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RESUMEN

La industrializacién de cempasiichil es un proceso de varias etapas, Estas
abarcan desde su cosecha hasta la obtencion de pigmentos para consumo animal y/o
humano, Las consecuencias que ha traido su industrializacién han sido, por un lade,
un aporte econdmico para ciertas regiones del pafs, producto de la venta de la harina
¥, por otro, una contaminacién indeseable por medio de! agua residual generada en
el proceso actualmente usado,

La obtericion e identificacion de compuestos de esta agua puede ayudar a
mejorar el proceso de obtencién, ya sea cambidndolo o modificdndolo en alguna de
sus partes y, por lo tanto, aprovechando mejor la industrializacién de este recurso.

Para la extrnccién industrial de pigmentos de color natural de la flor de
muertos o cempasichil (Tagefes erecta), 1a flor es primero aimacenada en silos y la
‘pasta resultante de la descomposicitn es “prensada y ‘secada en secadores de
conveccion continuos o también en secadores intennitentes (“batch").

En el pnmer paso o "ensilado” (poniéndola en condiclones anaerobias para
romper la-pared celular y obtencr el agua mtracelulax), el agua residual resultante
contiene sélidos suspendidos (alrededor de 10 g/L) y sélidos disueltos (alrededor de:
50 g medidos como demanda quimica de oxigeno, COD/L y 30 g medidos como -
demanda bioquimica de oxigeno BOD/L), en condiciones 4cidas (pH=4 & 5). En‘el
paso de prensado, el agua residual contiene alrededor de 25 g/L: de séiidosf

suspendidos y el mismo contenido de materia disuelta y un valor de pH también

écido. Estudios previos de degradacion bioldgica muestran una baja degmdabxlndad
. (aptoximudamente deu un 60%, medida como DQO)

- Por esta razén, €l objetivo de este estudio es aislar 1as ‘moléculas orgdnicas del-
influente asi como del efluente de un bio-reactor anaerobio, por medio de técnicas
cromatogrtﬁcu y caracterizarlas por métodos espech‘oscéplcos (IR, NMR, MS) pata :

‘verificar las causas de esta baja biodegradabilidad

Estudxos del mﬂuente muestran que. existeri compuestos alifiticos ‘de larges.
cadenas’ (2.5 g/L) asi como . compuestos aromiticos (como lsooctilfulato. 1000

mg/L; flavonona, 8,0 mg/L; 4-cloroetil-1,3-bencenoditiol; 60.0 mg/L; 4-clorofenoi, -

68.0 mg/L; 4.4'-d|clorobifenll 50,0 mg/L; 2,4-diclorofencl, 40.0 mg/L) que estén
presentes en las aguas residuales, tanto del influente como del efluente. Estudios de
espectroscopia del efluente anaerobio muestran que los compuestos aromaticos estin -
‘alin presentes, ya que no fueron degmhdos por 1as blocomunidades anaerobias.
Contrariamente, los compuestos alifdticos = estn . presentes ~en muy . bajas

concentraciones en el efluente, indicando su alta biodemdnbilxdad



Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 SITUACION ACTUAL DE 1A CONTAMINACION AMBIENTAL

En las altimas décadas, enormes cantidades de compuestos quimicos y
elementos de origen agroindustrial e industrial han sido liberados al ambiente. Un
gran nimero de ellos, particularmente aquellos estructuralmente refacionados con
compuestos naturales, son ficllmente degradados por microorganismos de suelo y
agua. Sin embargo, una proporcién significativa, principalimente aquellos que tienen
elementos estructurales nuevos o sustituyentes raramente encontrados en la
naturaleza (xenobidticos), son sélo catabolizados lentamente y tienden a persistiry a
acurnularse en el ambiente (Omen, 1987).

Ciertos compuestos, particulannente aquellos que exhiben algin grado de
toxicidad, contribuyen substancialmente a la contaminacién ambiental. Recientes
catéstrofes ambientales han subrayado el agudo peligro que los compuestos quimicos
industriales constifuyen para nuestra biosfera. Sin embargo, la existencia de muchos
residuos descargados en sitios, y que contiénen muchas sustancias toxicas y una gran
escala de contaminacidn crénica, ciertamente representa el mds importante peligro a
largo plazo.

_Claramente, ademds de determinar - ias corrientes de: produccion de los
compuestos. quimlcos industriales - mAs persistentes 'y téxicos, es  necesario
aprovechar més eficlentemente las  capacidades biodegradalivas de: Jog
microorganismos del suelo, el agua y el aire, para dlsmmulr fas: consecuencxas dela
existencia y cantidad de contammantes ambientales S

Con referencia a los residuos, las estrategias bésicas son (1) minimizar la "
cantidad de residuo generndo (2) reducir’la toxjcidad de los’ res:duos que se han-
generado y (3) ericontrar la manera més satisfactoria de disponer'y degradar los.
residuos que sé han acumulado. No es un secreto que la préctica de "enterrar o

quemar” esth siendo agotada. Mientras hay algunos. desarrollos existentes acerca de °
la’ mcmemlén, s dificil encontrar sitios aceptables para €80y mcinmdores Es:

clerto que las demostraciones de técnicas para degradar y "destoxificar". corrientes’
de residuos y descontaminar compartimentos ambientales podrfan llevnr un lnrgo,

,cammo hacia la Mcacién de "fmstraciones piiblicas" (Omen, 1987)



pe—

1.1,1 CONTAMINACION DEL AGUA

Un reeurso vital para todo ser vivo, como lo es el agua, se puede contaminar
si se introducen en él, organismos, substancias o energia, Esta contaminacion es el
resultado de las actividades del hombre e impide sus legitimos usos como recurso
natural o como medlo ambiente natural. La contaminacién puede deberse a factores
fisicos, quimicos o bidticos,

Los principales factores fisicos (sélidos suspendidos, turbiedad y color)
impiden 1a penetracion de la luz en el agua, alterando los procesos fotosintéticos,
trayendo como consecuencia alteraciones en la cadena alimenticia, Otros factores
fisicos que afectan el agua son los ‘agentes tensoactivos (retrasan la
autopurificacion), la temperatura (disminuye la solubilidad del oxigeno en el agua) y
la radioactividad (Durdn de Bazia et al., 1991),

La contaminacidn quimica se refiere a los cambios quimicos que afectan las
comunidades acudticas y al recurso agua. Asi por ejemplo, la salinidad puede afectar
la presién osmética a que estdn adaptados los organismos. El pH afecta a los
organismos ya que muchas sustancias son més toxicas al aumentar cl nivel de éste.
También puede hablarse de efectos derivados de la actividad-dé la especie quimica
como aquellos producidos. por un biocida (herbicida, insecticida, plagulclda, etc)
(Durén de Baziia et al,, 1991), '

La contaminacién por efectos bidticos se da-cuando se depositan en lo
cuerpos de agua receptores descargas mumclpales y efluentes de las industrias que
procesan material biologico. Esto trae como consecuencia el incremento en el nivel -

de nutrimentos de tal manera que el balance de las poblacnones de mncroorganismos
es alterado (Durén de Bazia ef al, 1991).

1.2 LA FLOR DE MUERTOS O CEMPASUCHIL
1.2.1 ANTECEDENTES

Las Asreraceae, Synamhereae 0 Synamheraceae, nombre : correcto ‘de las':.

compuestas,. seg\m el Cédigo Intemacional de Nomenclamra Botdnlca, constituyen
1a familia mds numerosa de las Aglospermas. con cerca de 15000 especies agrupadas - -

desde 12 hasta 20 tribus; representan el 10% de las fanerégamas conocidas a la -

‘fecha, De estas tribus, la Tagereae es un pequeﬂo grupo que incluye enire 15 y 18
: géneros y més de 200 especles todas amencanas (Rojo, 1989). -



Entre los géneros de esta tribu, destacan por su mayor diversidad y mimero de
especies Dyssodia y Tagetes, siendo las partes Sur y Centro de México las que mds
representantes tienen (Rojo, 1989). No obstante lo anterior, ambos géneros han sido
poco estudiados en México. Con excepcion de algunos trabajos, en México se ha
presentado poca atencién a los aspectos citogenéticos, palinolégicos y quimicos de
ambog géneros, no obstante que algunas especies de Tagefes, eran utilizadas por los
indigenas mexicanos desde antes de la conquista espafiola (Rojo, 1989),

1.2.2 FAMILIA ASTERACEAE

Las Asteraceae es una de las familias més abundantes y homogéneas que han
{lamado la atencién de numerosos-boténicos, debido a sus caracterfsticas, su amplia
-distribucion geografica y ecoldgica y a su complejidad como grupo. Para la flora
mexicana, esta familia representa uno de los grupos taxondmicos mas nmponantes ya
que constituyen més del 10% de los géneros de las fanerégamas conocidas en el

pais.

'De acuerdo.con Rojo (1989), la presencia de compuestos quimicos, tales
como lactonas, jlavonoides, glucdsidos cianogénicos, dcidos: grasos, entre otros,
podrian ser utiles en el conocimiento mds exacto de las relaclones entre las tribus de ..
la familia y de ésta con otras dicotileddneas. Existen varios compuestos quimicos
registrados en las Asteraceae (Tabla .

De las aproximadamente 20,000 especles de Asteraceae, sélo 7,900 se han
éstudiado genéticamente; éstas son, en su mayom especies, amencanas y europeas, -
representando el 28% de las especues reconocidas. -

Siendo las Asteraceqe la familia mds. nnmerosa de: las fanerégmnas, pocas. .
'especnes tienen importancla econémlca, éstaradica en ja variedad de usos actuales y. -
potenclales para la mayorfa'de las especies. Con actividad medicinal, tan s6lo se
conocen 30 especies, a la luz de In'revisién quimica citada por Ro_;o (1989), pueden, o
sin embargo, reconocerse .otros compuestos y. propiedades._antes  desconocidos;
Algunas  especles -tienen propiedades nnuﬂog(stlcas, espumédicu, ﬁmmaﬂucns. :
anuhelminticas, asi como anticancerigenas. cicatnuntes, dmréticas y sedantes R

Como propiedades importantes para Ia industm alnmenucla, algunas elpecies o

pteseman substancias’ dulces, amargas, con propledades saborizantes o de especlas y
como npemivos ‘(clertas ~especies - argentinas). Algunas ‘se - utlllzan como .

ceremoniales, y otras presentan- actividad insecticida o, consnderada ‘t0xica para ..
algunos ammales por {a presencia_ de alcaloldes que, aunado ala’ ausencna def ’



compuestos nitrogenades y aminodcidos no proteicos, podrian explicar el por qué
estas plantas rara vez se utilizan en la dieta humana o como forraje (Rojo, 1989).

TABLA 1. Patrén quimico de las Asteracene (Rojo, 1989)

Clase de compuesto Localizacién y actividad blolégica
PRESENTES EN TODAS L.AS TRIBUS
1. Fructanos tipo inulina en 6rganos de almacenamiento
2. Acidos grasos en semillas oleosas
3. Lactonas scsquiterpenoides principalmentc en hojas; sabor amargo
4. Alcoholes triterpenos pentaciclicos como ésteres en ¢l pericarpio de frutos, y
eneralmente en fipidos
S, Esteres de Acldo caféico en hojas; ia cinarina es diurético
6. Flavonoides metilados . - en hojas y flores (como pigmentos amariilos)
PRESENTES EN LA MAYORIA DE LAS
TRIBUS
7, Compuestos acetilénicos en raices y hojas; antimicrobiancs en hojas y
frutos
8, Aceites oscnclales, mcluycndo monolerpenos en hojas y frutos
fendlicos ) L
9. Ciclitoles en hojas
10 Cumarinas - en hojas'y flores
PRESENTES EN UNAS CUANTAS TRIBUS
11. Hule (poli-isopreno) en rafces y tallos
12."Alcaloides de pitrolizidina en hojas; sitamente téxicos:
13. Acldos mterpenoldes libres en flores; combinndos con azucar (como
onina) en hojas
14. Diterpenos 'en todos [os tejidos '
15. Glucésidos clanogénicos cn hojas y frutos; toxicos .
] 16. Pigmentos antocidricos en flores amariflis -
[17. Cromenos . - et hojas y rafces; insecticida -
|8. Amidas de écidos grasos . lenrfces;insecticida -~ =
1.2.3 TRIBUTAGETEAE

. Las Tageteae han tenido distintas clasificactones, desde su establecimiento .
por Cassini en 1829 hasta Rydberg en 1915, en que las divide en 2 subtribus, Son -
“hierbas anuales o perennes, algunos arbustos; las hojas son generalmente opuestns y
!lenm glindulas oleiferas translucidas abunda.ntes en aceites esencxales '

- Los estudios quimicos de Ia tribu se han tilizado sobre todo como apoyo para
establecer -relaciones ‘intratribales. Los ' contenidos - de - compuestos - acefilénicos,



terpenaides, flavonoides y deidos grasos son marcadamente diferentes de otras tribus
(Rojo, 1989).

Cerca de la mitad de los géneros de la tribu son quimicamente desconocidos,
no obstante los pocos analisis quimicos cfectuados son vtiles para determinar
géneros y especies, Se ha reportado la existencia de terpenoides, flavonoides,
carotenoides, triterpenos, esteroles, tinfenos y deidos grasos.

La presencia de compuestos acetilénicos relaciona en gran medida a esta tribu
con otras; en cambio, la ausencia de alcaloides y de lactonas sesquiterpenoides, la
separa de otras tribus que s{ las producen en gran cantidad, Es por esta diversidad de
compuestos quimicos que puede explicarse 1a importancia econdmica de la tribu,

1.2.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Los integrantes de Ia tribu Tagefeae crecen generalmente en suelos calcéreos,
en hbitats desde moderada hasta extremadamente secos y entre las latitudes 35°N y
35° S, desde el centro de los Estados Unidos hasta el Centro de Argentina (Rojo,
1989). En México, se encuentran en gran parte del territorio, exceptuando el
Noroeste de la peninsula de Baja California y el Oeste de la peninsula de Yucatén,

1.2 GENERO Tagees

Tournefort en . 1694 Y Vaill en 1720 son los primeros en reconocer a Tagetes,
‘pero fue Linneo en 1753 quien elabord la pnmera publicacién valida del género, El

conocimiento quimico sobre Tagetes se inicia en 1887 con Latour y Magnier de la

Source (Ro)o, 1989), al mslar cristales de quercetagetma de los pétalos de T erecla

Los estudios quimicos actuales del género se han enfocado prmcipalmente al
analisis de los plgmentos y aceites esenciales de especies cultivadas; 1a presencia de -
estos aceltes probablemente se relaciona con la atraccién de polmizadores, repulsion
de depredadorcs ¥ quizds tenga una funclén antnsépuca (Ro;o, 1989)

Lo andlisis quimlcos se. incrementaron en los ultunos 30 nﬁos  para todos los
tipos de compuestos ‘presentes y no sélo para  las especies. ‘econémicamente ..
importantes, lo que permitio disertar sobre posicmnes taxonémicas desde el nivel e
tribu hasta especie. '

Aproxxmadamente el 30% de las especies de Tageres han sido esmdladas por o
sus conshtuyentes secundanos entre lo. que. se’. encuentran ﬂavonoides’



(quercetagetina) y terpenoides (monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos y
carotenos) en flores y hojas; poliacetilenos (tiofenos) en rafz; y dcidos grasos, Los
compuestos quimicos que se conocen actualmente se exponen en {a Tabla 2,

La importancia econémica de las especies es muy amplia dada la variedad de

compuestos  presentes,

Pueden usarse como emético, laxante, vermffugo,

antisifilftico, antimalario y estimulante, También pueden usarse en productos
alimenticios como condimentos, saborizantes 'y colorantes. Finalmente, pueden
usarse como insecticidas y para objetivos ceremoniales (como en las "ofrendas” del

Dia de los Muertos).

Tabla 2. Compuestos quimicos en Tagetes (Rojo, 1989)

olefco

Compusstos  [¥n Ia[T ervcea |T. Mtifolis JT.luclda | T misuta 1T, patuls [T, tenulfoils
mayorls ‘dé ‘
oo
Moneterpence linalool  [citral, clirallinalool, tagetona, |tagetona,
scielices : tagetona - [ limonina occlmenos, mircenos | occlmenos
tagetona : ' ‘
Moaociclicos limoeneno - { limoneno. limoneno, terpino)
[ieuions
Sesquitrpense eudesmol feudesmal, - faromaden- |eudesmol, : -
K aromadendre- | dreno aromadendre:
no ng
Corolenos - Tutefna, . lutefna, xantina
o xapting "~
esdragol | esdragol,. [ esdragol, -
augenol - { augenol : -
quercetagl quercetagitrina, patuletrina -
trina, . -
ageting - -
lurico; -
mirlatico, «
palmito, -




1.3 ASPECTOS GENERALES DE LA FLOR DE MUERTOS O CEMPASUCHIL
Es una planta herbicea, anual, que alcanza de 50 a 60 cm de altura, sus hojas
son opuestas, divididas y olorosas, las flores son de color amarillo o algo snaranjado,

grandes (5 6 6 cm. de didmetro), dobles las que han sido objeto de continuo cultivo,
florece alrededor del mes de octubre,

Nombre boténico: Tagetes erectq

Familia: de las compuestas

Nombres vulgares: flor de muerto, cempasichil (alteracién det
nombre azteca cempoalxochitl) que lileralmeme significa flor de veinte pétalos,

Estas flores eran muy populares entre los aztecas y todavia son favomas en
ciertas ceremonias que se dedican en el mes de noviembre a los difuntos; tienen uso
en la medicina popular, tomando e! conocimiento contra los cdlicos acompafiados de
meteorismo, La Farmacopea Mexicana seftala que ticne propledades emenngogas y
antihelminticas,

El profesor Felipe Rodnguez hizo su tesis en 1884 'sobre "la flor - de
cempoalxbchllt" y encontré colorante amarillo, resina, acelte esencial tamno, azilcar. -
y materias. extractivas mucilagmosas (Guerrero, 1980)

Existen poco més de 50 especies, todas americanas, En la zona cercand a la
cuenca de México se han encontrado las slgulentes :

Tagetes filifolia; Valle de Brav)fo, Santo Tomas de los Pldtanos
Tagetes patula: Poloiilin y sus cercanfs -
Tagetes tenuifolia; Oro de Hldalgo, lxtapan de la Sal -
Tagetes srenqphylld: Amatepec -
Tagetes lucida: Villa del Carbon

Por costumbre alimentaria, el mercado de México y de’otrog palses, en cuanto

a pollo de engorda, requiere de una pngmentacibn amarilla considerable que puede. |
ser proporcmnadn por dlferemes matenas primas naturales agregadas al ahmento



balanceado, como son maiz amarillo, alfalfa y cempdsuchil, o bien, pigmentos
sintéticos,

Siendo Meéxico el principal productor de harina de cempastchil que
actualmente estd teniendo auge como pigmentante en la alimentacién de aves de
corral (en la industria avicola), cabe hacer mencién de la importancia de esta flor
(Guerrero, 1980),

1.4 CONSECUENCIAS DE LA INDUSTRIALIZACION DE LA FLOR

Desde hace poco mas de 30 aflos, el cempastchil ha adquirido importancia
debido a su industrializacién para la produccién de alimentos balanceados para aves,
Antes de que se industrializara de esta manera, su principal demanda era como
planta de ornato en las festividades (dia de muertos). Desde aquél entonces y atin
antes, esta actividad ha dado trabajo a-una buena parte de la poblacién en donde se
cultiva, tanto a trabajadores del campo como a los que en la actualidad laboran en las
compafifas productoras de harinas y pigmentos. '

Esta flor se cultiva principalmente en 8 estados de la Repablica Mexicana y
su produccidn total en 1993, contando riego y temporal, fue de 3,388 toneladas.
Los estados que la producen en la actualidad son, en.orden decreciente de
produccién, Oaxaca, Michoacdn, Chiapas, Morelos, Distrito - Federal, Jalisco,
Guanajuato y Guerrero, Los principales estados que la producian en mayor escala
eran Guana)uato, Puebla, Michoacén-y, en-menor escala, Zacatecas Querédtaro, -
‘Tlaxcala, San Luis Potosi y Baja California Sur, que, sumada su produgcién, dxé un
total de 82,650 toneladas (SARH 1989)

El dato de producclén més reciente (SARH 1993) indica una baja sensible de - .
ésta, debido a los problemas que enfrenta-el campo y las compafifas dedicadas ala”

industrializacién- del cempastichil, Las ventas:al extrmjeto han- bajado y como' . :
consecuencia ha afectado principalmente al personal ‘que labora en este tipo-de - -

empresas, generando un alto lndnce de desempleo (Cueto 1994)

La industrializacion, sl bien-Mtevod a las poblaciones empleo e ingresos, -
tambnén produjo algo mdeseable* Ia contaminacion del agua y del suelo del lugar El .
‘agua de desecho de las plnntas procesadoras def cempasuchil €s muy contammante Yo
;geneu. tanto malos ofores como la’ mutthdad del suelo en donde se deposita a



1.5 EL AGUA RESIDUAL DE CEMPASUCHIL
1.5.1 GENERACION

El agua residual que se trata en ¢l laboratorio de PIQAYQA se obtiene de las
plantas de la empresa- Bioquimex ubicadas en Irimbo, Michoacdn y Amayuca,
Morelos. El agua residual, al ser demasiado contaminante, representa un problema
de impacto ambiental por lo que se planted darle un tratamiento bioldgico. En el
caso de la planta de Irimbo, ésta procesa 200 toneladas de flor fresca al dfa, la cual
produce 28 toneladas de sélidos y 172 toneladas de agua residual (Andnimo, 1990),

Para obtener !a harina de cempasiichil se presentan dos operaciones, ademés
del secado convencional, ensilado y prensado, En la primera operacién es en donde
se supone que se llevan a cabo casi todos los procesos de contaminacion; el segundo.
proceso - aparentemente contribuye sélo con una cantidad dada de ‘sélidos
suspendidos y "disueltos. En 1a siguiente fabla se muestran las camcteristlcas
representativas promedio de los efluentes de ensilado y prensado,

TABLA 3, Caracteristicas del agua residuat (Andnimo, 1950)

CALIDAD DEL EFLUENTE‘(mg[_I_J)_

PARAMETROS PRENSAS ENSILADO -
Sélidos suspendidos totales 24,000 3,150
Sélidos suspendidos volatiles -19,700 2,900
Sélidos disueltos totales 23,400 136,300 °
Fosfatos 1,500 1,580
N-Amoniacal’ 300 - 270
N-Orginico . 830 320
Demanda quimica de oxigeno total - 72,600 92,000
Demanda quimica de oxigeno - 48,300, 51,700,
soluble: oo
Demanda bioqulmnca de oxigeno 40,170
total:
Demanda bloqufmlca de oxfgeno 28,900 - 29,900
soluble s
Grasss y aceites 470 480"
Coliformes totales (NMP/100ml). - 0 0
Solidos sedimentables (mL/L) 600 0

H (unidades) .- 4.1 4.1
Caudal (L/s) -+ 0.5 09




Si bien por sus caracteristicas, dicha agua residual sugiete un sistema de
tratamiento de tipo bioldgico, la presencia de dcido hiimicos y fitvicos (productos de
la descomposicion vegetal) interfieren- de cierta manera en los procesos de
tratamiento de efluentes de coagulacion y bioldgicos, razén por la cual los desechos
que contienen se pueden clasificar como medianamente biodegradables.

Aunque se tiene una evaluacidn de la recuperacion de particulas finas
(recuperacion de mds del 90%), de todos modos se tiene por el efluente una descarga
de pigmento de aproximadamente 1.173 kg/dia (Anéunimo, 1990).

1.5.2 TRATAMIENTOS AEROBIOS Y ANAEROBIOS

El tratamiento: bioldgico de las aguas residuales se basa en el proceso
aparentemente simple en el que’una poblacién mixta de microorganismos utiliza
como nutrlmentos sustancias disueltas que contaminan el agua. Este es el
mecanismo por ¢! cual las corrientes de aguas naturales, como los lagos y los rfos, se
autopurifican (Winkler, 1986). Los procesos biolégicos han sido usados por cerca de
100 aflos para el tratamiento de aguas residuales industriales y municipales (Omen,
1987),

Los sistemas aerobios son los més corrientes y, en gencral, el proceso aerobio .
consiste en colocar una gran superﬁcie de contacto cntre el agua residual: con -
comunidades bacterianas para que descompongan la materia: orgdnica’ disuelta -
biodegradable contenida en ella. La depuracion aerobia requiere una vasta poblacién
de microorganismos de metabolismo activo capaces de degradar produclos orghnicos -
tanto solubles como coloidales con ung ‘elevada tasa de conversxén a CO, y agua
(Brown et al.; 1989).

~ Existe un buen mimero de. procesos aeroblos, los que a'su vez se d:viden en -
vammes [En general pueden agruparse en procesos con biomasa en suspens16n de
tipo -extensivo (lagunas), de tipo intensivo (lodos activados) y procesos de
biopelicula (reactores empacados y biodiscos) (Jlménez y Man(nez, 1995)

Por otra. paste, en la digestion, la. materia orgdnica se descompone por la
accion de los. ‘microorganismos en ausencia del oxgeno y'se producen metano y-
anhidrido carbénico, principalmente. Se utiliza generalmente para la estabiliuciéng :
de lodos residuales del tratamiento de aguas negras. El proceso es también adecuado .
pars el tratamiento de aguas residuales con altos contenidos de materia orginica
disuelta y coloidal biodegradable, comparables a'10s de los lodos. espesados. como -
los: proveniemes de la produccién delevaduras y de la fabncacnén de almidén de



maiz, ademas de las suspensiones de origen animal de las operaciones agricolas
intensivas (Winkler, 1986).

La digestion se puede explicar de manera sencilla dividiéndola en tres etapas,
Primero, los compuestos de alto peso molecular, como las protelnas y los
polisacdridos, son descompuestos en sustancias solubles de bajo peso molecular,
como los aminoacidos y los aziicares. Esto se conoce a veces como la fase de
"licuefaccion”. En segundo lugar, los nufrimentos organicos son convertidos en
&cidos grasos en una fase de "fermentacion 4cida", que baja el pH del sistema.
Finalmente, en la etapa de "fermentacion del metano" o "metanogénica” los dcidos
orgénicos son convertidos en metano, anhidrido carbénico y una pequefia cantidad
de hidrégeno (Winkler, 1986).

Los procesos anaerobios son usados extensa y reclentemente para convertir
los Jodos concentrados a una forma Gtil de combustible (resultantes de convertir el
residuo tratado en gas metano). Estos procesos se han usado desde hace siglos en las
fosas sépticas (los romanos ya las usaban).

Los sistemas de tratamiento blolégico para aguas resldunles que contienen
compuestos recalcitrantes y/o téxicos se basan en el uso de organismos adaptados
para convertir estos compuestos quimicos peligrosos a productos terminales Inocuos -
{Omen, 1987).

Como se puede observar en la Tabla 3, este tipo de agua residual ‘tiene una-
gran cantidad de material biolégico disuelto'y su demanda quimica de” oxlgeno e
encuentra en un intervalo de 70,000 a 90,000 mg/L, ademds de tener un olor ‘
penetrante 'y desagradable. Por lo tanto es mdlspensable un- tratamiento para’
disminuir la cantidad de materia orgénica disuelta y aminorar asl, el impacto que se
tiene sobre aguas y suelos, -

Dentro de algunas altemativas disponibles para el tmtamlento lo 6ptlmo en’
este caso-se pensd que era un tratamiento bioldgico.- Las aguas reslduales que. -
contienen solutos contaminantes se ponen en contacto con unn denu poblaclén de

microorganismos apropiados, durante un- tiempo ‘suficiente ‘que’ permita a fog

‘microblos descomponer y. convertir, segin se.desce, los solutos contaminantes, En -
los procesos naturales, los solutos se eliminan pnncipalmente por descomposlclén o

por lo general ‘oxidacién, por_ metabohsmo microbiano Y converslén en matenasi, :
microbianas celulares (kaler, 1986) R . g

El tipo de tratamiento biologico utllizado en el iaboratorio donde se desmollo‘ 5
este trabajo fue la dlgestién que, en la actualidad; es la alternativa para el tratamiento .
de aguas renduales de vanos tlpos En pamcular, se utihzé un reactor dz lechos de;‘ :



lodos de flujo ascendente (RALLFA) que tiene una gran facilidad de operacién, no
ocupa grandes espacios y es de bajo costo (Casarrubias y Hernandez, 1996)

Las ventajas de este tipo de tratamiento son (Arvizu, 1981);

* Se puede estabilizar hasta un 80% de materia biodegradable

* Los requerimientos nutrimentales de nitrdgeno y fésforo se reducen

* Como no se requiere ox{geno, 1a velocidad de digestion no se limita por la
transferencia de este elemento

* Se reducen los requerimientos de energia por el proceso

* El lodo producido es totalmente estable y 4til (y en ménor cantidad) y no presenta
problemas graves de mangjo

. Las desventajas son:

* La necesidad de una relativa alta temperatura requerida para una operacién dptima

* La lenta velocidad de crecimiento de las bacterias productoras de metano

* La limitacién de la velocidad a'la cual el sistema puede ajustarse a los cambios de -
alimentacidn, temperatura y otras condiciones de operacidn como consecuencia
del punto anterior -

* Para residuos de baja concentracxén de substancias biodegradables solubles se-
limita el uso de este proceso por su lentitud

1.6 OBJETIVOS

Objeﬁvo general: Aislar moléculas orgdnicas pehgmsas del influente y efluente de
un_ bio-reactor anacrobio que . degrada agua de proceso del’ cempasiichil 'y
caracterizarlas por métodos espectroscépuns para detenmnar el por que. de su baja
biodegrabilidad, ‘

,Obmivu plrtlenhm' (1) Separar compuestos orgémcos peligrosos del agua -
residual del cempastichil por el método de extraccion liquido-tiquido; (2) Purificar
dichos compuestos mediante cromatografia de l(qmdos de alta resoluclén (CLAR) y
cromatograﬁa ‘en capa - fina preparativa (CCEP); -(3) ldennﬁcar y. elucidar los -
compuestos orginicos éxtraidos y separados umnzaudo técnicas espectroscéplcas .
tales como: Espectroscopla Infrarroja (IR), Resonancna Magnética Nucleat ®MN)y .
‘Especlmcoph de Masas’ (EM)

1 4 TtCNICAS UTILIZADAS PARA AISLAR LOS COMPUESTOS DEL -
CEMPASUCIIIL ‘

Las posibles técnicas utilizadas para obtener compuestos de una fase liquida,
en estc caso el agua residual, “serén 1as técnicas de. sepmcxén (deshlacibn Wy



extraccion) y purificacion (cromatografia). El apua residual del cempasichil por sus
caracteristicas, tiene cientos de compuestos. Como no se trata de aislar todos sino
sélo una pequeda parte, se tiene que utilizar un método de separacion que aisle sélo
una fraccidn del total de compuestos presentes en dicha agua.

Esto ultimo tiene que hacerse, pueste que trabajar con demasiados
compuestos puede traer problemas para su separacién. Por ejemplo, en las columnas
cromatograficas se complicaria el - trabajo de separacion de las bandas
(cromatograma). El método adecuado para este caso serd entonces el uso de las
técnicas cromatogréficas (en algunas de sus varlantes), ya que éstas son dtiles
cuando se trata de separar compuestos con propiedades fisicas. y quimlcas
semejantes, circunstancia que. ocurre con los compuestos que estdn’ presentes en el
agua resldual proveniente del procesamiento del cempastichil,

1.8 ALCANCES Y LIMITES

Los alcances y limites en la identificacién de los compuestos se presentaron
durante el desarrollo del trabajo y se manifestaron en la dltima fase de éste, Asf,
cuando se trataba de aislar un sélo compuesto, el cromatégrafo de alta resolucién
decla que era necesario hacer otra separacién. También se presentaron. algunos
problemas cuando se trataba de obtener una grifica espectroscdpica, ya que la-
contaminaclén de los compuestos durante su obtencion y manipulacién obliga a
repetir dicha purificacién realizando varias pruebas cromatogréficas. -

Lo que se tratd de alcanzar en el trabajo fue una buena identificacion de
algunos de los compuestos. presentes en el ‘agua resldual, de tal manera que dieran
informacién precisa para inferir qué tipo de compuestos estdn presentes, en general,
Ante !a imposibilidad de aislar todos y cada uno de ellos o, por.lo'menos una gran-
‘cantidad, se decidi6 seleccionar aquéllos responsables del olor desagradables de esta -
agua residual, asi como los de estructuras aromaticas,

La principal limitante del trabajo fue el tiempo, ya que tratar de amblclonar
una meta tan grande como lo serfa el alslamiento de muchos compuestos |mpllcar(a~ »

por necesidad una gran cantidad de tiempo, sin contar con las metodologias para .

alcanzar una ‘buena identificaclén’ de los' mismos. La cantidad de compuestos[;
obtenidos del agua residual serfa un avarce ante la sifuacion antenor, en la.que se
desconocia por completo alguno de los clentos de compuestos que estdn presentes en
ella. Esto altimo se menciona, ya que antes de este trabajo, no exxst(a ninguna.
institucion que hubiera hecho un estudio de este tipo.para ol agua resldual del
cempaschil.



Capitulo 2
TECNICAS CROMATOGRAFICAS

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Los métodos de separacién de mezclas sencillas de sustancias quimicas
suelen ser sobradamente conocidos, pero cuando los componentes individuales de
una mezcla se van pareclendo en las propiedades fisicas o quimicas, aumenta la
dificultad de separacion.

En quimica y biologia es frecuente y a veces necesario separar, aislar,
purificar e identificar los componentes de mezclas muy complejas; a diferencia de
las que requieren de simples separaciones fisico-mecénicas para separar mezclas
sencillas como lo podrian ser limadura de hierro y azufre. Asi por ejemplo, cuando
sucede una hidrélisis de una proteina, los componentes individuales de la mezcla
resultante son muy parecidos entre sf en sus propiedades fisicas y quimicas y, por lo
tanto, la dificultad de identificar las propiedades de cada componente es mayor.

Serfa casi imposible conseguir separar los componentes por un método como
la cristalizacion- fraccionada. Sin embargo, es posible’ conseguir una magnifica
separacién mediante la cromatografia. La cromatografia puede definirse como la
técnica de separacion de una mezcla de solutos, basdndose esta separacion en la
diferente velocidad con que se mueve cada uno de los solutos a través de un medio-
poroso, arrastrados por un dzsalveme en movimiento (Abbot y Andrews. 1983)

El biélogo ruso Tswett en el aflo d 1906, fue. probahlemente la | pnmera,
_persona que advirtio las posibilidades de este método, Tswest logro separar los
pigmentos de las hojas por percloracién de su solucion en éter de petréleo atravésde .
una columna de vldrio rellena de sulfato de calcio pulverludo ¥ con una llaveenel
-extremo ‘inferior, La materia colorante apmc}é dividida . en zonas dxvmamente’
' coloreadas (Devore y Mulloz, 1984) (ver Fig. 1).

Para describir este. fendémeno_ se  introdujo el témnno cromtogrqﬁa que:

literalmente quiere decir "escribir en color", Esta separacidn 1o tiene que ver nada .

con el color de los compuestos, sino con la diferents afinidad de adsorcion de Jos
pigmentos ‘hacia el yeso. Los constituyentes de la sustancia se separan de arribaa
abajo de Ia columna por orden"de adsorbabilidad decreclente y-lo cual da el
cromatograma.  Este experimento fue, ‘sin - duda, la primera nplicaclon de
‘columna de adsorcién cromatogréﬂca (Devore y Muﬂoz, 1984)..



ey Gter de petrélec

Fig.! Primer experimento
realizado por Tswett en una.
columna: cromatograﬁca
(Devore y Munos, 1984)
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Sin embargo, en las columnas empacadas es muy dificil obtener una
identificacion formal con cantidades nuy pequefias de las sustancias a separar, A
mediados de este siglo se describid la cromatografia en papel, en la que las
separaciones se llevan a cabo (principalmente por reparto) sobre tiras de dicho
material, en un sistema de "columna abierta". Con Ja cromatografia de papel se
pueden_ detectar e identificar de una manera segura cantidades del orden de
microgramos de la mayoria de los compuestos.

Estas técnicas han sido ampliadas con dos métodos nuevos, Primeramente, el
concepto de "columna abierta" se ha extendido por la introduccién de la
cromatografia en capa fina, en la que las separaciones se realizan en un material
soportado sobre placas de vidrio.

Una consecuencia logica de estas dos técnicas fue la cromatografia de gases,
en la que un gas reemplaza al disolvente liquido. Debido a esto, las separaciones han
de realizarse dentro de una columna cerrada para la separacién de mezclas de gases,
liquidos o sélidos volétiles. Los primeros experimentos de este tipo se realizaron en
1952 (Abbot y Andrews, 1983)

En la actualidad casi no hay campo de la quimica o de la biologia en el que no
se use la cromatografla en alguna forma, Por ejemplo, el andlisis por cromatografia
de papel se usa en medicina forense (en la deteccién de venenos), en el examen de
tejidos biologicos y sus procesos quimicos relacionados (procesos melabéhcos) yen
los estudios estructurales de moléculas complicadas, tales como los carbohidratos,
protelnas y fenoles complejos de plantas, pot eJemplo '

La cromatoaraﬁa es, naturalmente, un técnica tan lmponante en la quimica
morgémca como en la orgénica. Fue el primer método que se emple6 para separar -
los produictos obtenidos en la flsién nuclear antes que se desarrollaran las resinas de -
intercarmblo iénico. En cada una de las técnicas cromatog\'ﬁﬂcas antes menclonadas
es posible obtener separaciones casi |mposxbles de conseguir de otra manera, En -
cada caso la separacion estd’ basada en un proceso de reparto muhiple 0 “uno.
continuo de adsorcion-desorcion (Abbot'y Andrews; 1983). - '

Para que haya cromatografia es necesario que en un sistema cromatografico
se multipliquen muchas veces las pequefias diferencias del coeficiente de reparto o
‘en la adsorcion-desorcion de cada uno de los componentes de una mezcla, Cuanto - -
més. grande sea este factor de multlplicaclén con mayor facilidad se separarén los -
‘componenus Siguiendo este criterio, se compara muy a menudo a la cromatografia -
‘con’ la destilacion t'raccionada y se aplica el concepto de plato teérico (donde existe’



un equilibrio entre ¢l vapor ascendente y el liquido que cae). Naturalmente, a mayor
niimero de platos, mayor es la eficiencia de separacién de la columna,

Andlogamente, puede considerarse que un sistema cromatogrifico estd
Sormado por una serie de platos hipotéticos, siendo cada uno de ellos una unidad
dentro del sistema en la que hay un equilibrio- entre el disolvente y el material
empleado. La ventaja principal de la cromatografia es que se puede conseguir una
alta eficiencia debido al gran nimero de platos tedricos. Debido a que en el sistema
cromatogréfico se establece el equilibrio muy rapidamente, se pueden llevar a cabo
- buenas separaciones en tiempos muy cortos.

De lainformacion anterior, se puede deducir que los métodos cromatogréficos
de separacion se distinguen por su alta selectividad, que es su capacidad para realizar
separacion entre componentes de propiedades quimicas y fisicas muy similares. El
intervalo de materiales que pueden ser procesados por esta metodologia cubre un.
espectro completo de pesos moleculares, desde el hidrogeno hasta las proteinas Las
técnicas cromatograficas han sido usadas rutinariamente para el analisis - quimico
desde Ia década de los 50's y para andlisis automatizados de corrientes de procesos,
¢n control de procesos (procesos cromatogrdficos) desde 1961, -

Su uso como un proceso de separacion comercial es a menudo. llamado ;
produccidn cromatogrdfica a gran escala (o algunas veces, conﬁxsmneme. procesos
cromatograficos) para distinguirlo de su similar més pequeito (que se utiliza a'escala "

de laboratorio) llamada cromalogmﬁa preparauva (ver Fig. 2). La’ producc:én:g_‘-v
cromatogrifica es una entrada relativamente nueva para el tipo de procesos de -

.separacion generalmeme usados. por los . ingenieros - quimxcos Su_uso. se. ha

incrementado como una demanda'para preparar materiales de gran pnreza y elevadof‘. .
costo. '

2.2 METODOS cpomrocurlcm:
221 t:nomiocnrh DE n‘mmo

La cxomutomﬁa de reparto; como su nombre lo. indica, estd basada en la -
separaclon de una mezcla: de sustancias mediante ¢l reparto existente entre 1a fase o
movil (disolvente) y la fase- estacionaria, soportada sobre un’ sélido’ adecuado El-
disolvente: puede “ser - un ' liquido (cromnogtaﬁa liquxdo-liquido) o un’gas
(cromatoguﬁa gas-liquido). ‘Aunque "desde el punto de- vista tedrico. hay. mucha o
relacion entre las dos técnicas, los detalles préctncos son muy dxferentes (Abbot y
Andrews, !983) ‘



Cromatografia

Andlisis. quimicos  Mediciones Procesos  de
fisicoquimicas ‘separacion
Procesos
cromatograficos
Cromatografia
, preparativa
Cromatografia
dev‘pr‘odfccyién*' (preparacxones de:
(pmdﬁb‘mﬁ laboratorio
comercial) ‘ g

Fig.2 Usos-de la cromatografla
(Abbot y ‘Andrews, 1983) =



2.2.1,t Cromatografia liquido-liquido

Las técnicas de este tipo se llevan a cabo sobre celulosa o gel de silice
himedos, pudiendo realizarse en forma de tira de papel, capa fina o columna, £/
medio en cada caso actia como soporte del agua, por lo que este tipo de
cromatografia se emplea fundamentalmente para la separacion de sustancias
solubles en la misma,

En la cromatografia de reparto (p. ej. en papel), el tnico facter que influye en
el movimiento de un compuesto a lo largo del papel es la solubilidad relativa de éste
en la fase movil y en la estacionaria. Las sustancias que son solubles sdlo en el
disolvente emigrardn a la inisma velocidad que la parte frontal de éste, mientras que
las que son solamente solubles en. agua, permaneceran en el origen de la
cromatografia (ver Fig. 3),

En 1a cromatografla sobre papel influyen otros factores sobre la velocidad de
emigracion, como por ejemplo, la adsorcion, Es importanie indicar que el reparto de
tna sustancia entre dos disolventes inmiscibles no se q/ecla por la presencia de
otras sustancias disueitas.

2.2.1.2 Cromatografia gas-liquido (CGL)

Los principios teéricos de la cromatografia gas/liquido son- completamente
andlogos a los descritos anteriormente, Las separaciones son funclén del reparto de
las' moléculas de soluto entre un liquido, dispuesto sobre un. s6lido apropiado, y e
flujo de gas del sistema. Pricticamente, €l liquxdo debe poseer muy baja volatilidad,
por lo que no puede emplearse el medio acuoso de la cromatograﬂa liquido/lfquido. -
En esta técnlca se necesita una gran superﬁcle espec(f ca para facilitar el reparto -
entre las superficies liquida y gaseosa, el soporte mas utilizado y que relne esta- -
caracterfstica es la celita,

La eleccion. del liquido para la cromatografia gas/lfqmdo depende de la

naturaleza de las sustancias a separar y dela temperatura a la que se va 8 realizarla

sepmclén Generalmente la fase estaclonaria se elige con una estructuu unéloga a
la de las sustancias que se quiere separar,. Se disponie de una gran cantidad de
sustanclas que faciliten esta eleccién, incluyendo amidas, aminas, hidrocarburos y
grasas, siliconas, ceras, alcoholes, éteres, polimeros, poliésteres y muchos - mds,
Algunos soportes combinan las propiedades de la fase sélida'y liquida en una sola.
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2,22 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION SOBRE GEL

La cromatografia de filtracion sobre gel es un tipo particular de cromatografia
liquido-liquido, que se utiliza en la separacidn de sustancias que poseen volimenes
moleculares diferentes. En el afio de 1959 se introdujo como técnica de laboratorio
con la creacin del Sephadex, que se obtiene a través de un polisacrido (la dextrana)
sometido a un proceso para que. dé una mayor uniformidad tridimensional. El
producto se presenta en forma de esferillas (Abbot y Andrews, 1983).

Por su gran cantidad de grupos OH, el producto tiene una gran afinidad por el
agua y se hincha en presencia de la misma formando un gel semitransparente. Las
sustancias cuyo tamafio molecular es superior al de los mayores poros de gel
hinchado (lo que determina el limite de exclusion) no penetran en el interior de este y
pasan en el iquido a través del lecho, emergiendo como las pnmeras en la columna,

Las moléculas més pequefias si pueden penetrar y entre el liquido exterior y el
interior de las particulas del gel se logra un reparto de moléculas, siendo superior-e} .
porcentaje de las mismas-en ¢l ultimo, Las moléculas que emergen de la columna ;
sigtien un orden decreciente respecto a los tamaflos moleculares. En la Fig, 4 se
representan tres etapas de la separacion de grandes’ moléeulas de otras menores.

223 cnom*roc‘mm m: ADSORCION

Las diferencias de comportamiento en la- adsorcién-desorcion de sustancias
contemdas en'un disolvente mévil (un liquido o un gas), sobre un sélido estacionario .
se utilizan para conseguir fa separacion de los componentes de una mezcla, La -
adsorcion s un fendmeno de. superficie, que se manifiesta por un aumento: de‘ v
concentmién en la lmerfuse que rodea el medio estacionario. '

,2.2.‘.!.1‘ Cro-m(uﬂn ltquldo-sdlldo (CLS)

:La'mayoria de-los s6lidos empleados como.adsorbentes en la cromatografia
de columna o de capa fina son 6xidos metalicos, 6xidos hidratados y sales. Los més
utilizados son la gel de sllice ¥ la‘ alimina, En detennmados casos también se
‘emplean otros adsotbentes especiales como el carbén actwo ¥ el polvo de poliamida,

En_ el semido cromatogrﬁﬁco el termmo adsorcwn se ltmita a_las

,imeraccxones que implican enlaces de hidrégeno o ﬁ:erzas electrostdticas. Cuando
las interacciones son i6nicas el proceso se denomina mtercambio j6nico.”
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Los centros adsorbentes o activos provienen principalmente de los defectos
(grietas, filos, etc.) de la red cristalina, donde las fuerzas electrostiticas estdn
proyectadas parcialmente hacia el exterior. La adsorcién se da debido a la
interaccion de estas fuerzas con las interiores del soluto, A mayor separacion de
cargas del soluto (mayor momento dipolar), mayor sera la adsorcién. Desde el punto
de vista prdctico, la cromatografia lquido/sélido se aplica en la separacion de
sustancias de media o baja polaridad (Abbot y Andrews 1983),

En cualquier fenémeno de adsorcion influyen tres variables independientes.
Estas ‘son el adsorbente, el disolvente y ‘las sustancias cromatogrdficas. Las
separacianes sobre adsorbentes depende de. la existencia del equilibrio entre las
moléculas adsorbidas en la fase estaclonaria y las que estdn libres en el disolvente,
moviéndose las moléculas individuales entre las dog fases. Si las moléculas de un
componente particular tienen una elevada afinidad por el adsorbente pasardn muy
lentamente, mientras que las de otro componente con menos afinidad lo hardn mds
rdpido (Abbot y Andrews, 1983), '

La regla general es elegir la polaridad del disolvente andloga.a la de la
muestra a emplear y en la mayoria de los casos, se seleccionan ' adsarbentes
poderosos (actives) para sustancias no polares y adsorbentes menos dctivos para:
sustancias més polares,

Para facilitar la eleccion del sistema, se cuentan con listas de adsorbentes y -
‘disolventes ordenados de menor a mayor polaridad (actividad o poder eluyente,‘ :
‘respectivamente), Una de éstas se ha elaborado con base en los' conacimientos -
précticos y se presenta en la tablad. '

Aunque ‘este ‘tipo de relaciones son- muy Gtiles, se debe tener cuidado
especialmente con los disoiventes, ya que 8 veces se llegan a invemr los resultados
entre dos dlsolventes detzrmmados, en las migmas condiciones o

Virtualmente puede emplearse cualqmera liquido como. disolveme en la,
\cromatomﬂa liquido/sélido, pudiendo combinarse memlas de dos; tres ¢ Incluso
cuatro liquidos de polaridad- diferente. De esta manera, el mimero de dxsolventes»" :
dlspombles es mucho mayor que ¢ el de adsorbentes, -

‘Enla prtctica, sélo se empledn dos adsorbentes, la gel de silice y la alimina,
desarrollando 1a separacion a través del empleo: del: disolverte aproplado o
cambiando 1a polaridad. del adsorbente por adicion de’ agua ‘En_capa fina se
emplean, generalmem, parlfculas mucho: ‘mds_finas que_ en cromalogrqﬂa de_,;
columna, Hay que tener- en' cuenta que el advorbeme, al- lener una: superije o
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especifica elevada, actia frecuentemente como un catalizador eficaz, pudiendo
llevar a cabo en algunas circunstancias, durante el desarrollo, cambios importantes
en los componentes de una mezcla (Abbot y Andrews, 1983),

TABLA 4, Poder de los adsorbentes y disolventes (Abbot y Andrews, 1983)

Sustancias adsorbentes por orden de|Disolvente por orden de menor a mayor
menor a mayor poder de adsorcién poder eluyente
Azicar, almidén Hexano, éteres de petréleo
Inulina Heptano
Talco Ciclohexano
Carbonato de sodio Tetracloruro de carbono
Carbonato de potasio Benceno
Carbonato de calcio Tolueno
Magnesia Cloroformo
E%e sifice activada Eter dietilico
Aliimina activada Acetato de etiio
Piridina
Acelona
Propanol
Etanol
Metano!
Agua
Mezclas  de “4cidos, bases con agua,
alcoholes o' piridina

La cantidad de muestra en la cromatografla de adsorcién es muy imppmte, v
ya que el poder adsorbente de la superficie disminuye considerablemente con'el -
incremento de la muestra, ya que se ocupan primero los centros ms activos, Una:

razon para el empleo de gel de silice es que posee una capacidad de adsorcldn muy '

elevada (lo que posibilita la separacion de grandes cantidades de mezcla).

2232 Crommnﬂ’l nublldo (CGS).

La. cromatograﬂa de adsorcién de gases-se emplea pnncnpalmente para la.
separacion de éstos, y muchos de los medios empleados tienen un alcance limitado. -
Algunos tienen mayor aplicacion, como las esferillas porosas de silice. Debido a que
la retencidn de sustancias voldtiles decrece al disminuir ia superficie espec(ﬁba. la
separacion de gases de.llquidos de elevado. punto de ebullicion puede conseguirse.
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escogiendo el tipo apropiado. Calentado las perlillas con una pequefia cantidad de
fase liquida es posible combinar la separacién por adsorcion y por reparto.

2,24 CROMATOGRAF{A DE INTERCAMBIO IONICO

Las separaciones de intercambio iénico se llevan a cabo con materiales
especiales (estructura porosa e insolubles). Estos contienen grupos reactivos que
estin asociados a iones labiles que se intercambian con los del medio que les rodea,
Este es el tinico fendmeno que ocurre en ¢l material durante todo el proceso, que
invariablemente tiene lugar en medio liquido (generalmente acuoso) (Abbot y
Andrews, 1983),

Como su nombre lo indica, la cromatografia de intercambio ibnico se emplea
en la separacién de sustancias idnicas, tanto orgé.mcas como . inorgénicas, . de
polielectrdlitos, como enzimas, proteinas, hormonas, v1rus, acidos nucleicos y otras
sustancias biologicamente importantes.

Por lo general se emplean tres tipos de materlales, resinas, géles y celulosas
de intercamblo idnico. Su principal diferencia se debe u la naturaleza de los grupos
cambladores incorporados a cada uno y princnpalmentc a la microestructura,

2.3 CONCEPTO DE POLARIDAD

El concepto de polandad es importante en cromatografia por dos motives. Por -
una parte /a polaridad influye notablemente en el comporlamienlo de una sustancia
en"disolucién -y, por otra, el poder adsorbente sobre una molécula aumenta

directamente " con_la polaridad de la misma. Las sustancias solidas tienden a
disolverse en liquidos de polaridad semejante y los Hquidos son mlsclbles con otros

de polaridad anéloga, -

La polaridad de una molécula depende de la namraleu de los dtomos de que -

esth constltuida y de la forma de la misma. Asi, grupos tales como -F, -OH, -NHp, -

Cl (decrecwndo en este  orden) llenden a comunicar polntidad a:la molécula,
mientras que la‘ introduccion de- . grupos -Cl-Iz- en compuestos orgﬁmcos tiendena
disminuirla,” Anilogamente, la* polaridad se . favorece - por- la asxmetrla de lasv .

’molécu!u (Abbot y Andrews, l983)

También e precnso saber que la: polaridad de las sustancias aumenta en
disolvenles polares, porlo que la polaridad de los componentes de una memla puede:
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ser mucho mayor en la cromatografia liquidorliquido que en la gas/liquido (Abbot y
Andrews, 1983).

2.4 TIPOS DE CROMATOGRAFIA UTILIZADOS EN EL PROYECTO

En el trabajo se utilizaron 3 tipos de cromatografia: cromatografia de
columna, de capa fina y de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés o CLAR,
por sus siglas en espaiiol).

2.4.1 CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

En la cromatografla de columna, las separaciones pueden realizarse por
reparto, adsorcidn o intercambio idnico; de igual maners, son numerosos los
adsorbentes que se pueden emplear. Basdndonos en la informacién que se tiene
sobre los diferentes métodos cromatograficos, las diferentes clases de adsorbentes, el
concepto de polaridad y sabiendo de antemano que se obtendrfan sustancias polares
y medianamente polares, se determind utilizar la cromatografia lquido/sélido
(cromatografia de adsorcién). Asf también, se determiné utilizar adsorbentes activos
para este tipo de sustancias,

Para el presente trabajo se utilizaron 4 columnas cromatograficas, cada una de
diferente didmetro depend:endo de la cantidad de compuestos que se esperaban
obtener,

Para el agua del cempasuchil antes de ser tratada en el blo-reactor (influente)
se utillzaron 2 columnas, una de 4.5 cm y oira de 2.5 cm de didmetro, suponlendo»
que-en este tipo de agua, al ser el resultado de una degradaclén bioléglca, el
ensllado, todavia se pueden encontrar ung gran cantidad de compuestos. Parael caso.
del agua que salia del bio-reactor (eﬂuente) se utilizaron 2 columnas, una de 2.5 cm
y otra de 1.8 cm de didmetro considerando que al tenet ya un tratamiento bloléglco
controlado, el RALLFA, muchos compuestos se degradan o se convienen e ottos
(blogds) y, por lo tanto, no se espmbn encontrar una cantidad um grande' e

__Se procedi6 a utilizar SﬂICI gel 60 (tamaﬁo medlo dal poro en Amstrong) con -
'tamnﬂodemnodeoz a 0.5 mm para el relleno de 1a columna més ancha, asf como
también silica gel 70 para el caso de las columnas més deludas ‘El'tamafio de la
columna esth. deteminado porla’ cantldad de mezcla que se. va a ﬁ'accionar : '

JEn general se emplean tres tipos de dlsolvemes, segun sea la sepmcién (deﬁ
reparto, adsorcién 0 mtercambno iémco) Para las separaclones por adsorclén es:
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fandamental que los disolventes empleados en la elucién sean muy puros, pues de
otra manera las Impurezas podrian alterar el curso completo del desarrollo,

Con adsorbentes del tipo de Ia alimina y de la gel de silica la intensidad de la
adsorcién aumenta al crecer la naturaleza polar del material adsorbido, por lo que en
estos’ casos se emplea normalmente un disolvente no polar, por ejemplo, éter de
petrbleo, Los grupos polares, como los del OH del agua y del etanol, causarian una
desorcién de la sustancia. Segiin esto, la elucién de Ia columna puede llevarse a cabo
empleando una serie de disolventes en los que vaya aumentando la polaridad, Una
serle tipica es la que sigue (de menor a mayor polaridad): hexano < ciclohexano <
benceno < cloroformo < éter dietilico < acetato de etllo < acetona < etanol < metanol
< agua (ver la tabla 4 en la seccién de cromatografia liquido/sélido). ‘

2.4.2 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA PREPARATIVA -

Las separaciones - ‘sobre’ capa fina se parecen en muchos aspectos a las de

apel pero es posible la eleccion de muchos més medios, ya que con esta técnica
pueden -realizarse separaciones. por repario, filtracion sobre gel, adsorcxon e
intercambio_idnico, Las propledades particulares de la cromatograffa ‘en capa fma' g
permiten desarrollar ¢l fracclonamiento en un’ periodo de tiempo mucho menor,
incluso empleando como adsorbente celulosa, y el desarrollo de la placa es' mucho
‘més répldo que el papel. Una razon de esto es el tamafio tan fino de fas particulas
que constituyen los medios empleados én’ 1a cromatografia en capa. ﬂna, por lo que .
se consnguen mejores resoluciones y manchas mis compac!as

‘Se utilizaron cromatoplacas: de silica gel- 60 Fys4. Dichas placas tlenen
dimenslones- de 20 x 20 cm, con espesor de capa de 0.25 mm, con zona de
-concentraclén y base de vidrio (1a F indica la adicién de un indicador ﬂuoresceme y
¢l ‘subindice la longitud de onda de excitacion del indicador). Si se colocan estas
cromatopalacas en una lémpara de luz ultravloleta, fos compuestos no vnsxbles al o;o i
humano aparecerén como manchas oscuras, : o

‘Tenfendo en ‘cuenta lambxén la precisién con que se fabrico.n, se consiguen
seplncxones reproduclbles en la mayoria de los casos. Considerando que el tipo de. -
‘Compuestos que se obtendr(an serian la mayorfa no polares o medianameme polares,‘ y
“este tipo de placas con un grano relativamen(e fino seria lo ndeal para separar las.
mezclas de 2a 3 compuestos

> Se utilizaron también cromatofolios con indicador- ﬂuorescente ‘Este tipo de -

plms esthn extendidas sobre una pelicula flexible de metal, y tienen también un
aditlvo’ ﬂuorescmte como las cromatoplacas. La eleccion: del disolvente para las
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cromatoplacas como para los cromatofolios se elige de la misma manera que en la
columna.

2.4.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR ¢ HPLC)

Cuando se han recogido una serie de fracclones de la columna, o bien, se ha
obtenido un compuesto de alguna cromatoplaca, el problema es analizar el contenido
para saber si en realidad es un solo compuesto, o bien, sigue siendo una mezcla, Para
esto, se puede hacer una andlisis continuo donde se conduce un cluyente (que
contiene el compuiesto o la mezcla) a través de un aparato que mide algunas
propiedades de los compuestos que han de separarse,

Muchos compuestos por ejemplo, que son incoloros, absorben luz en laregion
de! ultravioleta. En este caso se bombea el eluyente a velocidad constante a través de
una celda con ventanas en ambos lados, Un rayo de luz ultravioleta de determinada
longitud de onda pasa a través de la solucidn y va a caer sobre una célula
fotoeléctrica situada en el otro lado. En algunos aparatos, la cantidad de luz que ilega
a la célula fotoeléctrica se mide automiticamente a intervalos regulares, y los.
resultados se presentan en un gréﬁco que lleva la méquina.

La presencia en el eluyente de compuestos que | absorben la radlaclén hard que -
en la gréfica aparezcan una serie de picos, que indican la situacion de cada uno de
los compuestos. La fraccion que contlene el material . que - mteresa puede ,
determinarse fécilmente consultando el cromatograma.

~ Si'el andlisis y I sepmuon se. realizan “en-condiclones cuxdadosamente]
controladas puede emplearse el cromatograma para obtener resultados cuantitativos.
En este trabajo, como primera etapa, los resultados fueron dnicamente cualitativos, -
¢s decir, interesaba saber cudntos compuestos estaban” presentes en la muestra
inyectada y no la cantidad de cada uno, La fig. 5 muestra el mecanismo uuhzado o
un' CLAR (HPLC) para ‘el andlisis contmuo del eluyente. 3 S

‘En el CLAR (HPLC) utilizado en este trabago, ¢l anélisis para saber: cuiles;.,
son los compuestos presentes en una mucstra se realiza autométicamente, debldoa i

‘que el aparato funciona en su totalidad por medno dela electrénica El apmto consta, e

deipaﬂes

* Una computadora, desde donde se manda toda la- mformacién sobre la

muestra ‘mediante un programa ya- esublecido, asimismo, -en lla e mibe la
informacién sobre el analisis de la muestra mednante una gréﬁca y una tabla en- la:
que Se mdxca ¢l drea bq;o cada pico..
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* Una microcolumna, en Ja que la muestra inyectada se va separando en los
diferentes compuestos que }a componen, como en una columna empacada,

* Una bomba que provee la fuerza necesaria para que la fase mévil (mezcla
de disolventes) tenga un flujo continuo a través de la columna y con una presién
adecuada. Esto se debe a que la columna es tan delgada que se necesita una gran
presion para que la fase movil separe los compuestos,

*Una fase detectora, que consiste en un instrumento que mediante una
propiedad fisica do los compuestos (longitud de-onda absorbida, Indice de
refraceion, etc.) los "identifica” y los cataloga como diferentes,

* Una interfase, que es el "traductor” entre la fase detectora y ¢l programa de
la computadora. La interfase recibe la seflal del aparato detector, transforma su sefial
eléctrica en otra de diferente tipo y la transcribe en términos de una seftal que puede °

detectar la computadora para que ésta la muestro en forma de gréﬁca,

En general, la cromatograﬁa es una poderosa pero relativamente cara técnica

de separacion cuyas ventajas y desventajas necesitan ser evaluadas cuidadosamente.
La vistud més obvna de los métodos cromatograﬁcos es su gran fuerza de separacién,
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Capitulo 3
METODOS ESPECTROSCOPICOS

3.1 GENERALIDADES

Los compuestos organicos se pueden identificar a partir de la informacion de
cuatro espectros: de masas, infrarrojo, de resonancia magnética nuclear y ultravioleta
(Silverstein y Bassler, 1980)

Las pequefas cantidades de compuestos puros que pueden separarse a partir
de mezclas complejas por medio de la cromatografla en fase gaseosa o de la
cromatograffa de placa fina, representan un reto para el quimico dedicado a la
identificacion'y elucidacion estructural de los compuestos orgénicos, Estas técnicas
tienen dos caracteristicas: son rapidas y de gran efectividad en cantidades de
miligramo.y microgramo, ‘

'Frecuentemente, las moléculas complejas pueden. identificarse debido a-que
las estnicturas parciales son conocidas y, considerando el hecho'de que pueden
establecerse preguntas especxﬁcas, el proceso mds bien es de ;onﬁrmaclén que.de
identificacion (Silverstein y Bassler, 1980).

Sin embargo, ‘en la practica se presentan dlﬂcultades en cuanto al manejo
fisico de - cantidades diminutas del compuesto:  atrapamiento, efucién. de los .
adsorbentes, remocién. del disolvente, eliminacion de la contaminacion y 1a
descomposicién de.los compuestos inestables. El agua, el aire, Jab grasas de | tapones, ‘
las impurezas de los solventes y los plastlﬁcantes son factores de mpuriﬁcacién de
las muestras (Silvmtem y Bassler; 1980). -

En muchos casos, a identificacion puede realizarse en.una fraccion de un -
miligramo. 0alin: varios microgramos de muestra. La’ ldenhﬁcmén 8 escala'de
miligramo es rutinaria. Por supuesto, no todas las moléculas resultan ser igualmente.‘
ficiles de trabajar. T

L&s mmipulaciones quimicas pueden resultar necesarias, Sin _embargo, la
mfonnacl(m obtenida de los cuatro.-espectros . permitiré lograr una seleccnénf "
_inteligente del tratamiento quimico y la mietodologia de los tipos de energh que se -
_pueden’ splicar a los productos resultantes, Alin asi, la metodologia planteada tiene
algunas limitantes para dos tipos de espectros. Un espectro de masas depende def -
grado de volatilidad y de la estabxhdad térmica y 1a solubilidad es un factor imitante
para la espectrometm de resonancla magnéhca nuclear (Sllverstem y Bassler, 1980)
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Casi desde su principio, ha resultado evidente la utilidad de la espectrometrfa
de resonancia magnética nuclear para el quimico organico. Sin embargo, la
espectrometria de masas ha tenido una historia algo diferente. Elaborada por el fisico
y utilizada ampliamente por el quimico de la industria petrolera, habla sido ignorada
casi’ completamente por el quitnico orgdnico interesado en la identificacién y
elucidacién de estructuras.

3.2 ESPECTROMETRIA INFRARROJA

La radiacién mfrarrOJa se refiere generalmente a la parte del espectro
electromagnético comprendida entre las regiones visible y de las microondas, Aun
cuando el espectro Infrarrojo es caracteristico de toda la molécula, resulta que ciertos
grupos de 4tomos originan bandas a la misma frecuencia o aproximadamente, en
forma independiente de la estructura, del resto d¢ la molécula, Es la persistencia de
estas bandas caracteristicas la que permite al quimico ‘obtener una informacion
estructural util mediante la simple inspeccion y referencia con tablas generalizadas :
‘de frecuencias de grupo caracteﬂstlcas (Silverstein y Bassler, 1980)

~ Una molécula orgénica- absorbe ‘la_ radmcxén infrarroja . con-. frecuencias
menores de aproxlmadamente 100 cm' y Ia convierte en. energfa de- rotacién
moleculas, La absorcion es cuantificada; siendo ~asf, un espectro de rotacion
molecular consisten en lineas "dnscretas" 0 sepmdas (Snlverstein y Bass!er, 1980).

Una~ molécula orginica absorbe la radiacion mframJa en la gama de
aprothdameme 10 000 - 100 ¢ 1 (1-100 m) y la convierte en energia de vibracién
‘molecular, Esa absorcién también se_cuantifica, pero-el espectro. de vibracion
aparece como bandas y no como lineas, debido a que un cambio: de: energia
vibracional simple: va: acompansdo de varios cambios de energia rotacional,
particulnmente las que se presentan entre 4000 cm-1 y 666 cm-1 (2 5-15 m) La.
Jrecuencia o la longimd de onda de la. absorcidn depende de las masas relativas de
los dtomos, las constantes de Suerza de los. enlaces yia geomelrla de los dtomos
(Snlvmtein Yy Bmler, 1980),

Las posiciones de banda en los espectros infrarrojos se presentan ya sea como
longitudes de onda o como nimeros:de onda. El micrémetro o micta (pm=10
“metros) se ha utllizsdo comiinmente desde hace mucho tiempo como unidad para la
longitud de onda en'[a espectrometria infrarroja, pero recientemente’se ha reforzado
‘¢l uso de sunombre correcto y la palabra micra ha sido sustituida por micrémetro.
Actualmeme, se utiliza la umdad de nimero de onda (cm L, reciproca de centimetro),



pues es directamente proporcional a la energia y porque muchos de los nuevos
espectrometros sofisticados son lineales en la escala de ey,

La absorcidn intrarroja de las moléculas se resume en la tabla de frecuencias
de grupo caracteristicas (ver Tabla 5) (Morrison y Boyd, 1976). Muchas de las
frecuencias de grupo varfan dentro de un intervalo amplio debido a que las bandas se
originan a partir de vibraciones de interaccién complejas dentro de 1a molécula. Sin
embargo, las bandas de absorcién representan fundamentalmente a una forma
vibracional simple, Por ejemplo, las bandas de absorcidn que se derivan de las
formas de alargamiento C-H, O-H y -C=0 permanecen dentro de regiones
relativamente estrechas del espectro,

Algunos detalles importantes de la estructura pueden determinarse al conocer
la posicién exacta de una banda de absorcion dentro de estas regiones estrechas. Los
desplazamientos en la posicion de absorcién y los cambios en los contornos de la
banda, lo cuales acompafian a los cambios del medio molecular, también pueden
sugerir detalles estructurales de importancia.

El espectrofotémetro infrarrojo moderno de doble haz “consta de - cinco
secciones principales: fuente (radiacién),” drea de inuestra, fotémetro,. graticula
(monocromador) y detector (termopar) (Silverstein y Bassler, 1980).

3.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Un espectrometro de masas bombardea una sustancia bajo mvesngacién con
un haz de electrones y registra cuantitativamente el resultado a modo de un espectro
de fragmentos de ion positivo. Este registro corresponde al espectro de masas. La
separacion de los fragmentos de ion positivo tiene como base fa masa (estrictameme.’
la relwén masa/carga) (Silverstein y Bassler, 1980)), -

'Los espectros de masas se obtienen rutinariamente a una energfa del haz de
electrones equivalente a 70 electrén-volts. E! fendmieno més sencillo que se presenta
és la remocion de un electron simple de la molécula en fase gaseosa por parte deun

electrén (del haz de electrones) para-formar un ion molecular padre (M"), éste

‘representa el radical cation, El espectrémetro de masas clas(fca estos cationes con-

base en su relnci(m mm/catga o telacion m/e, Como para propésitos pricticos la

carga de los jones es +1, esto equivale a “claslficarlos con base en sus masas.

‘Adémas, impme a estos iones moleculares un_ excedente grande ‘de energia, el

necesario como. para romper los ‘enlaces covalentes que hacen que la mayorfa se-
_fragmenten (Solqmons, 1988).
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TABLA 5. Frecuencia caracteristicas de absorcidn infrarroju® (Morrisony Boyd, 1976)

Enlace Tipo de compuesto Intervalo de frecuencia
cm”
C-H Alcanos 2850-2960
1350-1470
C-H Alquenos 3020-3080 (m)
675-1000
C-H Anillos aromdticos 3000-3100
675-870
C-H Alquinos 3300
=C Alquenos 16401680 (v)
C=C Alquinos 2100-2260 (v)
-C=C- Anillos arométicos 1550,1600 (v)
c-0 Alcoholes, éteres, dcidos 1080-1300
‘ carboxilicos, ésteres
c=0 Aldehidos, cetonas, dcidos 1690-1760
“carboxflicos, ésteres
O-H Alcoholes mondémeros, fenoles 3610-3640 (v)
Alcoholes con puente de hidrégeno, 3200-3600 (ancha)
fenoles
Acidos carboxilicos 2500-3000 (ancha)
N-H Aminas ~-3300-3500 (m)
C-N Aminas 1180-1360
CaN: Nitrilos. - . 2210-2260 (v)
NOy Nitrocompuestos 1515-1560
o 13451385

$Todas las bandas intensas, salvo las marcadas: m, moderadas; v, variable.

El especu'émetro de masas acelera iones a través de una serie de rendijas, un
campo magnétlco ejerce influéncia sobre estos iones con una m/e especifica, que
siguen la trayectoria de la curvatura del tubo y; en este momento, los iones estn "en
registro”, Al estar en registro, los iones pasan a través de otra rendija ¢ inciden sobre
un colector de'lones donde se mide su intensidad. Esta medida de la intensidad es'la -
medida de la abundancia de Ios iones con una relacién m/e especiﬂca (Solomons,: E
1988).

Existen dos categorias importantes de ‘espectrémetros de masa de reflexion
magnéhca‘ ¢l 'de baja resolucion y el de alta resolucién. Los Instrumemos de. bqja'
resolucién pueden’ definirse arbitrariamente ‘como los instrumentos que. ‘separan
masas unitanas hasta de m/e 2000, Los espectros de masa umtana se obtlenen por
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medio de estos instrunentos. Los de alta resolucidn pueden separar dos {ones que
difieren muy poco en sus masas. Algunos espectrometros de magas son tan sensibles
que pueden detectar la presencia de un solo ion (Silverstein y Bassler, 1980).

El espectro de masas es una representacion de las masas de los fragmentos
cargados positivamente (incluyendo el ion padre) en funcion de su concentracion
relativa. El pico mas intenso del espectro, denominado pico base, tiene asignado un
valor de 100% y las intensidades (altura x factor de sensibilidad) de los otros picos,
incluyendo el pico padre, s¢ indican como porcentajes del pico base, Evidentemente,
el pico del jon molecular o el pico padre pueden constituir ocasionalmente el pico
base (Solomons, 1988),

La representacion del espectro puede ser tabular o grafica. La gréfica tiene la
ventaja de presentar modelos que, cuando se tiene experiencia, pueden reconocerse
rapidamente (Morrison y Boyd, 1976).

3.4 ESPECTROME TRIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La- espectrometria de- resonancia magnética nuclear (RMN) representa
bésicamente otra forma ' de 'espectrometria de absorcién, semejante ala
espectrometria infrarroja o ultravioleta. Bajo condiciones adecuadas, una muestra

‘puede absorber radiacion electromagnética en - la region. de- radiofrecuencia a.

frecuenclas gobernadas por las caracteristicas de la muestra, La absorcion es funcién
de ciertos niicleos en la molécula. Una gxéﬁca de las frecuencias: de picos de -
absorcion en funcion de las intensidades de pico es lo que consmuye el espectro de
RMN (Silverstein y Bassler, 1980).

Disponiendo de clerto dominio de la teorfa bisica, la interpretacion de los -

espectros de RMN por simple inspeccién normalmente es factible con mayor detalle iR

a diferencia de los espectros de lnﬁ'arrojo y ultravloleta (Sﬂverstem y Bmler, 1980) i

Todos los nucleos llevan una carga; En algunos nucleos, esta carga hace un.

-giro o "spin” en el ¢je nuclear y esta circulaclén de.la carga nuclear genera un dtpolo -
magnético a lo Iargo del eje. Como consecuencia de esto, el micleo del hidrégeno 0
proton, tiene proptedades magnétlcas (Momson y Boyd 1976) ’

“Cuando un compuesto que tiene hidrégeno se coloca en un campo magnético

fuerte y, simultdneamente se le irradia con energla. electtomngnética, los niicleos de. - -

‘hldrégeno del compuesto pueden absorber energia mediante un proceso- conocido
como resonancia magnélica Esta absorcién de energia. al igual g que todos los
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'TABLA. 6 Desplazamientos quitmicos y protonicos caracteristicos (Morrison y Boyd, 1976)

Tipo de protdn Desplazamiento quimico,
ppm
&
Ciclopropanc 0.2
Primario RCH, 0.9
Secundario 1 RCHy 1.
Tesciario R,CH 1.5
Vinilico C=CH 4.6-5.9
Acetilénico C=CH 2-3
Aromdtico ArH 6-8.5
Bencllico ArCH 2,243
Alilico C=CCH, 1.7
Fluoruros HCF 4-4.5
Cloruros HCCl 3-4
Bromuros HCBr 2.5-4
Yoduros HCl 2-4
Alcoboles HCOH 344
Eteres HCOR 3.3-4
Esteres RCOOCH 3.74.1
Esteres HCCOOR 2-2.2
Acidos - HCCOOH | 226
Compuestos carbonllicos HCC=0 2:2.7
Aldehidicos RCHO 9-10°
Hidroxilicos ROH 1-5.5
Fendlicos ArOH 412
Endlicos C=COH 15-17
Carboxilico RCOOH 10.5-12
Amino RNH, 1.5

procesos que se llevan a cabo a escala atdmica o molecular, estd cuantizado. La
absorcion de energia no se verifica hasta que ls fuerza del campo magnético'y la
frecuencia de la radiacién electromagnétlca tiene valores especiﬁcos (Solomons, .
1988).

Los instrumentos conocidos como. espectrometros de resonancia magnétmd :
nuclear (RMN) penniten alos qufmncos medir Ia absorcién de energfa en los nucleos
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de hidrogeno. Este instrumento utiliza magnetos muy potentes ¢ irradia la muestra
con radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencia .

Los espectrémetros de resonancia magnética uuclear generalmente estdn
disefiados de manera que irradian al compuesto con energia electromagnética de
frecuencia constante mientras se varfa la fuerza del campe magnético. Cuando el
campo magnético alcanza la fuerza correcta, los niicleos absorben energin y se
produce la resonancia, Esto genera una pequefia corriente eléctrica en una bobina de
antena que rodea a la muestra. El instrumento amplifica esta corriente y la presenta
como una seflal (un pico o serie de picos) sobre una hoja de papel calibrado
(Solomons, 1988).

En 1a tabla 6 (Morrison y Boyd, 1976), se puede observar que para cada
protén "diferente” (en sentido de que estd asociado, tanto a los campos magnéticos
de otros protones como al campo magnético de los electrones que jos circundan), se
obtendra una seflal diferente. Si el protén esté formando parte de un hidrogeno de un
compuesto aromético, apareceré su sefial en el campo bajo o regién aromética, o
bien, si forma parte de un compuesto alifitico, aparecera su seflal en el campo alto o
regién alifética.



Capitulo 4

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL Y EQUIPO

Material: Columnas de vidrio de diferente didmetro, matraces Erlenmeyer,
matraces Kitasato, vasos de precipitado, tubos de ensaye (proveedor Cientifico);
reactivos; Hexano, cloroformo, acetato de etilo (Merck); placas cromatogrificas
(fina y preparativa), silica gel grados 60 y 70, malla 400 (Merck); agua residual de
cempaschll (de la planta deshidratadora de Trimbo, Michoacdn) antes y después de
ser tratada en un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente (RALLFA),

Equipo: Cromatdgrafo de lquidos de alta resolucién con detector UV/VIS
(CLAR o HPLC) (Perkin Elmer); Espectrémetro Infrarrojo (Shimadzu IR-435);
Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear -(Gemini - ,200-300 MHz);
Espectrometro de masas (Finnigan 4000 GC-MS); Rotavapor (Bitchi 011),

4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL (influente)

El primer paso. fue tomar una muestra del agua’ residual del procesamienito de
cempaschll (aproximadamente 500 mL.) de los tambos almacenados en un cuarto -
frio a 4°C proporcionados por la- empresa - Bloquimex Esta agua constltuye el
influente del bio-reactar (ver Flg. 6). De esta muestra, se colocnron 100 mL enun- .
embudo de separacion para obtener las mezclas de compuestos por medio de una -
extraccion liquido-liquido. El procedimlento se realizd para otros 100°'mL.y asf
suceswamente hasta agotar los 500 mL.

Después de agregar el disolvente'y el agua residual para tener la mezclaenel -
embudo de separacién, se procede a la agitacion continua (aproximadamante 20
min) del embudo, esto con el fin de que el dlsolvente tenga un contacto suficiente
con la fase acuosa y asi pueda: extraer una mayor cantidad de compueatos. Al
terminar la- agitacion se dejé ‘reposar unos 20 min para que se separaran’
completamente .1a fase acuosa y la fase: orgénica. Después de_haberse separado
completamente las dos fases, se colocd la fase acuosa en un ﬁ'asco grande paraque
posterionnente pudiera ser reuulizada al extraer otros compuestos con un solvente de‘
mayor polaridad (ver Flg 7. '
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T EFLUENTE

BIO-REACTOR

ANAEROIO
—_—
———
Agua
residual
|
h
Influente”

Fig.6 Alimentacién del agua residual en el
blorreactor anaerobio de: lecho de lodos de
flujo ascendente, RALLFA

(UASB- reactor por sus snglas en inglés)
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INFLUENTE SOLVENTE

Solvente

influente

1) Adicién del agua residual 2) Adiclén del disolvente

3) Agitacién de la mezcla~  4) Formacién de dos fases

Fig.7 Extraccidn liquido-liquido -
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El primer disolvente utilizado en Ia extraccion fue el hexano, uno de los tres
utilizados para extraer los compuestos del agua residual. Se tomé al hexano como
primer disolvente, ya que es el menos polar de los tres. Este extraerd una pequefia
cantidad del total de compuestos presentes en el agua (extraccion parcial). Después
de hacer la extraccién al total de la muestra de agua residual, se realizé el mismo
procedimiento, pero ahora con acetato de etilo, Se realizé en este orden para poder
tener en dos columnas preparadas para el influente, diferentes mezclas de
compuestos, De no realizarse de esta manera, en primer lugar se trabajaria con
muchos compuestos en una sola columna. En segundo lugar, no se abarcaris a una
parte importante del total de los compuestos presentes en esta agua.

La fase orgdnica se colocd en un vaso de precipitados de un litro y enseguida se
concentré en un rotavapor, Esto se hace para separar todo ¢! solvente y dejar el
extracto con la menor cantidad de éste. Una vez concentrada toda la mezcla de
compuestos (extracto) se le agrega celite. El celite sirve para que se haga una masa
uniforme del concentrado y sea mas fcil su manejo,

.- Terminado esto, se procedié a empacar las columnas ‘cromatograficas. Debe
tomarse en cuenta que una columna blen empacada traeré como Consecuencia una
buena separacion de los compuestos, El empaque de la columna sngue estos pasos: -

primero. se lava perfectamente la columna de vidrio para que no lleve ninguna
impureza, enseguida se toma un pedazo de algodén pequefio y se coloca en la parte

final de la columna. Esto se hace para evitar 1a salida del adsorbente que se agregard -
ala columna

El adsorbente agregado es silica ‘gol, éste se amga por intervalos y. se
compacta con una varilla dé vidrio. El nivel de silica gel debe llegar més o menos a*
‘las 3/4 partes de la columna y el dlémetro de la columna. dependqré tanto de la -
cantidad de compuestos que se supone se extrajeron con el disolvente utilindo ‘a8l -
como el tlpo de agua a la que se le hace ln exmién (inﬂuente) Bi ptoceso del'_ :
empaque se muestra en la Fig. 8. -

_Después de haber empacado la columna, se le agroga-en la pnrte auporior el

comnmdo de compuestos y, de la misma manera que la sflica gel, se compacta con

una varilla de vidrio, esto con el fin de formar un disco delgado que penmu ¢l libre - :

paso de los' compmtos Sobn este disco de extracto se coloca un poco de silica gl

y otro pedazo de algodon, esto pm evltar la sobrcﬂotaclén de los compmtoo y
‘hacer mﬁs ficil la extmclén ‘
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Fig.8 Procedimiento para -
-empacar: la: columna .



Enseguida se inici6 la separacién de las mezclas de compuestos, agregando
primero un disolvente de baja polaridad (en este caso hexano).y variando su
polaridad de menos a mds, agregando mezclas de hexano-cloroformo-acetato de etilo
(en Forma ascendente del solvente mas polar). Asl, se comenzé con 100% de hexano
y mezclas sucesivas hexano-cloroformo, al llegar al 100% cloroformo se vertieron
mezclas sucesivas cloroformo-acetato de etilo, hasta llegar a un 100% acetato de
etilo. Con este procedimiento se garantizé un corrimiento uniforme - del
cromatograma (bandas de compuestos separados, Fig. 1, p.17).

Para el caso del concentrado extrafdo con hexano se tomé una columna de
vidrio con un didmetro aproximado de 2.6 cm y para el concentrado con acetato de
etilo se tomé una columna de vidrio con un didmetro aproximado de 5 cm. Para cada
mezcla de disolventes utilizada se toma una muestra de unos S0 ml que,
posteriormente, se concentra en el rotavapor y se tiene lista para el siguiente paso.

El paso siguiente es aplicar la cromatografia en placa fina, Esto se realiza para
identificar visualmente si existe més de un compuesto en las muestras recolectadas
de la columna, Para esto, se colocan las placas con un solo punto de concentrado en
pequetas cdmaras de elucién con algunas mezclas de disolventes de menor a mayor
polaridad (ver Fig, 9a y 10a), De esta manera existird una mejor separacion y. podré
ser removido cada compuesto de la placa. Si las placas pequems indican que existen
de 2 a 3 compuesios, entonces se coloca loda la muestra recolectada en una placa
més grande y, de igual manera, se colocan en: cdmaras. de. elucion tamblén mds.
grandes,. utilizando una mezcla de disolventes conuna polaridad menor que la
utilizada para su extraccién de la columna, eslo para que exnsta una mejor sepmcién
(ver. Fig 9y 10b).

. .La camctenzaclén del compueslo se inicia con el anilisls 'de’ resonanciaf B
magnética nuclear’ (RMN), Esto ayuda a identificar . cudntos tlpos de. protonesf,*
diferentes existen en dicho compuesto, i son aliféticos, aromiticos 0 una mezcla de -
los dos, Los protones identificados en el campo bajo. (aproximadameme deOaé
‘ppm) son compuestos aliféticos y los protones identificados en la region de 6 a lO.
ppm son prolones aromaticos,”

Bl espestro infrarrojo (IR) se hace para identiﬁcar los’ grupos f\mc\onales que
e)ustan enel compuesto

La espectroscopfa de masas. (EM)-se . utiliza ‘para la ﬁ'agmentacnén del‘

compuesto -y la: ‘identificacién. de - los porcentajes de: cada ion. presente en el
‘compuesto as como el peso molecular total del compuesio. -
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a) Toma de muestras de ‘b) Trazado de linea de referencia
tubos etiquetados

¢) ‘Aplicacion de muestras d) Secado de. la muestra.
en la'placa apllcada R

Fig.9 Aplicacién de las: muestras:
en las plaoas cromatograflcab



b)
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I
00000000000

I‘xg 10¢ Colocacmn de las placas en las
caAmaras de: elucmn

a) Cromatograiia en placa fina

b) Cromatografia en placa pr eparativa
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4.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL (efluente)

E! trabajo experimental para obtener los compuestos del efluente comenzé con
la recoleccidn del agua del bio-reactor. Esto es, se recolecté agua cuando el reactor
tenia relativamente poco tlempo de comenzar a trabajar, y tamblén cuando liegd a
una etapa de estabitidad. La coloracion del agua iba desde un color rojizo (primeros
dias), hasta un color negro verdoso (fase estable).

El paso siguiente consistid en hacerle a esta agua residual una destilacidn
simple, con el propdsito de ¢liminar la mayor cantidad de agua que se le agrega con
el fin de diluirla antes de introducirla al bio-reactor. este paso es indispensable, ya
que de no hacerlo se trabajarfa con un gran volumen de sustancia polar como lo es el
agua, dificultando entonces la extraccidn de los compuestos, puesto que éstos se.
concentrarian en la parte més polar, La destilacion se realizé a presién reducida para
evitar que el calor descompusiera los compuestos,

El total de agua residual tomada del efluents del bio-reactor fue de
aproximadamente 10 litros, El total - d¢ " residuo "humedeudo" fue " de
aproximadamente | fitro (ver Fig. 11), Con excepcidn de este paso, todo el
procedimiento fue 1dént|co al del influente.

Una vez realizado este importante paso se procedié a hacer una extraccion -
liquido-liquido. En esta extraccion se emplearon disolventes medianamente polares
como el cloroformo, y el acetato de etilo, Dado que'se supqn{a que 'ya muchos
compuestos se habian convertido a biomasa y biogs; se necesitaba un solvente que’

extrajera la mayor cantidad de aquellos que todavia se encontraban presentes ‘en.
dicha agua tratada,

Se realizaron ‘extracciones en un einbudo de. separacion de 1 litro con una-
relacion residuo:disolvente de 50:50 en porciento-en: volumen agitmdo despues :
- duirante unos 15, minutos 'y renovando la cantidad de disolvente por una: seaunda
ocasion (en menor cantidad), para volver a agitar y obtener una nueva fraccion de -
fase: orgémca Después de este segundo camblo de disolvente, el mxduo se saco del
embudo y se procedio a agregar otros 100 mL El hecho de hacer la agitacién enun
embudo tan grande fue con el propésno de que existiera uria gran drea de contacto
agua resxdual-dnsolveme  que. mejorara Ia extraccion de los compuestos‘

_En el embudo de sepmclbn se_formé tanto. una fase orgénica como una

acuosa, Lo importante para esta separacion fue la fase orgénica, que se ‘extraia del
embudo por diferencia de densxdades El total dc fase organica recolectada fue de 1.5
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litros. Esta operacion sc realizo tanto para el cloroformo como para el acetato de
etilo,

Una vez obtenida la fase organica se procedié a concentrarla para eliminar la
mayor cantidad de disolvente posible y asi, tener solamente el extracto de la mezcla
de compuestos presentes en el agua residual, Para este paso se utilizé un rotavapor
en el cual se concentrd la fase orgdnica hasta un punto casi de sequedad. todo el
disolvente recuperado fue reutilizado.

Estando el extracto cuasifluido, se vertié en un vaso de precipitado y se lavaron
lag paredes del recipiente del rotavapor con algo de disolvente para obtener la mayor
cantidad de extracto posible, Estando ya en el vaso, se le aplicd calor por medio de
una parrilla en una campana hasta que se elimind la totalidad de! disolvente y el
extracto presentd una consistencia muy viscosa. Esta sustancia viscosa que contenfa
los compuestos orgnicos presentes en el agua resldual se mezcld con celite y una
tierra dialomea para hacerla consistente y poderla empaquetar. Su aspecto fue ¢l de
un "polvo humedecido", fécil de transportar y sin los riesgos que tiene un liquido.

El paso siguiente fue el de empacar las columnas de-donde se obtendrian los
diferentes compuestos. Para esto se prepararon dos columnas, cada una contendrfa
una mezcla de compuestos obtenidos del agua residual por medio de disolventes _
diferentes. La seleccién de la columna (dimensiones), dependi6 de la cantidad de
compuestos que se pensaban obtener, tanto por el tipo de agua tratada (eﬂuente), asf
como por el dlsolvente utilizado. La eleccién de un disolvente de mediana polaridad ,
extraeria una cantldad considerable de compuestos del agua, de los que ya se habia -
convertido una parte en el tratamiento en el bio-reactor (a b:omasa y bxogés)

Las columnas se empacaron. con silica gel..Una columna se empacé a.una
altura de aproxnmndamente 3/4 partes (extraccién con acetato de etilo). El empaque a -
esa altura fue con el fin de dejar un espacio para verter el disolvente, La columna
empacada a sus 3/4 fue més delgada que la empacada a las’ 213 partes, ¥a que se
supuso que el acetato es un poco més polar y: extraerfa, por.lo| tanto, méas compuestos L
y, para ello se necesitaba entonces una columna con un didmetro un poco mayor. v

i

El empaquetamiento se hizo con gran cmdado, ¥a que de este paso depende la

eficiencia de separacién para que la recoleccion de Jos diferentes compuestos resulte - -

efectiva; Un mal empaquetamiento que deje huecos o fisuras puede lmplicar una“
sobreconcentracuén en esa reglén de’ la columna impldtendo el libre’ paso. de los
compuestos,

Una vez empacadas las columnas se puso en la parte superior: del empaque el
"polvo humedectdo" que conten(a los compuestos, pero empagquetdndolo tamblén de -
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tal manera que resultara un disco de grosor pequefio para permitir a los compuestos
salir libremente con el menor mimero de obstdculos. Se le agregd a este disco una
cantidad de silica encima con un espesor aproximado de 2 cm, Luego, sobre esta
capa de silica se coloc un pedazo de algodén, para tener un empaquetamiento de la
mezela de compuestos que no se desintegrara ni flotara cuando entrara en contacto
con los disolventes,

Una vez preparada la columna, se procedic a verter los disolventes para extraer
los diferentes compuestos. Se empez6 por el disolvente de menor polaridad (hexano)
vertiéndolo casi hasta el tope de la columna, Después, se abrié 1a lHave para-que
comenzara a correr el solvente hasta que saliera por la parte inferior, Este se recibi6
en un matraz Erlenmeyer. Si se observaba alguna banda que corriera por la columna,
se continuaba el proceso, En caso contrario, se cambiaba de polaridad aumentando-
ésta con la adicién de un disolvente mas polar (cloroformo), En todos los casos, el
disolvente se recirculaba después de destilarlo en el rotavapor,

En el caso del liquido que se recibia, s¢ muestreaba con cromatograﬂa de placa
fina para saber si-existfa algin compuesto (en el caso de ser incoloro), En el caso de
aparccer un color a simple vista, por muy tenue que fuera éste, también se
muestreaba para saber cudntos compuestos estaban presentes. Para ello, se colocaba
la placa fina en varias cdmaras de elucién pequedtas con diferentes concentraciones -
de disolventes (hexano 100% y hexano:cloroformo, 80: 20, 60:40, y.50: 50). 8i no se
’veia claramente alguna mancha que indicara la presencia de compuestos, se
introducia laplaca auna cémm de yodo para ser revelada, -

En algunas ocaslones no_ fue posible delermlnar ‘ningln’ .compuesto. en la -
cromatografia de placa fina debido a los colores’ bastante claros que se desvanecian -
al contacto con el aire y por los cambios' de color debido'a la luz. Cuando_esto - -
sucedi, se procedio a utilizar placas més grandes con un espesor mayor y con base -
de vidrio pero con la misma forma rectangular, S6lo en estas se pudleron detectar los
compuestos presentes en el l(quldo recibido enel matraz ‘

‘En el caso de'que la cromaxomﬂa de'placa | fina indicara la' presencia-de un
compuesto o una mezcla de 3 o més compuestos, s¢ ‘concentraba ¢} tiquido obtenido - -
'y se utilizaba Ia cromnognﬂa de placa fina’ preparativa. Esta consiste en plncas con:
base de vidrio, de forma cuadrada, mds grandes y de mayor grosor de capa de s(lica,'
donde se ponfa el total del compuesto o'la mezcla de éstos. Se introducian despuésa
una cdmara de elucién més ‘grande y con: una “concentracion de- dlsolventes, ,
ligeramente menos poln que la empleada en la cémara de elucx(m pequeﬂa paxa una’
mejor separacion. -
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Aqui es donde realmente se podia observar la cantidad de compuestos
presentes en el liquido obtenido de 1a columna, Se realizaba e} mismo procedimiento
que en la columna, es decir, se iba cambiando ia polaridad en el caso de que las
manchas de Jos diferentes colores no avanzaran, Se procedfa a retirar la placa hasta
que la mancha (o alguna de ellas) llegara casi al borde superior de 1a placa,

Las manchas presentes en las cromatoplacas fueron los compuestos observados
a simple vista, o bien, los compuestos observables en el espectro visible. Fue’
necesario utilizar una cromatografia mds fina para poder observar al menos por
medio de una gréfica,, si el supuesto compuesto aislado no era una mezcla de dos o
mds, La cromatografia liquida de alta resolucién, CLAR (HPLC) fue utilizada para
este fin, Si el cromatograma mostraba méas de un plco, se procedia a separar el
compuesto por medio de otra cromatoplaca con ¢l mismo procedimicnto antes
mencionado. ‘

Una vez separados los compuestos, por muy tenues que se vieran sus‘colores,
se volvian a introducir al CLAR o HPLC, Si el cromatograma mostraba un sélo pico,
el trabajo habfa terminado, en caso contrario, se repetia el procedimiento.

Una vez obtenidos los diferentes compuestos mediante este proceso, ‘se
enviaban' para su identificacion- o elucidacion por medio de ‘las técnicas" de
espectroscopia (RMN IR, EM). Esta fase de 1dent|ﬂcacién fue reallzada fuera del
laboratorio,

En la Fig. 12 se puede apreciar un diagrama de bloques que mdlca la secuencia
del trabajo experimental antes descrito, tanto para el mﬂuente como para el efluente
del RALLFA, '

4 Mtidm QUIMICOS DE IDENTIFICA CION

Para’ detectar azufre y. cloro en- Tos' compuestos. orgémcos obtenidos, fue.
necesario convertirlos ensubstancias ionizables, tal que las pruebas’de andlisis
cualitativo morgﬁuco pudieran ser aphcadas La conversién puede ser realizada porfi ‘
diversos métodos, pero el mejor consisti6 en ‘fundir los compuestos orgtmcos con
sodio metalico (prueba de Lasaigne). De esta forma, el sulfuro de sodio y el clomro“
de sodlo son formados y son fécllmeme ldennﬂcnbles Asi o ‘

Compuestos orghnicos que contienen C;H,0,S.C! +.N@f-7->uags +NaCl-+NaOH
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Fue necesario utilizar un exceso de sodio, ya que si estdn presentes el azufre y
el nitrégeno, se formara tiocianato de sodio, dificil de identificar con el Azul de
Prusia. Con el exceso de sodio, e! tiocianato puede descomponerse

NaCNS -+ 2Na———NaCN + Na,$

Si la solucidn alcalina filtrada es tratada con sulfato ferroso, se forma
ferrocianuro de sodio. FeSOy + 6NaCN——Na, [Fe(CN)s] + Na;SO, que,
cuando se calentd esta solucién alcalina de sa! fervosa, algunos iones férricos se
produjeron  por la accion del aire y, al adicionar 4cido sulfiirico diluide, se
disolvieron los hidrdxidos férticos y ferrosos; Los ferrocianuros reaccionaron con la
sal férrica y produjeron ferracianuro férrico (Azul de Prusia):

3Na, [Fe(CN)g] + 2Fey(S0,)———Fe, [Fe(CN)); + 6N, SO,

Azufre. El azufre fue identificado especificamente acidificando 2 ml. de la
solucién fusionada con écido acético diluido y, afladiendo unas gotas de solucion de
acetato de plomo. Un precipitado negro de sulfuro de plomo indicé la presencia de
azufre,

Cloro. El cloro fue identificado adicionando nitrato de plata a la solucién.
fuslonada y acidificada, la cual precipité cianuro de plata . La remocion del cianuro
de hidrogeno después de la precipitacion, se efectud . calentando la soluclén
fusionada, acidificandola con dcido nitrico diluido y evaporando hasta reducirlaala -
mitad de su volumen ongmal Despugés se enfri6 y se diluyé con un volumen igual de
agua y, afladiendo unas gotas de nitrato de plata. -

Un precipitado blanco o amarillo palxdo ¥ que se oscurece al exponerlo alaluz,
indica la presencia de un haldgeno. En particular si el precxplhdo es blanco y -
ficilmente soluble en solucién amoniacal indica la presencia de cloro; sies: ammllo;.",
pihdo y se diluye con dificultad, el bromo estd presente; y's| es amanllo ¢ insoluble; -
&l yodo estd presente. "

En todos los casos en que se hizo esta prueba a los compuestos que se suponia
tenian un ha!égeno fos resultados indicaron la presencia decloro, - =
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Capitulo §
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos y cdmo se llegd a
ellos

Compuesto 1 (compuestos alifaticos)

El espectro de infrarrojo de los compuestos aliféticos (aislados del influente
del agua residual del cempasichil) indican la ausencia de cualquier grupo funcional.
Miiltiples seffales en el espectro de resonancia magnética nuclear fueron observada
en la regién de alta proteccidn (regién alifitica). Una ausencia de seftales fue
detectada en ia region desprotegida (regioén aromatica del espectro). Los resultados
espectrales ‘de la fragmentacién de masas también revelan la ausencia de grupos
aromaticos en este compuesto, La fragmentacién molecular de masas fue observada
a 550 (M), lo cual ilustra que largas cadenas de compuestos allfatlcos podrian estar
presentes.

La fraccion de hexano del agua residual del cempasichil tratada (efluente), no
contenia ninglin tipo de compuestos alifaticos. Estos resultados puederi confirmar
que ‘los ‘compuestos alifdticos son completamente degradados por las bacterias
anaeroblas presentes en el RALLFA y ‘transformadas en ‘energfa, biogds y nuevas
bacterias. La cantidad obtenida de este compuesto fue de 2500 mg en el influente; la -
cantidad en‘el efluente fue muy baja, (menos de 110 mg), para una muestra de 1L de
agua a estudiar (unto del influente como del efluente).

Compuesto 2 (4-cloroetil-1,3-bencenoditiol)

En- el espectro de mfrarro;o de este. compuesto se ‘muestrados- grandes -
‘absorcidnes, entre 3000-3100 y 2850-2960 cm!, Esos resultados mdncan ja presencla-
de amplias vibraciones -C-H. Fue separado, tanto del mﬂuente como del efluente del
RALLFA: -

En’ su espectro de resonancia magnética nuclear se. obgervaron - dos. seﬂales
) mulnples. de6.7a7s ppm (remén aroméuca), dos lnpletes y dos seﬂnles simples de’
20823 yde28a3,0ppm, respecnvnnente. Este resultado elucida Ja presencia de -

~CH2-CH2- y dos seflales magnéticas diferentes de grupos -SH- (Fig. ).
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Experimentos empleando azul de Prusia también confirman la
presencia del elemento sulfuro, La solucién de nitrato de plata (disuelta en
4cido nitrico diluido) fue afiadido al compuesto aislado, produciendo un
precipitado incoloro, Esto demuestra la presencia de iones cloruro. La
cantidad de compuesto separado fue de 65 mg en el influente y 60 mg en el
efluente, para el mismo volumen de muestra estudiado.

Los resultados de la fragmentacidn de masas obtenido para este
compuesto son m/e 28 (-CH2-CH2-), 75 (bencenoide), 89 (bencilico), 63 (-
CH-CHyCl), 205 (M*). La férmula molecular fue establecida como
CgHo87Cl. Se encontro; C, 47.05%; H, 441%. Se requiere: C, 46.94%; H,
4,4%, Basados en los datos espectrales y de fragmentacién de masa, el
compuesto responsable del mal olor en el agua en estudio ha sido identificado
como 4-cloroetil-1,3-bencenaditiol,

Compuesto 3 (4'-metoxi-5-hidroxi-7-acetilflavonona)

El espectro de infrarrojo de este compuesto, separado del influente y el
efluente del agua residual del cempasuchll muestra una fuerte ‘absorcion a
1670 cm'l, ‘que indica la presencia de -C=0 (grupo carbonil). Las bandas de
absorcién a 3500-3600 y 1080 cm-! son debidas'a grupos hidroxi. En el
espectro de resonancia magnética nuclear, dos sefiales multiples fueron
observadas en la regién ‘aromética; una seflal triple 'y ‘una. cuatruple
aparecieron de 3.5 a 4.5 ppm. Esto indica la presencna de grupos-CH3-CH ¢ con.
protones magnéticamente diferentes en'e! grupo -CHy-. Dos sefiales simples
fueron observadas también para -OCH3, -COCH3 ‘de- 340 a 345 ppm.
Seflales muitiples se observaron de 1.00 a 2.00 ppm, probablemente debldas '
al disolvente residual (hexano).

. Los resultados de la fragmentacién de masas obtenidos para ¢l
compucsto aislado son m/e 28 (CO), 76 (bencenmde), 89 (bencllico), 43
‘COCH3), 312 (M*). La formula molecular fue establecida como C1gH)60s. -
Se encontré: C, 68.89%; H, 4.85%. Se Tequiere: - C, 69, 22%, H, §. 12%) '
Basados en los datos de los espectros y en la fragmentacion ‘de ‘masas, el
.compuelto ha sido identificado como 4'-metoxn-S-hidroxx-'?-acelﬂavonona

La cantidad de compuesto obtenido fue del0mgen el influente y de 8.
mgenel eﬂueme, para el mismo volumen de muestra estudnado ‘
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Compuesto 4 (isooctiiftalato)

El espectro de infrarrojo de este compuesto muestra una fuerte absorcién para
el grupo -COOR (R=isooctil), que fue observada a 1745 cml, Dos sefiales miltiples
(de tipo simétrico) en el campo bajo indican la presencia de grupos aromdticos
substituidos simétricamente y las seflales maltiples que aparecieron en el campo alto
son para grupos alquil-alifiticos (Fig. 15). El espectro de !a fragmentacion de masas
de este compuesto fue m/e 28 (CO), 148 (anhidrido Ratico), 390 (M),

La formula molecular fue confirmada como CyqH3gO4. Se encontré: C,
73.51%; H, 9.59%. Se requiere: C, 73.84%; H, 9.74%. Sobre la base de los
resultados espectrales se puede concluir que este compuesto puede ser isooctilftalato,
La cantidad de compuesto obtenido fue de 110 mg en el influente y de 100 mg en el
efluente, para el mismo volumen de muestra estudiado.

Compuesto 5 (4, 4' diclorobifenil)

El espectro de infrarrojo del compuesto 5, el cual es separado del influente asf
como del influente de agua residual de cempastichil en un bio-reactor anaerobio,
muestra una gran absorcién a 3000-3100 cml, Esos resultados mdxcan la presencia
de.amplias vibraciones -C-H (Flg. 16).

En el espectro de resonancia magnética nuclear, dos seflales de tipo simétrico
‘aparecieron en la region aromtica (7.35-7.60 ppm); esto indica que protones de tipo -
simétrico estén presentes en el anillo aromético (Fig. 17). Los resultados de la
fragmentacién de masas obtenidos para el diclorofenil son mle 1125 (clorobenceno). B
223 (M*). La formula molecular fue establecida como CuHsClz, encontrando.

64, 24%; H, 3. 12%.Serequmen'C 64.57%; H, 3.58%.

La solucién de nitrato de- plata: (dlsuelta en icido nﬁnco dituido) fue aﬂadxda ;
al compuesto aislado, produciendo un precipitado incoloro. Esto verifica la presencia - -
de iones cloruro, La cantidad de compuesto obtenido fue de 55 mg en el influente’y
de 30 mg en el efluente, para el mismo volumen de muestra estudiado. ‘Basados en
los datos espectrales yenla t‘ragmentamén de masas, el compucsto “ha sndo‘
identificado como 4,4'-diclorobifenil.

58



_;;x.-upn'v-l'uu[_ttt-’l l
i

—

=l e — .
LN N N B N I SN % S VL INE SNLA S AN L B R S R B AR A5 LR SN IL SN SELELSLER B UL SX R AN SN ELALES SLELALELEN MUNUSCELEY BERLALELEN BUNLELNCES SO
« , 4 3L 2 1 0 PP
L-‘—‘H—‘, - v ’ ! T
o7 a6 - iz k4d ]

FIG.1S ;WK:A DE RMN PARA EL. COMPUESTO "AISLADO EN EL INFLUENTE Y EFLUENTE DE UN RALLFA QUE
< ;TRATA M;UAS RESIDUALES wCE“’ASUCHI.Y QUE FUE IDENTIFICADO COMO ISOOCTIL-FTALATO



OMO DICLOROBIFENIL

MSYO AISLADO DEL INFLUENTE Y EFLUENTE DE UN RALLFA QUE TRATA

FIG.16 GRAFICA DE R DEL

* AGUA RESIDUAL DE CEMPASUCHIL Y QUE FUE IDENTIFICADO C

———— -10°06 10°20 g
“IN0207 0 s

-185°107 '0°048
1XE°P0F 0°E2L

-1%1°56 10966
-146°96 10'980¢

!




7 421
7 408
7 398

WWTIJ—F]‘; T i T T s U R
7.80 - 7.54 7.48 7.42 oppm

v
: T T
2 1 ppm
[S—]
2.83

.l?lG.lT WK:A DE RMN DEL C”UESTO AIS..ADO DEL INFLUENTE Y EFLUENTE DE UN RALLFA QUE TRATA

“AGUA RESM IE CWASUCHIL Y QUE FUE iDENTIFICADO COMO DICLOROBIFENIL



Compuesto 6 (4-clorofenol)

El espectro de infrarrojo del compuesto 6, separado del influente y efluente
del agua residual de cempasiichil en un bio-reactor anaerobio muestra una gran
absorcidn a 3000-3600 ¢m! (Fig. [8). Estos resultados indican la presencia de
amplias vibraciones -C-H y -OH

En el espectro de la resonancia magnética nuclear, dos tipos de seflales
simétricas - aparecieron en la region aromética (6.7-7.2 ppm); esto indica que
protones de tipo simétrico estdn presentes en el anillo aromético (Fig. 19). Los
resultados de la fragmentacidn de masas obtenidos del clorofenol son m/e 93
(fendlico), 128 (M*). La férmula molecular fue establecida coma CgHsOCl. Se
encontré C, 56.96%; H, 3.80%. Se requiere: C, 56.03%; H, 3.89% (Fig. 20).

La solucién de nitrato de plata (disuelta en 4cido nitrico diluido) fue afiadida
al compuesto aislado, produciendo un precipitado incoloro, Esto confinna la
presencia de jones cloruro, La cantidad de compuesto obtenido fue de. 75 mg para el
influente y de 68 mg para el efluente, para el mismo volumen de muestra estudiado.

Basados en los datos de los especiros y de la ﬁagrnentéciéh de masas, el
compuestos fue identificado como 4-clorofenol.

Compuesto 7 (2,4- diclorofenol) .

~ Elespectro de infrarrojo del compuesto 7, que fue separado del influente y del
efluente del agua residual de cempasiichil en un bio-reactor anaerobio, de laboratono, >
muestra una gran absorcion a 3000-3600 cm. Estos resultados indican la presencna,. :
de amplias vibraciones -C-Hy -OH (Flg. 2).

* En el espectro de resonancia magneuca nuclear, seﬂales muluples apmcieron

‘de69a'Hppm(dosseﬁalessnmplesde693a697 dos dobletes de 7.10 a 7.18; un

doblete de 7.3 a-7.35) (Fig. 22). Los resultados de: la fugmenmuén dé masas

obtenidos para el diclorofenol son m/e. 75 (bencenolde), 163 (M*). La formula -

molecular fue establecida como CgH4OCI,. Se encentré: 4o 39%, H, 2.15% Se.:

requiere: C, 44 17, H,2.45 (Fig. 23).

-La solucién de nitrato de plata (dlsuelta en écldo n(mco dnlu!do) fue aﬁadxdo :
al compuesto aislado, el cual fue separado del agua residual de cempas\’;chll "

produciéndose un precipitado incoloro, Esto demuestra la presencla de iones cloruro. .
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La cantidad de compuesto obtenido fug de 45 mg en el influente y de 40 mg en el
efluente, para el mismo volumen de muestra estudiado.

Basados en los datos de los espectros y la fragmentacion de masas, el
compuesto ha sido identificado como 2,4-diclorofenol.

Las formulas estructurales de los compuestos aislados se muestran’ en la
Fig.24 ' '
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Capitulo 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El objetivo de Ia presente investigacion fue separar las moléculas orgénicas disucitas
en el agua residual del cempasuchil presentes, tanto en el influente como en el efluente de
un bio-reactor anaerobio, utilizando técnicas cromatogrificas y caracterizando dichas
moléculas por métodos cspectroscopicos para identificar qué compuestos si fueron
degradados en el biorreactor.

Por cllo, puede concluirse de este trabajo-que los compuestos encontrados en un
volumen de 1L tanto para el influente como para el efluente fueron:

COMPUESTO INFLUENTE EFLUENTE % DE
DEGRADACION

Aliféticos de largas 2500 mg 1H10mg 95.6.
cadenas '
4-cloroetil-1,3- 65 mg 60 mg
bencenoaditiol
4"-metoxi-5-hidroxi-" 10mg 8mg 20
7-acetilflavonons
Iso-octitftalato liomg . 100 mg 9.09
4,4'diclorobifenil 55mg 50 mg 9,09
4-clorofenol 75 mg 68 mg 9337
2,4-diclorofenol ASmg 40 mg 1111

L.- Se puede observar que en el influente existen compuestos alifiticos de largis ‘cadenas as
como compuestos aromiticos muy variados. De ellos, en el efluente se abserva que los
compuestos aromaticos estan aun presentes, o sea, que no.fueron dcgmdados por - las
biocomunidades -anacrobias. Los compuestos alifiticos estdn presentes, en muy bajas
concentraciones en ¢l efluente, lo que indica que. éatos si fueron convertidos por los
orgnniamon mnemblos en energia, biomasa y blogﬂs ;

2: Los estudios especmles mostraron que los grupos mercaptd/sulﬁﬁos contenidos en las
moléculas orginicas aromaticas estn presentes en el agua resxdual y son los responsables
de los malos olotes.

Las recomendaciones que se sugicren para ‘el estudlo de I dcgndmén de los
_compuestos aromdticos presentes en el agua son;

I Modiﬁcu las tecnicas de tnumxento biolégico para promover | la degndacl(m de cstos
anillos. -
2. Probar Tos tratamicntos qulmlcos menos costosos que puedan estabnlizarlos
-3, Probar técnicas electroquimicas -
4. Probar técnicas fotocataliticas

T
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Identificacién de compuestos



Compuesto 1

CAROTENOIDES
RESULTADOS

IR= Ausencia de cualquier grupo funblonal

RMN= sefiales miltiples fueron observadas en la regién
de! campo aito- (regién ahmlca) y ausencia de .
seflales enla region del campo bajo (roglén aro~' ;
mética)

EM= Ausencia de grupos arométucos e
Cadenn urqas de compuestos ahfaticos

550 (M )



Compuesto 2

C

//_j

SH
CH 2 CH 2 Cl
4-CLOROETIL-1,3-BENCENODITIOL
RESULTADOS

IR= 3000-3100 y 2850-2960
CH
RMN = 6. 7-7 5 ppm (2setales multlples)

2 0.2 3 ppm (dos trlples soﬂalu) CH,-C.
2.8:3.0 ppm (dos seﬂales slmpl«) SH

EM (m/e)=28( CH,_ CH- 2 )
75 (bencenolde)
89 (boncmco)
63(-CH2 CHz\- Cl)

205(M‘)

Cl =Prueba del nitrato e plata para la identificacién de
lones cloruro

S° = Prueba del azul de Prusia para la Identiﬂcacién de
lones sulfuro - '



Compuesto 3

COCH,4

PO

4'-metoxi-5-hidroxi-7-acetilflavonona
RESULTADOS

Re 1670cm "' (~C=0)
3500-3600 cm *!. (OH - )

RMN= dos sefiales multiples (region aromatica)
una sefal triple. 3.5
una seftal cuadruple 4.5
dos sefales simples - OCH gi
-COCH 4
EM (m/e) = 28 (CO) -
78 (bencenoide )
89 ( benclico)
43(COCH, )

3M2(M)



Compuesto 4

COOR

COOR

R= 1SO-OCTIL

ISO-OCTILFTALATO
RESULTADOS

IR= Absorcién obseryada en 1745 cm
COOR (ISQ-QCTIL), :

RMN= Dos unalos mumples (de tipo olmétrico) -enel
campo bajo indncan la prmncla de un orupo
aromatico sustituido slmétriclmonte
sefales multiples en el‘campo alto

EM(m/e)= 28(CO)
‘ 148 (anhldrldo ftalico)

390 (M )



Compuesto 5

o / ._>_c.

4,4'-DICLOROBIFENIL
RESULTADOS

IR= Absorcién observada a 3000-3100 cm ~
RMN= 7.35-7.60 ppm (dos sefiales simétricas)

EM (m/e ) = 1125 (clorobencend)
23M7)

Ci~ = Prueba del nitrato de plata para la identificacion
de jones cloruro :



Compuesto 6 OH

|

/‘

AN

Cl

4-CLOROFENOL
RESULTADOS

IR=3000-3600 cm™!
.C-H y OH

RMN= 6.7-7.2 ppm (2 seftales simétricas)
EM(m/e)= 93(fendlico) -
+

428 (M )

o= Prueba del nitrato de plata para
la identificacion de iones cloruro -



Compuesto 7

OH
cl
7
AN
Cl
2,4-DICLOROFENOL
RESULTADOS
IR=3000-3600 cm
-C-Hy OH

RMN=6.9-7.4 ppm (sefiales muttiples)
6.3-6.97 ppm (dos sefales simples)
7.10-7.18 ppm (dos doblotu)
7.3-7.35 ppm (un doblete)

EM (mlo)- 75(boncanolde)
163 (M )

|l = Pruoba de nitrato do plata para o idomlﬁclcabn.‘
dei mm cloruro )
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