitrosaminas
Ensayos de migracion de nitrosaminas

Los ensayos de migracion global de nitrosaminas fueron realiza-
dos mediante el método de inmersion total en el Laboratorio de
Extension y Asesorias del Departamento de Quimica de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, acreditado por el Organismo Nacional
de Acreditacion en Colombia (ONAC) (14-LAB-058). Se ensayaron
muestras comerciales de chupos para biberén, guantes y condones.
Para los ensayos de migracion de N-nitrosaminas de estas mues-
tras se siguio el procedimiento descrito en la norma europea EN
12868:2018 [27].

Los ensayos de migracion se prepararon de tal manera que por cada
100 mL de simulante se sumergieron 15 g de material, para el caso
de guantes y chupos, y 6 g de polimero, para el caso de los condo-
nes. Después, los ensayos se mantuvieron a 40 = 2 °C en una incu-
badora Binder KB 115UL durante 24,0 £ 0,5 h. Se prepararon tres
réplicas por cada muestra y un blanco (simulante saliva artificial).
Una vez concluido el tiempo de exposicion, se realizé la extraccion
de las N-nitrosaminas por dos métodos: HS-SPME y extraccion
liquido-liquido con diclorometano (Merck).

Microextraccién en fase sélida en su versién de espacio
de cabeza (HS-SPME)

Se realizo la extraccion de los compuestos volatiles por medio de
HS-SPME empleando una fibra divinilbenceno/carboxeno/polidi-
metilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Supelco). El simulante (1 mL) se
transfirié a un vial de 10 mL, el cual se cerré herméticamente con
septa y agrafe. Los tiempos 6ptimos de equilibrio y de extraccion
se evaluaron mediante un disefio experimental de un factor a la
vez (OFAT) [28], entre 5y 15 min, a una temperatura de 40 = 2 °C,
en una incubadora Binder KB 115UL. Los compuestos retenidos se
desorbieron en el puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de ga-
ses con detector selectivo de masas (GC-MS), a una temperatura de
250 °C, durante 5 min, en modo splitless (1 min).

Extraccién liquido-liquido
Para la extraccion liquido-liquido de N-nitrosaminas se transfirio el
simulante acuoso de saliva artificial, producto del ensayo de migra-

cion global, a un embudo de decantacion de 250 mL. Posteriormen-
te, se hicieron dos extracciones sucesivas con 20 mL de diclorome-
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tano (grado analitico, Merck). La fase organica se hizo pasar a través
de un lecho de Na,SO, anhidro, granular, en un embudo de filtra-
cion de vastago. El extracto organico obtenido se concentré en un
sistema de destilacion fraccionada a 50 °C hasta un volumen final
de 1 mL. Al extracto obtenido se le adicioné una concentracion de
30 mg/Kg de n-tetradecano (Sigma Aldrich) como estandar interno
y se analiz6 por GC-MS.

Resultados y discusion

Durante el desarrollo del método de separacion de siete N-nitrosa-
minas se ensayaron diferentes rampas de calentamiento, buscando
la separacion entre analitos con una resolucion mayor a 1,5 en el
menor tiempo de analisis posible. Bajo las condiciones establecidas,
la resolucion de las nitrosaminas NPYR (4) y NDPA (5) fue menor
a 1. Con el proposito de cuantificacion, se empled el area bajo la
curva del ion con abundancia relativa del 100% (pico base de cada
espectro de masas), lo cual permite solucionar el problema de baja
resolucion.

En la figura 1 se presenta el perfil cromatografico del MRC de N-ni-
trosaminas en diclorometano a una concentracion de 10 mg/L ob-
tenido en modo SCAN. Se observan siete sefales, las cuales fueron
asignadas a cada N-nitrosamina declarada en el material de referen-
cia, mediante la comparacion del espectro de masas con el hallado
en la biblioteca NIST 2017 y su respectivo indice de retencion en
columna RTX-5MS.
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Figura 1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) del
material de referencia certificado de N-nitrosaminas, concentracion 10 mg/L, modo
SCAN, columna RTX5-MS.

En la tabla 1 se presenta el nimero asignado a cada N-nitrosamina
en el cromatograma, los indices de retencion en columna RTX5-MS,
la abreviatura usada, el ion molecular [M]+*, que corresponde al
pico base en todos los espectros de masas de las N-nitrosaminas
(excepto para NDPA, PB = 70, y para NDBA, PB = 84), asi como los
iones fragmento caracteristicos para cada N-nitrosamina. Se verifi-
c6 que la desviacion del tiempo de retencion de los fragmentos de
cuantificacion y cualificacion para cada una de las N-nitrosaminas
no fuese mayor a 0,1 min, y que la relacion entre las dreas de los
picos correspondientes a los fragmentos de cualificacion y cuantifi-
cacion no presentara una desviacion mayor al 20%.

En el intervalo de concentraciones evaluado (5-35 pg/L) solo fue
posible tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIP y NDBA. Las N-nitrosa-
minas de peso molecular menor a 114 um no fueron detectadas en
este intervalo de concentraciones. Esto pudo ser debido a la des-
composicion de N-nitrosaminas en el puerto de inyeccion. Mutsuga
et al. sugieren la inyeccion de N-nitrosaminas a una temperatura de
120 °C en el puerto de inyeccion [16].

Los analisis con el método SIM se realizaron siguiendo el fragmento
de mayor intensidad (pico base), el cual corresponde al ion mole-
cular [M+H]+* para todas las N-nitrosaminas, excepto para NDPA
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Tabla 1. Criterios cromatograficos y espectrales para la identificacion de N-nitrosaminas en modo IE.

N.° (RT)I(I;I—-M 5) N-nitrosamina Abreviatura lon molecular [M]*+* (Da) lones fragmento (m/z)
1 947 N-nitrosodimetilamina NDMA 74 42,43
2 1040 N-nitrosometiletilamina NMEA 88 89,42
3 1197 N-nitrosodietilamina NDEA 102 56,57,42,44
4 1363 N-nitrosopirrolidina NPYR 100 41
5 1372 N-nitrosodi-n-propilamina NDPA 130 70,43
6 1402 N-nitrosopiperidina NPIP 114 55,42,56
7 1565 N-nitrosodi-n-butilamina NDBA 158 84,57,116

En negrita el ion molecular [M]+* usado para la cuantificacion de cada N-nitrosamina, el ion [M-60]+ para la cuantificacion
de NDPAy el ion [M-74]+ para la cuantificacion de NDBA.

Tabla 2. Curvas de calibraciéon N-nitrosaminas (NSA). Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) en modo SCAN y modo SIM.

Curvas de calibracién
NSA (y=mx+b) R? LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
m | b
SCAN
NDPA 3310,9 +429,1 1115519 + 10280 0,952 94 +1,2 31,2+3,8
NDBA 1341,6 + 157,8 51566 + 3588 0,960 88+1,0 294+34
SIM
NDPA 159,2+711 2210,9 £ 160,9 0,992 3,3+0,2 11,1+0,5
NPIP 188,1+124 6390,0 + 283,5 0,983 50+0,3 16,6 £ 1,1
NDBA 158,8+ 1,8 731,8 +44,8 0,963 6,3+0,7 21,124

Criterios de linealidad aceptados: prueba p de Shapiro-Wilk, el estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan.

p=0,05.

Intervalo de concentracién 5-35 ug/L

y NDBA, cuyo pico base corresponde al fragmento m/z 70 y m/z 84,
producto de la pérdida de la olefina [CH;-CH=CH,] y [CH;-CH,-
CH=CH,], respectivamente, y de la subsecuente pérdida de una mo-
lécula de agua debido a la abstraccion de un hidrégeno secundario
por rearreglo McLafferty de la dialquil N-nitrosamina [29, 30].

En la tabla 2 se presentan los resultados del ajuste por minimos
cuadrados ordinarios de las curvas de calibracion para cada una de
las N-nitrosaminas analizadas con métodos SCAN y SIM.

Si bien los valores de los coeficientes de determinacién de las cur-
vas de calibracion son menores a 0,99, los resultados de las pruebas
realizadas por ValidaR indican que los datos de NDPA y NDBA se
ajustan a un modelo de regresion lineal y ajuste por minimos cua-
drados ordinarios, tanto para los resultados del analisis en modo
SCAN como en modo SIM. El analisis de los residuales demostro
que para NPIP, utilizando el modo SCAN, las observaciones presen-
tan un comportamiento heterocedastico, es decir, la varianza de los
errores del modelo aumenta con el aumento de la concentracion,
razén por la cual se debe considerar el uso de un modelo de regre-
sion lineal de minimos cuadrados ponderados [26].

La sensibilidad del modo SIM aumenta en un factor aproximado de
diez veces para NDBA y de 20 veces para NDPA. Los LOD instru-
mentales para las NDPA, NPIP y NDBA presentan valores entre 3y
6 pg/L con el modo SIM y alrededor de 10 pg/L con el modo SCAN.
Estos valores obtenidos coinciden con los determinados por Mut-
suga et al., quienes establecieron LOD de 5 pg/L para GC-MS con el
modo SIM, usando soluciones calibrantes para las mismas N-nitro-
saminas [16].

Extraccion y andlisis de N-nitrosaminas por HS-SPME
y GC-MS

Dado que la extraccion de compuestos volatiles mediante HS-SP-
ME ha sido ampliamente usada en el analisis de N-nitrosaminas

[10, 11], se evaluaron las condiciones 6ptimas para las variables
tiempo de equilibrio y tiempo de extraccion mediante un disefio de
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experimentos OFAT [28]. Se mantuvo constante el volumen del vial
(10 mL) y la temperatura de equilibrio y muestreo (40 °C) mien-
tras se realizo la variacion individual del tiempo de equilibrio y de
extraccion entre 5y 15 min. En las figuras 2A y 2B se presenta el
comportamiento de la respuesta (area total) con el incremento del
tiempo de equilibrio y de extraccion, respectivamente.

" Area

Area (pA's)
Area (pA's)

A B

Figura 2. Evaluacion del tiempo de equilibrio (A) y del tiempo de extraccion (B) de
N-nitrosaminas por HS-SPME.

Los resultados muestran que para tiempos de equilibrio (figura 2A)
entre 5 y 10 min, la abundancia en la respuesta en el detector
varia de forma insignificante, razon por la cual se seleccion6 el menor
tiempo de equilibrio (5 min). Para el tiempo de extraccion (figura 2B)
se observa que la abundancia en la respuesta del detector aumenta
coneltiempo de extraccion hastaun maximo donde permanece cons-
tante. Asi se establecié 15 min como tiempo de extraccion 6ptimo.

El empleo de HS-SPME permitio la extraccion de cuatro N-nitrosa-
minas: NDPA, NPIP, NDBA y NDPhA, en el rango de concentraciones
entre 10y 100 pg/Kg de simulante. Por debajo de este nivel de con-
centracion no fue posible extraer las N-nitrosaminas NDMA, NMEA,
NDEA, NPYR y NMOR. Este resultado coincide con los presentados
por Feng et al., quienes ensayaron la extraccion de N-nitrosaminas
(10 ng/mL en saliva artificial) con una fibra CAR/PDMS, durante 60
min, a una temperatura entre 45 y 80 °C, y evidenciaron una mayor
extraccion de NDPA y NDBA con respecto a la extraccion de NDMA
y NDEA[11].
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Tabla 3. Repetibilidad y curvas de calibracion para N-nitrosaminas extraidas por HS-SPME en simulante de saliva.

Curvas de calibracion
N-nitrosamina %RSD (y=mx+b) R? LOD (ug/Kg simulante) | LOQ (ug/Kg simulante)
m | b
SCAN
NDPA 9,6 5308,1+396,9 31996,8 + 24077,7 0,984 15,7+1,2 47,61 3,6
NDBA 16,6 7956,5+251,9 24611,2+15280,7 0,997 20,2£1,9 ND
SIM
NDPA 9,7 1631,7 £ 56,6 24348,3 +3435,6 0,996 7,3%£0,2 21,2+0,6
NPIP 8,6 789*3,6 800,8 £221,4 0,993 9,704 294+1,2
NDBA 12,2 209,3 £20,2 5480,9 + 1224,7 0,973 6,6+0,2 20,0+0,6

Criterios de linealidad aceptados: prueba p de Shapiro-Wilk, el estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan.

p=0,05.

Intervalo de concentraciones de 10 a 100 ug/Kg de simulante.

Se evalud la precision del método de extraccion, en términos de
repetibilidad, al enriquecer el simulante de saliva artificial con
una concentracion de 1 mg/Kg de simulante. Como resultado se
obtuvieron %RSD menores al 15% para NDPA, NPIP y NDBA. Para
NDPhA, el método de extraccion HS-SPME presenta %RSD > 20%.
La repetibilidad de HS-SPME tipicamente se encuentra en porcen-
tajes que varian entre 5y 20% [11, 31]. Asi, el método de extraccion
HS-SPME no presenta repetibilidad para NDPhA. Recientemente se
han desarrollado nuevos soportes para fibras de SPME que aumen-
tan la repetibilidad de la extraccion hasta alcanzar valores alrededor
del 3% de RSD [31].

Finalmente se obtuvieron las curvas de calibracion en simulante de
saliva artificial para las tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIPy NDBA, en
el rango de concentraciones entre 10y 100 ng/Kg de simulante. Los
analisis se realizaron en modos SIM y SCAN. La evaluacion de los su-
puestosdelinealidad permiti6 establecer que losdatosseajustanaun
modelo regresion lineal por minimos cuadrados ordinarios [30, 31].

En la tabla 3 se presentan el %RSD, los coeficientes de calibracion
de las curvas de los modos SCAN y SIM, y los LOD y LOQ metodo-
légicos para cada N-nitrosamina extraida y detectada por HS-SPME
en simulante de saliva artificial.

Como ocurrié con las soluciones de calibracién, el analisis de los
residuales establecio que la extraccion de NPIP por HS-SPME y GC-
MS en modo SCAN presenta un comportamiento heterocedastico,
de tal forma que los datos no se ajustan a un modelo regresion li-
neal de minimos cuadrados ordinarios [26].

Al comparar estos resultados con los trabajos publicados para la
extraccion de N-nitrosaminas mediante HS-SPME y posterior anali-
sis GC-MS con diversos detectores, se encuentra diversos intervalos
de sensibilidad. Por ejemplo, para GC-MS/MS se alcanza un LOQ de
50 pg/Kg [10], mientras que con el uso de GC-MS-TQ se logra un
LOD de 6 pg/Kg [24]. En el caso de GC-MS Orbitrap, se logra un LOQ
entre 0,03 y 0,40 pg/Kg usando extraccion en fase solida [15]. Los
resultados aqui obtenidos son del mismo orden a los establecidos
con un analizador de triple cuadrupolo [24]. Se sugiere continuar
la investigacion para establecer las condiciones bajo las cuales es
posible extraer y analizar N-nitrosaminas de bajo peso molecular,
de un nivel inferior a 10 ug/Kg.

En un trabajo similar en el que se evalud la migracion de N-nitro-
saminas a partir de globos usando saliva artificial por HS-SPME y
GC-MS, Feng et al. [11] encontraron LOD para NDPA de 2,65 ng/Kg,
para NPIP de 0,70 ug/Kg, y para NDBA de 0,63 pg/Kg. Estos niveles
de sensibilidad resultan de 10 a 100 veces inferiores a los estable-
cidos mediante técnicas de analisis reconocidas por su mayor sen-
sibilidad, lo que sugiere un posible error en las unidades de dicha
publicacion.
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Vale la pena destacar que si se compara la extraccion liquido-li-
quido con HS-SPME y GC-MS, esta ultima es mas rapida y libre de
solvente. La sensibilidad con HS-SPME resulté menor a la obtenida
con extraccion liquido-liquido para NDPA y NPIP y del mismo orden
para NDBA.

Finalmente, los resultados demuestran que mediante el método de
HS-SPME o extraccion liquido-liquido y el analisis GC-MS, en modo
SIM, es posible cumplir la evaluacion de la restriccion sobre que los
materiales, objetos, envases y equipamientos elastoméricos desti-
nados a entrar en contacto con alimentos y bebidas N-nitrosaminas
en cantidades superiores a las detectadas con un método con LOD
de 10 pg/Kg de simulante para NDPA, NPIP y NDBA.

Ensayos de migracion especifica

La implementacion del método validado se realizé con la evalua-
cion de la migracion de N-nitrosaminas a partir de tres materiales
elastoméricos, guantes, condones de latex y chupos de biberén de
caucho, hacia un simulante de saliva artificial. La extraccion median-
te HS-SPME de los simulantes obtenidos luego del proceso de mi-
gracion descart6 la migracion de N-nitrosaminas al nivel de concen-
tracion del LOD. Para corroborar este hallazgo, los simulantes de
saliva artificial obtenidos para cada uno de los materiales evaluados
fueron sometidos a extraccion liquido-liquido. En la figura 3 se pre-
sentan los perfiles cromatograficos obtenidos con el modo SCAN.

En la tabla 4 se presenta el nimero correspondiente a la sefial en el
cromatograma, los compuestos identificados, su indice de retencion
en columna RTX5-MS y su cuantificacion por estandar interno.

En ninguno de los tres materiales elastoméricos evaluados se evi-
dencié la migracion de N-nitrosaminas hacia el simulante de saliva
artificial al nivel de los LOD establecidos para soluciones calibran-
tes (3 a 6 ug/Kg). Por lo tanto, se determina que estos materiales
cumplen con la normatividad vigente.

Se detect6 la migracion de otros componentes propios de la ma-
nufactura de los materiales. En el caso de los chupos de biberon,
se evidencio la migracion de vainillina y ftalato de dietilo en can-
tidades superiores a 10 mg/Kg; y en los condones se establecio la
migracion de butilhidroxitolueno (BHT) y N-etilfenilamina en can-
tidades por encima de 30 mg/Kg. ELl BHT es un excipiente emplea-
do como ingrediente en cosméticos para estabilizar y proteger de
la oxidacion, que no presenta riesgos para el consumidor en con-
centraciones inferiores al 0,8% [32]. En los guantes, la migracion
de N-butil-1-butanamina y acido dodecanoico supera 10 mg/Kg, la
presencia de aminas puede deberse a la degradacion térmica de las
respectivas N-nitrosaminas en el puerto de inyeccion del cromato-
grafo [16]. La migracion de ftalato de dietilo y acido dodecanoico es
comun en los tres materiales evaluados, en cantidades cercanas a
los 10 mg/Kg de material.
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Figura 3. Analisis GC-MS (modo SCAN) de extractos liquido-liquido de ensayos de
migracion para A: chupo de biberén, B: condones y C: guantes. El: estandar interno
n-tetradecano.

Tabla 4. Migracién de compuestos volatiles en muestras de chupos para biberdn,
condones y guantes.

. IRL Migraciéon
Material |N.° (RTX-5MS) Compuesto (mg /Kg material)
1 1030 2-etil-1-hexanol 1,9+0,1
2 1041 Alcohol bencilico 7,9+0,3
3 1170 Acetato de bencilo 8,1+04
Chupos de [~ 777 79 Vanillina 14,0 £1,0
biberén - -
5 1452 Etil vanillina 1,4+0,1
6 1571 Acido dodecanoico 6,5+0,1
7 1605 Ftalato de dietilo 11,0+1,0
8 1027 Limoneno 6,8+0,1
9 1128 N-etilfenilamina 31,0+ 2,0
10| 1256 | s | 67%01
conden 11| 1509 odecanamin 3,0£01
12 1513 Butil-hidroxitolueno 61,0+3,0
6 1571 Acido dodecanoico 18,0£1,0
7 1605 Ftalato de dietilo 7410,1
13| <1000 N-butil-1-butanamina 9,3+0,5
8 1024 Limoneno 0,9+0,0
Guantes | 14 1329 N.N-dibutil-formamida 0,9+0,0
6 1571 Acido dodecanoico 13,0£1,0
7 1605 Ftalato de dietilo 1,1+£0,1
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Conclusiones

En este trabajo se implement6 un método normalizado para el en-
sayo de migracion especifica de N-nitrosaminas que permite cum-
plir con las exigencias analiticas de la regulacion vigente. El método
fue validado en términos de selectividad, linealidad y repetibilidad.
Los limites de deteccion instrumentales (< 7 ug/L) y metodologicos
(< 10 pg/Kg de simulante) permiten cumplir con la regulacion es-
tablecida sobre la migracion de tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIP y
NDBA. Este método se empled para el analisis de la migracion de
N-nitrosaminas en tres materiales elastoméricos: chupos de bibe-
ron, condones y guantes. Se comprobé que ninguno de los materia-
les evaluados presenta migracion de N-nitrosaminas y que cumplen
con la normatividad vigente. Sin embargo, en todos los materiales
evaluados, se evidencio la migracion de otros compuestos poten-
cialmente peligrosos para la salud como sustancias nitrosables y
ftalatos.
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Efecto del dopaje con Al, C
y Si en nanojaulas de
nitruro de boro (B;N,,_NC)
para mejorar la adsorcion
de gases tdxicos
ambientales: técnica de
simulacién en un sensor de
gas de alto rendimiento

Resumen

Las propiedades electronicas, magnéti-
cas y termodinamicas de la adsorcion de
gases toxicos, incluidas las moléculas de
NO, NO; y N;O, mediante el uso de na-
nojaulas de nitruro de boro (BsN;o_NC)
dopadas con aluminio (Al), carbono (C) y
silicio (Si) se han investigado utilizando la
teorfa funcional de la densidad (DFT). Se-
gun el analisis de resonancia cuadrupolar
nuclear (RCN), las BsN,,_NC dopadas con
C ha mostrado la fluctuacién mas baja en
el potencial eléctrico y la carga atomica
negativa mas alta en NO@C-B,N,o_NC,
NO,@C-B4N1o_NC y N,O@C-BsN1o_NC.
Ademas, los resultados informados de la
espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) han demostrado que la
aceptacion de electrones para los ato-
mos dopantes del X-B4No_NC, a través
de la adsorcion de moléculas de gas, se
puede ordenar como Si > Al > C. Segun
los resultados de la cantidad de energia
libre de Gibbs (AG®ads), |a eficiencia maxi-
ma del dopaje de atomos de Al, Cy Si en
BsN1o_NC, para la adsorcion de molécu-
las de gas, depende del enlace covalente
entre las moléculas de gas y X-B4N:o_NC
como un potente sensor para la elimina-
cion de la contaminacion del aire.

Palabras clave: contaminacién del aire;
sensor de gases; dopaje; nanojaulas de
nitruro de boro BsNqo_NC; teoria funcio-
nal de la densidad.
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Effect of Al, C, and Si
doping on B;N,,-nanocages
for enhancing environmental
toxic gas adsorption:
simulation technique in a
high-performance gas
sensor

Abstract

The electronic, magnetic and thermody-
namic properties of adsorption of toxic
gases, including NO, NO,, and N,O mo-
lecules, by using boron nitride nanoca-
ges (BsNyo_NC) doped with aluminum
(Al), carbon (C), and silicon (Si) have
been investigated using density func-
tional theory (DFT). Based on nuclear
quadrupole resonance (NQR) analysis,
C-doped on BsN;_NC has shown the
lowest fluctuation in electric potential
and the highest negative atomic charge
in NO@C-B,N;o_NC, NO,@C-B,N;o_NC,
and N,O@C-B4,N;o_NC. Furthermore,
the reported results of NMR spectros-
copy have exhibited that the yield of
electron accepting for doping atoms on
the X-B4N;o_NC through gas molecules
adsorption can be ordered as Si > Al > C.
Based on the results of (AG°ads) amounts
in this research, the maximum efficiency
of AL, C, and Si atoms doping of BsN;o_NC
for gas molecules adsorption depends on
the covalent bond between NO, NO,, N,O
molecules and X-B4N:o_NC as a potent
sensor for air pollution elimination.

Keywords: air pollution; gas sensor;
doping; boron nitride nanocages
BsNo_NC; density functional theory.
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Efeito da dopagem Al, Ce
Si no nanogaiolas de
nitreto de boro (B;N,,_NC)
para melhorar a adsorcao
de gases toxicos
ambientais: técnica de
simulacdo em um sensor de
gas de alto desempenho

Resumo

As propriedades eletronicas, magnéticas
e termodindmicas da adsor¢do de gases
toxicos, incluindo moléculas de NO, NO,
e N,O, usando nanogaiolas de nitreto de
boro (BsNo_NC) dopadas com aluminio
(Al), carbono (C) e silicio (Si) foram in-
vestigadas usando densidade teoria fun-
cional (DFT). De acordo com a analise de
ressonancia quadrupolo nuclear (RCN),
0 BsN;o_NC dopado com C apresentou
a menor flutua¢do no potencial elétri-
co e a maior carga atdmica negativa em
NO@C-B4N1o_NC, NO,@C-B;N,o_NC e
N,O@C-B4N;o_NC. Além disso, os resul-
tados relatados da espectroscopia de res-
sonancia magnética nuclear (RMN) mos-
traram que a aceitagdo de elétrons para
os atomos dopantes do X-B4N;,_NC,
através da adsor¢ao de moléculas de gas,
pode ser ordenada como Si > Al > C. De
acordo com os resultados de a quanti-
dade de energia livre de Gibbs (AG°ads)
a maxima eficiéncia de dopagem dos
atomos de Al, C e Si em BsN;o_NC, para
a adsor¢ao de moléculas de gas, depende
da ligacdo covalente entre as moléculas
de gas e X-B4N;,_NC como um poderoso
sensor para remocao de poluicdo do ar.

Palavras-chave: poluicdo do ar; sensor
de gas; dopagem; nanogaiolas de nitreto
de boro BsN;,_NC; densidade teoria
funcional.
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Introduccién

Los nanomateriales de nitruro de boro (BN) se han utilizado debi-
do a sus atributos ecologicos y su capacidad para la adsorcion de
contaminantes [1-5]; ademas, los nanométricos de BN tienen pro-
piedades semiconductoras, por lo que se consideran una alternativa
adecuada para reemplazar los nanotubos de carbono. Las propieda-
des de los atomos de boro (B) y nitrégeno (N), que son los primeros
vecinos del carbono (C) en la tabla periddica, hacen del BN un com-
puesto llamativo para numerosos estudios [6-9].

EL BN existe en mdltiples formas que difieren segtin la disposicion
de los atomos de B y N, lo que da lugar a materiales con diferentes
propiedades. Existe BN en formas cristalinas que son isoelectroni-
cas a una red de C estructurada de manera similar. Debido a su exce-
lente estabilidad térmica y quimica, las ceramicas de BN se utilizan
en equipos de alta temperatura y fundicion de metales. EL BN tiene
un uso potencial en nanotecnologia. En los ultimos afos se han he-
cho diferentes investigaciones sobre la adsorcion de contaminantes
quimicos y la aplicacion de nanoestructuras de BN como adsorben-
tes para la purificacion de agua [10-12]. Varias formas fisicas de
nanoadsorbentes de BN, como nanoparticulas, fullerenos, nanotu-
bos, nanofibras, nanocintas, nanoldminas, nanomallas, nanoflores
y esferas huecas, se han considerado como posibles adsorbentes
debido a sus caracteristicas excepcionales: su gran superficie, su va-
riabilidad estructural, su gran resistencia quimica y mecanica, sus
abundantes defectos estructurales y su gran cantidad de sitios reac-
tivos y grupos funcionales [13-15].

Sus grupos funcionales y su alta superficie especifica permiten que
el BN adsorba fisica y quimicamente moléculas de gas [16-22]. In-
vestigaciones recientes [23-25] proporcionan conocimientos nove-
dosos sobre las caracteristicas fisicoquimicas y el impacto toxicolo-
gico de los nanomateriales 2D de BN comerciales. Estos resultados
respaldan la idoneidad de los nanomateriales de BN como materia-
les 2D para desarrollar aplicaciones biomédicas y medioambienta-
les. Sin embargo, dado que el grado de pureza, el tamafio, la formay
el espesor del nanomaterial pueden influir en la respuesta bioldgica
de diferentes organismos, en el presente trabajo se han elegido las
nanojaulas de nitruro de boro BsN;o_NC.

En las investigaciones también se ha evaluado la eficiencia de las
BsN,,_NC dopadas con Aluminio (AL), C y Silicio (Si) para la detec-
cion de gases. Después de dopar las nanojaulas con los elementos
mencionados, la férmula del compuesto es X-B,N,,_NC, donde
X = Al, C o Si. También se puede destacar la naturaleza quimisor-
tiva del enlace entre las moléculas de gas con By N a través de la
distribucion en equilibrio de los 4tomos dopantes (AL, Cy Si) y las
nanojaulas. El dopado de Al, Cy Si en algunos compuestos produce
semiconductores isoelectronicos que pueden aplicarse como bio-
sensores para la deteccion de gases.

Las moléculas de gas que constituyen la contaminacion dominante
en el aire son NO, NO, y N,O. Por lo tanto, este trabajo tiene como
objetivo investigar, a través de la teoria del funcional de la densi-
dad (DFT), las propiedades electronicas, magnéticas y termodina-
micas de la adsorcion de gases toxicos (NO, NO, y N,0) utilizando
BsN,,_NC dopado con Al, Cy Si. Se calcularon algunas posiciones
geomeétricas de interaccion, pero sus estructuras después del cal-
culo no se minimizaron. Los resultados reportados pertenecen a las
estructuras mejor optimizadas.

Materiales y métodos
Adsorcion de moléculas de gas en X-B,N,,_NC

En este estudio se utilizaron BsN;,_NC dopadas con Al, Cy Si para
eliminar las moléculas toxicas de gas del aire, incluidos NO, NO, y
N,O. Cada nanojaula (NC) se modeld en presencia de atomos do-
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pantes de Al, Cy Si que aumentan su potencial de deteccion de gas.
La caracterizacion de la muestra se realiz6 mediante CAM-B3LYP-
D3/EPR-3, nivel de teoria LANL2DZ. La adicion de correcciones de
dispersion, PBE + D3, mejora la energia de adsorcion de los sistemas
fisisorbidos con respecto al PBE puro.

Nanojaula de Nitruro de Boro

4 &

ALBiNi NC C-BiNjg_NC Si-BiNio_NC

ofedeeliteodils

Deteccion
Selectiva
% °
o .‘" o0 °
® i NO; N3O = e 90,
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Figura 1. Aplicacion de BsN1o_NC dopado con X para la adsorcion de moléculas de
gas NO, NO, y N,O: NO@X-B4N1o_NC, NO,@X-BsN1o_NC y N;O@X-B4N1o_NC utili-
zando CAM - B3LYP-D3/6-311+ G (d, p), LANL2DZ. X = AL, C o Si.

Lafigura1muestraelprocesodeadsorcionde moléculasdegasdeNO,
NO,yN,O en lasuperficie de X-B4;N,,_NC que conduce a la formacion
de complejos que contienen NO@AL-B4N,,_NC, NO@C-B,N;,_NC,
NO@Si-B4N;o_NC, NO,@Al-B4N;,_NC, NO,@C-B,N,,_NC, NO,@
Si-B4N;o_NC, N,O@ALl-B,N;,_NC, N,O@C-B,N;,_NC y N,O@Si-
BsN;o_NC mediante calculos de modelado molecular. La distribu-
cion de carga de los complejos mencionados se calculé mediante el
analisis de carga de Bader [26-29].

La captura de moléculas de NO, NO, y N,O por X-B,N;o_NC (X = Al,
C o Si) se incorpor6 con éxito debido a la formacion de union que
consiste en N > Al, N — C, N — Si (figura 1). Cada nanojaula se
expandi6 para acomodar las moléculas de gas mejorando la sensi-
bilidad selectiva a través de diferentes atomos dopantes de AL, C y
Si (figura 1).

Aplicacion del enfoque de la teoria funcional de la
densidad (DFT)

Las funciones de Hohenberg-Kohn (HK) han permitido la densidad
electrénica como variable fundamental para los calculos electro-
nicos y estructurales. En otras palabras, el desarrollo de la teoria
funcional de la densidad (DFT) aplicada sélo se hizo notable des-
pués de que W. Kohn y L. J. Sham publicaron su reputada serie de
ecuaciones que se presentan como ecuaciones de Kohn-Sham (KS)
[30-35]. Por lo tanto, la metodologia KS aligera el camino para la
busqueda de sistemas que no pueden ser discutidos por las meto-
dologias ab-initio convencionales [36-44].

En este articulo, se ha calculado la superficie de energia potencial,
utilizando calculos DFT, aplicando la revision C.01 del software
Gaussian 16 [45]. La matriz Z de entrada para la adsorcion de mo-
léculas de NO, NO, y N,O en el aire mediante el X-B4N,_NC se ha
disefiado con GaussView 6.1 [46] utilizando el conjunto de bases
6-311+G (d,p), EPR-3 y LANL2DZ. En este estudio se modeld y ana-
liz6 la interaccion entre las moléculas de gas y X-B,N;o_NC.

Como lo revelo el analisis basado en DFT, la potencia de X-B,N;,_NC
para capturar moléculas de gas estuvo determinada principalmente
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Figura 2. PDOS de moléculas de gas de NO, NO,, N0 adsorbidas en X-B4N1o_NC. A: NO@AL-B4N1o_NC, B: NO@Si-B4N1o_NC, C: NO,@C-BsN1o_NC,
D: NO,@Si-B4N1o_NC, E: N;O@AL-B4sN1o_NC, y F: N,O@Si-BsN1o_NC. Datos calculados en CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d,p), LANL2DZ.

por la electronegatividad de los grupos funcionales, asi como por la
interaccion entre X-B4N,,_NCy las moléculas de gas [47-53]. Aqui
enfatizamos la distincion entre la energia de enlace (fuerza de inte-
raccion), que es el objetivo de nuestro célculo de grupo, y la energia
de quimisorcién, que es el objetivo del enfoque completo. Utiliza-
mos el concepto quimico de preparacion de enlaces para argumen-
tar que el enlace local ya esta bien descrito por grupos de tamafio
pequefioy, por lo tanto, se puede establecer una correccion de nivel
superior.

Resultados y discusion

PDOS y evaluacion electrénica

Las estructuras electronicas de adsorcion de gas (G = NO, NO, y
N,0), utilizando BsN;,_NC dopado con X (X = Al, C o Si) como sen-
sor selectivo para detectar y capturar moléculas de gas en el aire,
se han ilustrado utilizando CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d,p), nivel
tedrico LANL2DZ.

La figura 2 muestra la densidad de estado proyectada (PDOS) de
G@X-B4N1_NC a través de la adsorcion de moléculas de gas. La
aparicion de los estados de energia (orbital p) de Al C, Si, Ny O
dentro del espacio de X-B,N;,_NC induce la reactividad del sistema.
En la figura se observa que después de atrapar moléculas de gas, hay
una contribucion significativa del orbital p en el nivel desocupado.
Por lo tanto, la curva de PDOS parcial ha descrito que los estados
p de los atomos de N en las moléculas de gas y los dtomos de Al,
Cy Si en X-B4N;,_NC se superan debido a la banda de conduccion
(figura 2). Se puede observar un rasgo de adsorcion distinguido en
G@X-B4N;,_NC debido a la potente interaccion entre los estados p
del atomo de N en las moléculas de gas con los estados p de AL, Cy
Si en los complejos X-B4N,,_NC.

La figura 2 muestra que NO@AL-B4N,,_NC, NO@Si-B4N,,_NC,
NO,@C-B,N;o_NC, NO,@Si-B,N;,_NC, N,O@AL-B,N;,_NCy N,0@
Si-B4N;o_NC, a través de la adsorcion de moléculas de gas, tienen
la contribucion en el medio de la banda de conduccion entre -5y
-10eV, mientras que la contribucion de los estados de By N son ma-
yores y similares juntos, y la adsorcion de NO, NO, y N,O represen-
ta la electrénica interfacial del BsN,,_NC para la seleccion de estas

moléculas de gas. NO@AL-B,N;,_NC muestra un pico agudo para Al
en la figura 2A, mientras que NO@Si-B,N,_NC (figura 2B) muestra
un pico agudo alrededor de -7,5 eV para el atomo de Si. Ademas,
los complejos NO,@C-B,N;,_NC (figura 2C) y NO,@Si-B,N;,_NC
(figura 2D) muestran un pico alrededor de -9 eV para el atomo de C
yde -7,5 eV para el 4tomo de Si. La grafica de Al tiene un pico agudo
alrededor de -9 eV en N,O@AL-B,N,,_NC (figura 2E), y el grafico de
Si tiene un pico agudo alrededor de -7m5 eV en N,O@Si-B,N;,_NC
(figura 2F). Por lo tanto, el orden de potencia de la adsorcion de gas
mediante dopaje de atomos de Al, C y Si en X-B,N;,_NC, segtn el
PDOS, es Si-B,N;o_NC > Al-B,N;,_NC > C-B,N;o_NC.

Resonancia cuadrupolar nuclear (RCN)

Como el gradiente del campo eléctrico (GCE) del nticleo en NO, NO,
y N,O es asignado por los electrones de valencia en la union con los
nucleos cercanos de X-B,N;,_NC, mediante la captura de molécu-
las de gas, la resonancia cuadrupolar nuclear (RCN) es alta para los
complejos G@X-B,N,_NC (G=NO, NO, o N,0) (tabla 1) [54-57].

En este trabajo de investigacion, se ha evaluado tanto el potencial
eléctrico como la cantidad de energia de trabajo durante el trans-
porte de la carga eléctrica de una posicion a otra dentro del campo
eléctrico de los siguientes complejos: NO@AL-B,N;,_NC, NO@C-
B4N;o_NC, NO@Si-B4N;,_NC, NO,@AL-B,N;,_NC, NO,@C-B,N,_
NC, NO,@Si-B,N;,_NC, N,O@AL-B,N;,_NC, N,O@C- B,N;,_NC y
N,O@Si-B,N;,_NC (tabla 1).

En la tabla 1 se muestra la carga de Bader y el potencial electro-
nico de AL C, Si, By N en X-B,N;,_NC, y de N y O en moléculas
de gas atrapadas en las nanojaulas dopadas. Las cantidades indican
que, al aumentar la carga negativa de diferentes dtomos, aumenta
el potencial eléctrico que resulta de los calculos de resonancia cua-
drupolar nuclear (RCN). Ademas, los atomos dopantes de AL (15), C
(15) y Si (15) en el BsN,,_NC muestran el potencial necesario para
aceptar el electron del donante de electrones de N (1) en NO, NO, y
N,O adsorbido en el BsN;,_NC (tabla 1).

Ademas, en la figura 3 se ha esbozado el potencial eléctrico de RCN
para algunos atomos de Al, C, Si, By N en X-B,N,,_NCydeNyOen
moléculas de gas atrapadas en particulas dopadas. Las nanojaulas
han sido calculadas por CAM-B3LYP-D3/EPR-3, LANL2DZ.
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Tabla 1. Potencial eléctrico (Ep/a.u.) y carga de Bader (Q/coulombio) mediante el calculo de RCN para los complejos NO@AL-BsN1o_NC, NO@C-B4N1o_NC, NO@Si-BsN1o_NC,
NO,@AL-B4N1o_NC, NO,@C-B:N1o_NC, NO;@Si-BsN1o_NC, N,O@AI-B4N1o_NC, N,O@C-B:N1o_NC y N,O@Si-BsN1o_NC utilizando CAM-B3LYP-D3/EPR-3, LANL2DZ.

NO@AL-B,N,_NC NO@C-B,N+,_NC NO@Si-B4N;o_NC
Atomo Q Ep Atomo Q Ep Atomo Q Ep
N1 -0,1853 -18,0820 N1 0,1466 -18,1839 N1 -0,1906 -18,2495
02 -0,0268 -21,9319 02 -0,0949 -22,2001 02 -0,0846 -22,2135
B3 0,3040 -11,2292 B3 0,0321 -11,2869 B3 0,0273 -11,2791
N4 -0,1757 -18,0903 N4 -0,0140 -18,2911 N4 0,0080 -18,2831
N5 -0,1524 -18,0544 N5 -0,0458 -18,2680 N5 0,0060 -18,2656
B6 0,3033 -11,2288 B6 0,0310 -11,2865 B6 0,0310 -11,2787
B7 0,2954 -11,2274 B7 0,0323 -11,2871 B7 0,0303 -11,2793
B8 0,2970 -11,2278 B8 0,0316 -11,287 B8 0,0316 -11,2788
N9 -0,1558 -18,0628 N9 -0,0256 -18,2799 N9 -0,0205 -18,2690
N10 -0,1434 -18,0452 N10 -0,0447 -18,2682 N10 0,0066 -18,2652
N11 -0,2581 -18,1141 N11 -0,0369 -18,2631 N11 -0,2401 -18,2808
N12 -0,2549 -18,1122 N12 -0,0337 -18,2633 N12 -0,2300 -18,2805
N13 -0,2532 -18,1122 N13 -0,0326 -18,2642 N13 -0,2316 -18,2817
N14 -0,2595 -18,1145 N14 -0,0328 -18,2626 N14 -0,2309 -18,2802
Al15 0,9984 -43,6440 C15 0,1190 -14,5472 Si15 1,0996 -1,7597
N16 -0,1580 -18,0648 N16 -0,0259 -18,2804 N16 -0,0204 -18,2692
N17 -0,1748 -18,0893 N17 -0,0091 -18,2903 N17 0,0082 -18,2832
NO,@AL-B4N:o,_NC NO,@C-B4N;o_NC NO,@Si-B4No_NC
Atomo Q Ep Atomo Q Ep Atomo Q Ep
N1 -0,1342 -18,1795 N1 0,1612 -18,1173 N1 -0,1173 -18,1461
02 -0,1816 -22,2655 02 -0,1127 -22,2184 02 -0,1327 -22,2400
B3 0,0958 -11,2523 B3 0,0351 -11,2800 B3 0,0359 -11,2720
N4 0,0048 -18,2508 N4 -0,0082 -18,2851 N4 0,0108 -18,2776
N5 -0,0365 -18,2198 N5 -0,0420 -18,2631 N5 -0,0004 -18,2554
B6 0,1019 -11,2528 B6 0,0365 -11,2801 B6 0,0370 -11,2719
B7 0,0958 -11,2523 B7 0,0351 -11,2800 B7 0,0359 -11,2719
B8 0,1018 -11,2527 B8 0,0364 -11,2801 B8 0,0370 -11,2719
N9 -0,0366 -18,2368 N9 -0,0233 -18,2733 N9 -0,0168 -18,2634
N10 -0,0365 -18,2197 N10 -0,0420 -18,2631 N10 -0,0004 -18,2554
N11 -0,2598 -18,2510 N11 -0,0295 -18,2567 N11 -0,2250 -18,2703
N12 -0,2772 -18,2540 N12 -0,0287 -18,2568 N12 -0,2321 -18,2707
N13 -0,2597 -18,2510 N13 -0,0295 -18,2567 N13 -0,2250 -18,2703
N14 -0,2772 -18,2540 N14 -0,0287 -18,2568 N14 -0,2320 -18,2707
Al15 1,3123 -1,1113 C15 0,1844 -14,5136 Si15 1,1638 -1,7398
N16 -0,0364 -18,2368 N16 -0,0232 -18,2733 N16 -0,0166 -18,2634
N17 0,0048 -18,2508 N17 -0,0082 -18,2851 N17 0,0108 -18,2776
018 -0,1816 -22,2655 018 -0,1127 -22,2184 018 -0,1327 -22,2400
N,O@AL-B4N10_NC N,O@C-B4N10_NC N,O@Si-B4N10_NC
Atomo Q Ep Atomo Q Ep Atomo Q Ep
N1 -0,2890 -18,1400 N1 0,0243 -18,2323 N1 -0,2528 -18,2554
N2 -0,0327 -18,0231 N2 0,0758 -18,1955 N2 0,0998 -18,1806
B3 0,3032 -11,2217 B3 0,0273 -11,2777 B3 0,0245 -11,2753
N4 -0,1661 -18,0676 N4 -0,0131 -18,2725 N4 -0,0089 -18,2677
N5 -0,1313 -18,0435 N5 -0,0475 -18,2591 N5 -0,0107 -18,2589
B6 0,3032 -11,2188 B6 0,0317 -11,2780 B6 0,0325 -11,2758
B7 0,3026 -11,2192 B7 0,0330 -11,2790 B7 0,0315 -11,2755
B8 0,3021 -11,2221 B8 0,0330 -11,2794 B8 0,0331 -11,2764
N9 -0,1688 -18,0859 N9 -0,0037 -18,2820 N9 0,0115 -18,2797
N10 -0,1330 -18,0451 N10 -0,0528 -18,2625 N10 -0,0113 -18,2595
N11 -0,2600 -18,1047 N11 -0,0200 -18,2508 N11 -0,2417 -18,2743
N12 -0,2591 -18,1052 N12 -0,0220 -18,2540 N12 -0,2344 -18,2770
N13 -0,2556 -18,1053 N13 -0,0283 -18,2551 N13 -0,2346 -18,2762
N14 -0,2608 -18,1058 N14 -0,0190 -18,2536 N14 -0,2366 -18,2776
Al15 1,0720 -43,6436 C15 0,1312 -14,5096 Si15 1,1201 -1,7531
N16 -0,1717 -18,0898 N16 -0,0042 -18,2830 N16 0,0105 -18,2811
N17 -0,1619 -18,0612 N17 -0,0121 -18,2720 N17 -0,0071 -18,2666
018 0,0070 -21,9432 018 -0,1334 -22,2329 018 -0,1253 -22,2322
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Figura 3. Potencial eléctrico (a.u.) versus carga de Bader (e) mediante calculo de RCN para los complejos A: NO@AL-B4sN1o_NC, B: NO@Si-BsN1o_NC,
C: NO,@C-B4N1o_NC, D: NO,@Si-BsN1o_NC, E: NJO@AL-B4N1o_NC, y F: NLO@Si-BsN1o_NC. Se utilizd CAM-B3LYP-D3/EPR-3, LANL2DZ.

En las figuras 3Ay 3B se observa el comportamiento de la adsorcion
de NO en Al-B4N,,_NC y en NO@Si-B4N,,_NC de acuerdo con los
coeficientes de relacion R* = 0,99 y R?> = 0,98, respectivamente. La
adsorcién de NO, en C-B4N,_NC y Si-B,N;,_NC (figuras 3C y 3D)
muestra la deteccion mas alta con R*=0,99 y R*=0,97. Ademas, las
figuras 3E y 3F muestran que N,O@AL-B,N;,_NC y N,O@Si-B4No_
NC tienen buena deteccion para eliminar N,O del aire pues presen-
tan un coeficiente de relacion de R* = 0,96 y R> = 0,90. Los altos
valores de los coeficientes de correlacion han ilustrado una medida
numérica de algln tipo de correlacion lineal, es decir, una relacion
estadistica entre el potencial eléctrico y la carga atomica.

La curva de X-B,N,,_NC es ondeada por las moléculas de gas. Los
picos fluctuantes del potencial eléctrico se observan alrededor del
atrapamiento de NO, > NO > N,0 en el X-B4N;,_NC, lo que demues-
tralas especificaciones de aceptacion de electrones del Ny el O frente
alAl,el Cyel Sidopados en el BsN4,_NC (figura 3). Ademas, se puede
considerar que el Si, como elemento semiconductor en la BsN,,_NC,
podria tener una mayor sensibilidad para aceptar electrones de NO
(figura 3B), NO, (figura 3D) y N,O (figura 3F) durante la adsorcion.
Sin embargo, el material dopado con C en BsN,,_NC ha mostrado la
fluctuacion mas baja entre la carga de Bader vs. el extracto de po-
tencial eléctrico de los parametros RCN y la carga atdomica negativa
mas alta, incluyendo 0,1190 C en NO@C-B,N;,_NC, 0,1844 C en
NO,@C-B,N;,_NCy0,1312 Cen N,O@C-B,N,_NC, que pueden ser
apropiados porque tienen la mayor tendencia a aceptar electrones
enlacorriente de adsorcion (tabla 1). ELAly el Si dopados con BsN+qq_
NC (adsorbentes), con un promedio de 1,1 C de carga atdmica sobre
(AL, Si)-B4N;,_NC, han mostrado un comportamiento similar en el
procedimiento de eliminacion de moléculas de gas (adsorbatos).
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De hecho, se sabe que la absorcion de moléculas de gas esta asocia-
da con X-B4N;o_NC, lo que indica que las moléculas de gas adsorbi-
das en la nanojaula dopada con X pueden internalizarse a través de
una via diferente a la de la primera nanojaula (BsN,,_NC).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Segln las cantidades resultantes, los espectros de resonancia
magnética nuclear (RMN) pueden desentranar la eficiencia de
X-B4No_NC para detectar y eliminar los gases peligrosos en el aire
con un enfoque ecolégico. A partir de los calculos de DFT, se han
obtenido los tensores de blindaje quimico en el sistema de ejes
principales para estimar el blindaje quimico isotrdpico (o) y el
blindaje quimico anisotrdpico (G.qs.) de los gases [58-60].

Los datos de RMN de tensores de Gis, ¥ Ganiso de moléculas de gas
atrapadas en X-B,N;,_NC para la formacion de NO@AL-B,N,,_NC,
NO@C-B4N;o,_NC, NO@Si-B,N,,_NC, NO,@Al-B4N,,_NC, NO,@C-
BsN;o_NC, NO,@Si-B,N;o_NC, N;,O@AI-B,N,q_NC, N,O@C-B,N1,_
NC y N,O@ Si-B4N;o_NC se han calculado mediante el paquete de
programa Gaussian 16 revision C.01 [45] y se muestran en la tabla 2.

En la tabla 2, los datos de RMN informaron las cantidades notables
de NO, NO,, N,O que se adsorbieron en el X-B,N;,_NC como sensor
selectivo para detectar moléculas de gas en el aire. El aumento ob-
servado en la anisotropia del desplazamiento quimico se extiende
para los atomos de N y O2 para la adsorcion de NO/N,Oy 02/018
para la adsorcion de NO, en el X-B4N,,_NC. La débil intensidad de
la sefal observada cerca del borde paralelo del patrén de la nano-
jaula puede deberse a la distribucion no esférica de estos complejos
inducida por la unién del B.

63



F. Mollaamin

Tabla 2. Datos de tensores de blindaje de RMN para dtomos seleccionados de NO@AL-B4N1o_NC, NO@C-B4N1o_NC, NO@Si-B4sN1o_NC, NO,@AL-B4sN1o_NC, NO,@C-BsN1o_NC,
NO,@Si-BsN1o_NC, N2O@AL-BsN1o_NC, NO@C-BsN1o_NCy NoO@ Si-BsN1o_NC utilizando CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d,p), calculo LANL2DZ.
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NO@AL-B,No_NC

NO@C-B,4N;o_NC

NO@Si-BsN1o_NC

Atomo Giso @i Atomo Giso Ganiso Atomo Giso Ganiso
N1 8623,32 27621,57 N1 767,22 574,98 N1 192,56 384,90
02 1911,01 60055,67 02 1697,96 1904,72 02 483,66 446,82
B3 86,22 111,56 B3 83,21 75,50 B3 82,97 83,28
N4 398,76 5613,57 N4 698,49 846,36 N4 632,16 715,69
N5 1776,02 4560,20 N5 419,17 284,09 N5 460,89 248,70
B6 49,90 132,42 B6 84,90 76,89 B6 82,84 84,06
B7 88,70 112,26 B7 83,80 78,10 B7 83,55 82,75
B8 71,25 98,23 B8 84,84 75,04 B8 82,66 83,30
N9 673,90 3914,01 N9 421,55 778,50 N9 336,67 513,56
N10 2101,53 4479,16 N10 417,63 182,60 N10 457,73 296,56
N11 1145,30 6048,66 N11 574,52 402,81 N11 461,37 425,06
N12 284,26 4440,80 N12 538,46 433,46 N12 468,95 388,36
N13 434,51 1761,12 N13 581,63 365,00 N13 499,78 451,39
N14 681,36 2664,93 N14 556,56 519,43 N14 465,66 387,06

Al15 44,57 1469,07 C15 8,39 43,65 Si15 14,62 12,52

N16 496,25 2696,81 N16 390,13 810,91 N16 329,86 536,87

N17 2319,99 5536,37 N17 685,03 860,42 N17 611,84 711,69
NO,@AIl-B,N+o_NC NO,@C-B4N;o_NC NO,@Si-B4sNqo_NC

Atomo Giso Ganiso Atomo Giso Ganiso Atomo Giso Ganiso
N1 127,48 408,57 N1 355,92 240,70 N1 351,76 362,40
02 736,54 2843,97 02 1494,82 344,94 02 1640,67 1363,15
B3 72,81 102,90 B3 82,62 80,50 B3 86,75 83,11
N4 1345,89 3740,25 N4 675,11 728,24 N4 667,28 729,72
N5 1403,66 2050,89 N5 419,86 100,44 N5 449,04 212,10
B6 70,81 100,78 B6 83,98 77,82 B6 87,42 81,72
B7 72,85 102,84 B7 82,60 80,57 B7 86,74 83,16
B8 70,79 100,83 B8 83,99 77,83 B8 87,42 81,75
N9 593,07 1535,08 N9 337,76 725,45 N9 313,33 635,74

N10 1405,28 2053,34 N10 419,80 100,64 N10 448,95 211,72
N11 43,11 2097,30 N11 565,20 477,60 N11 444,08 395,29
N12 69,38 1911,86 N12 585,31 503,19 N12 449,18 406,40
N13 44,49 2099,87 N13 565,92 478,21 N13 444,94 395,52
N14 68,31 1917,77 N14 585,41 503,81 N14 449,40 407,20
Al15 581,14 354,23 C15 49,99 87,76 Si15 13,41 10,65

N16 593,69 1538,86 N16 337,34 725,90 N16 313,06 636,08
N17 1340,04 3734,09 N17 674,45 727,66 N17 666,68 729,12
018 732,81 2835,74 018 1494,73 344,88 018 1640,63 1363,26

N,O@AI-B,N+o_NC N,O@C-B4N;o_NC N,O@Si-B4sN;o_NC

Atomo Giso Ganiso Atomo Giso Ganiso Atomo Giso Ganiso
N1 267,89 453,18 N1 41,33 1687,67 N1 78,93 567,22
N2 168,13 170,90 N2 864,66 932,50 N2 625,27 512,88
B3 99,01 75,58 B3 69,95 136,15 B3 76,10 120,90
N4 0,05 389,96 N4 1952,94 3217,63 N4 1209,22 2081,44
N5 14,97 299,65 N5 4341,51 5912,65 N5 2524,64 3080,04
B6 95,88 75,63 B6 70,45 117,46 B6 84,99 95,13
B7 95,20 76,47 B7 97,47 105,05 B7 89,80 100,23
B8 98,22 75,70 B8 86,46 108,18 B8 88,32 97,13
N9 102,43 331,31 N9 747,56 7237,79 N9 278,88 3989,46

N10 29,83 283,75 N10 2423,12 3261,16 N10 1756,26 2124,54
N11 467,03 400,15 N11 381,13 2220,66 N11 220,22 1341,21
N12 501,16 490,33 N12 423,86 1511,34 N12 309,98 1116,88
N13 470,79 469,84 N13 98,49 2976,83 N13 361,77 1430,73
N14 441,85 357,38 N14 71,03 2659,88 N14 265,39 124717
Al15 563,07 31,28 C15 6,56 79,12 Si15 28,77 17,21

N16 406,24 655,66 N16 1026,01 6313,65 N16 539,06 3707,21
N17 149,96 150,11 N17 2268,01 3633,97 N17 1376,43 2295,01
018 748,70 361,86 018 2712,98 4012,29 018 1803,07 1337,35
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Figura 4. Espectros de RMN para A: NO@C-B4N1o_NC, B: NO@Si-BsN1o_NC, C: NO,@Al-BsN1o_NC, D: NO,@Si-B4N1o_NC, E: NJO@AL-B4N1o_NC y F:
N,O@Si-B4N1o_NC usando CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d,p), LANL2DZ.

Es notable que el dopaje de Al, C'y Si en BsN,,_NC pueda promover
la estabilidad de la nanojaula, lo que resulta en una mejor alineacion
magnética de los complejos. Curiosamente, los resultados informa-
dos muestran que los elementos Al, Cy Si se pueden optimizar para
lograr una alineacion 6ptima de la nanojaula en presencia de un
campo magnético aplicado.

De hecho, la adsorcion de NO, NO, y N,O puede introducir polariza-
cion de espin en el X-B4N4o_NC, lo que indica que estas superficies
podrian ser una superficie de eliminacion magnética y deteccion de
gas. El blindaje isotrdpico y anisotropico fluctia con la ocupacion
de las moléculas de gas que aceptan electrones atrapados en la na-
nojaula dopada con atomos de BN.

La figura 4 exhibe la misma tendencia de blindaje para By N; sin em-
bargo, existe una desviacion considerable del dopaje de los atomos
de AL15, C15 y Si15 a través de la interaccion con N1 de NO, NO, y
N,O durante la adsorcién en BsN;o_NC.

En la figura 4, las moléculas de gas de NO, NO, y N,O en los com-
plejos de NO@C-B,N,,_NC (figura 4A), NO@Si-B4N,o_NC (figura
4B), NO,@Al-B,N;,_NC (figura 4C), NO,@Si-B,N;,_NC (figura 4D),
N,O@AIL-B,N,,_NC (figura 4E) y N,O@Si-B,N,,_NC (figura 4F) dan
cuenta de la fluctuacion en el blindaje quimico durante la captura
de iones.

La figura 4 muestra la brecha de proteccion quimica entre el dopaje
de Al, Cy Si de la nanojaula X-B,N,,_NC y las moléculas de gas. El
rendimiento de los atomos receptores de electrones para dopar el
X-B4No_NC a través de la adsorcion de moléculas de gas se puede
ordenar como Si > Al > C, por lo tanto, es posible un enlace cova-
lente entre Al, Cy Siy los gases NO, NO, y N,O que contribuya a la
eliminacion de los gases toxicos del aire.

En la espectroscopia de RMN, se han observado picos notables alre-
dedor de la interaccion de las moléculas de NO, NO, y N,O mediante
la adsorcion en el X-B4N;,_NC durante la deteccion y eliminacion de
gases toxicos del aire; sin embargo, existen algunas fluctuaciones en
los comportamientos de proteccion quimica de los atributos isotro-
picos y anisotropicos.

Por lo tanto, los resultados extraidos serian Ctiles en el disefio de
nanomateriales dopados basados en X-B,N;,_NC para aumentar la
adsorcion de moléculas de gas, ademas de los estudios estructu-
rales utilizando técnicas de RMN de estado sélido y solucién. La
captura de elementos semiconductores puede hacer que el pris-
tino BsN,,_NC no magnético sea ferromagnético o antiferromag-
nético. La captura con Al, Cy Si reduce sustancialmente la banda
prohibida del pristino BsN;,_NC. Sorprendentemente, la movilidad
del portador en ambos materiales mejora significativamente en
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Figura 5. Cambio de frecuencia (cm-) a través de los espectros IR para los complejos A: NO@C-BsN1o_NC, B: NO@Si-BsN1o_NC, C: NO,@AL-BsN1o_NC,
D: NO,@Si-B4N1o_NC, E: N;O@AL-B4sN1o_NCy F: N, O@C-BsN1o_NC usando CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d, p), LANL2DZ.

comparacion con el pristino BsN,,_NC. Nuestros hallazgos sugieren
que la captura con diferentes elementos puede dotar al BsN;o,_NC
de propiedades electrdnicas y magnéticas versatiles. Estas conclu-
siones demuestran claramente que la modificacion del proceso de
adsorcion mediante un campo magnético estatico puede ser una
forma eficaz de modificacion, especialmente en concentraciones
bajas de elementos.

Espectroscopia infrarroja (IR) y factores termodindmicos

Los calculos de espectroscopia infrarroja (IR) se realizaron para la
adsorcion de moléculas de NO, NO, y N,O por X-B4N;,_NC durante
la deteccion de gases toxicos en el aire. Por lo tanto, se han simu-
lado los distintos clusters que contienen NO@C-B4N,,_NC (figura
5A), NO@Si-B,N;,_NC (figura 5B), NO,@AL-B4N,,_NC (figura 50C),
NO,@Si-B,N;o_NC (figura 5D), N,O@AL-B,N,,0_NC (figura 5E) y
N,O@C-B,N,,_NC (figura 5F) utilizando CAM-B3LYP-D3/6-311+G
(d, p), LANL2DZ.

Elgrafico de lafigura 5A se observa el rango de frecuencia entre 200y
800 cm™ para NO@C-B,N,,_NC con varios picos agudos en 327,09;
337,61; 359,54; 595,74 y 664,20 cm™". La figura 5B muestra el ran-
go de frecuencia entre 200y 1100 cm™' para NO@Si-B4N4o_NC con
picos pronunciados en 652,05; 682,12; 685,59y 1047,31 cm™. La
figura 5C muestra la fluctuacion de la frecuencia entre 100y 1100
cm™ para NO,@AL-B4N,,_NC con varios picos agudos en 256,25;
335,13; 532,75y 568,45 cm™. La figura 5D muestra la fluctuacién
de la frecuencia entre 100y 1100 cm™' para NO,@Si-B,N,_NC con
algunos picos pronunciados en 411,31; 451,64; 563,66; 596,34;
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685,50y 758,87 cm™'. Ademas, se ha observado una frecuencia en-
tre 150 y 900 cm™ para N,O@AL-B4N,,_NC con picos agudos en
305,94; 315,78; 574,78; 575,58; 717,95; 801,12; 852,32; 863,46;
906,48; 1102,93y 1126,61 cm™' (figura 5E). Por tltimo, la figura 5F
muestra la frecuencia entre 100 y 1200 cm™ para N,O@C-B,N;o_
NC con picos pronunciados en 345,39; 374,87; 469,76; 528,65;
592,59; 597,92; 624,44; 659,94; 669,69; 702,84 y 706,06 cm™.

En este trabajo, la quimisorcion ha implicado una reaccion quimica
entre el adsorbato de NO, NO,, y N,0Oy la superficie de Al-B,N;,_NC,
C-B,N;o_NC, Si-B,N1o_NC, Al-B,N;o_NC, C-B,N;o_NC, Si-B,N,o_NC,
Al-B,N;,_NC, C-B4N;o_NCy Si-B,N;,_NC, a partir de la cual se ge-
neran nuevos enlaces quimicos en la superficie del adsorbente. La
fuerte interaccion entre el adsorbato y la superficie del sustrato crea
nuevos tipos de enlaces electronicos.

Los espectros IR de adsorcion de NO, NO, y N,O con X-B,N,_NC han
demostrado que la estructura del complejo dominante se correla-
ciona con la potencia electronica del X dopado en BsN,,_NC. Como
se ha visto, las nanojaulas dopadas de C-B,N;,_NC y Si-B,N;,_NC
(figuras 5Ay 5B), Al-B,N;,_NCy Si-B,N,,_NC (figuras 5Cy 5D), Al-
B4N1o_NC y C-B,N;,_NC (figura 5E y 5F) tienen las fluctuaciones y
la tendencia a la adsorcion de NO, NO, y N,O. Por lo tanto, se puede
encontrar que la espectroscopia IR de X-B,N;,_NC adsorbido (X =
AL, C o Si) ahora esta en una buena posicion para abordar pregun-
tas especificas sobre el efecto individual de los portadores de carga
(molécula de gas-nanojaula), asi como los atomos dopantes en la
estructura general (figura 5).
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Tabla 3. Caracteres termodinamicos de los complejos NO@AL-BsN1o_NC, NO@C-B4sN1o_NC, NO@Si-BsN1o_NC, NO,@AL-BsN1o_NC, NO,@C-BsN1o_NC,
NO,@5i-BsN1o_NC, NJO@AL-B4N1o_NC, NJO@C-BsN1o_NC y N;O@ Si-B4N1o_NC utilizando el calculo CAM-B3LYP-D3/6-311+G (d,p), LANL2DZ.

Complejos AE°x107 AH°x10° AG°x107 s° Momento bipolar
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (cal/K.mol) (Debye)
NO@AL-B4N+o_NC -630,889 -630,889 -630,920 103,437 0,601
NO@C-B4N;o_NC -510,557 -510,556 -510,588 103,732 0,246
NO@Si-B4No_NC -489,207 -489,206 -489,239 108,794 1,129
NO,@AL-B,N;o_NC -535,200 -535,199 -535,233 114,347 5114
NO,@C-B4N1o_NC -557,713 -557,712 -557,745 108,608 1,431
NO,@Si-BsN+o_NC -536,378 -536,377 -536,411 111,937 2,558
N,O@AL-B4N;o_NC -664,586 -664,585 -664,616 104,385 0,701
N,O@C-B4N;o_NC -544,868 -544,867 -544,902 116,794 1,968
N,O@Si-B4N+,_NC -523,518 -523,518 -523,552 114,612 1,738

En la tabla 3, segun las especificaciones termodinamicas, se con-
cluyé que X-B,Nqo_NC, debido a la adsorciéon de NO, NO, y N,O,
podrian ser sensores mas eficientes para detectar y eliminar las mo-
léculas de gas del aire contaminado.

Se han determinado los parametros termodinamicos de la adsorcion
de moléculas de gas con X-B4N;,_NC utilizando la técnica teoérica
DFT. Se ha demostrado que para un niimero dado de sitios donantes
de nitrégeno en NO, NO, y N,O, las estabilidades de los comple-
jos debido al dopaje de atomos de Al, C y Si pueden considerarse
como N,O@AL-B4;N;,_NC > NO@AL-B4N;,_NC > NO,@C-B,4N;,_NC
> N,O@C-B4N,,_NC > NO,@Si-B,N;o_NC ~ NO,@AIl-B,N;,_NC >
N,O@Si-B,No_NC > NO@C-B4N,,_NC > NO@Si-B,4N;,_NC.

Los datos termodinamicos de la figura 6 podrian detectar la maxima
eficiencia del dopaje de dtomos de Al, C y Si de BsN;,_NC para la
adsorcion de moléculas de gas a través de la energia libre de Gibbs
(AGP®ads), la cual depende del enlace covalente entre las moléculas
de NO, NO,, N,0 y X-B,N;,_NC, como un potente sensor para la
eliminacion de la contaminacion del aire.

El proceso de adsorcion de moléculas de NO, NO,, N,O en X-B4N,o_
NC esta confirmado por las cantidades AG®ads descritas en la Ec. (1),
donde G=NO, NO, 0 N,O0yX=Al CoSi.

AG°ads = AG°c@x-B4N10_NC - (AG°G + AG®x-B4N10_NC) @)

La figura 6 demuestra que el papel clave de los atomos dopados de
Al, Cy Sidurante lainteraccion entre los adsorbatos de moléculas de

NO, NO, y N,0O, como donadores de electrones, y el adsorbente de
Al-B,N,o_NC, C-B4;N;o_NC, Si-B4N;,_NC, Al-B;N;,_NC, C-B4N;,_NC,
Si-B4NT0_NC, Al-B,N;o_NC, C-B,N;,_NCy Si-B,N;o_NC como re-
ceptores de electrones. Por lo tanto, la selectividad de la nanojaula
(sensor de gas) dopada con atomos en BN para la adsorcion de mo-
léculas de gas puede resultar como Al > C > Si (tabla 3 y figura 6).

Conclusiones

En este estudio se investigd el dopaje de elementos Al, Cy Sien la na-
nojaula de BN (X-B4N;o,_NC) para mejorar la deteccion de gases to-
xicos de estos nanomateriales y poder usarlos para la eliminacion de
contaminantes del aire. Para ello, la separacion de moléculas de NO,
NO, y N,O que involucra a X-B4N,o_NC se hizo con base en interac-
ciones electrostaticas entre las moléculas de gas y X-B,N;o_NC. Las
propiedades electromagnéticas y termodinamicas de los complejos
X-B4N;o_NCse calcularon utilizando la DFT. Los resultados han ilus-
trado que las moléculas de gas elegidas adsorbidas en X-B,N;,_NC
son bastante estables y el sitio de adsorciéon mas estable se encuen-
tra en el centro del sistema X-B4N;o_NC. La selectividad de la nano-
jaula dopada con atomos en BN para la adsorcion de moléculas de
gas puede resultar como: C-B4N;_NCy Si-B,N;,_NC para NO, Al-
B4N1o_NCy Si-B4N;o_NC para NO,, y Al-B,N;,_NCy C-B,N;,_NCpara
N,O. Este trabajo propone que el metaloide metalico y no metalico
como semiconductor se puede examinar mediante el dopaje de los
nanomateriales para mejorar la potencia de adsorcion, esto con el
fin de disefar sensores de eliminacion de contaminacion en el aire.
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