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Avances en Quimica: sosteniendo el paso

Cristobal Larez Velasquez
Editor Jefe, Avances en Quimica

Es realmente auspicioso que a pesar de las condiciones adversas que han marcado nuestro pais durante
los Ultimos afios, especialmente en el sector académico, donde se pueden contar por decenas las insti-
tuciones que han quedado reducidas a su minima expresion, Avances en Quimica haya logrado man-
tener un paso sostenido. Quizas no sea un paso indicativo de mucho crecimiento, pero los nimeros que
se detallan a continuacion son claramente alentadores, por las condiciones en las cuales se han venido
logrando y porque la revista se ha mantenido activa en la publicacion de articulos (hasta la fecha 298
articulos, tabla 1), recibiendo citaciones al mismo ritmo de siempre (ver figura a y tabla 2), mantenién-
dose en los indices académicos de siempre (Revencyt, Dialnet, DOAJ, Redalyc, Scopus, etc.) y au-
mentando el indice Scimago para revistas (SJR) de 0,100 en el afio 2022 hasta 0,140 en 2023. Simi-
larmente, ha continuado creciendo el nimero promedio de citas por articulos totales (4,53) y por ar-
ticulos citables (5,22) (ver figura b). Igualmente, es importante sefialar que mas de la mitad (56%) de
los articulos citables publicados en la revista a lo largo de estos afios han recibido citas, lo que sin duda
habla muy bien de la visibilidad de la revista, especialmente si se considera que buena parte de estos
estan publicados en idioma espafiol y en sintonia con los objetivos pretendidos para la creacion de la
revista de llegar a usuarios iberoamericana.

Se puede decir que estos nimeros lucen realmente interesantes y quizas, debido a ello, la revista ha
recibié ofertas de compra por compafiias editoriales foraneas hasta de 70.000 délares estadounidenses.
Son ofertas que llaman a la reflexion sobre el verdadero valor de los bienes que tenemos. Consideran-
do este precio, el valor de mercado de cada articulo publicado en Avances en Quimica seria de 235
délares, un valor claramente inferior a lo que cuesta en la actualidad publicar un articulo en revistas de
acceso abierto de mediana valoracion en el medio, que oscilarian entre 600 y 1500 dolares, mientras
que publicar en las revistas mas prestigiosas cuesta al menos 3000 délares.
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Por otra parte, y respondiendo por esta via a una de las consultas mas recibidas por email, concretamen-
te sobre la posibilidad que cada articulo posea su nimero DOI, queremos informar que a pesar del es-
fuerzo que han hecho las autoridades universitarias relacionadas con el tema, los tramites son complica-
das por el aislamiento del pais, lo cual ha dificultado enormemente que la revista logre recibir financia-
miento y también realizar el pago a los entes prestadores del servicio DOI a través de los mecanismos
establecidos. En tal sentido, este afio se ha iniciado una consulta para ver si los autores pueden aportar
una mddica colaboracién exclusivamente para pagar los nimeros DOI de sus articulos, sin que esta
colaboracién perjudique el caracter de acceso abierto en las dos vias que mantiene la revista, es decir sin
cobrar a los usuarios para descargar los articulos y sin cobrar a los autores para publicarlos. El mecanis-
mo para recibir la colaboracion esta por definirse debido a que probablemente sea mas costoso el pago
de la transferencia que la colaboracion, ademas de que el pago al ente encargado de los DOI tiene su
costo y dificultad en nuestro pais. Sin embargo, este afio esperamos tener buenas noticias al respecto,
para que nuestros colaboradores sigan manteniendo la confianza que han depositado en Avances en
Quimica a lo largo de estos ya casi veinte afios.

Resulta también importante mencionar en este resumen anual del acontecer de la revista su principal
debilidad, vale decir, la escasa disposicion de muchos investigadores para colaborar con la evaluacion
de manuscritos, encontrandose sorpresivamente incluidos en este grupo algunos autores que han publi-
cado en Avances en Quimica. La situacion es realmente preocupante porque algunos trabajos han
tenido que ser devueltos por falta de evaluadores. Continua en la pagina siguiente
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Un dltimo punto que merece la pena mencionar es la utilizacion de la inteligencia artificial “Copiloto”, de Microsoft Bing, para obtener la ima-
gen que lucira la portada de nuestra revista durante este afio, basada en las palabras “puntos cuanticos”. Este resulto el tema de trabajo de los
investigadores premiados con el Nobel en Quimica del afio 2023.

Tabla 1. Tipos de articulos publicados en Avances en Quimica hasta el afio 2023, desglosados por afio de publicacion.

Afio 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 Totales %
Editorial 3 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 23 172
Semblanza 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 12 4,03
In memorian 1 2 1 4 1,34
Actualidad quimica 1 1 1 1 1 1 6 2,01
Articulo divulgativo 2 2 1 1 1 2 1 1 2 1 1 15 5,03
Revision bibliogréafica 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 17 5770
Nota 1 1 2 0,67
Nota técnica 1 1 3 3 1 2 5 1 3 0 1 2 2 1 25 8,39
Avrticulo cientifico 7 6 9 9 20 12 20 15 13 18 12 5 4 8 6 7 8 185 62,10
Comunicacion corta 1 1 1 3 1,01
Avance de investigacion 1 1 1 3 1,01
Articulo pedagdgico 1 2 3 1,01
Totales 14 16 15 16 25 16 26 24 16 28 18 10 13 12 11 12 12 14 298 100
No citables 4 5 2 2 1 1 2 1 1 4 4 2 2 2 1 2 1 2 39 1390
* Ese afio se publicd adicionalmente un niimero especial con 8 articulos, con motivo de celebrase el X aniversario de la revista.
Tabla 2: Nimero de citas de articulos publicados en Avances en Quimica recibidas al 28/04/2024. Consulta realizada con Google Scholar.
No. Articulo Citas
1 C Lérez. Quitina y quitosano: materiales del pasado para el presente y el futuro. 1(2), 1-15 (2006) 218
MC Nevérez-Martinez, PJ Espinoza-Montero, FJ Quiroz-Chévez, B Ohtani. Fotocatélisis: inicio, actualidad y perspectivas a través del TiO,. 12(2-3), 45-59 69
(2017).
3 AG Martinez-Lopez, W Padrén-Hernandez, OF Rodriguez-Bernal, O Chiquito-Coyotl, MA Escarola-Rosas, JM Hernandez-Lara et al. Alternativas actuales al 56
manejo de lixiviados. 9(1), 37-47 (2014).
4 DR Martinez, GG Carbajal. Hidroxidos dobles laminares: arcillas sintéticas con aplicaciones en nanotecnologia. 7(1), 87-99 (2012). 52
5 V Tkach, V Nechyporuk, P Yagodynets. Descripcién matematica de la sintesis electroguimica de polimeros conductores en la presencia de surfactantes. 8(1), 9- 39
15 (2013).
6 R Suarez, E Arévalo, LJ Linares, FJU Fajardo, G Hernandez. Validacion de un método analitico para la determinacion de magnesio eritrocitario. 4(2), 53-62 35
(2009).
7 P Chacon-Morales, JM Amaro-Luis, A Bahsas. Isolation and characterization of (+)-mellein, the first isocoumarin reported in Stevia genus. 8(3), 145-151 34
(2013).
8 C Cabello Alvarado, A Séenz Galindo, L Barajas Berm(idez, CM Pérez Berdmen, CA Avila Orta, D Valdés Garza JA Romero, E Rodriguez. Cera de candeli- 29
llay sus aplicaciones. 8(2), 105-110 (2013)
9 F Vargas, C Rivas, A Nursamaa, T Zoltan. Reacciones de radicales libres con relevancia biolégica en la teoria del envejecimiento. 2(2), 3-15 (2007). 28
10 L Veliz et al. Estudio de la hidrolisis del ion Niquel (11) y de la formacion de los complejos de Niquel (11) con los &cidos Picolinico y Dipicolinico en NaCl 1,0 26
mol. dm?®a 25 °C. 6(1), 3-8 (2011)
1 M Riera, R Palma. Obtencién de bioplésticos a partir de desechos agricolas. Una revision de las potencialidades en Ecuador. 13(3), 69-78. 22
12-13 2 articulos con 20 citas 40
14-15 2 articulos con 19 citas 38
16 1 articulo con 18 citas 18
17 1 articulo con 16 citas 16
18-19 2 articulos con 15 citas 30
20-23 4 articulos con 14 citas L. 56
24-25 2 articulos con 13 citas Avances en Quimica 26
26-28 3 articulos con 12 citas 36
29 1 articulo con 11 citas 1
30-33  4articulos con 10 citas Chemistry 40
34-38 5 articulos con 9 citas Q 4 (miscellaneous) 45
39-43 5 articulos con 8 citas 40
44-56  13articulos con 7 citas el i 91
57-64 8 articulos con 6 citas S|R 2023 48
65-80 16 articulos con 5 citas O -I 4 80
81-93 13 articulos con 4 citas : 52
94-122 29 articulos con 3 citas powered by SCimagajr.com 87
123-156 34 articulos con 2 citas 68
157-184  28articulos con 1 cita 28

185-298 114 articulos sin cita —
Total 298 articulos (39 no citables) 1458
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Resumen

Las aguas residuales de los camales o mataderos se generan en el proceso de sacrificio de los animales; mezclados con los residuos
de limpieza y desinfeccion adquieren cargas contaminantes, de manera que exigen ser tratadas antes de ser vertidas a desagues.
Por este motivo, el objetivo de esta investigacion es caracterizar las propiedades fisicoquimicas del agua residual del camal de
Portoviejo, analizar las diferentes operaciones unitarias y desarrollar un esquema basado en la implementacion de una planta piloto
de tratamiento, asegurando que el efluente tratado cumpla con los criterios de descargas al sistema de alcantarillado. Para realizar
este trabajo se elaboraron dos sistemas de tratamientos A y B operando en simultaneo, el primero const6 de coagulacion-flocula-
cion y lodos activados; mientras que el segundo Unicamente de lodos activados, evaluando los parametros de calidad medidos al
inicio y al final de los tratamientos. Las aguas residuales del matadero presentaron gran inestabilidad en sus caracteristicas fisico-
quimicas, reflejando altos valores de desviacion estandar obtenidos en las muestras iniciales. Las remociones de los dos tratamien-
tos aplicados al efluente del camal permitieron la reduccién de nutrientes y materia organica en considerable proporcién, demos-
traron que con los métodos propuestos se cumplen los limites establecidos por las normativas nacionales e internacionales.

Palabras claves: mataderos; agua residual; tratamiento; normativas; viabilidad.
Abstract

Study for the treatment of wastewater from the Portoviejo city slaughterhouse. Wastewater from slaughterhouses or abattoirs
is generated in the process of slaughtering animals; mixed with cleaning and disinfection residues, it acquires pollutant loads, so it
must be treated before being discharged into the sewage system. For this reason, the objective of this research is to characterize
the physicochemical properties of the wastewater from the Portoviejo slaughterhouse, analyze the different unit operations and
develop a scheme based on the implementation of a treatment-pilot plant, ensuring that the treated effluent meets the criteria for
discharge into the sewage system. To carry out this work, two treatment systems A and B were developed, operating simultane-
ously, the first consisted of coagulation-flocculation and activated sludge, while the second consisted only of activated sludge,
evaluating the quality parameters measured at the beginning and end of the treatments. The wastewater from the slaughterhouse
presented great instability in its physicochemical characteristics, reflecting high values of standard deviation obtained in the initial
samples. The removals of the two treatments applied to the slaughterhouse effluent allowed the reduction of nutrients and organic
matter in considerable proportion, demonstrating that the proposed methods comply with the limits established by national and
international regulations.

Keywords: slaughterhouses; wastewater; treatment; regulations; feasibility.

Introduccién

El agua residual es el liquido que se genera como consecuencia
del uso del agua en actividades antropicas, donde se mezcla con
otras sustancias y simultdneamente adquiere carga contami-
nante, misma que puede ser mineral u organica; las impurezas
incorporadas pueden presentarse de manera disuelta, suspen-
dida o coloidal'. El agua se consume en hogares, instituciones,
empresas e industrias y al convertirse en residual es enviada al
sistema de alcantarillado, siendo transportada por una red de
desagiie subterranea que terminan liberandose en rios, lagos o
mares sin ningun tipo de tratamiento previo?.

Un camal o matadero es un establecimiento encargado de la
produccion de carne. De acuerdo con Philipp et al.3, es una in-
dustria muy grande debido a que la carne es una parte impor-
tante de la dieta en muchos paises del mundo y su produccion
ha mostrado un crecimiento lineal a través de los afios a nivel
mundial, en consecuencia, se estima que su productividad siga
en aumento. A pesar de ser una industria muy amplia en el pais
y a nivel mundial, el tratamiento de las aguas residuales de los
mataderos sigue siendo un desafio, especialmente en paises en
desarrollo*®.

Uno de los problemas ambientales generales del Ecuador es
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que la mayoria de los rios y lagos de las regiones de la Costa,
Sierra y Oriente, estan contaminados por aguas residuales in-
dustriales, urbanas y domésticas, lo que conlleva a la degrada-
cién ambiental®. Parte de estas aguas contaminadas provienen
de camales, teniendo en cuenta que la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD) y
Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca
(MAGAP)’ identificaron mas de 200 camales en el pais y que
éstos generan aguas residuales. EI 45% estan ubicados en zonas
montafiosas de la Sierra, el 38% en la Costa y el 17% ubicados
en la Amazonia y Galapagos, en su mayoria manejadas por mu-
nicipios.

El volumen de agua residual que produce un camal se genera
durante las diversas etapas en el proceso de sacrificio de los
animales, mezclado con los residuos de las operaciones de lim-
pieza y desinfeccion que se llevan a cabo en el interior del es-
tablecimiento®. Las cargas de desechos en estas aguas constitu-
yen altos niveles de contaminacion que conducen a cambios
constantes que influyen directamente en los ecosistemas terres-
tres y marinos®. La produccion de carne en los camales trae con-
sigo un volumen de agua residual que se genera, estimandose
que el consumo de agua promedio por cabeza de ganado es:
0,26 m®en porcinos, 0,67 m® en bovinos y 0,17 m? en ovinos.

Las aguas residuales de los mataderos son complejas y no pue-
den descargarse en alcantarillas o cuerpos de agua naturales sin
un tratamiento previo. Rinquest et al.!* manifiestan que el
efluente sin tratar puede aumentar significativamente las cargas
de aguas residuales y contaminantes ambientales, causando eu-
trofizacion y desoxigenacion de los sistemas de agua natural.
Orssatto et al.*? la composicion de descarga en los camales ge-
neralmente se compone de: grasa, sal, proteina y fibra; algunas
de estas aguas también contienen microorganismos patogenos
y no patdgenos, nutrientes, metales pesados, detergentes e in-
cluso medicamentos veterinarios.

En el camal existen operaciones de pretratamiento como cri-
bado y desengrasado para la descarga de sus aguas residuales,
pero en el drenaje no se limpian completamente después de la
operacion, por lo que no existe un tratamiento completo dptimo
gue indique que el efluente cumpla la normativa del Texto Uni-
ficado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente
(TULSMA) de descarga en el alcantarillado dentro del pais.
Abdouni et al.® proponen que el tratamiento de aguas residua-
les en mataderos es una decision fundamental para el creci-
miento nacional, debe implementarse de acuerdo con las nor-
mativas nacionales y ser econémicamente sostenible, ya que la
descarga al medio ambiente del agua contaminada afecta el
equilibrio de los ciclos biogeoquimicos y, por otra parte, au-
menta la presencia de microorganismos infecciosos.

La implementacion de una planta de agua residual para este tipo
de descarga considera dos operaciones de tratamientos. El pri-
mario de coagulacion-floculacién consiste en un proceso fisi-
coquimico de separacion sélido-liquido para la eliminacion de
materia organica coloidal y sélidos en suspension presente en

las aguas residuales'**®. Mientras que el secundario es un pro-
ceso bioldgico que tiene la capacidad de metabolizar y conver-
tir la materia organica a través de oxidacion bioldgica presente
en suspensidn o disuelta por intervencion de microorganismos
presentes, el tratamiento se lleva a cabo en sistema aerobio, de-
bido a que su principal rol es que los microorganismos degra-
deny eliminen los compuestos organicos que contenga el agua
residual®.

Segun explica Silva et al.'’, las empresas a menudo en sus
aguas residuales destinan los lodos a sus alcantarillados, en
donde se sedimenta, lo que produce la generacién de otros
desechos volatiles indeseables, como el caso de gases de me-
tano, un contaminante ambiental. Desde el punto de vista de
Metcalf® las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas
de las aguas residuales industriales son tan variadas como la
propia industria, pero toda esta agua debe ser adsorbida por el
medio natural sin poner en peligro la salud y el bienestar de los
seres Vivos.

Por esa razdn es importante asegurar la calidad de las aguas re-
siduales, dado que el tratamiento es esencial para evitar tales
problemas junto con una metodologia de investigacion de ca-
racterizacion periodica del agua enfocadas en examinar los pa-
rametros de calidad fisicoquimicos necesarios para el compor-
tamiento de un flujo residual industrial®®. Posiblemente, si se
implementa un tratamiento para este tipo de agua residual se
obtendra un agua tratada con caracteristicas fisicas, quimicas y
microbioldgicas que cumplan las normativas de descarga al sis-
tema de alcantarillado publico.

En Ecuador existen muy pocos estudios realizados sobre trata-
mientos de aguas residuales especializados en remediar la des-
carga de aguas negras al desagtie de un centro de faenamiento
animal, pese a que este vertido de agua contaminada es una pro-
blematica a nivel nacional para los ecosistemas. Cabe mencio-
nar que la mayoria de plantas de tratamiento municipales son
incapaces de eliminar las elevadas densidades tipicas de agua
residual que generan estas industrias®. Para una eficiencia y
eficacia 6ptima de un tratamiento el disefio del proceso debe ser
especifico a la produccién de los mataderos, a su vez, regirse a
las necesidades de la planta de remediacion de agua residual.

El objetivo de este estudio es caracterizar las propiedades fisi-
coquimicas del agua residual de un camal en la ciudad de Por-
toviejo, analizar las diferentes operaciones unitarias y desarro-
[lar un esquema basado en la implementacion de una planta pi-
loto de tratamiento con sus respectivas valoraciones econémi-
cas sobre la factibilidad del proyecto a escala industrial, asegu-
rando que las descargas tratadas cumplan con los criterios de
calidad del agua de ser descargados al sistema de alcantarillado
a nivel nacional e internacional.

Materiales y métodos

La investigacion se desarrollé con la aplicacion de metodologia
de estudio cientifico del tipo aplicada, explicativa y experimen-
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tal, empleando diferentes etapas de tratamientos para la reme-
diacion de descarga actual de agua residual en el camal de la
ciudad de Portoviejo. Los analisis de la experimentacion se
desarrollaron en el Laboratorio de Saneamiento de Portoaguas
y en el Laboratorio de Saneamiento y Calidad del Agua de la
Universidad Técnica de Manabi. Desde el punto de vista de Ra-
mos? el disefio experimental que se aplicé para el tratamiento
de datos fue cuasi experimental manipulando la informacion
con el programa estadistico de Microsoft Excel obteniendo es-
tadistica descriptiva e inferencial.

Preparacion de la muestra

La experimentacion inici6 con la toma de muestras en la jor-
nada de faenamiento del camal de 14:00 p.m. a 22:00 p.m. de
lunes a sdbado con una duracion total de monitoreo de seis me-
ses. El muestreo aplicado fue de tipo compuesta, siguiendo las
directrices de la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2176:
20132, debido a que su sistema de pretratamiento acumulaba
toda la descarga de cada periodo discontinuo de faena por
hora durante todo el dia. La recoleccion se efectud en el sitio
de descarga de aguas residuales del camal posterior al desen-
grasado una vez cada dos semanas, considerando los dias y jor-
nadas mas criticos de produccion. Para los tratamientos aplica-
dos, se recogié un volumen total de 20 litros por tratamiento;
en cada toma de muestra el liquido se colocd en recipientes her-
méticos y fue transportado en condiciones de oscuridad para los
respectivos analisis.

Andlisis de caracterizacién del agua residual

Los parametros analizados en el agua residual se seleccionaron
con base en una blsqueda de documentaciones estrictamente
relacionadas con el mismo tipo de efluente. Se evaluaron tanto
en la muestra previa al tratamiento como en el agua tratada,
donde se utilizaron distintos equipos con sus correspondientes
técnicas.

Los analisis de calidad fisicoquimicos y microbioldgicos se si-
guieron con las metodologias propuestas de acuerdo con ma-
nuales y protocolos especializados?®*?, que incluyen técnicas
nefelométricas, volumétricas, colorimétricas, fotométricas y
namero mas probable (NMP). Dentro de los parametros fisicos
valorados esta la conductividad, potencial de hidrogeno (pH),
salinidad, temperatura y solidos disueltos totales (TDS), reali-
zados en un equipo multipardmetros, Marca YINMIK, modelo
BLE-9909; también se efectud el analisis de turbidez en un tur-
bidimetro Apera TN500 TURBIDITY, los sélidos suspendidos
totales (TSS) en espectrofotometro HACH DR3900, y me-
diante volumetria pardmetros quimicos como: alcalinidad, clo-
ruros y dureza total; hierro total en un colorimetro Checkers HC
(ppm Iron) de HANNA 'y fésforo total en un colorimetro Che-
ckers HC (ppm Phosphorus HR) de HANNA; cantidad de de-
manda bioguimica de oxigeno (DBOs) donde se utilizé una in-
cubadora DB600; cantidad de demanda quimica de oxigeno
(DQO) en digestor HACH DRB 200 y leida en espectrofoto-
metro HACH DR3900; cantidad de nitritos y nitratos en las

muestras, se hizo la lectura de los valores en el espectrofotome-
tro GENESYS 180; y para la determinacion de nitrégeno total
de Kjeldahl (NTK) se manejaron los equipos de SpeedDigester
K-436 y Buchi Destillation Unit K-355. Con respecto al para-
metro microbiol6gico se establecio la estimacion de la cantidad
de coliformes fecales mediante la inoculacion de la muestra en
medio de cultivo con Lactose Broth y EC Broth.

El camal de Portoviejo dispone de un pretratamiento, que
consta de un sistema de cribado para retener materia sélida de
mayor tamafio, como codgulos de sangre, pedazos de huesos y
contenido ruminal, las medidas de la rejilla son: un alto de 0,65
m, un largo de 0,8 m y un espacio entre barras de 0,01 m.
Luego, sigue un desengrasador con el que pueden inmovilizar
el excedente de grasa, las dimensiones son: un largo de 0,65 m,
un ancho de 0,5 my una altura de 1,2 m, junto con una canas-
tilla movil que retiene los aceites de 0,25 m de ancho, un largo
de 0,25 my una altura de 0,13 m. Por ltimo, una captacién que
hace de presedimentador, cuya funcién es retener la mayor can-
tidad de sélidos sedimentables, posee un tiempo de retencion
hidraulico aproximado de 1,5 horas, una altura de 1,2 m, un
largo de 2 m, un ancho de 0,5 my un volumen de 1 m2.

Aplicacién del tratamiento de agua residual

Para estudiar el comportamiento del tratamiento del agua resi-
dual fueron establecidos dos métodos semicontinuos operando
en simultaneo. El primero, denominado A, constd de un trata-
miento primario basado en el proceso de coagulacion-flocula-
cion, seguido por un tratamiento secundario de lodos activados.
Mientras que el segundo, designado B, constituye nicamente
de la ejecucion de un digestor aerobio de lodos activados.

Tratamiento primario: coagulacion-floculacion

La técnica de coagulacion-floculacion se llevé a cabo en un test
de jarra cuyo objetivo fue experimentar las diferentes eficien-
cias del proceso por dosificacion, tiempo y revoluciones de
coagulante y polimero administrado®. Mediante el test de jarra
(Phipps & Bird 7790-960 Jar Tester) se evalu la eficiencia pre-
liminar de los coagulantes de sulfato de aluminio (Al2(SO4)s),
policloruro de aluminio (Al.(OH)sCl) y cloruro férrico (FeCls)
preparados al 1% con diferentes dosis trabajando con 1 litro de
muestra, pero con diferentes velocidades de agitacion de revo-
luciones en cada etapa®. Se defini6 una agitacion rapida du-
rante 1,5 minutos, una agitacion lenta de 15 minutos y un
tiempo de sedimentacion de 10 minutos, tal como se muestra
en latabla 1. Ademaés, para evaluar la eficiencia del agente qui-
mico, se realizo el analisis del comportamiento referente a la
adicion del coagulante en funcion de un pardmetro de calidad.

Tabla 1. Configuraciones utilizadas en las mezclas de agentes coagu-
lantes en cada ensayo.

Ensayo FeCls  Alx(SOs)s  Alx(OH)CI
Mezcla rapida (rpm) 300 200 200
Mezcla lenta (rpm) 75 63 63
Tiempo de sedimentacién (min) 10 10 10

Fuente: Azabache et al.%.
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Para conseguir una mejor floculacion de los floculos formados
y disminuir el tiempo de sedimentacion, se planted agregar un
polimero catidnico (ISA-C8030) en la etapa de mezcla lenta
con el coagulante que presentd mejor eficiencia. Fue preparado
al 1% afadiendo lentamente al agua con agitacion constante y
con una pequefa elevacion en la temperatura con el fin de di-
solver todo el polvo blanco granulado, una vez homogeneizado
se dejo en reposo 30 minutos antes de usarlo en el tratamiento
para lograr la mayor eficacia.

Tratamiento secundario: reactor discontinuo de lodos activa-
dos

El tratamiento de lodos activados consistid en el tratamiento de
la muestra en un reactor de mezcla completa con la capacidad
de tratar la muestra enlazado con un sedimentador secundario
y eliminacion de lodos?. Para acondicionar los microorganis-
mos presentes del agua residual con el fin de crear el lodo acti-
vado capaz de degradar la materia contaminante presente, se
emple6 el modelo de tratabilidad bioldgica a escala pre piloto,
tal como se muestra en la tabla 2.

La formacion de lodos climatizados de la tratabilidad bioldgica
fue usada en proporciones iguales para el tratamiento de reme-
diacion para descarga al sistema de alcantarillado publico,
cuando se implemento el reactor aerobio de lodos activados en
ambos tratamientos. En la figura 1 se observa la distribucion de
los reactores discontinuos de lodos activados similar al sistema
propuesto por Rodriguez et al.?®, donde la alimentacion del
reactor se realiz6 por gravedad por diferencia de altura en
donde el flujo fue controlado por valvulas de venoclisis, el sis-
tema de goteo fue realizado en un recipiente plastico transpa-
rente de 29,5 cm de largo, 16 cm de ancho y 11,5 cm de alto
con una salida de alimentacion de 2 cm de altura.

El disefio de los reactores fue a partir de un recipiente plastico
transparente de 0,3 cm de espesor, 40 cm de largo, 27 cm de
ancho y 39 cm de alto. EI volumen Util que trabajé el reactor
fue de 15 L, el volumen que ocupd el lodo activado de la etapa
de aclimatacion fue de 1,5 L por reactor con una salida del licor
de mezcla situada a 6 cm de altura. Para el sistema de aireacion

Tanque de
Alimentacion

Clarificador
secundario

Difusores
de aire

Lodos Activos

Fig. 1: Distribucion escalonada del reactor discontinud de lodos acti-
vados. Fuente propia.

de los reactores, se usaron dos aireadores Heto Model X-8 de
doble salida adaptadas con 8 piedras difusoras de burbuja fina
de 10 cm de longitud y 1,5 cm de ancho a un Flujo de 16 L/min
de aire ubicados en la base del reactor, de tal manera que estén
colocados en sitios estratégicos con la finalidad de tener todo
homogeneizado y representar un estado de mezcla completa.
En la fase de sedimentacion se uso un recipiente cilindrico plas-
tico de 20,5 cm de diametro y 25,5 cm de alto, con una salida
lateral de 5,5 cm de altura del agua clarificada y una purga de
lodos situada en la parte inferior del equipo.

Parametros cinéticos

El método estandar para determinar los coeficientes cinéticos
midiendo el cambio en la concentracién del sustrato a lo largo
del tiempo se usa en los modelos de reactor por lotes y puede
calcularse con el balance de masa del sustrato para un reactor
continuo de mezcla perfecta®. Usando ecuaciones cinéticas
discretas se puede determinar si hay suficiente tiempo de airea-
cion en la etapa de reaccion seleccionado para producir el
grado deseado de descomposicién mediante la accién de mi-
croorganismo en el proceso de lodos activados.

Tabla 2. Resumen del procedimiento para la tratabilidad biol6gica a escala pre-piloto.

Volumen de aireacion

Volumen de la porcion alimen-
tada

Procedimiento de alimentacién

15 litros de agua de desecho

800 ml

Extraer 1000 ml de la camara de aireacion. Asentar durante 30 min en un cilindro de 1000 ml. Decantar y

descartar 800 ml. Rellenar el cilindro hasta 1000 ml con desecho fresco y regresar a la cdmara de aireacion.

Velocidad promedio de

Fase Frecuencia de alimentacion . L Tiempo de retencion, h
alimentacion, mi/hr
Aclimatacion Una vez cada 8 horas 100 150
Formacion de lodo Una vez cada 4 horas 200 75
Estudios de velocidad Una vez cada 2 horas 400 375
Estudios de velocidad Una vez cada hora 800 18,75
Estudios de velocidad Una vez cada 0,5 hora 1600 9,38

Fuente: Kemmer y McCallion®,
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El pardmetro de la velocidad de consumo de sustrato se expresa
cominmente por unidad de masa de biomasa presente en el
reactor, representada por la siguiente expresion®®:

_ (Sa - Se)
T OyX
donde gs = velocidad especifica de consumo de sustrato, S.=
concentracion de sustrato en la alimentacion, Se= concentra-
cion en la corriente de salida, 6w = tiempo de residencia hidrau-
lica y X= concentracion de biomasa en el reactor. El modelo
cinético de Michaelis-Menten expresa de la velocidad de con-
sumo especifico de sustrato para un caso general®>%:

ds (Ec.1)

q (Ec.2)

s = qmaxm

donde gmax = velocidad maxima de consumo especifico de sus-
trato, S= concentracion de sustrato y Ks = constante de satura-
cion del sustrato. La velocidad de consumo especifico de sus-
trato puede ser expresada en términos de la cinética de tipo Mo-
nod por:

dS kXS
dt K, +S
donde k = pma= tasa maxima de utilizacién del sustrato por
unidad de peso de microorganismos. Despejando la formula
hasta obtener una funcién lineal obtenemos:
Xdt K 1 N 1
So—S kS k

(Ec.3)

(Ec.4)

donde X = concentracion promedio de biomasa en el reactor,
S, = concentracién de sustrato en la alimentacién y St = con-
centracion en la corriente de salida. La expresion grafica queda
expresada en Xdt/dS vs 1/S dando una tendencia lineal,
donde la pendiente e intercepcion de la recta son KJk y 1/k,
respectivamente.

El balance de masa empleado para la tasa de produccion de
biomasa de una reaccién puede ser expresado por la formula
correspondiente a la velocidad neta de crecimiento especi-
fico®™:

i _ PmaxSe _

0y ke+S, ¢
donde kg = coeficiente de respiracion enddgena. Reordenando
la formula para calcular el coeficiente de respiracion endégena
queda:

(Ec.5)

— .umaxSe _ i

ks +S, 6y

La concentracion de microorganismo en forma de biomasa en
el afluente se puede obtener de la siguiente a manera:

_ Y(Sa - Se)

(1 + Opkaq)

donde Y = produccion de biomasa por consumo de sustrato.

ky (Ec.6)

(Ec.7)

Despejando la formula para calcular la produccién de biomasa

por consumo de sustrato:

XA+ 04ky)

C (Sa—Se)
Calidad del lodo del reactor aerobio

Para evaluar la calidad del lodo creado en el reactor bioldgico
aerobio del tratamiento fue determinada por el analisis del in-
dice volumétrico (I\VVL), de acuerdo con la metodologia pro-
puesta por el Standard Methods?*. EIl parametro de calidad del
lodo se calcula a través de las férmulas propuestas por Kemmer
y McCallion?,

(Ec.8)

Gy
IVL =2 1000 (Ec.9)

donde C, = volumen asentado (prueba del cono de Imhoff),
ml/L y C, =sdlidos suspendidos en el licor mixto, mg/L. Asi
mismo, fue determinada la edad del lodo en el funcionamiento
del reactor biol6gico aerobio, mediante la siguiente formula:

C
Edad del lodo = F xD  (Ec.10)

1

donde C; = sdlidos en el recipiente de aireacion, mg/L; C; =
solidos que entran al recipiente, mg/L y D = retencion en dias.

Resultados y discusion

Caracterizacion fisicoquimica inicial del agua residual del ca-
mal

Los datos registrados de los parametros de calidad del agua re-
sidual del camal, con un total de doce muestras durante un se-
mestre de analisis y estudio, se presentan en la tabla 3. De
acuerdo con las normativas seleccionadas de Ecuador (Texto
Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Am-
biente), Nicaragua (Decreto Ejecutivo N°. 21-2017) y Vene-
zuela (Normas oficiales para la calidad del agua en Venezuela)
los valores de conductividad, pH y ST estan dentro de los limi-
tes de descarga al sistema de alcantarillado publico. Sin em-
bargo, se observo que los valores de fosforo total, NTK, DQO
y DBOs se encuentran muy por encima de los que establecen
las normativas; entre los limites permisibles de la normativa
ecuatoriana los TSS en ocasiones se encontraban fuera de
normay, de igual manera, en la normativa nicaragiiense la can-
tidad de hierro total incumpli6 ocasionalmente el limite esta-
blecido.

El pH promedio del efluente indica que el agua residual del ca-
mal es poco alcalina, valores cercanos a estos fueron reporta-
dos por Medina-Valderrama et al.** y Quille Calizaya y Donai-
res Flores®, cabe sefialar que el agua residual 4cida influye en
la corrosion y una bésica en el aumento de precipitado de sales
formando incrustaciones, ambas afectan el balance quimico y
ecoldgico del cuerpo receptor en los drenajes®. Por consi-
guiente, el cdlculo de la dureza total relaciona a un tipo de agua
residual muy dura, infiriéndose la presencia de altas con cen-
traciones de calcio y magnesio, aunque en la ciudad de Porto-
viejo utilizan el servicio de agua potable para la limpieza, en el
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Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica inicial del agua residual antes de los tratamientos ensayados.

Parametro Unidad Valor promedio Norma Norma Norma
+ Desviacion [12] Ecuador Nicaragua Venezuela
Turbiedad NTU 64,66 + 37,29 - - -
Conductividad uS/cm 1210,44 £ 547,76 - 5000 -
pH 7,85+0,65 6-9 6-9 6-9
Salinidad % 0,57 +0,28 - - -
Temperatura °C 22,71 +2,36 - - -
TDS mg/L 628,79 + 263,49 - - -
TSS mg/L 156,48 + 73,36 220* 400 400
ST mg/L 773,23 +318,93 1.600 1.500 1.600
Cloruro mg/L 456,44 + 172,42 - - -
Alcalinidad mg/L 417,38 £ 269,49 - - -
Dureza total mg/L 389,22 + 190,46 - - -
Hierro total mg/L 6,87 + 3,65 25 10 25
Fosforo total mg/L 27,34 +19,05 15* 12* 10*
Nitritos mg/L 9,80+7,79 - - -
Nitratos mg/L 744,53 + 580,57 - - -
NTK mg/L 250,38 + 28,23 60* 60* -
DQO mg/L 5976,31 +2.382,91 500* 900* 900*
DBOs mg/L 2683,13 + 598,90 250* 400* 350*
1B - 0,46 + 0,08 - - -
Coliformes fecales NMP/100ml 13733,33 +3.925,98 - - -

pH: Potencial de hidrégeno. TDS: Sélidos disueltos totales. TSS: Solidos suspendidos totales. ST: Sélidos totales. NTK: Nitrogeno
total de kjeldahl. DQO: Demanda quimica de oxigeno. DBOs: Demanda bioguimica de oxigeno. 1B: indice de biodegradabilidad.
[12]: Doce muestras compuestas por monitoreo de seis meses. *: Parametro fuera de los limites permisible por las normas. Ecuador:
Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente, Libro VI Anexos 1. Nicaragua: Decreto Ejecutivo N°. 21-
2017. Venezuela: Normas oficiales para la calidad del agua en Venezuela.

camal las grandes generaciones que desecha el faenamiento in-
crementan el valor de este pardametro.

La medida de hierro total obtenida se encuentra levemente por
debajo del rango para mataderos (hierro < 14) reportados por
Fonfria y Ribas®". El agua residual del matadero en su compo-
sicion contiene gran parte sangre de bovino y porcino, de modo
gue la tonalidad del color rojizo del agua predomina por la pre-
sencia de iones de hierro que al estar expuestos al aire se oxidan
lentamente formando un precipitado de ion férrico, lo que oca-
siona que aumente la turbidez e intensifique el color a oscuro®,
Es fundamental la presencia de nitrégeno y fdésforo en el agua
ya que son nutrientes esenciales para los ciclos de la materia,
tanto en la vida marina como para el medio ambiente que los
rodea, ademas de aportar en el crecimiento de macro y micro-
organismos en las fuentes de agua®. En la caracterizacion se
aprecia la existencia de iones naturales de nitrégeno como ni-
tritos y nitratos, los valores de estos pardmetros presentan una
concentracion elevada muy descentralizada, es decir, en cada
caracterizacion del agua residual el valor de nitritos y nitratos
varid considerablemente en las muestras iniciales. Mientras
que, el NTK posee una concentracion inferior a nitratos con
una dispersion notable, comportamiento semejante fue propor-
cionado por Garnero®. La cantidad de fésforo total medido de
muestra una concentracion moderadamente elevada con una
variacién sumamente dispersa, conducta similar fue reportada

por Ruiz et al.*. La presencia de altas concentraciones de estas
sustancias en masas de agua manifiesta problemas especiales
causando una eutrofizacién mas rapida en los canales recepto-
res, lo que provoca una rapida disminucion de las concentra-
ciones de oxigeno disuelto (OD) ralentizando los ciclos bio-
geoquimicos®.

La mayoria de los valores obtenidos de TSS, DQO y DBOs
presentan una alta dispersion debido a la composicion del agua
residual, este comportamiento varia con la cantidad de faena-
miento diario que representan las altas concentraciones de ma-
teria organica, valores con el mismo comportamiento, pero con
mayor concentracion fueron reportados por Pabon y Suéarez*.
Este acontecimiento origina una sefial alarmante de sobrecarga
de contaminantes organicos a la red de alcantarillado publico
por superar los limites permisibles para su descarga, razon por
la cual se requiere tomar acciones para reducir la carga orga-
nica minimizando el impacto ambiental de estas aguas residua-
les hasta cumplir normativas.

Con frecuencia, este camal emplea perdxido de hidrégeno para
actividades de limpieza en la jornada de trabajo, este com-
puesto quimico en contacto con el agua residual reacciona con
la materia orgénica teniendo un efecto oxidante que permite
mineralizar los compuestos, incluso los poco biodegradables;
la interaccion prolongada con el agente interviene en el creci-
miento de la contaminacion por microorganismos y oxida los
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compuestos inorganicos hasta el punto de obtener didxido de
carbono e iones*2. Por ese motivo, el indice de biodegradabili-
dad (DBOs/DQO) promedio del camal de Portoviejo es de
0,46, indicando que el contenido organico presente es biode-
gradable por lo que es factible aplicar un tratamiento biol6gico
al agua residual que se descarga al sistema de alcantarillado
publico®.

Evaluacion de coagulantes quimicos

Con la prueba de jarras se evalud el comportamiento de tres
diferentes coagulantes en las mismas condiciones de dosifica-
cion. Este tipo de procedimiento analiza la reduccion de la tur-
bidez, no obstante, el objetivo del tratamiento es la descarga al
sistema de alcantarillado y debido a la naturaleza del agua re-
sidual del camal fue establecido el analisis de DQO como va-
riable representativa de este proceso, la alta concentracion de
carga organica que esté presente en la muestra inicial incide en
el elevado valor del parametro (figura 2).

Al finalizar esta etapa se identificd que el coagulante que tiene
mayor eficiencia de remocidn fue el cloruro férrico a diferencia
del sulfato de aluminio y el policloruro de aluminio, presen-
tando un resultado preliminar con un 62,80% de remocion de
materia organica. De acuerdo con Zerbatto et al.*4, esto fue de-
bido a que el uso de cloruro férrico tiene ventajas sobre otros
coagulantes al tratarse con agua residual, incluida su eficacia
en un amplio rango de pH y temperatura, asi mismo esta pro-
duce iones trivalentes de mayor peso molecular que son esen-
ciales para el proceso de coagulacion para la sedimentacion de
floculos formados.

Dosificacion éptima con cloruro férrico y polimero catiénico

La determinacion de la remocién de DQO con diferentes va-
riaciones de dosificacion del cloruro férrico y con una dosis de
0,75 ml de polimero cationico, valor propuesto en funcion del
coagulante por Azabache et al.?, dio como resultado una curva
de dispersion en donde se observaron los puntos representati-
vos de este analisis (figura 3).

0,9 —4%— Cloruro férrico
0,8 @ Policloruro de aluminio

—>— Sulfato de aluminio

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Dosis de coagulante (ppm)

Fig. 2: Evaluacion preliminar de coagulantes.

Como se observo, destaca como dosis éptima de cloruro férrico
la dosificacion en la que se aplicaron 280 ppm junto con 7,5
ppm de polimero catidnico por obtener el mejor porcentaje de
remocion de DQO de un 67,67%. El porcentaje de remocion
obtenido es cercano al reportado por Garnero® del agua resi-
dual del efluente de un frigorifico con un valor de 71,1%, sin
embargo, ellos ajustaron el pH a 6 con una dosis similar de clo-
ruro férrico correspondiente a 280 ppm, lo que les permitié
conseguir una leve mejora en eficiencia con el coagulante.

Operacion de la planta pre piloto

El tratamiento A consto de un recipiente con el agua pretratada,
esta se administraba en el proceso de coagulacion-floculacion
donde se homogeniza la mezcla afiadiendo cloruro férrico y
polimero catidnico en dosis dptima por medio de la prueba de
jarra.

Posteriormente, el agua tratada pasaba por un sedimentador
con sistema de purga y salida de agua que alimentaba al reactor
de lodos activados con un volumen de 15 litros, inyectando por
medio de un aireador 16 L/min con un tiempo de residencia
hidraulico de 3,75 dias, junto con un clarificador secundario
gue dispone de un sistema de purga. La tabla 4 presenta los
datos de la caracterizacion obtenida del agua tratada.

El tratamiento B const6 de un recipiente con el agua fresca que
fue de alimentacion para el reactor de lodos activados con un
volumen de 15 litros, inyectando por medio de un aireador 16
L/min con un tiempo de residencia hidraulico de 5 dias, junto
con un clarificador secundario que dispone de un sistema de
purga. La tabla 5 presenta los datos de la caracterizacion obte-
nida del agua tratada.

En el tratamiento primario de la tabla 4 (coagulacion, flocula-
cién y sedimentacion) el agua residual se mezclé con el coagu-
lante y floculante, la sal de cloruro férrico en contacto con

1
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0,8

%)

=~ 0,7

Remocion de la DQO
e o0 o0 o o o
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Fig. 3: Reduccion de DQO con cloruro férrico y polimero catidnico
al 1%.
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Tabla 4. Caracterizacion del agua residual tratada por el primer tratamiento.

Pardmetro Unidad A A, As %R
Turbidez NTU 68,43 £ 0,06 27,40 £0,20 22,83+0,23 66,63
Conductividad uS/cm 1442,67 + 4,16 1574,67 +2,31 1423,00 + 7,81 1,36
pH 7,87 +0,04 7,04 +0,01 7,02 +0,01 10,80
Salinidad % 0,67 £0,06 0,77 £0,06 0,67 +0,06 0,00
Temperatura °C 26,20 +£0,10 25,40 £0,10 24,60 +0,10 6,11
TDS mg/L 763,33+1,15 733,33+1,53 693,33 £4,93 9,17
TSS mg/L 293,67 + 6,66 49,33+1,15 138,67 + 0,58 52,78
ST mg/L 1057,00 + 6,08 782,67 +2,52 832,00 £ 4,36 21,29
Cloruro mg/L 359,89 + 59,98 699,78 + 39,99 323,23 +20,81 10,19
Alcalinidad mg/L 1139,54 + 116,10 1441,19 + 153,59 227,91 £ 25,30 80,00
Dureza total mg/L 426,67 + 48,88 240,00 £27,71 192,00 + 16,00 55,00
Hierro total mg/L 7,67+231 33,37 £0,55 0,50+0,01 93,43
Fosforo total mg/L 19,33 +0,58 11,33+0,58 0,47 £0,06 97,59
Nitritos mg/L 24,90 £0,10 1,75£0,05 1,18 £0,02 95,28
Nitratos mg/L 587,50 £ 11,07 459,12 +3,12 65,06 0,81 88,93
NTK mg/L 263,80 + 10,70 235,78 £10,70 31,52+ 3,50 88,05
DQO mg/L 8068,15 + 14,56 2958,56 + 61,56 255,79 £ 0,96 96,83
DBO mg/L 3614,00 £ 116,76 1848,33 + 120,23 178,33 +5,51 95,07

1B - 0,45+0,01 0,63 0,05 0,70£0,02 -
Coliformes fecales NMP/100ml 13733,33 + 3.925,98 876,67 £ 63,51 183,33 +11,55 98,67

Au: Agua residual después del pretratamiento. A2: Agua tratada del sedimentador primario de coagulacion-floculacion.

As: Agua tratada del clarificador secundario del reactor de lodos activados. % R: Remocion total de parametros fisicoquimicos.

Tabla 5. Caracterizacion del agua residual tratada por el segundo tratamiento.

Parametro Unidad B, B, %R
Turbidez NTU 68,43 +0,06 49,23+0,15 28,06
Conductividad uS/cm 1442,67 + 4,16 1273,33+8,14 11,74
pH 7,87+0,04 7,34 £ 0,06 6,77
Salinidad % 0,67 +0,06 0,57 +0,06 15,00
Temperatura °C 26,20+ 0,10 25,07 £ 0,06 4,33
TDS mg/L 763,33+ 1,15 637,00 + 2,65 16,55
TSS mg/L 293,67 + 6,66 208,00 + 1,00 29,17
ST mg/L 1057,00 + 6,08 845,00 + 3,00 20,06
Cloruro mg/L 359,89 + 59,98 216,60 + 20,81 39,81
Alcalinidad mg/L 1139,54 + 116,10 127,36 + 25,30 88,82
Dureza total mg/L 426,67 + 48,88 144,00 + 16,00 66,25
Hierro total mg/L 7,67+231 0,28 £0,01 96,30
Fosforo total mg/L 19,33+ 0,58 0,93+0,15 95,17
Nitritos mg/L 24,90+0,10 551+0,01 77,85
Nitratos mg/L 587,50 £ 11,07 58,41+ 0,07 90,06
NTK mg/L 263,80 £10,70 44,36 +5,35 83,19
DQO mg/L 8068,15 + 14,56 378,60 +1,41 95,31
DBOs mg/L 3614,00 £ 116,76 192,33 +2,52 94,68

1B - 0,45+0,01 0,51+0,01 -
Coliformes fecales NMP/100ml 13733,33 +3.925,98 346,67 £1155 97,48

B1: Agua residual después del pretratamiento. B2: Agua tratada del clarificador secundario del reactor de lodos activados.

% R: Remocion total de parametros fisicoquimicos.

el agua del camal se disocia en iones de cloruro y hierro con el
fin de desestabilizar las cargas y sedimentarse en particulas de
mayor peso molecular, debido a esto el contenido presenta un
incremento de cloruros en un 94,44% y un 335,22% en hierro.
A partir de la etapa A, del tratamiento se observé un cambio
significativo en la remocion de turbidez con un 59,96% traba-
jando con las dosis 6ptimas, valores similares fueron reporta-
dos en Castro et al.*®, obteniendo aproximadamente un 55,3%

trabajando con 320 ppm de coagulante. Esto fue debido a que
este proceso causo la precipitacion de los componentes conta-
minantes suspendidos y coloidales presentes generando aproxi
madamente un 30% de lodos a partir del agua residual, dentro
de sus pardmetros destaco una reduccion sobresaliente en el
analisis microbiolégico de 93,09% en la presencia de colifor-
mes fecales.
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Los valores de remocion para TSS fueron de 83,20% y un
21,85% para nitrato cuando se evalud esta etapa, pero las esti-
maciones presentadas por Azabache et al.%, fueron en presen-
cia de concentraciones iniciales mas elevadas por lo que pre-
sentd una baja reduccion de TSS con un 1,79%, pero con un
porcentaje similar de reduccion en un 20% para nitrato con la
misma configuracion del test de jarra, aunque trabajoé con 40
ppm de cloruro férrico y 15 ppm de polimero catidnico durante
35 minutos de sedimentacion. De igual manera, se aprecié un
leve cambio en la remocién del valor de NTK se redujo un
10,62% trabajando con las condiciones iniciales, no obstante,
en el analisis obtenido en Garnero® es sumamente superior la
remocion dando un 68,8% ajustando el pH a 6 con 280 ppm de
dosis éptima de cloruro férrico.

El porcentaje de remocion que presentd este tratamiento fue de
63,33% para la materia organica presente en el andlisis de
DQO, pero el valor obtenido es ligeramente inferior por
Boughou et al.* del agua residual de Rabat, Marruecos que
cuenta con un matadero municipal situado en Yacoub Al
Mansour con un valor de 54,40% con la condiciéon de trabajar
con un pH de 5,83. Sin embargo, ellos emplearon una dosis
inferior de cloruro férrico correspondiente a 28,8 ppm, ademas
de una configuracion diferente del test de jarra que consistio en
una mezcla rapida de 120 rpm por 30 segundos y una mezcla
lenta de tan solo 40 rpm por 20 minutos, lo que les permitié
conseguir esa eficiencia.

El indice de biodegradabilidad (DBOs/DQO) del agua residual
tratada con cloruro férrico y polimero cationico se elevo hasta
0,63 implicando que se precipit6é en forma de lodos aproxima-
damente 1/3 de materia organica poco biodegradable e indi-
cando que el contenido organico presente en el agua residual
por naturaleza ahora es muy biodegradable, de modo que es
muy viable aplicar un tratamiento bioldgico al agua residual
tratada®,

En las tablas 4 y 5 se observé una mejoria notable en la mayoria
de los parametros analizados de los valores del agua tratada por
el reactor de lodos activados, la cantidad de materia organica
biodegradable DBOs del agua tratada, el valor de remocién os-
cila entre 90,35% para A y 94,68% para B con un tiempo de
retencion hidraulica de 3,75 y 5 dias respectivamente, se en-
contraron levemente mayor del rango reportado para sistemas
de reactores bioldgicos para tratamientos de agua residual
Sombatsompop et al.*’. En cuanto a la remocién de DBOs re-
portados por Oktafani et al.*®, fue del 72,23% en el tratamiento
de aguas de matadero de pollos mediante GAS-SBR con un
tiempo de aireacion de 2 horas. Por otro lado, Pabon y Suérez
Gélvez*, quienes aplicaron un arranque y operacion de un tra-
tamiento combinado para los efluentes de frigorificos que con-
sistio de cribas, desarenador, sedimentador primario, homoge-
neizacion, reactor de lodos activados Y filtro biolégico, logra-
ron porcentajes de remocion de DBOs de un 46,4% en el pro-
ceso aerobio.

En relacién con las eficiencias de remocion de DQO alcanza-
das tanto para el tratamiento A como para B fueron de 91,35%
y 95,31%, respectivamente, se encontraron dentro del rango re-
portado para otros sistemas de tratamientos biolédgicos de lodos
activados®. Autores como Carrasquero et al.*°, lograron una
remocion entre 90,92% y 93,78% de la DQO en su fase aero-
bica trabajando con un efluente de un matadero de reses,
usando un reactor por carga secuencial (SBR) de tres fases: la
primera anaerobia de 1,5 horas, la segunda aerébica de 10 ho-
rasy la ultima anoxica de 2,5 horas. Esta reduccion en los reac-
tores aerobios del pardametro nos proporciona la medida de
DQO degradable del agua residual por medio de la diferencia
de entrada y salida del proceso aerobio piloto®.

Se llevd a cabo un analisis de los datos recopilados durante la
eliminacién del DQO en dos los tratamientos biologicos de A
y B. Los resultados, que se pueden apreciar en la tabla 6, indi-
can que, segun la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smir-
nov, no se observan diferencias significativas en el porcentaje
de remocion de DQO en los datos analizados (p>0,05), En con-
secuencia, se puede afirmar que los datos siguen una distribu-
cion normal.

Tabla 6. Pruebas de normalidad

Pruebas de normalidad
Kolmogérov-Smirnov

Tratamientos

Estadistico gl Sig.
% Remocion A 0,102 32 0,200
DQO B 0,118 32 0,200

No obstante, en la prueba de Levene detallada en la tabla 7, se
detecta la falta de homogeneidad entre las varianzas (p<0,05),
lo que resalta diferencias significativas en las varianzas de am-
bos tratamientos. Por consiguiente, se procede a llevar a cabo
una prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney.

Tabla 7. Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de Levene gh gb Sig.
% Remocion DQO 4,285 1 62 0,043

Al analizar los resultados de la tabla 8 mediante la prueba U de
Mann-Whitney, se identifican diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los tratamientos utilizados (p<0,05).

Esto se refleja claramente en la figura 4, donde se aprecia que
el tratamiento B presenta un mejor rendimiento en términos del
porcentaje de remocién de DQO en el proceso bioldgico de lo-
dos activados.

Tabla 8. Prueba de U de Mann-Whitney de muestras independien-
tes para remocién de DQO

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipétesis nula Prueba Sig.

La distribucion de % Remocién
1 DQO es la misma entre las catego-
rias de tratamientos.

Prueba U de Mann-Whitney

para muestras independientes 0,00

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de 0,05.
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Fig. 4: Remocién de DQO en tratamientos biolégicos de Ay B.

Se observo un buen porcentaje en las eficiencias de remocion
de fosforo total, tanto para el tratamiento A como para B fueron
de 95,88% y 95,17% respectivamente, se encontraron valores
mayores al rango reportado por Rahimi et al.*, obteniendo una
eficiencia que varia entre 76% al 90% para sistemas de trata-
mientos bioldgicos de reactores discontinuos. En cuanto con la
cantidad de TKN de las aguas tratadas, el valor de remocién
oscila entre 86,63% para A 'y 83,19% para B, dichos porcenta-
jes se encuentran ligeramente dentro del rango reportado por
Sombatsompop et al.*”, con un valor entre 86% a 93% para sis-
temas de reactores bioldgicos secuenciales para agua residual.
Pero en los analisis reportados por Carrasquero et al.>?, se logré
una remocion inferior en fosforo total con 56% y cercana en
NTK con 81% en su fase aerdbica trabajando con un efluente
proveniente de un matadero de reses, usando un reactor por
carga secuencial (SBR) con un tiempo de retencion hidraulica
de 12 horas en tres fases: anaerobia, aerobia y anoxica.

La remocion de la cantidad de sales de bicarbonato, cloruros,
sulfatos, calcio, magnesio y sodio medidos por medio del ana-
lisis de dureza total obtuvieron un 20% para A y un 66,25%
para B; mientras que, la reduccion de iones inorganicos en el
tratamiento biolégico de lodos activados en forma de cloruros
presentd un 53,81% para A y 39,81% para B. Autores como
Calderdn et al.%, lograron una remocion inferior de 15,30% en
dureza total y 28,53% en cloruros con la aplicacion de micro-
organismo eficaces EM® como in6culos microbianos en las
aguas residuales domésticas en las lagunas de oxidacion de
Subtanjalla con un tiempo de residencia de un mes y medio. En
tratamientos convencionales estos dos pardmetros no muestran
una reduccion significante en procesos aerobios, pero con el
uso de los microorganismos eficientes en tratamientos biolégi-
cos a través de su digestion aceleran la degradacion natural de
los compuestos orgénicos y destruyen las impurezas de los mi-
croorganismo patégenos®; condicion similar sucede con la
biomasa activa de los reactores de los tratamientos Ay B, por
lo que el lodo activado creado a partir de la misma agua resi-
dual del camal posee un comportamiento semejante a este tipo

de microorganismos y por ende presenta una agua tratada con
valores inferiores de los que ingresé al reactor.

En las aguas residuales de mataderos y frigorificos en general
es posible conseguir buenos porcentajes de remocion de los pa-
rametros del agua al aplicar un tratamiento aerobio debido a la
composicion de estas aguas. En el tratamiento A el porcentaje
de remocion en ciertos analisis fue menor al tratamiento B de-
bido a la implementacién del proceso primario de coagulacion-
floculacion.

La remocidn total de carga alcanzada en ambos tratamientos
presenta buenos porcentajes en la caracterizacién del agua tra-
tada, el tratamiento A dispone de remociones promedio en su
mayoria méas elevadas como un 66,63% de turbidez; 93,43%
de hierro total; 97,59% de fosforo total; 88,05% de NTK;
96,83% de DQO; 95,07% de DBOs y 98,67% de coliformes
fecales. Por su parte, el tratamiento B dispone de remociones
promedio levemente inferior como un 28,06% de turbidez;
96,30% de hierro total; 95,17% de fosforo total; 83,19% de
NTK; 95,31% de DQO; 94,68% de DBOs y 97,48% de coli-
formes fecales.

Para que el agua residual del camal pueda ser descargada al
sistema de alcantarillado publico se debe comprobar el cumpli-
miento de los limites permisibles de las normativas del pais,
dado que esta no debe poner en peligro la salud y el bienestar
de los seres vivos que la rodean, tal es el caso de las de hormas
de Ecuador, Nicaragua y Venezuela que establecen valores
maximos para ciertos pardmetros como son conductividad, pH,
temperatura, TSS, ST, hierro total, fésforo total, nitrégeno total
Kjeldahl, DQO y DBO:s. La ejecucion de ambos tratamientos
con sus respectivos tiempos de residencia hidraulica y opera-
ciones demuestran que los procesos propuestos cumplen los li-
mites establecidos por estas tres normativas, por lo tanto, el
agua tratada por estos sistemas puede ser descargada al alcan-
tarillado publico.

Esquema del disefio de plantas

En la ejecucion del disefio de la planta se registraron diversas
variables vinculadas a las operaciones de los tratamientos,
donde V es volumen en m?, Q es caudal en m*/d, S es DQO en
mg/L y X son sélidos suspendidos volatiles en mg/L. En la fi-
gura 5 se registraron las diversas operaciones del primer trata-
miento denominado A, qué consistié en un tratamiento de coa-
gulacién-floculacion seguido de un reactor de lodos activados.
Mientras que, en la figura 6 se registraron las diversas opera-
ciones del segundo tratamiento denominado B qué consisti6
Unicamente de un tratamiento secundario de un reactor de lo-
dos activados.

Parametros cinéticos

Para identificar los pardmetros cinéticos del proceso bioldgico,
es necesario conocer primero la velocidad especifica de con-
sumo de sustrato por cada uno de los tratamientos que se re-
suelve con la ecuacion 1:
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(Sa—S.) _ (295856 — 255,79)mg/L

(4) g5 = = UmaxSe 1 (1,039)(378,6) 1 .
B) ky = - = ——=10,0839d
OnX (3'15’;,))%384 mg/L) (B) kq k.+S, 6, (0,062+3786) 5
- 0'624mg SSV xd Para el célculo de la produccion de biomasa por consumo de
sustrato se utilizd la ecuacién 8 dando los siguientes valores:
Sa—S 8068,15 — 378,60)mg/L
(B)qsz(a e):( )mg/ X(L+B,ky)
OuX (5d)(1484 mg/L) AY=—-—+
mg DQO (Sa — Se)
=0832——
mg SSV * d _ (1155)(1 + (3,75)(0,0357)) 0999.™ SsV
En la figura 7 se puede ver la representacion grafica de la fun- (2958,56 — 255,79) " mdDQO
c!c’)n _Iineal de la ecuapién 4 para el calculo de_ Ias_ constantes X(1+60ykg)  (1484)(1 + (5)(0,0839))
cinéticas k y Ks obtenidas a partir del modelo cinético. (B)Y =—5—%5.) = (806815-3780)
De acuerdo con los datos de la figura 6, se determinaron los =1,00329 SSV
valores de k= 0,624 mg DQO/mg SSV*d y K=0,044 mg md DQO

DQO/L para el tratamiento A; y para el tratamiento B fueron | 3 determinacion de los indices volumétricos de los tratamien-

k=1,039 mg DQO/mg SSV*dy Ks=0,062mg DQO/L. tos se utiliz6 la ecuacion 9:
Para el calculo del coeficiente de respiracion endogena se uti- Cy 10,5ml/L
liz6 la ecuacion 6 dando: (A VL = ¢S 1000 = == mg/L 1000 = 33,76 mg/L
C 24ml/L
Ak, = MmaxSe _ 1 _ (0,624)(25579) 1 (B) IVL = C—" X 1000 = ﬁ* 1000 = 50,74 mg/L
4=k ¥S, 6, (0,044 +25579) 375 s myg/
=0,0357d7!
Coagulants Floculante )
Qe = 0,0801m7/d Qe = 0,002Zm"/d
k ‘ Sedimentador Cif\:i‘;:f:
o— Reactor
residual —| Aguatratada
P ¥V =104m" »
_ mid v = 0,37 m? vV =037m’ ¥ =77Bm . = 1,867 m?/
?I ;32586.39.-15 mg/L " 2074migg | ¥ T HEEma/L sQ = :15?:?9 m';,i
. 2958.56 mg/L
Coagulacién Floculacién
Aire
Lodos
Q. = 0882 m'/d Lodos Activos
8. =510959 mg/L = 0207 mi/d
e = 1158 mat
V=12m’ —————*
Lodos Secos
Lzcho de szcado
Fig. 5: Esquema de tratamiento A. Fuente propia
Clarificador
secundario
Reactor
Agua residual Agua tratada
QG =288mid V=144m? — B »
5, = 8068.15 mg/L ¥= 1848 mg/L Q=_ 32%58?620“;;?1_

s [T

Lodos Activos Lodos Secos

V=3m? —
Qp=0.288m°/d
X = 1848 mg/L

Lecho de secado

Fig. 6: Esquema de tratamiento B. Fuente propia.
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Tratamiento A
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Fig. 7: Funciones lineales del modelo Michaelis-Menten de lodos ac-
tivados para tratamiento en Ay B.

Mientras que para la edad del lodo de los procesos bioldgicos
se utilizé la ecuacion 10:

(4) Edad del lodo = S5 x p = ~200MI/L 4 e
C; 782,67mg/L
= 7,187 dias
(B) Edad del lodo = = x p = 2200mg/L
C; 1057 mg/L

= 11,353 dias
En la tabla 9 se muestran los parametros de los coeficientes ci-

Tabla 9. Pardmetros cinéticos.

néticos durante los dos tipos de tratamientos fueron obtenidos
a partir de los modelos y ecuaciones propuestas.

Como se observd en Ay B, los coeficientes cinéticos estan en
relacion de una fuente de sustrato de materia organica como es
el DQO y una biomasa en el reactor a partir de los solidos sus-
pendidos volatiles (SSV) del agua residual del camal. De
acuerdo con Carrefio et al.*®, para disefiar los reactores de lodos
activados deben establecerse pardmetros cuantitativos medi-
bles como los coeficientes cinéticos que reflejen efectivamente
las caracteristicas de las aguas residuales tratadas, las capaci-
dades del reactor, los requerimientos y funcionamiento de las
aguas residuales que se tratan.

Conforme a la relacion entre el VL y las caracteristicas de se-
dimentacion de los lodos activados propuesta por Grady et
al.%®, para valores menores de 80 mg/L se clasifica como exce-
lente, indicando una buena calidad y compactacion de los lodos
formados.

La influencia de la edad de los lodos en el tratamiento secun-
dario radica en la eficiencia de los mismos. Rodriguez et al.?,
en su estudio evaluaron la variacion de sustrato y biomasa res-
pecto a diferentes edades de los lodos, con lodos de 10 dias
obtuvieron alta remocidn de sustrato en comparacién con el va-
lor de remocidn con lodos de 5 dias, sin embargo, lodos de 15
dias removieron una cantidad de sustrato cercana a la obtenida
con lodos de 10 dias, incluso destaco el aumento de biomasa.
De acuerdo con Gil*’, lodos inferiores a 5 dias crecen rapido,
pero son constituidos por fléculos muy diminutos que decantan
deficientemente, mientras que de mayor edad generan floculos
grandes con mayor sedimentabilidad, pero con menor creci-
miento microbiano, elevada concentracion de lodos con alta
edad sin retirar provoca una condicion de inanicion, causante
de la menor remocién de materia organica. La edad de lodos
obtenida se encuentra en el rango adecuado, donde se busca
mantener un equilibrio en el cual la cantidad de lodos diarios
retirados sea proporcional al crecimiento bacteriano diario.

Viabilidad econémica

La viabilidad econémica del tratamiento A const6 de gastos de
de equipo, electricidad y capital de inversion, ademas de insu-
mos quimicos que se usaron en el proceso de coagulacion-flo-
culacion, donde el costo del cloruro férrico fue de $120,86/mes

Coeficientes cinéticos Simbolo Unidad A B

indice de biodegradabilidad 1B - 0,63 0,45

Tiempo de residencia hidraulica OH d 3,75 5,00
Velocidad especifica de consumo de sustrato Os mg DQO/mg SSV.d 0,624 0,832
Tasa maxima de crecimiento k mg DQO/mg SSV.d 0,624 1,039
Constante de saturacion del sustrato Ks mg DQO/L 0,044 0,062
Coeficiente de respiracion endogena Kkd d? 0,357 0,839
Produccion de biomasa por consumo de sustrato Y mg SSV/mg DQO 0,999 1,003
indice volumétrico de lodos IVL mg/L 33,76 50,74
Edad de los lodos - d 7,187 11,353
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Tabla 10. Capital total de inversion.

A. Costo directos A B
A.1. Equipo comprado $5.351,62  $1.996,20
A.2 Instalacién de equipo $2.515,26 $938,21
A.3 Instrumentos y control (instalados) ~ $963,29 $359,32
A.4 Tuberias (instalados) $3.532,07  $1.317,49
A5 Eléctricos (instalados) $588,68 $219,58
A.6 Edificios (incluye servicios) $963,29 $359,32
A.7 Mejoras del terreno $535,16 $199,62
A.8 Servicios auxiliares (instalados) $3.746,14  $1.397,34
A.9 Terreno $321,10 $119,77
Total directos (A) $18.516,62  $6.906,85
B. Costo indirecto

B.1 Ingenieria de supervision $1.766,04 $658,75
B.2 Gastos de construccion $2.194,17 $818,44
B.3 Contratista $1.123,84 $419,20
B.4 Contingentes $2.247,68 $838,40
Total indirectos (B) $7.331,72  $2.734,79
Capital fijo para la inversion (A+B) $25.848,34  $9.641,64
C. Capital de trabajo $4.602,40  $1.716,73
Inversion Total (A+B+C) $30.450,73  $11.358,38

y del polimero catidnico es de $4,09/mes. Mientras que, el tra-
tamiento B const6 Unicamente de los gastos de equipo, fuentes
de energia e inversion para su funcionamiento. Sin embargo, la
biomasa activa necesaria en los reactores aerobios se realiz6 en
funcion de los lodos climatizados formados a partir de la trata-
bilidad bioldgica a escala pre piloto de la misma agua residual
del camal, lo que hizo viable y econémico la formacion de estos
lodos activados.

La tabla 10 hace referencia al valor estimado de capital de in-
version total de los tratamientos por medio del método de fac-
tores de Lang, modificados por Peters y Timmerhaus con un
valor de $30.450,73 para A 'y $11,358,38 para B.

La cotizacién de equipos de la planta de tratamientos de aguas
residuales para tratar un caudal de 2,88 m*d que produce el
matadero es de $5.351,62 para A y $1.996,20 para B que des-

Tabla 11. Flujo de caja.

cargara al sistema de alcantarillado publico. Mientras que, An-
drade et al. (2021)%, estim6 una planta de tratamiento de agua
residuales de baja carga organica con un caudal de 1.479,6
m3/d para parroquias del cantén Riobamba con un valor de
$31.699,40 que descargara a un cuerpo de agua dulce teniendo
en cuenta materiales de buena calidad para su construccion. La
relacion costo del equipo sobre caudal es de 21,42 en Rio-
bamba mientras que en los métodos A y B para el matadero
son 1858,20 y 693,13, respectivamente. Considerando la gran
diferencia que existe entre ellas, hay que tener en cuenta que el
de Riobamba esta disefiado para trabajar en presencia de me-
nores caracteristicas fisicoquimicas alrededor de unas veinte
veces inferior a diferencia de las altas concentraciones que se
presentan en el camal.

La valoracion que se obtuvo de la implementacion de la planta
del camal en Portoviejo es de seis a dieciséis veces menor a la
estimacién del autor propuesta con anterioridad, aungue la fi-
nalidad de descarga es distinta la estimacion econdmica es via-
ble al valorar un gasto sumamente inferior en el disefio de una
planta de tratamiento de agua residual para este tipo con estas
caracteristicas fisicoquimicas del agua.

Se estima un precio promedio de los lodos activos como ferti-
lizante 0 composta organica generados a partir de la planta de
tratamiento residual con un valor de $0,59 por cada kilogramo
producido de biomasa (QuimiNet).

La tabla 11 muestra el flujo de caja representando los ingresos
y egresos al cabo de cinco afios, con un ingreso constante para
A de $32.072,40 y para B de $18.351,36.

Como se detalla en la tabla 12, se tiene una tasa de interés del
15%, y con los calculos obtenidos en el flujo de caja se ob-
tuvo un valor actual neto de $7.935,51 para A 'y $1.604,94
para B; con una tasa interna de retorno de 25,55% y 20,82%,
respectivamente, demostrando que se obtiene mejor viabili-
dad y rentabilidad econdmica para la implementacion de una
planta de tratamiento de agua residual en el camal de Porto-
viejo con la propuesta A.

A
Afo 0 1 2 3 4 5
Ingresos $0,00 $32.072,40 $32.072,40 $32.072,40 $32.072,40 $32.072,40
Egresos $30.450,73 $20.621,19 $20.621,19 $20.621,19 $20.621,19 $20.621,19
Flujo de Caja -$30.450,73 $11.451,21 $11.451,21 $11.451,21 $11.451,21 $11.451,21
B
Afo 0 1 2 3 4 5
Ingresos $0,00 $18.351,36 $18.351,36 $18.351,36 $18.351,36 $18.351,36
Egresos $11.358,38 $14.484,20 $14.484,20 $14.484,20 $14.484,20 $14.484,20
Flujo de Caja -$11.358,38 $3.867,16 $3.867,16 $3.867,16 $3.867,16 $3.867,16
Tabla12. VAN y TIR.
A B
Tasa de interés 15% 15%
VAN $7.935,51 $1.604,94
TIR 25,55% 20,82%
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Conclusiones

El agua residual del camal de Portoviejo presenta una alta
concentracién y dispersion en su caracterizacion fisicoqui-
mica, este comportamiento varia segln a la cantidad de fae-
namiento diario que representan las altas variaciones de ma-
teria orgénica, inorganica y metales.

Los tratamientos A y B aplicados al agua residual del camal
obtuvieron buenos porcentajes en la eliminacion de materia
contaminante. El tratamiento A mostré mayor remocién de
los pardmetros fisicoquimicos a diferencia del B con un
tiempo de retencion hidraulica menor, sin embargo, en esté
se utilizaron agentes quimicos por el proceso de coagula-
cion-floculacion. La operacion del tratamiento A tuvo una
eficiencia de remocién de 96,83% de DQO, 95,07% de
DBOs y 52,78% de TSS, mientras que el tratamiento B ob-
tuvo una remocién de 95,31%, 94,68% y 29,17%, respecti-
vamente.

Con base en los resultados después de los reactores aerobios
se determina que es factible utilizar los lodos climatizados
formados a partir de la tratabilidad bioldgica a escala pre pi-
loto. Ademas, la viabilidad econdmica de la propuesta de la
planta de tratamiento de agua residual del camal evidencia
la rentabilidad que comprende, tanto el tratamiento A como
B, no obstante, el tratamiento A es la opcidén con mejor be-
neficio teniendo como punto a favor mayor ingreso de capi-
tal obtenido a partir de la biomasa como fuente de composta
organico.

La ejecucién de ambos tratamientos con sus respectivas ope-
raciones demuestra que los procesos propuestos con las con-
diciones establecidas cumplen los limites establecidos por
las normativas de Ecuador: Texto Unificado de Legislacion
Secundaria del Ministerio del Ambiente, Libro VI Anexos
1; Nicaragua: Decreto Ejecutivo N°. 21-2017 y Venezuela:
Normas oficiales para la calidad del agua en Venezuela, por
lo que el agua tratada por estos sistemas puede ser descar-
gada al sistema de alcantarillado puablico.

Agradecimientos

Los autores expresan su agradecimiento a la Universidad Técnica de
Manabi por permitir el uso de los instrumentos y equipos de la insti-
tucion, en especial a la Ing. Alexandra Cérdova PhD por ser una tu-
tora responsable y estar pendiente en el desarrollo del trabajo. Al
Lcdo. Oswaldo Garcia por su constante guia en los analisis realizados
en el laboratorio y al Camal Municipal de Portoviejo que permitio el
acceso a sus instalaciones para la realizacién de este estudio.

Referencias

1. ML Quispe Pérez, LC Pifas Rivera, JR Del Valle Gonzéles, F
Aguirre Chavez. Aplicaciones Tecnoldgicas de tratamiento de
aguas residuales. México: Nosotrica Ediciones (2020).

2. GR Pajares Echevarria, W Quiroz Marquina, GI Galarreta Oli-
veros, B Alvarez Lujan. Disefio del proceso de tratamiento de

aguas residuales municipales para reducir la contaminacién hi-
drica en el distrito de Samanco. INGnosis, 3(1), 84-100
(2017).

3. M Philipp, K Masmoudi Jabri, J Wellmann, H Akrout, L Bous-
selmi, S-U Geile. Slaughterhouse Wastewater Treatment: A
Review on Recycling and Reuse Possibilities. Water, 13(22),
3175 (2021).

4. H Falla-Cabrera. Reciclaje de residuos y desechos De las in-
dustrias carnicas y lacteas en América Latina. Procanor, Quito
Ecuador, 155 p. (2006).

5. D Mufioz Mufioz. Sistema de tratamiento de aguas residuales
de matadero: para una poblacién menor 2000 habitantes. Bio-
tecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial:
BSAA, 3(1), 87-98 (2005).

6. G Da Ros. La contaminacion de aguas en Ecuador: Una apro-
ximacion econdmica. Quito-Ecuador: ABYA-YALA (1995).

7. Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidaddel Agro
(AGROCALIDAD), Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP). Bienestar Animal Faena-
miento de Animales de Produccién (2018).

8. MA Musa, S Idrus. Physical and Biological Treatment Tech-
nologies of Slaughterhouse Wastewater: A Review. Sustaina-
bility, 13(9), 4656 (2021).

9. M Baquerizo, M Acufia, M Solis-Castro. Contaminacion de los
rios: caso rio Guayas y sus afluentes. Manglar, 16(1), 63-70
(2019).

10. D Borja, KS Llangari, HB Moina. Cuantificacion de efluentes
de aguas residuales del Camal Frigorifico Riobamba. Ciencia
Digital, 3(2), 783-794 (2019).

11.Z Rinquest, M Basitere, SKO Ntwampe, M Njoya. Poultry
slaughterhouse wastewater treatment using a static granular
bed reactor coupled with single stage nitrification-denitrifica-
tion and ultrafiltration systems. Journal of Water Process En-
gineering, 29, 100778 (2019).

12. F Orssatto, MHF Tavares, FM da Silva, E Eyng, L Fleck. Op-
timization of nitrogen and phosphorus removal from pig
slaughterhouse and packing plant wastewater through electro-
coagulation in a batch reactor. Revista Ambiente & Agua, 13
(2018).

13. AE Abdouni, S Bouhout, I Merimi, B Hammouti, K Haboubi.
Physicochemical characterization of wastewater from the Al-
Hoceima slaughterhouse in Morocco. Caspian Journal of En-
vironmental Sciences, 19(3), 423429 (2021).

14.F Renault, B Sancey, J Charles, et al. Chitosan flocculation of
cardboard-mill secondary biological wastewater. Chemical
Engineering Journal, 155(3), 775-783 (2009).

15.Y Lorenzo-Acosta. Estado del arte de tratamiento de aguas por
coagulacion-floculacion. ICIDCA Sobre los Derivados de la
Cafia de Azucar, XL(2), 10-17 (2006).

16. G Moeller, AC Tomasini Ortiz. Microbiologia de lodos activa-
dos: Memorias curso internacional de sistemas integrados de



JC Ortiz-Toala, RA Solérzano-Suérez, A Cérdova-Mosquera, M Laz-Mero / Avances en Quimica, 19(1), 3-18 (2024)

tratamiento de aguas residuales y su reiso para un medio am-
biente sustentable. Bogota (2004).

17.JP da Silva, MA Brand, PRC Soares, M de L Salamon, TM
Rodrigues, G Giittler. Compaction as a sustainable alternative
to dried sludge from poultry slaughterhouse wastewater for en-
ergy generation. Ciencia Rural, 51, 20200320 (2021).

18. Metcalf. Ingenieria Sanitaria: Tratamiento, evacuacion y reuti-
lizacidn de aguas residuales. Espafia: Labor S.A. (1985).

19. A Noyola Robles, E Vega Gonzéalez, J Ramos Hernandez, C
Calderon Molgora. Alternativas de tratamientos de aguas resi-
duales. 3rd ed. México: IMTA (2000).

20. F Osorio Rables, JC Torres Rojo, M Sanchez Bas. Tratamiento
de aguas para la eliminacion de microorganismos y agentes
contaminantes: Aplicacién de procesos industriales a la reutili-
zacion de aguas residuales. Madrid: Ediciones Diaz de Santos
(2010).

21.C Ramos Galarza. Disefio de Investigacion experimental.
CienciAmérica, 10(1), 1-7 (2021).

22.INEN. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:2013.
Agua. Calidad del Agua. Muestreo de técnicas de Muestreo.
Primera Edicién (2013).

23.HACH COMPANY. Manual de Analisis de Agua. Segunda
edicion en espafiol (2000).

24. American Public Health Association, American Water Works
Association, Water Environment Federation, Baird R, Bridge-
water L. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 23rd ed. Washington D.C: American Public
Health Association (2017).

25. F Abouelenien, YA Trabik, M Shukry, et al. A Pilot Model for
the Treatment of Slaughterhouse Wastewater Using Zeolite or
Psidium-Leaf Powder as a Natural Coagulant, Followed by Fil-
tration with Rice Straw, in Comparison with an Inorganic Co-
agulant. Processes, 10(5), 887 (2022).

26.Y Azabache, E Murrieta, P Garcia Mora, M Ayala, G Caceres,
M Garcia. Tratamiento del agua residual de un matadero: Efi-
ciencia del proceso de coagulacién - floculacién. Agroindus-
trial Science, 10(1), 23-27 (2020).

27.M Caravali, ML Lote, LC Echeverry. Evaluacion de los Para-
metros Fisicoquimicos en un Reactor Discontinuo de Lodos
Activados para el Tratamiento de Aguas con Metanol. Inge-
nieria, 22(1), 98-110 (2017).

28.FN Kemmer, J McCallion. Manual del Agua. Su naturaleza,
tratamiento y aplicaciones. Mexico: McGraw-Hill/Interameri-
cana de Mexico, S. A. de C. V. (1989).

29.T Rodriguez Chaparro, EA Pérez Navarrete, E Vivas Mora.
Determinacion de las constantes cinéticas y estequiométricas
en un biorreactor de lodos activados convencional a escala (la-
boratorio para las aguas residuales de un frigorifico). Revista
Ciencia e Ingenieria Neogranadina, 13(1), 9-16 (2003).

30. Metcalf. Wastewater engineering treatment and resource re-
covery. McGraw-Hill (2013).

31. W Schmidell Netto, HM Soares, C Etchebehere, R Javier Me-
nes, NC Bertola, E Martin Contreras. Tratamento Bioldgico de
aguas Residuarias. 1st ed. Florianépolis: Tribo da llba (2007).

32. RS Ramalho. Tratamiento de aguas residuales. Barcelona: RE-
VERTE, S. A. (2021).

33. A Orozco Jaramillo. Bioingenieria de aguas residuales: Teoria
y disefio. 2nd ed. Bogota, Colombia: Acodal (2014).

34.C Medina-Valderrama, W Uriarte-Tirado, E Cardenas-Vas-
quez, S Orrego-Zapo. Tratamiento de aguas residuales de ca-
males mediante tecnologias avanzadas de oxidacion: proceso
fenton. Revista INGENIERIA UC, 27(2),165-174 (2020).

35. G Quille Calizaya, T Donaires Flores. Tratamiento de efluentes
liquidos y solidos de camal municipal Ilave. Revista de Inves-
tigaciones Altoandinas - Journal of High Andean Research,
15(1), 65-72 (2013).

36. AM Perojo-Bellido de Luna, Y Aguilera-Corrales, A Villar-
Aneiros, Y de la C Avilés-Aguilera. Caracterizacion de las
aguas residuales generadas en la produccién de conjugados
monovalentes en el Instituto Finlay de Vacunas. Vaccimoni-
tor, 31(2), 60-67 (2022).

37.RS Fonfria, Ribas JP. Ingenieria ambiental: contaminacion y
tratamientos. Barcelona, Espafia: MARCOMBO, S. A. (1989).

38. MR Lapefia. Tratamiento de aguas industriales: Aguas de pro-
ceso y residuales. Barcelona, Espafia: MARCOMBO, S. A.
(1990).

39.JA Garnero. Evaluacion del cloruro de hierro (I11) como coa-
gulante en el tratamiento de efluentes de la industria frigorifica.
A. Congreso Internacional de la mejora continua y la innova-
cién en las organizaciones (2005).

40.1 Ruiz, MC Veiga, P de Santiago, R Blazquez. Treatment of
slaughterhouse wastewater in a UASB reactor and an anaerobic
filter. Bioresource Technology, 60(3), 251-258 (1997).

41.SL Pabon, JH Suarez Gélvez. Arranque y operacion a escala
real de un sistema de tratamiento de lodos activos para aguas
residuales de matadero. Ingenieria e Investigacion, 929(2),
53-58 (2009).

42.SB Monge, AMT Silva, C Bengoa. Manual técnico sobre pro-
cesos de oxidacién avanzada aplicados al tratamiento de aguas
residuales industriales. Espafia: PROGRAMA CYTED (2018).

43.DH Ahn, WS Chang, Tl Yoon. Dyestuff wastewater treatment
using chemical oxidation, physical adsorption and fixed bed
biofilm process. Process Biochemistry, 34(5), 429-439
(1999).

44. MG Zerbatto, E Carrera, MS Eliggi, et al. Cloruro Férrico para
la coagulacion optimizada y remocion de enteroparasitos en
agua. AUGM DOMUS, 1, 18-26 (2009).

45.R de PV de Castro, VM de Mello, VMF Alexandre, MC Cam-
marota. Physico-chemical and enzymatic pre-treatment for
wastewater from slaughterhouse. Engenharia Sanitaria e
Ambiental, 24(5), 975-981 (2019).

46. N Boughou, | Majdy, E Cherkaoui, M Khamar, A Nounah. Ef-
fect of pH and time on the treatment by coagulation from



18
JC Ortiz-Toala, RA Solérzano-Suérez, A Cérdova-Mosquera, M Laz-Mero / Avances en Quimica, 19(1), 3-18 (2024)

slaughterhouse of the city of Rabat. MATEC Web of Confer-
ences, 149, p. 02091 (2018).

47. K Sombatsompop, A Songpim, S Reabroid, P Inkong-ngam. A
comparative study of sequencing batch reactor and movingbed
sequencing batch reactor for piggery wastewater treatment.
Maejo International Journal of Science and Technology,
5(02), 191-203 (2011).

48.B Oktafani, L Siami, R Hadisoebroto, T Tazkiaturrizki, R
Ratnaningsih. The effect of aeration time on chicken slaughter-
house water treatment using GAS-SBR. Journal of Physics:
Conference Series, 1402(3), 033011 (2019).

49.Y Rahimi, A Torabian, N Mehrdadi, B Shahmoradi. Simulta-
neous nitrification—denitrification and phosphorus removal in
a fixed bed sequencing batch reactor (FBSBR). Journal of Ha-
zardous Materials, 185(2), 852-857 (2011).

50. SJ Carrasquero Ferrer, DC Marquina Gelvez, JG Soto Lépez,
S Viloria Rincon, MC Pire Sierra, AR Diaz Montiel. Remocidn
de nutrientes en aguas residuales de un matadero de reses
usando un reactor bioldgico secuencial. Ciencia e Ingenieria
Neogranadina, 25(2), 43-60 (2015).

51. E Ronzano, JL Dapena. Tratamiento bioldgico de las aguas re-
siduales. Ediciones Diaz de Santos (2015).

52.S Carrasquero, E Matos, F Saras, M Pire, G Colina, A Diaz.
Evaluacion de la eficiencia de un reactor por carga secuencial
tratando aguas residuales provenientes de un matadero de re-
ses. Revista de la Facultad de Ingenieria Universidad Cen-
tral de Venezuela, 29(3), 7-16 (2014).

53. DF Calderén Huamani, PP Huarancca Contreras, JJ Diaz Ro-
driguez. Tratamiento Aguas Residuales Mediante Tecnologia
de Microorganismos Eficientes — Substanjalla, Ica - Perd.
NAWPARISUN - Revista de Investigacion Cientifica, 1(3),
13-18 (2019).

54. K Rodriguez-Jorge, R Aguila-Michelena, J de la C Bello-Cés-
pedes, L Ortega-Viera, G Michelena-Alvarez. Tratamiento
biolégico con microorganismos eficientes, para reducir la
carga contaminante en aguas residuales de la industria azuca-
rera y los derivados. ICIDCA Sobre los Derivados de la
Carfia de Azucar, 57(2), 83-96 (2023).

55. UF Carrefio Sayago, JJ Perez, D Cote Montafiez, AL Agaton.
Modelacion de un sistema de lodos activados en el sector de
las curtiembres de San Benito Bogota. Produccién + Limpia,
11(2), 9-21 (2016).

56. L Grady, G Daigger, H Lim. Biological Wastewater Treatment.
2nd ed. New York: Marcel Dekker, Inc., (1999).

57.M Gil Rodriguez. Modelo dindmico del proceso secundario de
depuracién de aguas residuales urbanas. Revista Internacio-
nal de Métodos Numeéricos para Calculo y Disefio en Inge-
nieria, 14(4), 525-538 (1998).

58. ML Andrade Avalos, DF Borja Mayorga, MJ Garcia Veloz.
Disefio y cotizacion de una planta de tratamiento de aguas re-
siduales para parroquias rurales del Canton Riobamba - Pro-
vincia de Chimborazo-Ecuador. Conciencia Digital, 4(2),
198-214 (2021).



-

www.saber.ula.ve/avancesenquimica

‘|| Avances en Quimica, 19(1), 19-26 (2024)

|||| Articulo cientifico

SOPMCES
N QUMCH

Desarrollo y validacién de un método de HPL.C para la separacion
y cuantificacion de acido galico en extracto de frutos de
Cotoneaster pannosus provenientes de Bogota-Colombia

Emerson Eliecer Ledn Avila*, Laura Stephania Ballén Diaz, Oscar Alfonso Vargas Bautista

Facultad de Ciencias, Programa de Quimica Farmaceéutica, Universidad EI Bosque.
Grupo de Investigacion en Quimica Aplicada (INQA) Bogoté, Colombia.

(*) leonemerson@unbosque.edu.co
Revisado: 15/03/2024

Recibido: 06/02/2024 Aceptado: 29/04/2024

Resumen

La planta Holly (Cotoneaster pannosus) originaria de China y presente actualmente en Bogota-Colombia poseen en su fruto
variedad de metabolitos secundarios, entre ellos se puede encontrar el &cido gélico, sustancia que segln estudios posee propie-
dades hepatoprotectoras. Por ello, en el presente trabajo se propone el desarrollo de un método de separacién y cuantificacion
validado para &cido galico que puede estar presente en un extracto hidroalcohdélico obtenido del tratamiento de los frutos de
Cotoneaster pannosus por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccion UV, con el objetivo de establecer las
mejores condiciones de separacién que permitan resultados precisos y robustos.

Palabras claves: acido galico; Cotoneaster pannosus; cromatografia liquida de alta eficiencia; estandarizacion; validacion

Abstract
Development of a validated high-efficiency liquid chromatography (HPLC) method for the separation and quantifica-
tion of gallic acid in an extract of Cotoneaster pannosus fruits from Bogota-Colombia. The Holly plant (Cotoneaster pan-
nosus) native to China and currently present in Bogota, Colombia, has a variety of secondary metabolites in its fruit, including
gallic acid, a substance that according to studies has hepatoprotective properties. That is why in the present work the standardi-
zation and validation of a method of separation and quantification of gallic acid that may be present in a hydroalcoholic extract
obtained from the treatment of the fruits of Cotoneaster pannosus by means of high-efficiency liquid chromatography with UV

detection is carried out, with the aim of establishing the best separation conditions that allow precise and robust results.

Keywords: Gallic acid; Cotoneaster pannosus; High Performance Liquid Chromatography; Standardization; Validation

Introduccién

El uso indiscriminado de antinflamatorios no esteroideos (Al-
NES) y antibidticos ha generado una de las reacciones adversas
a medicamentos (RAM) maés frecuentes, como lo es la hepato-
toxicidad. Uno de los retos en el area de la salud es prevenir
este tipo de RAM debido a que su diagnéstico es dificil por la
falta de marcadores fiables para su uso en la practica clinical, y
el tratamiento para este tipo de afecciones esta basado en la sus-
pension de consumo de los medicamentos o en el peor de los
casos el trasplante hepéatico?.

Una de las alternativas promisorias para la prevencion de es-
tas reacciones es el uso de plantas con variedad de compues-
tos bioactivos, que permitan reducir el riesgo de sufrir estas
afecciones, entre estas se encuentran los frutos de Cotoneas-
ter pannosus conocido también como Holly liso, el cual posee
diversos metabolitos secundarios entre los que se destaca el
acido galico (AG), al que se le atribuye una actividad antioxi-
dante que le permite actuar como agente preventivo por sus
propiedades hepatoprotectoras®.

Segun literatura existen diferentes fuentes de acido galico, sin

embargo, Cotoneaster pannosus es una alternativa asequible,
debido a la facilidad de cultivo y su amplia proliferacion; adi-
cional a ello, en la actualidad se encuentra incluida en el cata-
logo de plantas invasoras de los humedales de Bogota-Colom-
bia®, promoviendo la recolecta de sus frutos sin un impacto
ambiental significativo, debido a que no es una planta endé-
mica de Colombia y su uso se limita exclusivamente a pro-
positos ornamentales. En este contexto, Cotoneaster panno-
sus es una opcion viable para la extraccion de &cido gélico.

Por otro lado, la cromatografia liquida de alta eficiencia es una
técnica analitica usada para separar determinados compuestos
en diferentes matrices, fundamentada en la naturaleza y las pro-
piedades fisicoquimicas del analito®. Del mismo modo, dicha
técnica usa alta presion para dirigir la fase movil (liquida) a tra-
vés de columnas cerradas, las cuales contienen la fase estacio-
naria (generalmente silice o silice modificado) que da lugar a la
separacion de diferentes compuestos®. Adicionalmente, pre-
senta ventajas tales como, reproducibilidad entre ensayos, sen-
sibilidad para trazas e impurezas y capacidad de separacion de
compuestos no volatiles o semi volatiles y costos considerable-
mente bajos®.

Citar como: EE Ledn-Avila, LS Ballén-Diaz, OA Vargas-Bautista. Desarrollo y validacion de un método de HPLC para la separacion y cuantificacion de acido
galico en extracto de frutos de Cotoneaster pannosus provenientes de Bogota-Colombia. Avances en Quimica, 19(1), 19-26 (2024).
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Con base en lo anterior y la previa revision bibliografica, se
propone obtener un extracto hidroalcohdlico proveniente de los
frutos de la planta Holly liso como posible fuente de &cido ga-
lico para futuros usos medicinales, soportado mediante el desa-
rrollo y validacion de un método de separacion y cuantificacion
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus si-
glas en inglés) bajo los parametros de precision, linealidad,
exactitud, robustez, reproducibilidad y estableciendo limites de
cuantificacion (LOQ) y deteccién (LOD).

Materiales y métodos
Obtencidn del extracto de los frutos de Holly liso

La recoleccion de los frutos se realiz6 en el mes de junio del
afio 2022 en la ciudad de Bogota-Colombia, especificamente
en la localidad de Usaquén, en el parque Lisboa con coordena-
das 4°42'53"N 74°01'58"W. Se realiz6 la recoleccion de 0,4539
kg de frutos por medio de la metodologia de recoleccion de
muestras en cuadrante, en la cual se establece o se enmarca una
determinada zona para realizar el muestreo’.

Para la eleccion de la metodologia de extraccion se realiza-
ron 3 ensayos: extraccion con acido férmico, extraccion por
calentamiento y extraccidn asistida por bafio ultrasénico; es-
tos ensayos se realizaron teniendo en cuenta una previa re-
vision bibliografica®!!. Las inyecciones iniciales permitie-
ron observar la posible presencia del analito y determinar
que el método de extraccion mas eficiente fue la asistida por
bafio ultrasénico.

Para la extraccién se realiz6 un tratamiento previo, el cual con-
sisti6 en macerar los frutos de Cotoneaster pannosus con 0,02
L de una solucioén etanol (75%): agua en proporcion 40:60 res-
pectivamente. Posterior a esto, se llevo a bafio ultrasénico du-
rante 50 min a una temperatura de 323,15 K. Se dejé en reposo
durante 24 h protegido de la luz y se filtr6 al vacio para eliminar
compuestos no disueltos. Finalmente, el extracto hidroalcohd-
lico se dispuso en filtros para jeringa de 0,45 um para eliminar
impurezas.

Separacion del acido galico (AG) de la matriz

La separacién del AG se realiz6 por medio de cromatografia
liquida de alta eficiencia, estableciendo como condiciones ini-
ciales las basadas en la revision bibliografical?. A partir de estas
condiciones, se realizo la optimizacion del método mediante
multiples ensayos, asegurando las variaciones de las condicio-
nes cromatografias, donde se procedi6 a identificar el posible
pico del analito de interés frente al pico de un patrén de AG,
realizando la comparacion en cuanto al tiempo de retencion de
los mismaos.

Cuantificacion del &cido galico (AG)

Para poder trabajar con un patron de referencia que permita
soportar el estudio, se adquirié con Sigma Aldrich lote
SLCL2739; N° CAS: 149-91-7 el estandar de acido galico
(CAS 149-91-7) marca TRC Canada, con una pureza de >
97,50%.

Para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracion, como
se muestra en la figura 2, por medio de HPLC UV-VIS utili-
zando el método de adicion estandar. Se prepararon viales de
capacidad 1,5 mL con la adicidn inicial de 400 pL extracto y
una cantidad creciente patron de AG, obteniendo 11 puntos con
concentracion conocida, donde el primer punto de la curva
(punto cero o punto sin adicién de patron) corresponde al ex-
tracto puro obtenido.

Validacion del método de separacion

Para garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de un mé-
todo analitico se lleva a cabo el proceso de validacion. El cual,
segun la FDA, es el proceso por el cual se establece mediante
estudios de laboratorio, que las condiciones de funcionamiento
del procedimiento cumplen los requisitos de las aplicaciones
analiticas previstas'®. Debido a esto, para el presente trabajo se
evallan los siguientes pardmetros de validacion:

Linealidad. Para la determinacion de la linealidad se realizé una
curva de calibracion por el método de adicion estandar. Se pre-
pararon viales de capacidad 1,5 mL con la adicion de un volu-
men de 400 pL extracto y una cantidad creciente de patron de
AG, para elaborar la curva de calibracion y obtener la ecuacién
de la recta mediante regresion lineal y a su vez el coeficiente de
determinacion.

Exactitud. Se determind por medio del porcentaje de recupera-
cién inyectando una muestra de 5,66 ppm de estandar de AG.
Finalmente se calculé el porcentaje de recuperacion entre el
dato tedrico y el resultado obtenido mediante la regresién li-
neals.

Precision. Se trabajé con un patrén de 270 ppm, el cual se corri6
5 veces en el equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia,
obteniendo 5 tiempos y 5 areas. Finalmente se calculd la des-
viacion estandar y el coeficiente de variacion.

Robustez. Para la determinacion de la robustez se realiz6 la co-
rrida cromatogréafica de un patron de concentracién conocida a
condiciones diferentes de pH. En el primer ensayo se corrié por
triplicado el patrén con una fase movil de agua: acetonitrilo,
con el gradiente de concentracion estipulado. Del mismo modo,
el segundo ensayo se corri6 por triplicado con agua acidificada
con acido férmico al 0,5% v/v. Para la evaluacion de este para-
metro se compararon los promedios de los tiempos de retencion
y las &reas bajo la curva obtenidas en cada ensayo®.

Limite de deteccién y cuantificacion. Se realizé una curva de
calibracion con patrones de AG a una concentracion bajas com-
prendida entre 1,0 a 7,0 ppm. Posteriormente, se realiz6 un ana-
lisis de datos de la regresion, donde se calcula el error tipico de
la curva de calibracion de todo el conjunto de datos, y la pen-
diente de la curva de calibracién?®.

Resultados y discusion

Separacion y cuantificacion de AG presente en frutos de Coto-
neaster pannosus por HPLC

Para definir las condiciones de separacion y cuantificacion del
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AG, se tuvieron en cuenta sus propiedades fisicoguimicas tales
como: solubilidad en agua (0,01 kg/ L), valor de Log P (0,70)
y sus grupos funcionales con el fin de determinar la afinidad
por las diferentes fases. Segln bibliografia’, la columna mas
usada para la separacién del AG mediante cromatografia li-
quida de alta eficiencia corresponde a la C18 debido a su baja
polaridad.

Del mismo modo, teniendo presente que el AG es un &cido dé-
bil, se define que el tipo de cromatografia en fase reversa a usar
corresponde a la supresion idnica. Para el desarrollo de este tipo
de cromatografia, se debe tener presente que el pKa del AG es
igual a 4,4; en donde dicho valor correspondera al punto de
equilibrio entre la especie ionizada y la no ionizada. De tal
modo, la fase mévil debe manejar un valor de pH menor a 4,4
para obtener una mayor cantidad de especie no ionizada, mejo-
rando la retencion del analito y su cuantificacion; en la literatura
se evidencia el uso de &cido formico para desplazar el equilibrio
hacia la especie no ionizada®?. Se debe tener una adecuada con-
centracién del &cido usado o un valor de pH éptimo, para no
permitir un aumento en el ancho del pico. En otras palabras, las
moléculas no ionizadas, se difunden mas lento que las molécu-
las ionizadas, generando falta de equilibrio entre la fase movil
y la fase estacionaria. Esta falta de equilibrio promueve que las
moléculas ionizadas pasen por el detector en un tiempo menor
que el de las molecular sin ionizar. De manera gue, las molécu-
las con mayor retencion haran que el ancho de base se extienda
hasta que todas las moléculas retenidas salgan®.

Finalmente, se optimizd las demas condiciones cromatografi-
cas de forma experimental, secuencial y l6gica; luego de mul-
tiples ensayos donde se modificé el flujo, concentraciones de la
composicion de la fase movil y tipos de columnas, se encontro
gue las mejores condiciones frente a selectividad, resolucién,
platos tedricos y precision corresponden a las mencionadas en
la tabla 1. En la figura 1 se evidencia al pico de AG con un
tiempo de retencién (Tr) de 11,54 min, dicho pico es el pro-
ducto de una adicién estandar. De modo que, se realiza una
comparacion entre el area bajo la curva del patrén y el area del
extracto resultante con una adicién de patron de AG en el posi-
ble tiempo de retencidn especifico. La resta corresponde a un
valor positivo, confirmando la presencia de AG en los frutos de
Holly liso recolectado en Bogota-Colombia. Como resultado se

Tabla 1. Condiciones de separacion para el AG en los frutos de Co-
toneaster pannosus.

Condicion Valor o caracteristica

Phenomenex Gemini 5 um C18,110 A (150 mm
X 4,6 mm)

Columna cromatogréafica

Composicion de fase mévil Agua acidificada con &cido formico al 0,5% vivy
acetonitrilo grado HPLC.

Velocidad de flujo 0,550 mL/ min

Tipo de flujo Gradiente tipo escalonado o step
Temperatura 303,15 K

VVolumen de inyeccion 20,00 uL

Longitud de onda 272 nm
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Fig. 1: Cromatograma obtenido del extracto de frutos de Cotoneaster
pannosus mas 150 pL de estandar de AG con las condiciones finales
de separacion.

determind que la concentracion de AG es de 1,54 ppm en
0,4569 kg de frutos de Holly liso tratados.

Validacién del método

Con el objetivo de que el método proporcione resultados repro-
ducibles y confiables, se realiza la validacion del método de se-
paracion y cuantificacién teniendo en cuenta los siguientes pa-
rametros:

Linealidad. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de cali-
bracion, como se muestra en la figura 2, por medio de HPLC
UV-VIS utilizando el método de adicion estandar. Se prepara-
ron viales de capacidad 1,5 mL con 400 pL de extracto hidroal-
cohdlico resultante y cantidad creciente de AG, obteniendo 11
puntos con concentracién conocida del patrén de acido galico (
AG) de 0 ppm; 5,66 ppm; 11,30 ppm; 17,00 ppm; 22,60 ppm;
28,30 ppm; 34,00 ppm; 39,60 ppm; 45,30 ppm; 51,00 ppm y
56,60 ppm. Finalmente, se realizé la corrida cromatografica por
triplicado para obtener los resultados de area y elaborar la curva
de calibracion y la ecuacion de la recta mediante la regresion
lineal.

7000000

6000000 y=108441x + 143066 .

R?=0,9991 _
< 5000000 T
= |
5 4000000 : l
(]
‘< 3000000 1 l
1.1
2000000 1
¥
1000000 .
0 E
0 20 40 60

Concentracion (ppm)

Fig. 2. Curva de calibracion con adicion de patron de acido gélico.
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Una vez obtenida la curva de calibracion del promedio del tri-
plicado del ensayo de linealidad, tal y como indica la ICH Q214
se llevo a cabo un andlisis del grafico con el fin de determinar
los puntos que presentaban una mayor desviacion de la linea de
tendencia para hacer su respectivo descarte, sin embargo, no se
evidenciaron puntos con desviacion significativa, por tanto, se
evaluo este pardmetro con todos los puntos.

Segun la guia de validacién de métodos cromatogréaficos de la
FDA (1994), para que un método se considere lineal, su R? debe
ser mayor o igual a 0,999%3; como se observa en la figura 1, el
R? obtenido para el método fue de 0,9991; dato que cumple con
el requisito, razdén por la cual se considera un método lineal en
el rango de trabajado.

Limite de deteccion y cuantificacién (LDD-LDC). Para la de-
terminacion del LDD y del LDC se tuvo en cuenta el enfoque
basado en la desviacion estandar (o) de la respuesta y la pen-
diente. En primer lugar, la estimacion de la pendiente (m) se
puede realizar mediante la construccion de una curva de cali-
bracion (figura 3). Por otro lado, la desviacion estandar (o) se
puede estimar mediante el analisis de un blanco, el cual de
acuerdo con el método utilizado corresponde al extracto etané-
lico obtenido, mediante la desviacion estandar residual de la re-
gresion lineal®. EI programa Microsoft Excel puede realizar un
analisis de datos, especificamente una estadistica de la regre-
sion, donde se calcula datos claves relacionados con la regre-
sion lineal, entre ellos se destaca el error tipico. El error tipico
arrojado fue de 13546,5; el cual corresponde a la desviacion
estandar (o) sobre la curva de calibracion o regresion lineal de
todo el conjunto de datos. Con tal valor, y el valor de la pen-
diente (figura 3), se determina el LDD y LDC de la siguiente
manera'®;

__ 3,3xError tipico

3,3%13546,4561
LDD = =
m

91789
10 * Error tipico _ 10 * 13546,4561
m a 91789

Segun indican los calculos de LDD y LDC, se determina que el
presente método no puede garantizar resultados reproducibles

= 0,4870 ppm

LDC =

= 1,48 ppm

500000

y =91789x - 7152,6
RZ=0,9956

400000

—

>
$60000

©
L
260000

100000
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Fig. 3: Curva de calibracion para la determinacion del limite de cuan-
tificacion y el limite de deteccién.

a concentraciones menores a 1,48 ppm. Por otra parte, este mé-
todo puede arrojar valores poco diferenciables con la sefial de
ruido del equipo por debajo de concentraciones de 0,487 ppm,
que se considera como el limite de deteccién.

Para la determinacion de LDD y LDC mediante detectores UV-
VIS, se considera dificil asegurar la deteccion de compuestos a
bajas concentraciones debido a pérdidas graduales del com-
puesto, pérdidas en la sensibilidad de la lampara UV-VIS y au-
mento en el ruido por parte de este!®. Asimismo, una fluctua-
cion en la linea base, se puede dar por el uso de una columna
gue ya no sea apta o la variacion de las proporciones de la fase
movil, las cuales afectaran la deteccion y cuantificacion del
analito?®.

Precision. Para la evaluacion de la precision del método, se de-
termind la dispersion de los datos obtenidos al realizar 5 répli-
cas del mismo analito, este pardmetro se expresé estadistica-
mente a través de la desviacion estandar (o) y el coeficiente de
variacion, como se muestra en la tabla 2. El valor de aceptacién
para este parametro segin la guia de validacién de métodos cro-
matograficos de la FDA® debe ser menor a 1. De este modo, se
puede observar que si bien, los valores del tiempo de retencion
tienen un coeficiente de variacion que garantiza la precision del
método (0,46%), se puede decir que el método es preciso en
términos del tiempo de retencion.

Tabla 2. Resultados de precision para el patrén de acido galico.

Ensayo Tiempo de retencion (minutos)
1 11,52
2 11,49
3 11,53
4 11,62
5 11,59
Promedio 11,55
S 0,05412
CV% 0,4684

<Sample Information>
Sample Mame : PATROM AG 270 ppm (Precisiont.2)

Data Filename  : PATRON AG 270 ppm (Precisiont. 2)bcd

Method Filename : Metodo Acido Galico 30 DE JUNIO kem

Vial # 1 1-26 Sample Type Unknown

Injection Wolume 20 Wl

Date Acguired ;15072022 B:54:55 Acquired by System Administrator
Date Processed 15007/2022 10:19:56 Processed by System Administrator
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Fig. 4. Cromatograma de precision para el patron de cido galico.
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Reproducibilidad. Por medio de este parametro se evaluaron
las variaciones en la respuesta del método como consecuencia
al cambio de experimentador. Durante la evaluacion de la re-
petibilidad cada uno de los experimentadores realizé 10 corri-
das correspondientes a una curva de calibracién, de ello se
comparé estadisticamente la variabilidad de la respuesta del
método por medio del coeficiente de variacion, de alli se ob-
tuvo resultados menores a la unidad, con una diferencia de
0,012 entre cada uno de los ensayos. Asi mismo, se evidencia
que el experimentador B posee tres datos alejados al promedio:
11,60 min; 11,61 min y 11,62 min. De modo que, se realizé
una prueba Q para el dato 11,60 min y saber si es necesario
realizar el descarte de dichos datos. A continuacion, se eviden-
cia la prueba Q realizada®®.

Q

Ex _|resultado dudoso — Resultado mas préximo |
p= Resultado mas alto—Resultado mas bajo

Q

|11,60 -1158] _, ZQCn-t (de 10 datos al 95% de confianza)
11,62 —11,52
= 0,466

Se obtiene que Qsp < Qcrit, por lo que no se realiza ningn
descarte en los datos. Teniendo en cuenta lo anterior, y que la
diferencia entre el CV de cada ensayo es de 0,012; se puede
interpretar que es un método reproducible.

Exp=

Exactitud. El porcentaje de recuperacion se evalud a partir de
la curva realizada para la determinacion de los limites de cuan-
tificacion y deteccion (figura 3), con el fin de realizar la cuanti-
ficacion por medio de estandar externo. Se realizo la inyeccién
de un patrén de 5,66 ppm y por medio de la ecuacion de la recta
presentada a continuacion®, se realizd el despeje con el area
obtenida del patrén para comparar el valor tedrico con el expe-
rimental, obteniendo un porcentaje de recuperacion del
103,2%.

Y =91789 X — 7152,6 = 529032 mV

_ 529032471526 _
= 91789 = >erppm
5,84

5,66

Este valor puede estar influenciado por errores sistematicos y
por contaminacién o impurezas, razones por las que pudo pro-
vocarse el aumento del valor estimado. No obstante, se obtuvo
un valor de porcentaje de recuperacion aceptado?, por lo tanto,
se considera que este método es exacto.

* 100 = 103,2%

®
.

0 pH- 2 4 6

Fig. 5: lonizacion del AG al aumentar el pH (Badhani y Kakkar, 2017).

Robustez. En la determinacion de la robustez, se determiné que
el pH era una de las especificaciones idéneas para el sistema,
donde se decidio realizar inyecciones con agua sin acido for-
mico para evaluar la robustez del método. Al realizar la inyec-
cién sin el acido formico se evidencié un aumento en el tiempo
de retencién a 19 minutos. Los drasticos cambios en la separa-
cion eran de esperarse, ya que el pH ejerce una gran influencia
en laretencion del AG, sin embargo, la forma en que cambiaron
los resultados no eran los esperados, ya que, al no tener un pH
acido en la fase movil, se tendré al AG ionizado, el cual serd
mas a fin a la fase estacionaria, generando una disminucion en
el tiempo de retencion. Para la explicacion de este resultado, se
estudian el comportamiento del AG a distintos rangos de pH,
realizando un analisis segun el pKa en donde se ve afectada la
geometria de la molécula, las propiedades eléctricas y el estado
de ionizacién?2. De alli, se concluye que el AG se puede pre-
sentar de 3 formas distintas segin la variacion del pH. En la
figura 5 se evidencia que el AG puede formar enlaces de hidro-
geno de forma intramolecular. Lo anterior se explica debido a
una segunda ionizacién en el hidroxilo de la posicion “para”
respecto al cido carboxilico, ademéas de la redistribucién de
cargas negativas que se sitlan predominantemente en las mo-
léculas de oxigeno, esto a su vez, provoca una disminucion en
la distancia entre los OH aumentando la posibilidad de la for-
macion de puentes de hidrdégeno intramoleculares para su esta-
bilizacion (figura 5). De modo que, el AG no podra hacer los
puentes de hidrégeno con la fase movil, obteniendo un predo-
minio en las interacciones con el grupo aromatico y la fase apo-
lar, aumentando el tiempo de retencion.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede observar que el valor
de pH es critico para la separacion del AG en cromatografia
liquida de alta eficiencia. Ademas, para considerar un posible
rango de pH, o un rango en que el método es robusto, se debe
tener en cuenta el pKa del AG, el cual tiene un valor de 4,4.
Segun lo anterior, y teniendo en cuenta que se pretende dirigir
el equilibrio hacia el compuesto no ionizado, se podria inferir
que el rango de pH a utilizar es entre 1,0y 4,0.

Cuantificacion del AG en los frutos de Cotoneaster pannosus

Para realizar la cuantificacion de AG en los frutos de Cotoneas-
ter pannosus, se llevo a cabo un andlisis de regresion lineal ob
tenido a través del método de adicién estandar de modo que, la
adicion de patron a la muestra problema genera un incremento
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en la posible sefial del analito de interés (AG) superando la se-
fial causada por los interferentes y permitiendo la identificacion
del posible pico de interés?,

Tomando como base la curva de calibracion obtenida en el ana-
lisis de linealidad del método, se toma la ecuacién de la recta
obtenida y se extrapola al valor de concentracion obtenido en
los frutos de Holly liso de Bogot4d Colombia. Teniendo en
cuenta lo anterior, se obtuvo una concentracion de 1,536 ppm
de AG en 0,4539 kg de frutos de Cotoneaster pannosus. Segin
bibliografia, se ha reportado la separacion y cuantificacion de
AG en diferentes especies vegetales, donde se destacan aque-
Ilas obtenidas mediante HPLC, reportando concentraciones de
14,64 ppm para el té verde, 127,ppm para las avellanas y 2,72
ppm para la calabaza blanca®?4, Segin bibliografia, se ha re-
portado la separacion y cuantificacion de AG en diferentes es-
pecies vegetales, donde se destacan aquellas obtenidas me-
diante HPLC, reportando concentraciones de 14,6 ppm para el
té verde, 127 ppm para las avellanas y 2,72 ppm para la cala-
baza blanca?*?4, Se debe tener en cuenta que la concentracion
de AG depende en gran medida del método de extraccion, por
lo que se pudo tener bajos rendimientos debido a este. Teniendo
en cuenta caracteristicas del Holly liso, como lo son, la facil
proliferacién, su alta tasa de crecimiento, el facil acceso y el
bajo impacto ambiental que representa la recolecta de sus fru-
tos, se considera que los frutos de Holly liso son una posible
fuente natural promisoria de AG.

Parametros cromatogréaficos

Los parametros cromatograficos permiten saber la calidad de la
separacion del analito, donde entre mayor sea la diferencia en-
tre los tiempos de elucién, se hablara de una mejor separacién?.
Para la determinacion de dichos parametros, se deben conside-
rar algunos datos que se infieren de la figura 6. De dicha figura
se describe el tiempo muerto (t-+) = 2,46 min, el tiempo de re-
tencion del AG = 11,54 min y el tiempo de retencion del com-
puesto mas cercano al AG = 10,51 min.

<Sample Information>

Sample Name Automatizasdas 4 18-07-2023

Data Filename : E3P_ULTRA + 150 micro AG (A4).lcd
Method Filename : CURVA 1.lcm

Vial # 1-5 Sample Type
Injection Volume : 20 uL Level

Date Acquired 18/07/2022 10:05:06 Acquired by
Date Processed 10/08/2022 16:23:28 Processed by

Standard
3

System Administrator
System Administrator
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Fig. 6: Cromatograma del extracto mas patrén de AG a 17 ppm para
la determinacion de los parametros cromatograficos.

Tiempo de retencion y tiempo de retencion corregido (t,-)%
t, =t, —t, = 11,54 min — 2,45 min = 9,08 min

donde: t’,=tiempo de retencion corregido
t,= tiempo de retencién
tm=tiempo muerto

Para entender el tiempo de retencidn obtenido se debe tener en
cuenta los grupos hidroxilos que otorgan a la molécula cierta
afinidad hacia los solventes acuosos, no obstante, el Log P nos
indica un comportamiento apolar. El uso de una matriz com-
pleja requiere que cada uno de los compuestos presentes posean
diferencial de migracién a través de la columna para lograr la
separacion, por ello se increment6 la proporcion de agua en el
inicio del gradiente con el fin de eluir las otras moléculas (més
afines al solvente de mayor polaridad) presentes en el extracto.
Una vez separadas las otras moléculas, se generd una rampa de
concentracion aumentando la proporcion de acetonitrilo, de
modo que la fase mavil presentara mayor afinidad hacia el AG,
permitiendo de esta forma ajustar el tiempo de retencién del
AG justo después de salida de los otros componentes.

Factor de capacidad (k )%

t, 9,080 min

k'=—=—"—"—"—=3,700
tm 2,450 min
donde: t’; =tiempo de retencion corregido

tm = tiempo muerto

Segun Ahuja y Dong, “el factor de capacidad (k') mide el nu-
mero de veces en que el analito es retenido en relacién con un
componente no retenido?, Se debe tener en cuenta que quie-
nes tienen valores muy altos de (k) poseen tiempos largos de
ensayo y un posible ensanchamiento de los picos en la co-
lumna. Por otro lado, para obtener una retencion adecuada, la
mayoria de los analitos en los ensayos eluyen con valores de
(k") entre 1y 20. El resultado corresponde a 3,700, siendo un
valor acertado para determinar que el AG tiene una adecuada
interaccion con la fase estacionaria y la fase movil para lograr
su separacion.

Resolucion (R)?

1 (a—1) k
R=g W v
1 (1,130-1) 3,700
— 3" “5955*< 1,130 (3,700 + 1))

= 1,720

donde: N = ndmero de platos tedricos
a = selectividad

k’= factor de capacidad

Se considera de suma importancia determinar la resolucién, ya
que, segun su valor, se podra determinar si hay una separacion
y una cuantificacion solida de cada uno de los picos evaluados.
Para este caso, se determind la resolucion entre el pico de AG,
con tr de 11,54 minutos y el pico adyacente a este, con t; de
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10,51 minutos. Ahora bien, de acuerdo con el Handbook of
Pharmaceutical Analysis by HPLC el valor de resolucion obje-
tivo es > 2%, sin embargo, entre otras guias como Agilent Te-
chnologies, menciona que valores > 1,7 son los deseables para
los métodos robustos?’. Ademas, considera que el valor de 1 es
el minimo para que se produzca una separacion medible y que
permita una separacion adecuada®®. De modo que, al observar
la resolucion calculada (1,720) se observa una separacion entre
los picos mencionados.

NUmero de platos tedricos (N) y altura del plato (H)?

Ndmero de platos tedricos

5m )
0,3500 cm * m = 0,3521 min

t2 (11,54 min)?
N = 5,550 * W?S= 5,550 * m

= 5955 platos tebdricos

donde Wq s = ancho a media altura

Altura del plato®
L 150000pm
TN 5955
donde: H= Altura del plato

L= Longitud de la columna
N= Numero de platos tedricos

= 25,18 um

El nimero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de
la columna, la cual esté relacionada con el tiempo de retencién
del analito y el ancho del pico®. Este modelo de platos teéricos
permite determinar la eficiencia de la separacion por medio de
la relacién inversamente proporcional con el ancho del pico.
En este caso se realiz6 la determinacion de los platos tedricos
por medio del ancho a media altura del pico de AG, donde se
obtuvo un valor de 5955 platos tedricos, valor que permite de-
terminar que el método es eficiente segln los lineamientos de
la FDA en su guia de validacion para métodos cromatograficos
donde el valor de aceptacion es > 2000 platos tedricos®®. La va-
riacion en este resultado puede verse influenciada por los me-
canismos de ensanchamiento de banda tales como: camino
mdltiple o difusion turbulenta, transferencia de masa y difusion
longitudinal. Donde el principal mecanismo presente en este
parametro corresponde al de camino multiple, ya que este hace
referencia a las diferentes trayectorias que puede tomar la sus-
tancia para finalmente eluir, siendo unas distancias mayores
que otras, afectando de este modo el ancho del pico y por lo
tanto influenciando negativamente el nimero de platos tedri-
cost’.

Conclusiones

En el presente trabajo de investigacion se valido la metodologia
de separacion de acido galico (AG) en Cotoneaster pannosus
de Bogota-Colombia, por medio de la determinacion de las
condiciones cromatograficas que permitieron resultados repro-
ducibles. Para la cuantificacion y la validacién del &cido galico,

se eligié como el mejor método de extraccion el asistido por
bafio ultrasdnico, esto en comparacion a la extraccion con acido
férmico y extraccion por calentamiento, la cual se considera
importante por su bajo impacto ambiental, facilidad de uso y su
innovacion al pertenecer a una técnica no convencional. Por
otro lado, la determinacion de las Gptimas condiciones de sepa-
racion se llevo a cabo a partir de un analisis secuencial, experi-
mental y 16gico. El analisis se evidencié mediante los cromato-
gramas obtenidos con las siguientes condiciones de separacion:
columna Phenomenex Gemini 5 um C18 (150 mm x 4,6 mm),
temperatura de 30°C, flujo de 0,550 mL/ min en gradiente, vo-
lumen de inyeccion de 20,00 pL, longitud de onda de 272 nm
y una fase mévil compuesta por agua acidificada con acido for-
mico al 0,5% v/v y acetonitrilo grado HPLC. Gracias a dichas
condiciones de separacion se determind que la cantidad de
acido galico presente en el fruto de la planta de Cotoneaster
pannosus es 1,536 ppm, lo cual corresponde a una cantidad pro-
misoria teniendo en cuenta sus caracteristicas. Finalmente, la
validacion de la metodologia de separacién obtuvo resultados
lineales, reproducibles (CV1 = 0,3630 % y CV2= 0,3510%),
exactos (% de recuperacion = 103,2%) y con LDD y LDC de
0,487 ppm y 1,48 ppm respectivamente. Asimismo, se consi-
dera que el método no es robusto en términos de pH, debido a
la alta influencia que tiene el mismo en la retencion del analito.
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Resumen

El bagazo de cafia, subproducto lignoceluldsico derivado de la industria azucarera, tiene potencial para la produccion energética
y el desarrollo de productos biotecnoldgicos de alto valor. Esta investigacion se enfoco en la valorizacion del bagazo de cafia de
azlcar (Saccharum officinarum) para la produccion de &cido lactico. Se determin6 su composicion en cuanto a contenido de
celulosa, compuestos extraibles, lignina, holocelulosa y azlcares reductores totales. Mediante un pretratamiento de hidrdlisis
acida usando un 2% de &cido clorhidrico por 30 minutos a 75 °C, se prepar6 el bagazo para los procesos fermentativos. Las
fermentaciones se llevaron a cabo a 37 °C y 40°C durante periodos de 48, 72 y 96 horas. El residuo reportd 51,26 + 2,10% de
celulosa, 13,60 * 2,31% de extraibles, 11,59 + 0,49% de lignina, 76,44 + 1,19% de holocelulosa y 0,84 + 0,18g/L de az(lcares
totales. La cuantificacion del &cido lactico generado se realiz6 utilizando cromatografia liquida de alta resolucion, registrando
una concentracién maxima de 5,69 g/L bajo condiciones de 37 °C y 48 horas de fermentacién.

Palabras claves: Acido lctico; bioproductos; valorizacion del bagazo.
Abstract

Sugarcane bagasse as a substrate in lactic fermentation. Cane bagasse, a lignocellulosic byproduct derived from the sugar
industry, has the potential for energy production and the development of high-value biotechnological products. This research
focused on the sugarcane bagasse valorization (Saccharum officinarum) for lactic acid production. Cellulose content, extractable
compounds, lignin, holocellulose, and total reducing sugars were determined. The bagasse was prepared for the fermentation
processes with acid hydrolysis pretreatment using 2% hydrochloric acid for 30 minutes at 75°C. Fermentations were carried out
at 37 °C and 40 °C for 48, 72 and 96 hours. The residue reported 51.26 + 2.10% cellulose, 13.60 + 2.31% extractables, 11.59 +
0.49% lignin, 76.44 £+ 1.19% holocellulose and 0.84 + 0.18g/L of total sugars. The quantification of the lactic acid generated was
carried out using high-performance liquid chromatography, recording a maximum concentration of 5.69 g/L under conditions of

37 °C and 48 hours of fermentation.

Keywords: Lactic acid; bioproducts; bagasse valorization

Introduccién

El aprovechamiento de los residuos agroindustriales como sus-
tratos en procesos biotecnologicos para la produccion de pro-
ductos de alto valor agregado es una alternativa atractiva ya que
estos materiales son abundantes, renovables y de bajo costo'.
Se perfilan como una opcion para reducir la dependencia del
petréleo y al mismo tiempo, obtener nuevos compuestos que
son econdmicos o técnicamente inviables de obtener por sinte-
sis quimica®?,

La agroindustria es una de las aportaciones mas importantes en
la economia del Ecuador ya que mediante la manufactura, es
posible la conservacion y transformacion de materias primas.
Las provincias con mayor superficie agropecuaria se encuen-
tran en la region Costa del pais, destacandose la produccion de
maiz, arroz y cafia de azicar*’. Una de las principales proble-
maticas ambientales que genera esta actividad es la produccion

de residuos donde solo una pequenia fraccion es comestible para
el hombre y animales, quedando la mayoria sin disposicion fi-
nal adecuada constituyendo un foco de contaminacion®.

Los residuos agricolas poseen en su estructura altos contenidos
de polisacéridos, que pueden ser utilizados para la produccion
de azucares fermentables. Un claro ejemplo es el bagazo de la
cafia de azUcar porque presenta caracteristicas interesantes, ta-
les como su renovabilidad, bajo valor econdémico y abundan-
cia’. Este residuo esta constituido principalmente de 50 % de
celulosa, 25 % de hemicelulosas y 25 % de lignina®. A pesar de
que es utilizado como combustible en las industrias azucareras,
alimentaria, de papel, alcohol y quimica, grandes cantidades
son acumuladas en la naturaleza®. Estudios relacionados con el
tratamiento de los hidrolizados de bagazo de cafia®, son de in-
terés en la produccion de productos biotecnolégicos.

Investigaciones recientes se enfocan en encontrar nuevas me-

Citar como: MO Vera Duefias, AJ Romero Moreira, GA Zambrano Zambrano, W Ponce, MA Riera. El bagazo de la cafia de azlicar como sustrato en la fermen-

tacion lactica. Avances en Quimica, 19(1), 27-36 (2024).
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todologias usando este residuo como sustrato, para la obtencién
de bioetanol, biohidrégeno, bioplaguicidas fungicos y &cido
lacticol®!!, Este Gltimo es precursor del acido polilactico, un
polimero biodegradable que puede ser un sustituto del plastico
convencional derivado del petréleo®,

El 4cido lactico (AL), es un &cido orgéanico natural de impor-
tancia industrial por sus amplias aplicaciones en la industria de
alimentos, como acidulante, preservante y antimicrobiano. En
la industria farmacéutica, como electrolito y fuente de minera-
les. En la industria cosmética como pH buffer y rejuvenecedor
de la piel. En la industria quimica como neutralizante, solvente
y agente limpiador'4*®,

Cerca del 90% de la produccion mundial de 4cido lactico pro-
viene de la fermentacion lactica, debido a que se emplea mate-
ria prima de bajo costo. Algunos microorganismos pueden pro-
ducir AL dpticamente puro, mientras gue la sintesis quimica
produce una mezcla racémica de AL y su proceso de produc-
cion tiene consecuencias negativas para el planeta'®t’.

Sin embargo, convertir los azlcares de la pared celular del ba-
gazo de cafia en acido lctico es un gran desafio debido a la
naturaleza protectora bioquimica y estructural de la lignina, que
dificulta la hidrolisis de los polisacaridos en monosacaridos fer-
mentables. De manera general, los procesos de conversion em-
pleados comprenden de cuatro a cinco etapas: reduccion del ta-
mafio de particula, pretratamiento hidrolitico, sacarificacion en-
zimatica, fermentacién y purificacion. Cada etapa presenta di-
ferentes metodologias que pueden generar varios resultados®.
Por ejemplo, en ciertos procesos no es necesario llevar a cabo
la sacarificacion enzimatica, s6lo cuando la produccién de azu-
cares fermentables obtenidos en la hidrélisis es baja'®%. La fi-
nalidad de reducir el tamafio de particulas es facilitar el acceso
del &cido o del alcali a las zonas cristalinas de la estructura lig-
noceluldsica para separar la lignina de la celulosa. Los aztcares
fermentables liberados pueden convertirse posteriormente en
AL mediante bacterias acido-lacticas. Finalmente, el producto
de interés se puede recuperar del licor de fermentacion y deter-
minar su concentracién mediante la cromatografia de alta reso-
lucién (HPCL)?2,

Esta transicion hacia la utilizacion de sustratos renovables y de
bajo costo, como el bagazo de cafa de azucar, no solo ofrece
una ruta sostenible para la produccion de compuestos valiosos
como el &cido lactico, sino que también contribuye significati-
vamente a la mitigacion de los problemas de desechos y conta-
minacion ambiental®. Dentro de este contexto, se propuso uti-
lizar el residuo del bagazo de cafia de azUcar, el cual es un resi-
duo agricola abundante y con alto contenido de azlcares, para
la obtencidn de acido lactico a través de un proceso fermenta-
tivo.

Materiales y métodos
Residuo utilizado

El bagazo de cafia (BGC) empleado en esta investigacion se
obtuvo en el proceso de produccidn artesanal de jugo de cafia

proveniente del cantén Junin, provincia de Manabi, de la costa
ecuatoriana. El mismo se recolect6 en sacos de yute con capa-
cidad de 10 L vy se trasladd al laboratorio, donde se redujo su
tamafio en un molino de accion mecanica. Luego se tamizo en
un tamiz ASTM No. 70. Las muestras tamizadas se conserva-
ron en bolsas plasticas herméticas a temperatura ambiente hasta
su utilizacion.

Microrganismo y preparacion del indculo

Se utiliz6 la cepa liofilizada YOFLEX Lb-12 de Lactobacillus
delbrueckii. Se tom¢ 0,5 g de cultivo y se activé en 50 mL caldo
MRS (de Man, Rogosa y Sharpe), incubando a 37 °C durante
24 h. Luego, se tom6 1 mL de la muestra y se realizaron 10
diluciones seriadas por duplicado en Agar MRS, incubandose
a 37 °C por 48 h?.,

Pretratamiento del residuo

Se efectud un pretratamiento de hidrolisis 4cida mediante lo se-
falado por Quintero Mora et. al.?*. Se trabaj6 con una solucion
de HCI al 2% (v/v), temperatura y tiempo de 75 °C y 30 min,
respectivamente. La proporcion fue de 1:10 (p/v), por cada
gramo de biomasa corresponden 10 mL de solucién. El hidro-
lizado se filtré con papel Whatman, y al jarabe obtenido se le
ajustd el pH entre 4 - 4,5 con NaOH 5N, para el proceso de
fermentacion.

Determinacion de azlicares reductores

La concentracion de azUcares reductores (ART) en las muestras
hidrolizadas se determind con espectrofotometro HACH, mo-
delo Dr5000, a 540 nm mediante el método del acido 3,5-dini-
trosalicilico (DNS) utilizando glucosa como estandar*?. En el
proceso de extraccion de ART se evalud el factor de tiempo de
reaccion de hidrélisis acida a tres niveles (15, 30, 45 min). To-
dos los ensayos fueron realizados por triplicado para un total de
9 experimentos.

Caracterizacion del residuo

Se realizo6 la caracterizacion fisicoquimica del bagazo de cafia
de azlcar (BGC). Se determind su humedad, celulosa, lignina,
hemicelulosa, holocelulosa y extraibles. Los procedimientos
utilizados en cada caso se describen a continuacion. La hume-
dad se determind segun lo descrito en la norma ASTM-E871%,
para lo cual se tom6 1 g de muestra se llevo a la estufa a una
temperatura de 105 + 2 °C durante 1 hora. Por diferencia de
peso se determind el porcentaje de humedad usando (1), donde
%H es el porcentaje de humedad, m la masa de la muestraen g
y m; la masa seca en g.

%H = "% x 100 % 1)

m

El contenido de celulosa se encontrd utilizando la metodologia
descrita por Dominguez et al.%. Para ello se tom6 1 g de la
muestra, se afiadio 15 mL de solucion de &cido acético al 80%
en masa/volumen (m/v); 1,5 mL de HNOs y se llevo a agitacion
constante durante 20 minutos. La muestra tratada se filtré y se
lavé con etanol, se sec6 en estufa a una temperatura de 100-105
°C durante 90 minutos y se peso (material A). Se procedio a la
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incineracion a 540°C (material B), se dejo secar en un desecador
y se peso. Los resultados obtenidos se emplearon para determi-
nar el % de celulosa mediante (2):

materialA—materialB (2)

X 100 %

%Celulosa =
° Pesodelamuestra

En la determinacion de lignina se siguio el procedimiento sefia-
lado por Dominguez et al.%. Se tomd 1 g de la muestra, se afia-
di6 70 mL de HSO. al 1,5% (v/v) y se llevé a agitacion cons-
tante por 2 horas, se filtro y se lavo con agua destilada. A este
material se le afiadié 30 mL de una solucién al 72% (v/v) de
H,S0, con agitacion constante durante 4 horas. La muestra tra-
tada se filtré y se lavé con agua destilada, se secé en estufa a
una temperatura de 100-105 °C durante 120 minutos y se peso
(material C). Se inciner6 a 540 °C (material D), se dejo secar
en un desecador y se procedid a pesar. El % de lignina se cal-
cul6 usando (3).

materialC—materialD

%Lignina = x 100 % (3)

Pesodelamuestra

La holocelulosa y hemicelulosa presente en el BGC, se encon-
tré tomando 2 g de muestra libre de extractos, que se coloco en
un matraz de 500 mL. Se afiadié 160 mL de agua destilada, 1 g
de clorito de sodio NaClO; y 0,2 mL de &cido acético. Se intro-
dujo en un bafio termostatico a una temperatura entre 70 °C a
80 °C. Pasada 1 hora se afiadié nuevamente 1 g de clorito de
sodio NaClO; y 0,2 mL de &cido acético CH;COOH. Este pro-
Ceso se repitio tres veces durante 3 horas, hasta que la muestra
se torno blanca. Se recogi6 el residuo y se introdujo en un crisol
previamente pesado, y se secO a 105 + 3°C durante 3 horas
hasta peso constante?’. El porcentaje de holocelulosa (%HC) se
calculé mediante (4) y el porcentaje de hemicelulosa se calculd
con (5).
Pesodelresiduoseco(g)

Pesodelamuestraoriginallibredeextracto

%HC = x100% (4)

%Hemicelulosa = %Holocelulosa — %Celulosa ®)

Para determinar los extraibles se tomaron 12 g de muestra pre-
viamente tamizada, seca y con humedad determinada. Se co-
loco el dedal en el sistema de extraccion (Soxhlet con conden-
sador a reflujo) manteniendo una relacion de ¥ de solvente con
respecto al bal6n. Se realizd la extraccion con n-Hexano du-
rante 5 horas, se sec6 el contenido del dedal (libre de extraibles)
durante 48 horas a temperatura ambiente, luego se transfirio el
material a un crisol previamente tarado y se peso. Se seco en
estufa a 100 + 5 °C durante 2 horas, se saco la muestra y se
transfirié a un desecador durante 15 min?, Se pes6 y sec6 hasta
peso constante. El porcentaje de extraibles se obtuvo por medio
de (6), donde P.M es el peso libre de extraible en gramos.

%Extraibles = % x 100 % (6)

Fermentacidn lactica

Se establecid un disefio de experimentos mixto (tabla 1), con
dos factores: temperatura con dos niveles (37°C y 40°C) y
tiempo de reaccion con tres niveles (48 h, 72 h y 96 h). El ex
perimento se llevé a cabo en Erlenmeyer de 100 mL, en los que

Tabla 1. Disefio del experimento

Factor Nivel

Temperatura (°C) 37
40

Tiempo (h) 48
72
96

se dispuso el in6culo e hidrolizado, se reguld el pH entre 4 - 4,5
y la concentracion de azUcar presente en el medio, con la adi-
cién de sacarosa en polvo hasta una concentracion de azlcar
del 20% (m/v). Posteriormente, se sell6 herméticamente gene-
rando un ambiente anaerobio. Los recipientes se colocaron en
una incubadora a 37 °C y 40 °C en iguales tiempos de reaccion
(48 h, 72 hy 96 h)®. Estos ensayos se efectuaron por triplicado.

Cuantificacion del acido lactico

La identificacion y cuantificacion del acido lactico se realizd
mediante una modificacion del método propuesto por Zama-
nova et al.®, utilizando un cromatdgrafo liquido ACCELA de
ThermoFisher Scientific, equipado con una columna C18 de
fase reversa (5um; 4,6x100mm) y un fotodetector de matriz de
diodos UV-VIS (PDA). Para la concentracion del &cido lactico
producido, se filtrd la solucién y luego se centrifug6 a 2500 rpm
por 5min, en tubos falcon para centrifuga. Una vez terminada
la centrifugacion, el sobrenadante obtenido se pasa por dos fil-
traciones, la primera por medio de un papel filtro Whatman con
la ayuda de un embudo de porcelana y un Erlenmeyer de 500
mL conectado a una bomba de vacio. Posteriormente, se realizo
una microfiltracion al vacio, en membrana de un poro de 1,2
um. La fase movil binaria empleada, consistié en acetonitrilo
(A) y una solucion 3x102 M de H3POyq, (B), a un radio de 12:88
(v/v) respectivamente, con un flujo constante de 0,7 mL/min.
La deteccion fue realizada a una longitud de onda de 210 nm
con un volumen de inyeccion de 20 uL, y temperatura contro-
lada de 40 °C en la columna y compartimiento de muestras.

Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA), usando el soft-
ware Statgraphics Centurion XVIII. Se utilizé la diferencia mi-
nima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de confianza
del 95 %.

Resultados

Caracterizacion del residuo

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en la ca-
racterizacion fisicoquimica del BGC.

Fermentacién lactica

Gracias a los procesos fermentativos, se obtuvo &cido lactico
en cada una de las condiciones operacionales establecidas. Los
resultados correspondientes se presentan en las figuras 1-6.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del BGC *

Parametro X+ o
Humedad (%) 8,30+ 0,92
Celulosa (%) 51,26 +£2,10

Lignina (%) 11,59 £ 0,49

Holocelulosa (%) 76,44 £ 1,19
Hemicelulosa (%) 25,18+2,78
Extraibles (%) 13,60+ 2,31

uuuuuuuu

Fig. 3: Produccién de AL registrada a 37 °C a 96 h.
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Fig. 4: Produccion de AL registrada a 40 °C a 48 h.
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Fig. 5: Produccion de AL registrada a 40 °C a 72 h.

Fig. 6: Produccién de AL registrada a 40 °C a 96 h.
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Tabla 3. Concentracion de AL para cada tratamiento.

Temperatura Tiempo Concentracién

(WY)] (h) (g/L)

48 5,70

37 72 5,65

96 1,63

48 1,77

40 72 0,95

96 0,74

Cuantificacién del acido lactico

A partir del proceso de fermentacion lactica (Tabla 3), se de-
terminé que las condiciones de trabajo de 37 °C con un
tiempo de fermentacion de 48 h y 72 h favorecen la obten-
cién de acido lactico, por ser estas con las cuales se obtuvie-
ron mejores resultados.

Anélisis estadistico
En la tabla 4 se presentan los resultados del ANOVA obte-
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Tabla 4. ANOVA para la produccion de acido lactico.

Factor Suma de Cuadrados = Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Efectos principales
A: Tiempo (min) 2,23529E+07 1,11765E+07 11.100.599.095 0.00000
B: Temperatura (°C) 4,52468E+07 4,52468E+07 44.939.752.221 0.00000
Interacciones
AB 1,21721E+07 6,08604E+06 6.044.735.120 0.00000

nido para la produccién de 4cido lactico, considerando las
variables que intervinieron en el proceso de fermentacion.

Discusion

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del BGC, con-
trastan en investigaciones similares realizadas con el mismo
residuo. Ferrer et al.®!, obtuvieron una humedad de 7,5 +
1,46 %; azlcares reductores de 6,09 g/L. Chandler et al.®?,
reportaron un contenido de humedad de 5,19 + 0,32 %, 17,28

+ 0,04 % de extraibles y 1,51 + 0,09 g/L para los azucares
reductores.

El contenido de humedad obtenido en este trabajo es supe-
rior a lo reportado en otros trabajos®, lo que puede atribuirse
a diferencias en el método de secado o en las condiciones
ambientales durante el almacenamiento de los residuos. Es-
tas diferencias en el contenido de humedad podrian influir
en la eficiencia de la hidrolisis, ya que un mayor contenido
de agua puede diluir los reactivos y disminuir la concentra-
cién de catalizador, afectando asi la tasa de reaccion. La va-
riabilidad en los niveles de azlcares reductores y extraibles
puede ser resultado de la heterogeneidad intrinseca del BGC,
asi como de las diferencias en los procedimientos de extrac-
cion utilizados en cada estudio. Una mayor presencia de ex-
traibles puede competir con los azucares reductores durante
la reaccion de hidrdlisis acida, posiblemente inhibiendo la
formacion de AL. Es importante destacar que la presencia de
estos compuestos en las concentraciones detectadas es un in-
dicativo favorable para el proceso de hidrélisis en la produc-
cion de AL, ya que asegura una cantidad suficiente de sus-
trato reaccionante3,

En una investigacion similar Ferrer et al.®!, reportaron 12,86
+ 0,28% para el contenido de lignina; 71,52 + 1,92%; 52,25
*+0,34% y 19,27 + 1,58% para los contenidos de holocelu-
losa, celulosa y hemicelulosa respectivamente. Para Chand-
ler et al.??, los resultados para lignina, holocelulosa, celulosa
y hemicelulosa fueron de 12,49 + 0,08 %; 70,24 + 1,90 %;
65,25 £ 0,89 % y 7,99 + 1,01 %, respectivamente. Domin-
guez et al.?®, registraron 53,73 % para el contenido de celu-
losa y 26,37 % de lignina. Cabrera-Ayala y Novoa®, obtu-
vieron 1,3 = 0,05 % de lignina soluble, 23,8 £ 0,76 % de
lignina insoluble, 70,50 + 2,06 % de holocelulosa, 49,3
1,33 % de celulosa 'y 21,2 + 0,73 % de hemicelulosa. Por su
parte Alokika et al.%, indican que el BGC contiene entre 32-
45% de celulosa y 20-32% de hemicelulosa, proporcionando

una base comparativa robusta para las mediciones de celu-
losa y hemicelulosa registradas en esta investigacion.

Con base a lo reportado en la literatura consultada, se evi-
dencia que los resultados obtenidos en esta investigacion se
encuentran dentro de los valores reportados para la compo-
sicion lignocelulésica del bagazo de cafia de azucar. La si-
militud entre los valores reportados, sugiere que las condi-
ciones de pretratamiento y las caracteristicas inherentes del
bagazo de cafia de azGcar mantienen una relativa uniformi-
dad entre distintas muestras y métodos de estudio. La lig-
nina, por otro lado, puede afectar la eficiencia del proceso al
actuar como un inhibidor fisico y quimico, limitando el ac-
ceso de los reactivos a la celulosa y hemicelulosa, redu-
ciendo la eficiencia de la sacarificacion, o formando produc-
tos secundarios que requieren purificacion adicional®. Por
ende, un contenido elevado de lignina podria requerir etapas
adicionales de pretratamiento para mejorar los rendimientos
de AL®, La similitud en la composicion lignocelulésica re-
flejada en los resultados obtenidos en nuestra investigacion
indica que las técnicas de procesamiento aplicadas son ade-
cuadas para la obtencion de AL y estan en concordancia con
las metodologias establecidas, lo que contribuye a la repli-
cabilidad y escalabilidad del proceso para su aplicacion in-
dustrial.

En la produccidn de acido lactico, la muestraa 37 °Cy 48 h
presenté mayor contenido de &cido lactico al observar una
mayor altura y area de los 3 picos identificados. Esto indica
que se obtuvo una concentracién maxima de producto luego
de 48 horas de reaccidn. Por el contrario, a 37 °C (72 y 96)
h de reaccidn, la concentracion disminuye como resultado
de la transicion de las fases estacionaria y de muerte de los
microorganismos.

Al finalizar la fermentacion a 40°C durante los tiempos es-
tablecidos, se evidencia mayor presencia de &cido lactico en
el pico de lamuestra a 48 h de reaccion, alcanzando la mayor
concentracion en el menor tiempo de estudio. Sin embargo,
la cantidad de AL obtenido fue inferior respecto a 37°C por
la incidencia de la temperatura. Esto sugiere el uso de bacte-
rias preferiblemente termofilas, que fermenten rapida'y com-
pletamente este tipo de sustratos.

Saavedra et al.®’ resaltaron la eficacia de Lactobacillus plan-
tarum en la conversion de melaza de cafia a acido lactico,
sugiriendo que las condiciones dptimas para la fermentacion
pueden ser altamente especificas para el sustrato y la cepa
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utilizada. Al comparar estos hallazgos con los del presente
estudio, se evidencia que la cepa empleada en la muestra fer-
mentada, pudo haber tenido una adaptabilidad particular-
mente alta a las condiciones de fermentacion o una afinidad
especifica por los nutrientes presentes, lo que result6 en una
mayor produccién de &cido lactico. Esto se corrobora con la
altura y area de los picos identificados en el cromatograma,
donde la muestra sometida a 37 °C y 48 h muestra una clara
ventaja en la concentracion maxima alcanzada.

Djuki¢-Vukovi¢ et al.*® enfatizan la importancia de la selec-
cion de cepas capaces de fermentar eficientemente sustratos
complejos en condiciones variables. La disminucion en la
concentracion de &cido lactico observada en las muestras a
podria atribuirse a la influencia de la temperatura durante la
fermentacion, lo que contrasta con la necesidad de emplear
bacterias termofilas para mejorar la sostenibilidad y eficien-
cia de la produccién. ElI menor rendimiento de AL compa-
rado con el estudio anterior resalta la relevancia de la tem-
peratura en la actividad y viabilidad de las bacterias, y sub-
raya la posibilidad de optimizar atin mas el proceso mediante
la manipulacion de este parametro y la seleccién de cepas
con perfiles termofilos adecuados para estas condiciones.
Estos ajustes podrian conducir a una produccion de acido
lactico mas consistente y predecible, alineada con las metas
de sostenibilidad y rentabilidad®.

En investigaciones similares se evalud el uso de residuales
agricolas para la obtencion de acido lactico. Jawad et al.*°,
alcanzaron una concentracion de 17,484 g/L de AL al traba-
jar con residuos de cascara de mango y 5,9 g/L al emplear
pifia como sustrato. En una investigacion se empled una
mezcla de residuos de moray suero de leche, obteniendo una
concentracion de 461,068 + 0,118 pg acido lactico/L*. Asi
mismo, Rodriguez Rojas et al.**, obtuvieron una concentra-
cién de acido lactico de 2,54 g/L al utilizar bagazo de cafia
de azlcar, siendo un valor inferior al reportado en este tra-
bajo.

La comparativa de los resultados de &cido lactico obtenidos
en este estudio con aquellos reportados en otros trabajos®® 4°,
indica una variacién significativa en las concentraciones al-
canzadas, lo cual puede ser atribuible a varios factores clave
en el proceso de fermentacion. Saavedra et al.*’, sefialaron
la importancia de la optimizacion del medio de fermenta-
cién, en particular cuando se utiliza melaza de cafia como
sustrato, lo cual indica que la composicion del medio puede
tener un efecto sustancial en la eficiencia de la produccion
de acido lactico. En esta investigacidn, la seleccion del BGC
como sustrato podria haber influenciado la disponibilidad de
nutrientes y, por consiguiente, la produccion de acido lac-
tico, comparativamente menor a la obtenida al utilizar resi-
duos de céascara de mango y pifia, lo que posiblemente se
deba a diferencias en la composicion de azlcares y otros
compuestos fermentables presentes en los distintos resi-
duos®.

En investigaciones recientes se ha demostrado que la elimi-
nacion de lignina y extractivos del bagazo de cafia mejora
significativamente la sacarificacién y la fermentacion, al-
canzando una conversion de celulosa del 87% y una produc-
cion de etanol de 15,17 g/L*. Vaz et al.*3, exploraron dife-
rentes pretratamientos quimicos en el bagazo de cafia, en-
contrando que los tratamientos con acidos sulfrico y oxa-
lico, ademaés de los alcalinos con perédxido de hidrégeno, son
particularmente efectivos para solubilizar la hemicelulosa y
eliminar lignina, respectivamente. En un trabajo similar, se
introdujo un paso innovador de pre-fermentacion de carbohi-
dratos solubles en agua antes del pretratamiento &cido, me-
jorando notablemente la produccién de acido D-lactico con
el bagazo de cafia como sustrato. Con ello se logro reducir
la generacion de inhibidores y aumentar la produccion de
acido D-lactico a 57,0 g/L, un avance significativo que re-
fleja el potencial de optimizacion del proceso de fermenta-
cion’s.

La eleccion de cepas bacterianas, asi como las condiciones
de fermentacién (temperatura y tiempo de reaccion), tam-
bién son aspectos determinantes en la eficiencia de conver-
sion de los sustratos complejos en écido lactico®®. El uso de
bacterias terméfilas, podria mitigar las diferencias de rendi-
miento observadas frente a los resultados donde emplearon
bagazo de cafia de azlcar y obtuvieron concentraciones su-
periores*. Esto coincide con lo sefialado respecto a la opti-
mizacion de los métodos de produccién y la adaptacion de
los microorganismos a los sustratos y condiciones de fer-
mentacion especificos®,

La glucosa afiadida en algunos de los estudios comparativos
podria ser un factor determinante en la eficiencia de la fer-
mentacion. La disponibilidad directa de este monosacéarido
como fuente de carbono facilmente asimilable para las bac-
terias podria explicar las altas concentraciones de acido lac-
tico®, lo que resalta la influencia de la suplementacion del
sustrato en la obtencion de resultados 6ptimos.

Otro aspecto observado, es la notable disminucién en la con-
centracion de &cido lactico con el aumento del tiempo de fer-
mentacion para ambas temperaturas, 37 °C y 40 °C, siendo
mayor en la temperatura mas alta. A 37 °C, hay una dismi-
nucion significativa después de las 48 horas iniciales, podria
interpretarse como el agotamiento de los nutrientes disponi-
bles o la acumulacion de inhibidores metabolicos. Al res-
pecto Abdel et al.**, sefialan que los inhibidores derivados
de lignocelulosa pueden afectar la produccion de acido lac-
tico. Los resultados sugieren que, después de un periodo 6p-
timo de fermentacion, los productos de la reaccion o los
cambios en el ambiente pueden inhibir el metabolismo bac-
teriano o la viabilidad celular.

En cuanto a la temperatura es importante establecer condi-
ciones 6ptimas para la produccion de acidos lacticos Optica-
mente puros, que son precursores del polimero biodegrada-
ble poliacido lactico®. Las temperaturas mas altas pueden
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afectar la estabilidad de las enzimas y la integridad de las
células bacterianas, resultando en una menor produccion de
acido lactico, como se observa en el decremento significa-
tivo de la concentracién a 40 °C en comparacion con 37 °C
en todos los tiempos evaluados. Esto puede deberse a la sen-
sibilidad de las bacterias productoras de acido lactico a las
temperaturas elevadas, 1o que puede afectar su crecimiento
y fermentacion.

La disminucién continua de la concentracion de acido lac-
tico a 40 °C sefiala que las bacterias podrian estar experi-
mentando estrés térmico, lo que impacta negativamente en
su capacidad para producir acido lactico. Esto podria estar
relacionado con la desnaturalizacién de enzimas involucra-
das en la ruta metabdlica de produccion de acido lactico o
con una alteracion en la permeabilidad de la membrana ce-
lular que afecta la homeostasis interna y, por ende, en el me-
tabolismo bacteriano®.

La caracterizacion del BGC indica que este residuo posee un
alto contenido de celulosa y holocelulosa, componentes pre-
ferentes para la fermentacion. Sin embargo, el contenido de
lignina podria requerir etapas de pretratamiento adicionales
para mejorar la disponibilidad de los azucares fermentables.
Estos hallazgos subrayan la importancia de una seleccion
cuidadosa de las condiciones de pretratamiento y fermenta-
cion para optimizar la produccion de cido lactico, asi como
la necesidad de cepas bacterianas con capacidades metab6-
licas especificas para sustratos complejos.

El andlisis de varianza (ANOVA) aplicado a los datos eviden-
cio diferencias estadisticamente significativas en la produccion
de acido lactico influenciadas por las variables de temperatura
y tiempo. La produccién 6ptima de acido lactico se observo a
37 °C con tiempos de fermentacion de 48 hy 72 h, demostrando
gue estas condiciones favorecen la actividad fermentativa de
Lactobacillus delbrueckii. La disminucion notable de la con-
centracion de &cido lactico a 96 h y a una temperatura de 40°C
sugiere un posible efecto inhibitorio debido al estrés térmico o
al agotamiento de nutrientes, lo cual es coherente con la litera-
tura existente que resalta la sensibilidad de las cepas bacterianas
a las condiciones ambientales.

Los altos valores de F y en contraste unos valores de P practi-
camente nulos (0.00000) confirman que ambas variables, tanto
de forma individual como conjunta, afectan de manera decisiva
la produccién. Esto sugiere que cualquier cambio en la tempe-
ratura y el tiempo de fermentacion altera significativamente la
cantidad de acido lactico producido. Esta informacion es de im-
portancia en la optimizacion del proceso de fermentacion, en-
fatizando la necesidad de controlar rigurosamente dichas varia-
bles para maximizar los rendimientos.

Conclusiones

El bagazo de cafia de azlcar se destaca como una materia
prima abundante, con potencial para ser utilizada como sus-
trato en la generacion de productos de valor agregado. La

hidrélisis quimica, empleando &cidos en bajas concentracio-
nes, representa una via viable para la obtencion de azucares
destinados a procesos fermentativos. Los resultados de la
fermentacidn lactica indican que el incremento de la tempe-
ratura a 40°C conlleva a una notable reduccién en la produc-
cion de acido lactico. Este fendmeno subraya cémo la inter-
accion de diversas variables, incluyendo el tipo de sustrato,
el agente hidrolizante, su concentracion, el tiempo y la tem-
peratura de reaccion, el pH y la cepa utilizada, juega un rol
crucial en la produccion de acido lactico. La interpretacion
del andlisis estadistico confirma la sinergia existente entre
las condiciones fisicoquimicas del bagazo de cafia de aztcar
y las variables operativas de la fermentacién. De alli, la ne-
cesidad de pretratar el bagazo para disminuir su contenido
de lignina y aumentar la disponibilidad de los azucares fer-
mentable. Dentro de este contexto, para optimizar los rendi-
mientos futuros, es esencial determinar la proporcion ideal
de glucosa o de otros nutrientes en el medio de fermentacién,
a fin de maximizar la produccion de acido lactico a partir del
bagazo de cafia de azUcar.
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Resumen

El método acoplado de Analisis en Flujo con Espectroscopia de Absorcion Molecular para la determinacion de uniformidad de
contenido de maleato de enalapril (antihipertensivo) en productos farmacéuticos, fue desarrollado basandose en una reaccion
con Permanganato de potasio en medio acido. El criterio de medida seleccionado fue la lectura de absorbancia a 525 nm corre-
gida mediante una linea base establecida entre 439 nm y 700 nm. EI método permite determinar el en el intervalo de 14 y 50
mg L, con un limite de deteccién de 4,00 mg L. La metodologia planteada ofrece mltiples ventajas buena precision, repeti-
tividad, exactitud y rapidez de anélisis.

Palabras claves: enalapril; formas farmacéuticas sdlidas; analisis en flujo; Espectrocopia UV

Abstract
Development and validation of a coupled Flow analysis/UV-visible spectroscopy method for the quantification of enalap-
ril maleate. Coupled method of Flow Analysis with Molecular Absorption Spectroscopy for the determination of content uni-
formity of enalapril maleate (antihypertensive) in pharmaceutical products, was developed based on a reaction with potassium
permanganate in an acidic medium. The measurement criterion selected was the absorbance reading at 525 nm corrected by a
baseline established between 439 nm and 700 nm. The method allows enalapril maleate to be determined in the range of 14 and
50 mg L, with a detection limit of 4.00 mg L. The proposed methodology offers multiple advantages: good precision, repeat-

ability, accuracy, and speed of analysis.

Keywords: Enalapril; Solid dosage forms; Flow analysis, UV spectroscopy

Introduccién

El maleato de enalapril (ENM) es un medicamento que perte-
nece al grupo de los llamados inhibidores de la enzima conver-
tidora de la angiotensina (ECA) la cual cataliza la conversién
de la angiotensina I a la sustancia hipertensora angiotensina 1.
Este farmaco es muy utilizado en el tratamiento de la hiperten-
sién, la insuficiencia cardiaca, asi como en la reduccion de la
incidencia de eventos isquémicos coronarios, incluido el infarto
de miocardio®.

El principio activo del ENM (figura 1), cuyo nombre IUPAC
es (Z2)-2-Butenodiato de (S)-1-[N-[1-(etoxicarbonil)-3-fenil-
propil]-L-alanil]-L-prolina y formula molecular CaoHzsN20se
CH404, es una sal del enalapril, el cual es un derivado de los
aminoacidos L-alanina y L-prolina con un peso molecular de
492,5 g/mol?.

Las industrias farmacéuticas utilizan métodos establecidos en
las diferentes farmacopeas para el control de calidad de princi-
pios activos farmacéuticos para su comercializacion. En el caso

de la uniformidad de contenido del ENM, se utiliza un método
oficial basado en el uso de la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) con deteccion de ultravioleta*®. Estas pro-
puestas, suelen presentar ciertas desventajas y condiciones, que
se relacionan de forma directa con las limitaciones de las técni-
cas de detecciodn y otras con el disefio metodoldgico o el proce-
dimiento que plantean. Por ello, es comun observar desarrollos
metodoldgicos que pueden ser considerados como largos y mo-
nétonos, con muchas etapas en el procedimiento requerido, lo
que ha conducido al desarrollo de nuevas filosofias de trabajo
para la determinacion de ENM que utilicen diversas técnicas

instrumentales.
Py .COH
HH CH3 C>

Fig. 1: Estructura molecular del maleato de enalapril®.
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En la literatura especializada es posible encontrar diversos mé-
todos de analisis para la cuantificacion de ENM en formas far-
macéuticas solidas que involucran, el uso de la cromatografia
liquida acoplada a un espectrémetro de masas®, ultravioleta’,
resonancia magnética nuclear® y espectroscopia infrarroja’. Es-
tas propuestas resultan costosas en instrumentacion como para
ser utilizadas en el anlisis de rutina del control de calidad del
farmaco.

Otros métodos mas accesibles incluyen métodos de titulacion y
espectrofotométricos. Al respecto, Vinay y colab.® plantearon
dos métodos por titulacion (A'y B) y dos métodos espectrofo-
tomeétricos (C y D) para la determinacion de ENM en tabletas.
El método A, involucra una oxidacion directa ENM con per-
manganato de potasio en un medio acido (H2SOa); el método B
conlleva una titulacion donde el principio activo farmacéutico
se oxida con un exceso de permanganato de potasio conocido,
seguido por una determinacion del permanganato sin reaccio-
nar mediante valoracion con sulfato de amonio ferroso. En am-
bos métodos, la relacion estequiométrica ENM: KMnO, fue de
1:2. En espectrofotometria, el ENM fue cuantificado a partir de
la reduccién del permanganato de potasio en medio neutro, mi-
diendo el méaximo de absorbancia en 340 nm (método C) y en
medio acido monitoreando la absorbancia a 550 nm (método
D). Estos métodos se caracterizan por una alta precision y exac-
titud y se pueden adoptar en laboratorios de control de calidad
para andlisis de rutina.

Por su parte El Sheikh y colab.*® validaron un método espectro-
fotométrico para la determinacion de ENM en formas puras y
de dosificacion. Se basa en la formacion de complejos de pares
de electrones de color amarillo entre el analito y dos colorantes
de &cido sulfonftaleina, el purpura de bromocresol (BCP) y el
azul de bromofenol (BPB); observando valores 6ptimos de ab-
sorbancia en una solucion buffer NaOAc-HCI de pH 2,8y 3,0
respectivamente, con un volumen de 2,0 mL del mismo. Asi
mismo, también se demostrd que un exceso de reactivo (colo-
rante) resulta ser indiferente para la cuantificacion ya que la
reaccion misma proporciona un maximo de absorbancia entre
el ENM vy el colorante para luego comenzar a descender de ma-
nera constante.

Posteriormente, Neelkant Prasad, y colab.!! describieron un
método espectrofotométrico para la cuantificacion de ENM en
dosificaciones, mediante su oxidacién con permanganato de
potasio en medio de &cido sulfurico. Para ello, prepararon seis
soluciones con alicuotas de las muestras con concentraciones
entre 350 y 500 pg L. A cada alicuota le agregaron 1 mL de
permanganato de potasio al 0,5%, una cantidad de &cido sulfu-
rico concentrado y enrasaron con agua. La reaccion completa
se llevd a cabo en un tiempo de 10 min. La curva fue preparada
con patrones certificados y presentd un intervalo de linealidad
desde 250 a 500 pg. mL™. Al ser analizadas las muestras logra-
ron apreciar que presentaron un pico intenso a 267 nm el cuél
se considerd como Amax para construir la curva de calibracion.
La misma presentd un coeficiente de correlacién r=0,9990,
SD= 1,33x1073, LOD= 2,19 ug mL?, LOQ = 6,65 ug mLty

respecto a las muestras se obtuvieron porcentajes de recupera-
cion de 100,01 % £ 0,63 % - 101,16 % + 0,68 %.

De lo anterior, el analito bajo estudio ha sido cuantificado utili-
zando técnicas como: titulacién, formacion de complejos, de-
terminacion directa, extraccion sélido - liquido, etc., poten-
ciando a la espectroscopia UV-Visible como forma de detec-
cion. Sin embargo, estos métodos manuales suelen requerir de
largos periodos de tiempos para que las reacciones sean com-
pletas, haciendo que la baja frecuencia de andlisis sea una limi-
tante para el uso de estos métodos en andlisis de rutina. Por ello,
las propuestas metodol6gicas automatizadas representan una
alternativa muy atractiva para el analista cuando se enfrenta
diariamente a un elevado nimero de muestras.

La técnica de analisis en flujo (AF)'2 es una herramienta que
permite la automatizacion de los métodos quimicos analiticos
desarrollados manualmente y ha sido extensamente utilizada
acoplada a diversos detectores, particularmente a un espectro-
fotometro de absorcion molecular en el UV/Vis. Hasta ahora
esta articulacion sigue siendo la més versatil y popular; y podria
considerarse como uno de las de mayor importancia debido a
la gran cantidad de especies capaces de absorber radiacion en
esta region. Entre las ventajas mas sobresalientes de los siste-
mas AF se pueden mencionar su sencilla configuracién, versa-
tilidad y fécil operacion. Al mismo tiempo, estos sistemas pro-
porcionan una mayor reproducibilidad, incremento en la velo-
cidad de analisis y reduccion en el consumo de reactivos, junto
con la disponibilidad instrumental y las ventajas econdmicas
que aporta su incorporacion a los laboratorios de investigacion
e industriales.

En conocimiento de los autores - hasta el momento - no se ha
descrito un método automatizado para la determinacién de
ENM en productos farmacéuticos via acoplamiento de la téc-
nica analisis en flujo (AF- EAM-UV-Visible). Por lo anterior,
el principal objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodo-
logia simple para la determinacion de ENM en formas farma-
céuticas solidas comercializadas en la ciudad de Mérida-Vene-
zuela. EI método propuesto se fundamenta en la reaccién de
oxido-reduccion en medio acido entre el permanganato de po-
tasio y el enalapril (figura 2) en un sistema de flujo continuo.
El farmaco reduce la sefial de absorcion del agente oxidante con
el incremento de su concentracion.

La necesidad de la propuesta nace a raiz de una problematica
que afecta al sector farmacéutico en Venezuela y que se viene
presentando con la crisis econdmica prolongada que vive el
pais. Este sector se ha visto afectado en lo que respecta a: la
escasez Y el alto costo de materia prima para la produccion de

Et00C Et0OC H

H +
NH 0 \N/ 0
& < H# \3—( 2
W Y+ KMnO4— ke [ * M0 +KMnO4
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HOOC-'O HOGC—Q) In reaccionar

Enalapril Producto de oxidacion del enalapril

Fig. 2: Reaccién quimica entre el ENM y el permanganato de potasio’.
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farmacos por parte de los laboratorios nacionales y ausencia de
productos farmaceuticos de marcas tradicionales y reconocidas
a nivel mundial para el tratamiento de distintas enfermedades.
Esto, ha conllevado a que en el mercado local (estado Mérida)
se encuentren tanto en farmacias, como centros médicos, y
ONG's; medicamentos de distintas marcas y procedencias sin
la seguridad de saber si han sido sometidos a los distintos con-

troles de calidad para ingresar al pais. Es por esto, que el plan-
teamiento de nuevas técnicas automatizadas de bajo costo en
instrumentacion y consumo de reactivos (muestras) y de facil
operacion para la mejora del control de calidad del producto
farmacéutico terminado, representa un tema de gran interés y
relevancia para la investigacion y desarrollo en la industria far-
macéutica nacional, particularmente en tiempos de crisis.

Parte experimental
Equipos y accesorios

Las medidas de absorbancias fueron realizadas en el Laborato-
rio de Espectroscopia Molecular, de la Facultad de Ciencias,
con un espectrofotdmetro de absorcién de radiacion Ultravio-
leta/Visible, Thermo Scientific, Modelo Evolution 300, pro-
visto una lampara de xen6n y un ancho de banda variable, mo-
nocromador modificado Ebert y detector dual de fotodiodos de
silicio. El instrumento se controla a través del software “VI-
SION-Pro”. Adicionalmente, se utilizd una celda de flujo
UV/Vis Perkin Elmer, Qz, B063-1150, 10mm, 300uL capaci-
dad, bombas peristalticas programables Ismatec IPC de 4 cana-
les, una balanza analitica electronica, A & D Company, Modelo
ER-180A, material de vidrio tipo A y miscelaneos varios.

Para la validacion y contraste del método propuesto se utiliz6
un (FT-IR), Perkin Elmer, modelo Spectrum 400 (Nolwack,
CT, USA) controlado por un Software Spectrum v6.3.4

Reactivos, solventes y muestras

Todos los reactivos que se utilizaron en la realizacion del pre-
sente trabajo fueron de grado analitico. Todas las soluciones
patrén, fueron preparadas a partir de un patrén de maleato de
enalapril adquirido de la casa comercial Chemo (99%). Las di-
versas soluciones de trabajo se prepararon con agua de alta pu-
reza de 18 Q2 ohm cm* de resistividad, suministrada por un sis-
tema Milli-Q-TOC de Millipore. El permanganato de potasio
fue proporcionado por Merck (99%), acido sulfarico J.T. Ba-
ker, (99,08%).

Las siete (07) muestras comerciales (1 muestras de 5 mg, 2
muestras de 10 mg y 4 muestras de 20 mg)) disponibles en la
fecha del desarrollo de la metodologia, del medicamento utili-
zadas en la presente investigacion, fueron adquiridas en dife-
rentes farmacias de la ciudad de Mérida.

Preparacion de la solucion de la muestra.

Con la finalidad de obtener una muestra representativa, se
tomaron de forma aleatoria 10 tabletas del producto farma-

céutico, y se peso cada una, obteniéndose asi su peso prome-
dio (¥) que para las presentaciones farmacéuticas utilizadas.
Se trituran y se pulveriza hasta obtener un fino polvo homoge-
neo y representativo de la muestra. A continuacion, por tripli-
cado se pesan de este polvo cantidades equivalentes a la mitad
del peso promedio de una tableta transfiriéndolo a balones afo-
rados con tapa con la ayuda de agua, procurando que se encuen-
tren en una concentracion de 100 mg L. Una vez disuelto el
polvo y diluido con agua se lleva antes de aforar al ultrasonido
por un tiempo de 25 minutos a una temperatura de 30 °C, pos-
teriormente se lleva a temperatura ambiente. Luego de esto se
realiza el filtrado para separar los excipientes insolubles y asi
poder continuar con el enrasado adecuado con el medio de di-
solucién acuoso. Finalmente se realizan las diluciones corres-
pondientes llevando las muestras a una concentracion aproxi-
mada a 30 mg L.

Curva de calibracion y soluciones de reactivos

La solucion madre de maleato de enalapril fue preparada dia-
riamente en medio acuoso a una concentracion de 100 mg L.
A partir de esta solucion se tomaron alicuotas para preparar 5
soluciones de concentracién 14, 20, 30 40 y 50 mg L* y dilu-
yendo luego con agua hasta el volumen final. Se prepar6 una
solucion de permanganato de potasio en una concentracion de
1,2.10“*mol Ly de &cido sulfirico 1 mol L.

Procedimiento general.

La figura 3, muestra el diagrama esquematico del montaje
AFC-EAM-UV-Visible propuesto en este trabajo para la deter-
minacion de ENM en muestras farmacéutica. Consta de una
bomba peristaltica de cuatro canales que propulsan la solucion
de permanganato de potasio, acido sulfirico y muestra (o es-
tandares) a través de una tuberia de Tygon; un serpentin de
reaccion y una celda de flujo de 1 cm de paso Optico y 300 pL
de capacidad alineada al camino 6ptico del espectrofotometro.
Los reactivos y muestras se introducen en el sistema a traves de
sus respectivos canales, a temperatura ambiente, bajo las con-
diciones experimentales que se indican en la tablal. La bomba
peristaltica permanece encendida durante todo el analisis pro-
pulsando un flujo continuo y constante.

El analisis involucra cuatro etapas: i) establecimiento de la se-
fial de fondo, ii) introduccién del agente oxidante, iii) introduc-
cion de estandares o muestras y iv) limpieza. La primera se

Espectrofotometro de
Ultravioleta/Visible
De doble haz

Bomba
Peristaltica

Serpentin
(1 metro)

Desecho

Fig. 3: Diagrama esquematico del montaje de Andlisis en flujo conti-
nuo-UV/Vis utilizado para la determinacion Enalapril.
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realiza al iniciar cada sesion experimental de trabajo con el pro-
posito de establecer la sefial de fondo, es decir el “background”
del sistema. Para ello, se coloca el acido sulfurico en su respec-
tivo canal y agua destilada por los canales de la muestra y per-
manganato de potasio. Luego que se mezclen los tres canales
en el serpentin de reaccion, se realizan el espectro de absorcion
del blanco en forma continua entre 350 y 700 nm respectiva-
mente, utilizando una velocidad de barrido de 960 nm min-.

En la segunda etapa, se introduce de manera continua el per-
manganato de potasio el cual se mezcla, con el &cido sulfurico
en el serpentin de reaccién, manteniendo agua por el canal de
introduccion del ENM. Luego que se estabilice el flujo, se le da
orden al sistema para que tome el espectro de absorcion. La ter-
cera etapa consiste en introducir la muestra (o estandar) para
gue se mezcle con el &cido y permanganato en el serpentin de
reaccion donde se produce la oxidacion del enalapril segin la
siguiente reaccion:

En este punto la mezcla resultante, que contiene el producto
del ENM oxidado y el permanganato de potasio remanente,
fluye a través de la celda de flujo. En ese momento se pro-
cede a realizar el espectro de absorcion y cuantificando
luego con la banda asociada al permanganato de potasio sin
reaccionar, es decir, se evalla la disminucion de la sefial ana-
litica del agente oxidante (KMnQ,) con el aumento de la
concentracion del ENM. Antes de introducir al sistema una
nueva muestra o estandar, se realiza una etapa de limpieza
colocando agua por el canal de la muestra, evitando asi efec-
tos de memoria. Es importante destacar que la adquisicidn
de los respectivos espectros en la modalidad continua se
lleva a cabo realizando al menos tres barridos en de forma
secuencial e independiente.

Optimizacion de parametros. Con el objeto de obtener la ma-
xima informacion requerida con el minimo coste y la méxima
eficiencia para la optimizacion de las variables que maximizan
la variable respuesta (absorbancia), se utiliz6 un disefio experi-
mental basado en un disefio compuesto central 2°-1 + estrella.
Dicho disefio consiste en un disefio factorial o factorial fraccio-
nado con puntos centrales que permite monitorear un grupo de
puntos axiales (denominados puntos de estrellas) que facilitan
la determinacién de la curvatura. La ventaja que presenta este
tipo de disefio es que permite estudiar los diferentes parametros
alrededor de un valor central para cada pardmetro, y valores con
valores superiores o inferiores a este valor central, y son utili-
zados cuando se espera que la forma de variacion del parametro
en estudio se base en una curvatura (es decir, un incremento de
la sefial analitica hasta alcanzar un maximo y posterior dismi-
nucion). Adicionalmente, vale indicar que el uso de este tipo de
disefios permite monitorear simultaneamente todos los parame-
tros del sistema propuesto mediante el uso del analisis multiva-
riado. Luego, para la evaluacion de los resultados se necesitan
ciertos algoritmos que permitan descomponer toda la data y
permiten ver los cambios que ocurren que resultan dificiles de
observar a simple vista con los métodos convencionales (mé-
todo univariado).

Con base en lo anterior, las variables seleccionadas para el es-
tudio fueron: la concentracién de permanganato de potasio, re-
solucién, temperatura de extraccion, concentracion de &cido
sulfarico y tiempo de extraccion. Estos pardmetros se variaron
a cinco niveles: la concentracion molar de KMNO;4 se ajust6 a
(4,6, 8,10, 12) x10* mol L *respectivamente, la resolucién 0.5,
1,15,2,4cm?, latemperaturaen 0, 18, 25, 30, 35 °C, concen-
tracion de H.SO, se fijo en 0.25, 0.5, 1, 1,5, 2 mol. Lt y el
tiempo de extraccion se ajusto a 10, 15, 25, 30 y 40 min. Para
el disefio se utilizé el software Statgraphics Centurion XVII.

Resultados y discusion
Estudios preliminares

Espectros de absorcion de los reactivos, muestra y criterio de
medida. Las experiencias preliminares tendiente a la caracteri-
zacion espectral de los diversos reactivos involucrados, asi
como el efecto del ENM sobre el agente oxidante (KMnQO.) en
medio H,O:H.SO4 (2:1), se llevaron a cabo fuera de linea y uti-
lizando celdas estandar de cuarzo de 1cm de paso Optico y uti-
lizando agua como referencia. Inicialmente, se estudi6 el espec-
tro de absorcidn de la disolucién H,O:H,SO4 en proporcion de
2:1y de una solucion de la muestra fortalecida con ENM. La
figura 4(a-b), ilustra el comportamiento de absorcion de estas
soluciones donde se observa la ausencia de bandas en la region
comprendida entre 300-750 nm respectivamente.

En el caso del permanganato de potasio, este ha sido utilizado
como un agente oxidante fuerte en medio acido y presenta una
banda de absorcion en este mismo intervalo (figura 4c) carac-
terizada por dos méximos bien definidos en 525 y 546 nm res-
pectivamente. Las figuras 4(d-e), muestran el efecto que sufren
las bandas del agente oxidante en medio &cido en presencia de
una solucién de la muestra (d) y una muestra enriguecida con
5mg.L "1 de ENM (e). Este efecto se presenta por una depresion
de la sefial de absorbancia, especialmente en los dos maximos
gue es proporcional a la concentracion del ENM.
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Fig. 4: Espectro de Absorcion en el visible. a) HO:H;SOs (2:1), b)
Solucién de la muestra fortalecida con 5 mg ENM L%, ¢: ([KMnO4]=
1,2.10* M, H,0:H2S04 (2:1), d) solucion ¢ en presencia una muestra
ENM enriquecida con 5 mg ENM L™,



C Ayala, E Rangel, M Valero, B Antonella, F Méndez, L Miliani, M Gallignani, R Brunetto / Avances en Quimica, 19(1), 37-45 (2024) 41

A fin de seleccionar la banda analitica entre estas dos longitu-
des de onda y el criterio de medida, se prepararon diversas so-
luciones permanganato de potasio en medio &cido con concen-
traciones variables ENM (concentracion final entre 0 y 20 mg.
L1). Los mejores resultados en términos de menor desviacion
estandar y sensibilidad se obtuvieron tomando la medida de ab-
sorbancia a 525 nm corregida por una linea base establecida
entre 439 nmy 700 nm y por sustraccién de la sefial del blanco
en esta misma region espectral.

Optimizacion de los parametros involucrados en la metodolo-
gia propuesta. Se optimizaron diversos pardmetros correspon-
dientes al acoplamiento del sistema en flujo continuo (AFC)
(concentracion del &cido y del agente oxidante), a la etapa de
tratamiento de la muestra (extraccion solida—liquido) (tempera-
tura y tiempo de extraccion y los pardmetros espectroscopicos-
instrumentales inherentes al sistema de deteccion (intervalo es-
pectral de trabajo y resolucion nominal). En lo que respecta a
los primeros, algunos parametros como los caudales de los di-
versos canales, asi como la longitud y didmetro de los tubos de
transferenciay del serpentin de reaccion fueron establecidos so-
bre la base de experiencias previas desarrolladas en el labora-
torio en el acoplamiento de sistemas en flujo con técnicas de
deteccidon atomicas previa a la generacion de vapor frio del ana-
lito®** y moleculares (EAM UV/Vis y FTIR)!5 (ver tabla 1).

Tabla 2. ANOVA: Andlisis de varianza para absorbancia

En la tabla 1, se resumen las condiciones experimentales dpti-
mas para el sistema de Andlisis en flujo-espectroscopia UV-vi-
sible propuesto en este trabajo.

Las diversas combinaciones de los pardmetros mencionados a
los niveles indicados arrojaron una data con 28 experimentos
en forma aleatoria, resultando en un nimero bajo de experien-
cias, para poder evaluar cinco parametros, en cinco niveles.

Tablal. Condiciones de operacion del sistema en flujo propuesto.

Espectrofotémetro
Parametros Valor seleccionado
Velocidad de barrido (nm min) 960
Resolucién (cm™) 15

439 -700

La absorbancia a 525 nm corregida
por una linea base entre 439-700

Intervalo espectral (nm)
Criterio de medida

Sistema de andlisis en flujo continuo (AFC)

Flujo del del KMnO4 (mL.min) 1
Flujo del &cido sulfdrico 1
Flujo de muestras (estandares) 1

Longitud y didmetro del serpentin de
reaccion

Concentracion de KMnOs (mol.L ™) 1,2.10*
Concentracién de H2SO4 (mol.L%) 1

100 cm (0,8 mm d.i)

Fuente de variacion

Suma de cuadrados GI® Cuadrado medio Razon-F Valor-P

A: [KMnO4] 1,36884x10 2 1 1,36884x102 46,42 0,0003
B: Resolucion 2,59849x10°6 1 2,59849x106 0,01 0,9278
C: Temperatura 5,2414x10 1 5,24146x10 0,18 0,6859
D: [H2SO4] 9,61959x 106 1 9,61959x106 0,03 0,8618
E: Tiempo de extraccion 9,0636410 1 9,06364x10° 0,03 0,8658
AA 7,1024810°% 1 7,10248x10° 24,09 0,0017
AB 7,93469x10° 1 7,93469x10° 0,27 0,6199
AC 3,56397510* 1 3,5397x510* 1,20 0,3095
AD 2,915410¢ 1 2,9154x10 0,01 0,9236
AE 9,7278410° 1 9,72784x10° 0,33 0,5837
BB 2,75371x10° 1 2,75371x10° 0,09 0,7688
BC 5,1658410° 1 5,16584x10 0,18 0,6881
BD 1,4577210* 1 1,45772x10* 0,49 0,5047
BE 4,3898910° 1 4,38989x10 0,15 0,7111
CcC 7,12134107 1 7,12134x107 0,00 0,9622
CD 5,62151x10* 1 5,6215110* 191 0,2098
CE 6,60284107 1 6,60284x107 0,00 0,9636
DD 1,40067x103 1 1,40067x10°® 4,75 0,0657
DE 3,4709510™ 1 3,47095.10* 1,18 0,3139
EE 7,71585x10%3 1 7,71585x10%3 0,00 1,0000
Error total 2,0639710°% 7 2,9485310*

Total (corr.) 4,6727810* 27

*Gl: grados de libertad
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Una vez realizados los distintos experimentos, utilizando una
solucion de muestra de maleato de enalapril ~ 30 mg.L?, los
resultados obtenidos (absorbancias) se evaluaron mediante un
analisis de varianza (tabla 2). Este estudio descompone la va-
riabilidad de absorbancia en fragmentos separados para cada
uno de los efectos, entonces, prueba la significancia estadistica
de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un esti-
mado del error experimental. En este analisis se presentan 2
efectos que tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que
son significativamente diferentes de cero con un nivel de con-
fianza del 95,0% (filas resaltadas -en rojo- en la tabla 2). Adi-
cionalmente, se puede inferir que solo un pardmetro nos per-
mite explicar el sistema (filas resaltadas -en azul- en la tabla 2)
un 70,51 % de Razdn-F, y como era de esperarse estan relacio-
nadas con la concentracion del agente oxidante (KMnOy), tanto
en sus valores como la correlacion que existe entre los niveles
estudiados en este parametro.

Asimismo, se puede observar en la figura 5 el diagrama de Pa-
retos que permite estudiar la variacion y correlaciones entre los
pardmetros en forma grafica, que efectivamente la concentra-
cion del agente oxidante y la correlacion entre los valores selec-
cionados para este parametro, son los efectos que gobiernan el
sistema, ya que ellos son los que superan el limite de tolerancia
(linea azul en el diagrama) con un 95 % de confianza*. Adicio-
nalmente, de la figura, se puede deducir que no existe correla-
cion entre los demas parametros, ya que se encuentran por de-
bajo del valor del efecto estandarizado permitido. Esto también
se puede corroborar en el ANOVA, donde se observa que los
valores de P son mayores a 0,05 paras estas evaluaciones.

Finalmente, en la tabla 3, se reportan los valores considerados
Optimos por el disefio seleccionado para llevar a cabo el andlisis
propuesto.

Validacién del método

Una vez identificados todos los pardmetros que influyen en la
reaccion llevada a cabo, asi como las posibles mejoras a la sefial
espectral por medio de la optimizacion, se procede a establecer
las figuras de mérito del método, estudios de interferencia, asi
como los correspondientes estudios de precision y exactitud.
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Fig. 5. Diagrama de Pareto estandarizado para absorbancia. La linea
vertical indica el nivel de confianza de 95% (p=0,05).

Tabla 3. Factores establecidos y 6ptimos arrojados por el disefio com-
puesto central 25-1 + estrella

Factor Valor establecido
[KMnO4] mol. L 1,2x10*
Resolucién (cm™) 15
Temperatura ( °C) 30,0
[H2S04] mol. L? 1,0
Tiempo de extraccion (min) 24,98

Caracteristicas analiticas del método propuesto (figuras de mé-
rito). Bajo las condiciones experimentales que se indican en las
tablas 1 y 3 se caracterizd analiticamente el sistema en términos
de respuesta lineal (hasta 80 mg L), sensibilidad analitica, li-
mite de deteccion y cuantificacion. La curva de calibracion se
obtuvo preparando estandares de maleato de enalapril en con-
centraciones entre 14 y 50 mg L. La curva incluyo una serie
de cinco soluciones y el blanco y se midieron al menos tres ve-
ces cada una. En la figura 6, se muestran los resultados obteni-
dos de la curva de calibracion sencilla (CCS), a partir de la cual
se establecio la ecuacion de la recta (Y=-0,0029X + 0,9142), la
sensibilidad (m = -0.0029) y el coeficiente de determinacion
(R?=0,9998). El limite deteccién (LOD) definido como la con-
centracién del analito cuya sefial instrumental corresponde a
tres veces la desviacion estandar del blanco (3sd/m) fue de 4
mgL? y de cuantificacién (LOQ) definido como la concentra-
cién del analito cuya sefial instrumental corresponde a diez ve-
ces la desviacion estandar del blanco (10 sd/m) fue de 13,36 mg
L™

Estudios de efectos interferentes. Con el fin de evaluar la se-
lectividad del método para medir exacta y especificamente la
sefial del analito en la matriz de la muestra sin interferencia
por parte de impurezas, productos de degradacién o excipien-
tes que cominmente se encuentran presentes en las formula-
ciones sdlidas de este medicamento; se realizaron estudios de
adicion de estandar a un grupo de cinco muestras farmacéuti-
cas de diferentes casas comerciales (muestras 1-5), en la mo-
dalidad clasica en la que se mantiene fija la cantidad de mues-
tra, se varia la cantidad de estandar y se mantiene fijo el volu-
men total.

Una vez medidas las muestras, los resultados fueron graficados
como se muestra en la figura 6a y para efectos del calculo de la
concentracion del analito fue necesario normalizar las curvas
gue se obtiene experimentalmente que evidencia el desgaste de
KMnO, para obtener una curva asociada al incremento de la
concentracion del ENM (figura 6b).

Posteriormente se llevo a cabo un estudio estadistico en el cuél
se compara la pendiente obtenida del método de calibrado sen-
cillo (CCS) con las pendientes asociadas a cada muestra en las
diferentes adiciones de estandar. Para ello se utilizaron las ecua-
ciones de las rectas de regresion obtenida por minimos cuadra-
dos que se muestra en la tabla 4. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 5 e indican que no existen diferencias sig-
nificativas entre las pendientes (t- Student 95% <2,57, n=5), lo
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Fig. 6.a: CCSy CCAE directas para las cinco muestras seleccionadas
obtenida por AF-EAM-UV-Visible, representando el desgaste del
KMnO; con la concentracion del ENM. b: CCS y CCAE inversas
para las mismas muestras representando el incremento del ENM.

cual evidencia que los componentes de la matriz, asi como el
medio utilizado para la preparacion de la solucion de las mues-
tras, no interfieren en la determinacion del ENM en los compri-
midos. En consecuencia, es posible la cuantificacion del prin-
cipio activo en el farmaco utilizando una curva de calibracion
sencilla construida utilizando soluciones del ENM preparadas
en medio acuoso.

Tabla 4. Ecuaciones de las rectas de regresion de las figuras 6b

Muestra Ecuacion de la Recta SD* R?
1 Y=(0,0030 £5.10%)X + (0,0443 £0,0014) 0,0019 0,9991
2 Y=(0,0027 £ 4.10%)X + (0,0424 £0,0013)  0,0019  0,9990
3 Y=(0,0029 +9.10%)X + (0,0486 +0,0028) 0,0039  0,9960
4 Y=(0,0028 + 7.10%)X + (0,0400 + 0,0024)  0,0034  0,9969
5 Y=(0,0028 +5.10%)X + (0,0464 +0,0016)  0,0028 0,9984
C.C.S  Y=(0,0029 +2.10%)X + (0,0003 +0,0001) 0,0018 0,9998

* SD: desviacion estandar

Tabla 5. Estudio comparativo de la pendiente de la CCS con las pen-
dientes CCAE

Muestra t (95% de confianza) T critico
1 0,02 2,57
2 0,04 2,57
3 0,00 2,57
4 0,03 2,57
5 0,02 2,57

Estudios de precision. La precision del método se evalué a tra-
vés de la desviacion estandar relativa (RSD) realizando los res-
pectivos estudios de repetebilidad (triplicado) con soluciones
de muestras y soluciones de estandar con un contenido de ENM
de 30 mg. L. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios ya
que estuvieron en un intervalo entre 0,47 y 0,66 % respectiva-
mente; valores que se encuentran en el intervalo + 2 % que se
considera satisfactorio por la farmacopea Estadounidense*

Estudios de exactitud:

Estudios de recuperacion. Para estimar la exactitud del método
através de estudio de recuperacion se utilizaron el mismo grupo
de soluciones que sirvieron para los estudios de adicién de es-
tandar. Los resultados obtenidos de este estudio se presentan en
la tabla 6 donde se observa que los mismos varian entre 89, 3y
103, 6 % respectivamente. Exceptuando el valor méas bajo, el
resto resulta satisfactorio ya que se encuentran dentro del rango
de aceptacion (+ 10%) definido por la farmacopea estadouni-
dense para el analisis de la uniformidad de contenido®.

Tabla 6. Estudios de recuperacion

[Analito))mgL?  [Analito] mg L? %
Muestra medido conocido Recuperacién
1 9,2 10,0 92,3
2 49 5,0 98,1
3 10,5 10,0 104,7
4 89 10,0 89,3
5 10,4 10,0 103,6

Comparacién con un método de referencia validado. Esta sec-
cidn de trabajo consistié en comparar a través de las diferentes
herramientas estadisticas, los resultados de la cuantificacion de
ENM por el método propuesto con los obtenidos mediante el
uso de un método validado basado en la Espectroscopia Infra-
rroja con Transformada de Fourier (FT-IR)!. Para ello se
realiz6 un estudio de comparacion de medias muestrales, mo-

Tabla 7. Comparacion entre el método propuesto por UV/Visible y el método por FT-IR.

Concentracién no- Método de referencia

Muestra

Método propuesto

““t”’ critico ““t>’ con un 95% de confianza

minal (mg) FT-IR (mg) AF-EAM-UV-visible (mg)
1 20 19,1 19,9
4 20 18,8 19,1
5 20 22,1 19,8 2,77 0,42
6 5 6,3 5,2
7 10 9,6 10,5
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nitoreando el estadistico “t de Student”, con un 95 % de con-
fianza. Un total de cinco muestras fueron analizadas por ambos
métodos y cada una fue medida tres veces. Los resultados ob-
tenidos se muestran en la tabla 7. Como el valor experimental
del estadistico t con un 95 % de confianza en menor del valor
“critico, es posible inferir que no existe diferencia significativa
entre los resultados obtenidos por ambos métodos'’, lo que hace
gue esta nueva propuesta resulte atractiva para ser utilizada en
el analisis de este tipo de farmacos.

Andlisis de muestras

El método validado se aplicé satisfactoriamente para determi-
nar el contenido de ENM en siete muestras farmacéuticas co-
mercializadas en la ciudad y que declaran contener 5, 10 0 20
mg por cada comprimido. En la tabla 8, se puede observar que
los resultados obtenidos se encuentran dentro de un rango es-
trecho de la unidad declarada para cada una de las muestras y
ademas se encuentran dentro de los valores aceptados por la
farmacopea estadounidense 41 ( + 10%)°. Acompaiiando a los
resultados de concentracion del analito, en la tabla 8, se encuen-
tra su respectivo error absoluto determinado por la propagacion
de los errores asociados al nimero de réplicas medidas por
muestra (n=3, intercepto y pendiente de la estimacion lineal.

Tabla 8. Analisis de muestras utilizando el protocolo de analisis.

Muestra CD (mg) CE (mg)
1 20,0 (19,9+0,8)
2 10,0 (9,3£0,6)
3 20,0 (20,9+24)
4 20,0 (19,1+£1,4)
5 20,0 (19,8 1,6)
6 5 (52+0,5)
7 10 (105+11)

*(CE = error absoluto) para n=3

CD: Cantidad declarada (mg), CE: Cantidad encontrada por cada
comprimido utilizando AFC-EAM-UV-Visible.

Conclusiones

Se desarroll6 un método alternativo basado en el acopla-
miento andlisis en flujo continuo - espectrometria de absorcion
molecular UV/Vis, para la cuantificacion de maleato de enala-
pril en farmacos antihipertensivos.

Mediante el uso del disefio experimental Compuesto central
25-1 + estrella, se logro la optimizacion simultanea de los pa-
rametros que influyen en el desarrollo de la metodologia pro-
puesta para la determinacion de este principio activo farmacéu-
tico.

"1 El sistema analisis en flujo continuo, permitio la introduccion
de reactivos patrones y muestras de forma automatica, minimi-
zando la manipulacion de los mismos por parte del operador.

Esto trajo como consecuencia mejoras en la precision y exacti-
tud en comparacion con los métodos manuales.

La metodologia planteada ofrece una gran reduccion del uso
de reactivos organicos respecto a la técnica oficial de HPLC
con deteccidn de UV/Vis establecida por las farmacopeas in-
ternacionales.

"1 El procedimiento propuesto permite la cuantificacion de la
uniformidad de contenido sin ser necesarios tratamientos pre-
vios engorrosos, la optimizacion de variables llevada a cabo
proporciona las mejores condiciones posibles para la metodo-
logia y la extraccion del principio activo de la muestra farma-
ceutica.

Los resultados obtenidos durante el analisis de muestras fue-
ron precisos y exactos, demostrando que el método proporciona
una alternativa innovadora para la cuantificacion de la unifor-
midad de contenido del analito respecto a los métodos conven-
cionales, comprobandose que éste puede ser utilizado de for-
ma rutinaria en los analisis de control de calidad en la industria
farmacéutica.
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