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Glosario

°C Grado centigrado (unidad de
temperatura)

°F Grado Fahrenheit (unidad de
temperatura)

% v/v Porcentaje volumen / volumen
> Mayor que

< Menor o igual que

A Diferencia

€ Absortividad molar

Z Sumatoria

A Longitud de onda

KM micromolar (unidad de cantidad de
sustancia)

v Frecuencia

A Angstrom (unidad de longitud)

A Absorbancia

Ala Alanina

AMP 2-amino-2-metil-1-propanol
Arg Arginina

Asn Asparagina

Asp Acido aspartico

atm atmoésfera (unidad de presién)
b paso éptico

bar bar (unidad de presién)

CAP Chilled Amonia Process (Proceso de
Amoniaco Enfriado)

CO, Didéxido de carbono

CMNUCC Convencion Marco de las
Naciones Unidas sobre el Cambio
Climatico

Cys Cisteina

C Concentracidn

¢ Velocidad de la luz

CEM Centro Espectral de Masas
cm centimetro (unidad de longitud)
CV Coeficiente de variacidn

D- Dextrégiro

DEA Dietanolamina

DGA Diglicolamina

DIPA Diisopropanolamina

E Energia

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (Ensayos de Inmunoabsorcion con
Enzimas Ligadas)

g gramo (unidad de masa)

GEI Gas de Efecto Invernadero

GICC Gasificacidn Integrada a un Ciclo
Combinado de Potencia

GIn Glutamina

Glu Acido glutdmico

Gly Glicina

GJ GigaJoules (unidad de trabajo y energia)
h Constante de Planck

HCFC Hidroclorofluorocarbonos

His Histidina

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital
(mayor orbital molecular ocupado)

HPLC High Performance Liquid
Chromatography (Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia)

Hz Hertz (unidad de frecuencia)

I Intensidad de la excitacién a la longitud
de onda dada

lle Isoleucina

INEGEI Inventario Nacional de Emisiones
de Gases de Efecto Invernadero

IPCC Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climatico

IR Infrarrojo

J Joules (unidad de trabajo y energia)

K Kelvin (unidad de temperatura)

Kg kilogramo (unidad de masa)

L- Levédgiro

L Litro (unidad de volumen)

Leu Leucina

LI Liquidos Iénicos

LUMO Lowest Unoccuped Molecular
Orbital (menor orbital molecular
desocupado)

1|Padgina
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Lys Lisina

m metro (unidad de longitud)

M Molar (unidad de concentracion)
MJ Megaloule (unidad de trabajoy
energia)

mL miliLitro (unidad de volumen)
mm milimetro (unidad de longitud)
MDEA Metildietanolamina MDL
Mecanismo para un Desarrollo Limpio
MEA Monoetanolamina

Met Metionina

MOF Metal Organic Frameworks
(Estructuras Metal-Organicas)

mol mol (unidad de cantidad de sustancia)
min minuto (unidad de tiempo)

MW MegaWatt (unidad de potencia)
n indice de refraccion

nm nandémetro (unidad de longitud)
P Potencia radiante

P, Potencia radiante incidente

PE 2-piperidinaetanol

PEMEX Petréleos Mexicanos

PEP PEMEX Exploracion y Produccion
PFC Perfluorocarbonos

pH Potencial de hidrégeno

Phe Fenilalanina

pl Punto Isoeléctrico

PICC Panel Intergubernamental sobre el
Cambio Climatico

pk. Constante de disociacion acida
POPOP 1,4-bis benceno

ppmv Partes por millén en volumen
Pro Prolina

PZ Piperazina

r* coeficiente de determinacion

RA Reactivo analitico

Ser Serina

S Desviacion estandar

s segundo (unidad de tiempo)

S, Estado fundamental

S, Estado de excitacion singulete

S, Estado excitacién singulete mas alto

2|Pagina

syngas Gas de sintesis

T, Estado de excitacion triplete
T Transmitancia

TEA Trietanolamina

Thr Treonina
TLC Thin
(Cromatografia en Capa Fina)

Layer Chromatography
ton Tonelada (unidad de masa)

Trp Triptéfano

Tyr Tirosina

u.a. Unidades de absorbancia

USUCUSS Uso del Suelo, Cambio del Uso
del Suelo vy Silvicultura

UV Ultravioleta
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Resumen

En 1990, el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC)
presentd su primer informe: las actividades humanas resultaron responsables del
aumento de las concentraciones atmosféricas de gases de efecto invernadero que han

provocado el cambio climatico mundial.

El principal gas de efecto invernadero es el diéxido de carbono proveniente de la quema
de combustibles fésiles. Para reducir las emisiones de CO, a la atmdsfera, existen
tecnologias que permiten capturarlo, entre las que destaca la absorcién quimica basada
en aminas por su grado de desarrollo, pero que presenta altos costos de mantenimiento

y regeneracion.

Como una alternativa de bajo impacto ambiental se ha propuesto el uso de
aminodcidos; en esta tesis se desarrolla un método experimental que utiliza
espectrofluorometria para evaluar la interaccion entre los diferentes aminodcidos vy
diéxido de carbono, encontrando asi una técnica para seleccionar los aminoacidos que
pueden ser los mejores captores de CO,. El método se validé con una amina de
referencia y se evaluaron 11 aminoacidos: acido aspartico, acido glutdmico, alanina,
arginina, asparagina, glicina, glutamina, histidina, lisina, triptéfano y valina, de los cuales

se encontraron tres que presentaron interaccién especifica con CO,.

La seleccion de aminoacidos constituye el primer paso hacia el desarrollo y escalamiento
de un proceso industrial de captura de CO, que no origine gastos de mantenimiento y

sea una opcidn atractiva y sustentable para el sector energia en nuestro pais.

3|Pdagina



METODO PARA LA EVALUACION DE BIOMATERIALES COMO POSIBLES CAPTORES DE CO2 MEDIANTE ESPECTROMETRIA
DE FLUORESCENCIA

Sara Carolina Huerta Guerrero

Introduccion

El cambio climatico es un problema complejo, debido a que implica actividades humanas
que repercuten en las condiciones climatoldgicas de todo el planeta a largo plazo. Uno
de los fendmenos que lo propician es el aumento en las concentraciones de gases de
efecto invernadero (GEl), siendo el principal GEl antropogénico el diéxido de carbono
(CO,): 77 % de la contribuciéon humana al efecto invernadero en la década reciente se
debe a las emisiones provenientes de la quema de combustibles fosiles.

Para reducir las emisiones de CO, a la atmdsfera, se han propuesto tecnologias que
permiten capturarlo, tales como absorcidn, adsorcién, paso a través de membranas e
incluso destilacion criogénica. Si bien son propuestas audaces, la Unica que ha pasado de
planta piloto es la absorcion.

La absorcién quimica basada en aminas es la tecnologia mds realista: existen varios
procesos implementados a escala industrial, ya que es utilizada en el endulzamiento de
gas natural. En estos procesos, se hace pasar el gas natural por un absorbedor para que
las aminas reaccionen con los gases acidos de éste. Las aminas son compuestos
organicos que reaccionan formando compuestos solubles en agua. Se utilizan en
disolucién acuosa, atrapando al CO, por una reaccién acido-base reversible. Reaccionan
rapidamente, son altamente selectivas con los gases acidos y relativamente baratas.

Sin embargo, las aminas presentan degradacién en presencia de oxigeno y éxidos de
azufre, ademds de corrosidén al equipo y altas necesidades energéticas durante su
regeneracion (hasta un 70 % del costo del proceso), lo que se traduce como altos costos
de mantenimiento y operacion.

En México, no existe regulacion para las emisiones de didxido de carbono, por lo que el
método de captura debe ser atractivo para las empresas, generando los menores costos.
Ante esta situacidn, se ha propuesto la utilizacién de otros materiales para absorber
CO,. De entre las mejores opciones y la mas viable hasta el momento es la captura de
diéxido de carbono por medio de aminodcidos. Estos compuestos poseen un grupo
amino en su estructura molecular, son econdmicos, faciles de manipular y provocan un
bajo impacto ambiental dada su presencia en la naturaleza. Los procesos industriales
para sintetizarlos se basan en la accidon de microorganismos o en reacciones de hidrdlisis
de proteinas, lo que nos brinda una gran oportunidad, pues la materia prima para
obtenerlos puede ser biomasa proveniente de la industria alimentaria. De este modo, le
damos una alternativa a los desechos de la industria alimentaria y soluciéon al
incremento de didxido de carbono.

Existen 20 aminoacidos estandar y en esta tesis se propone el uso de
espectrofluorometria de estado basal para identificar de entre éstos a los mejores
candidatos para captura de CO,. La espectrofluorometria de estado basal es una técnica
de gran sensibilidad que permite identificar si existe o no interaccién especifica entre
dos moléculas. En nuestro caso, dichas moléculas serian la de CO, y el aminoacido en
cuestion, siendo aquellos que muestren una interaccion especifica los seleccionados
como mejores prospectos para la captura de didxido de carbono.
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Planteamiento del problema

El clima es consecuencia de multitud de factores que interactlan entre si, algunos
externos como la radiacion solar y otros mas internos. Las actividades humanas tienen
un impacto en éstos factores, siendo el mayor el aumento de emisiones de gases de
efecto invernadero.

El incremento en los niveles de didxido de carbono alcanzé 38.75 % en el afio 2011, cifra
preocupante tomando en cuenta que los niveles de este gas habian permanecido
practicamente invariables hasta que es ser humano tuvo su revolucién industrial. En
México, el sector energia es responsable de mas de la mitad" de las emisiones de este
gas de efecto invernadero.

En respuesta a esta situacion, se reunieron en 1992 en Rio de Janeiro 150 paises en la
llamada “Cumbre de la Tierra de Rio”. Sus esfuerzos se vieron vertidos en la Convencion
Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), la cual fue firmada

por México el 13 de junio de 1992 y ratificada en 1993.

El objetivo de la CMNUCC es el de lograr “la estabilizacion de las concentraciones de GEI
en la atmdsfera a un nivel que impida interferencias antropogénicas peligrosas en el
sistema climdtico. Ese nivel deberia lograrse en un plazo suficiente para permitir que los
ecosistemas se adapten naturalmente al cambio climdtico, asegurar que la produccion
de alimentos no se vea amenazada y permitir que el desarrollo econémico prosiga de
manera sostenible.” (CMNUCC: 1992).

Durante la tercera conferencia de la CMNUCC celebrada en Kioto, Japdn, en 1997 se
firmd el Protocolo de Kioto, que establece “mecanismos de mercado para facilitar el
cumplimiento de los compromisos de mitigacion de los paises desarrollados y promover
el desarrollo sustentable en los paises en desarrollo: Comercio de Derechos de Emisiones;
Implementacion Conjunta y Mecanismo para un Desarrollo Limpio.”” (SEMARNAT: 2013).
Meéxico firmo dicho Protocolo y lo ratificd en el afio 2000. El Protocolo de Kioto entré en
vigor en 2005.

Los paises desarrollados firmantes de la CMNUCC se comprometieron a reducir sus
emisiones de GEI a los niveles que tenian en 1990 para el afio 2000. México, como pais
en desarrollo, no tiene un compromiso cuantitativo de reduccidon de emisiones, pero
comparte los compromisos aplicables a todas las partes de la convencidn. Entre ellas
estdn la realizacidn de actividades de planeacién, implementacién de acciones,
educacion, difusion del conocimiento, elaboracién de documentos de planeacion a nivel

' Ver Anexo I.

> El Mecanismo para un Desarrollo Limpio (MDL) es el Unico instrumento que permite la
realizacion de proyectos de reduccién de emisiones entre paises desarrollados y paises en
desarrollo. México tiene el quinto lugar a nivel mundial en desarrollo de proyectos MDL, mismos
que se han desarrollado en las areas de recuperacion de metano, energias renovables, eficiencia
energética, procesos industriales y manejo de desechos, entre otros.
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nacional y estatal, y la elaboracidn de las comunicaciones nacionales de México con sus
respectivos inventarios de emisiones.?

En cumplimiento con los compromisos adquiridos, México elabora el Inventario Nacional
de Emisiones de Gases de Efecto Invernadero (INEGEI). Es un esfuerzo que incluye a
especialistas de diferentes dependencias, estimando las emisiones de GEI por
actividades antropdgenas. El ultimo INEGEI se realizé en 2012, comprendiendo el
periodo 1990-2010. Este Inventario es elaborado con metodologias comparables,
desarrolladas por el Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico (PICC) y
aprobadas por la CMNUCC.

Para evitar la emisién de didxido de carbono a la atmdsfera, se implementan diversas
tecnologias que captan el CO, producido por la quema de combustibles fdsiles: por
adsorcién, absorcion, membranas y destilacidn criogénica, de entre las que la absorcién
es la Unica que se ha implementado en la industria. La absorcién quimica es util en el
proceso de endulzamiento de gas natural, en donde se usan aminas para captar los
gases acidos teniendo altos costos de mantenimiento y energia utilizada para la
regeneracion de las mismas.

Los aminoacidos son una opcidn interesante para la captura de CO,, debido a sus
propiedades de resistencia a la degradaciéon y estabilidad quimica. Su presencia en la
naturaleza los hace amigables con el medio ambiente, asi como su baja toxicidad y baja
presion de vapor los hace idéneos para su manipulacién. Todo esto, unido al hecho de
gue se obtienen de biomasa, las convierte en una gran alternativa al uso de aminas. La
absorcién con aminodcidos es una tecnologia escalable en un proceso del que se
obtiene CO, de alta pureza.

3Agenda Internacional. CMNUCC. [Sitio de Internet]. México: SEMARNAT, 2013. [Consulta 19 de
octubre del 2015].
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Hipotesis

Al desarrollar un método que use espectroscopia de fluorescencia para determinar la
interaccidon especifica entre moléculas de diéxido de carbono y una amina de referencia,
apoyarda a entender las interacciones especificas entre aminoacidos y diéxido de
carbono.

Objetivo

Seleccionar aminodcidos que pueden ser los mejores captores de CO, mediante la

espectroscopia de fluorescencia.

Objetivos particulares

» Desarrollar un método experimental el cual nos indique si las interacciones
entre los aminoacidos y el CO, son especificas usando espectroscopia de
fluorescencia, validandolo con monoetanolamina como amina de referencia.

» Evaluar once aminoacidos polares y no polares con carga con el método

desarrollado.

7|Pdagina



METODO PARA LA EVALUACION DE BIOMATERIALES COMO POSIBLES CAPTORES DE CO2 MEDIANTE ESPECTROMETRIA
DE FLUORESCENCIA

Sara Carolina Huerta Guerrero

CAPITULO 1. Marco teérico

1.1 CO. y el efecto invernadero

El didxido de carbono (CO,) es un gas resultante tanto de procesos geoquimicos como
bioldgicos, cuya presencia en la atmodsfera es fundamental en la regulacién de la
temperatura debido a sus propiedades como gas de efecto invernadero.

Nuestro planeta posee una atmédsfera compuesta en un 99 % de nitrégeno (N,) y
oxigeno (0,). El 1 % restante lo conforman otros gases, entre los que se encuentran los
de efecto invernadero: los mas importantes son el vapor de agua y el CO.,.

La temperatura de la Tierra depende de los gases de efecto invernadero (GEl). Por estar
a cierta distancia del Sol y reflejar una parte de la radiacion que llega a ella, la Tierra
tiene una temperatura efectiva’ de -18 °C. Sin embargo, el valor tipico’ de temperatura
en la superficie terrestre es de 15 °C. Esta diferencia de 33 °C se debe a los GEl, los
cuales constituyen un filtro natural para la radiacidon electromagnética proveniente del
sol.

e La supérﬁoe de g Tierra
o

e radiacioneg |nfrarrojas

es absorbida por k&
de la Terra, cal

Figura 1. Efecto invernadero®.
1) Radiaciéon de onda emitida por el sol. 2) Radiacion reflejada. 3) La radiacion es absorbida por la
superficie de la Tierra. 4) La superficie de la Tierra emite parte de la radiacion. 5) La radiacion emitida es
absorbida por los gases de efecto invernadero, provocando el calentamiento de la Tierra desde la
superficie terrestre.

*la temperatura efectiva es el resultado de la diferencia entre la radiacién solar absorbida por la
Tierra y la emitida.

> Promedio anual y global.

® Carrién M. Efecto Invernadero Natural. [Blog en internet]. El blog de Ménica en Agustinas.
[Consulta 19 de octubre del 2015]. Modificada por la autora.
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Como se puede notar, el efecto invernadero es inherente a la composicidon de la
atmodsfera y ha estado presente desde la existencia de la misma, por lo que es
fundamental para la vida en la Tierra. Su concentracién atmosférica se mantiene
constante gracias a dos mecanismos, uno de naturaleza geoquimica y otro de naturaleza
bioldgica.

El mecanismo geoquimico requiere de una gran escala de tiempo para llevarse a cabo. El
CO, atmosférico es disuelto en el agua de lluvia y transformado en acido carbdnico que
reacciona con los minerales expuestos de la superficie terrestre, siendo acarreados los
productos por los rios hasta el océano, donde se forma carbonato de calcio. Este se
deposita en el lecho marino, entra a la astendsfera mediante subduccién’y se reemite
como CO, a la atmdsfera con la actividad volcanica.

Durante el mecanismo bioldgico, las plantas obtienen CO, de la atmédsfera y lo
convierten en carbohidratos durante la fotosintesis, regresando una parte como CO, a la
atmodsfera. Mediante las cadenas troficas, esas plantas son ingeridas por organismos que
a su vez son ingeridos por otros organismos. Todos ellos ingieren los carbohidratos
producidos y expelen CO, mediante la respiracion. Algunos organismos descomponen
materia orgdnica y fijan el carbono al suelo. El carbono también se encuentra en
yacimientos, en forma de combustibles fdsiles.

Atmosiera
co, i
Respiracion ACtividad voicanca
CO,
Rospiracion
CO,

Respwacion

0, Rocas

Alimentos

Combustibles osiles

Carben, petrélao, gas natura!

N,

Figura 2. Ciclo del Carbono.?

Las actividades humanas han aumentado la concentracion de CO, atmosférico de forma
alarmante. Durante la época anterior a la industrializacién, tuvo una concentracion casi

7 Subduccién se refiere al proceso mediante el que una placa de litésfera se desliza bajo otra,
entrando en la astendsfera.

® Profesor en Linea. Ciclo del Carbono. [Pagina web en Internet]. Santiago, Chile: Querelle y Cia
Ltda. Disponible en: www.profesorenlinea.cl.
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constante de 280 ppmv°. Esta concentracion ha ido en aumento desde el siglo XIX,
llegando a 388.5 ppmv en 2011. El CO, antropdégeno procede de la quema de
combustibles fdsiles (petréleo, gas natural y carbdn mineral), a lo cual podemos afiadir
la deforestacion (por urbanizacidon agricultura, etc.) como factor de gran importancia

para el aumento de CO,. Al aumentar la concentracién de CO, atmosférico, hay un
aumento del efecto invernadero.

1.2 Captura de CO:

Para reducir las emisiones antropdgenas de CO, a la atmdsfera, se han propuesto
tecnologias que permiten capturar el CO, proveniente de la quema de combustibles
fosiles en las industrias. Dicha captura puede ser abordada desde 3 perspectivas: post-
combustidn, pre-combustion y oxi-combustion.

Estas perspectivas de captura de CO, presentan ventajas y desventajas. Es necesario
aplicar tecnologias de captura de CO, adecuadas y eficientes, con bajo costo y consumo
energético, basados en consideraciones econdmicas y ambientales.

Post-Combustion

Gas de chimenea

Combustible ;
Aire : Combustién |10 contiene COZ) Captura de CO,

Oxi-Combustion

Combustible
- CO, y H,0
0, Combustiéon | ——————}Captura de CO,

Pre-Combustién

Combustible OV H ——1C0O, y H,
Aire/O, : Gasificacion —y—zi Conversion — N Captura de CO,

7 catalitica
HB -

Combustién

Figura 3. Diagramas de bloques que ilustran los sistemas de post-combustién, pre-combustion y oxi-
combustion.

En la captura post-combustion, la captura se realiza después de la combustion y el CO,
debe separarse de todos los productos de ésta, lo que genera un reto para la captura
efectiva y rentable. Esta perspectiva a la captura de CO, presenta el mayor potencial
para reducir las emisiones a corto plazo, puede implementarse a las plantas actualmente

9 s
Partes por milléon en volumen
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en operacion. Es la mas factible actualmente ya que, a diferencia de las otras, no
necesita que el proceso esté pensado desde un principio para su implementacion.

La captura pre-combustion, como su nombre lo indica, busca separar CO, antes de que
se realice la combustion. Esta pensada para implementarse en plantas que realizan
procesos de gasificacion, ya que ésta implica la reaccidén del combustible con aire (o en
algunos casos oxigeno) para producir gas de sintesis (syngas); que esta compuesto en su
mayoria de mondxido de carbono (CO) e hidrégeno (H,). El CO reacciona con vapor de
agua en un reactor catalitico para producir CO, y mas H,. El CO, es separado para
producir una corriente rica en H,, que es utilizado como combustible. Esta forma de
captura es ideal para sistemas de Gasificacién Integrada a un Ciclo Combinado de
Potencia (GICC), las cuales aprovechan la integracidon energética.

En la captura oxi-combustion, se utiliza oxigeno en vez de aire, por lo que se obtiene H,0
y CO, (mas de 80 % v/v de CO,), siendo relativamente sencillo separar el agua por
condensacién. El oxigeno se obtiene usualmente de la destilacidon criogénica del aire
(con una pureza mayor al 95 %). Para ser enviado al quemador, el O, debe combinarse
con la corriente de gas de salida de éste, ya que los materiales de construccion
actualmente disponibles no podrian resistir las temperaturas que se alcanzarian.

1.2.1 Tecnologias para la captura de CO;

Las tecnologias de captura de CO, son cuatro: absorcidn, adsorcién, membranas vy
destilacién criogénica.

Para la captura pre-combustién se recomienda la absorciéon fisica o tecnologias
combinadas de membranas poliméricas o soportadas con liquidos idnicos, debido a la
alta presion parcial del CO,. Un adsorbente muy prometedor basado en silicato de litio
(Li,SiO,4) ha demostrado captar 90 % del CO, contenido en el syngas, siendo efectivo a
altas temperaturas (250 - 550 °C) y presiones (hasta 20 atm).

Para la oxi-combustidn, el reto es mas bien separar el oxigeno a un menor costo
energético y monetario, por lo que el enfoque es utilizar tecnologia basada en
membranas.

En nuestro caso, nos interesa la absorcién quimica basada en aminas, para después
revisar los aminoacidos, por lo que la dejaremos al final para ahondar en ella.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de los diferentes acercamientos a la captura de CO,™.

Captura \ Ventajas \ Desventajas
La corriente de gas resultante de
la combustion contiene CO,
-Aplicables a la mayoria de las | diluido ' a presién atmosférica,
plantas existentes. resultando en baja presién parcial
de CO,:
Post- - Se requieren rendimientos y/o
combustion | -Tecnologia con opciones de | volumenes significativamente
modernizacion. altos para obtener altos niveles de
captura.
- CO, obtenido a baja presion en
comparacion con los
requerimientos para secuestro.
El syngas contiene CO, | - Aplicacién principalmente en
concentrado a alta presion, | nuevas plantas, existen pocas
resultando en alta presién parcial | plantas gasificadoras en
de CO,: operacion.
Pre- - Separacién relativamente mas | - Obstdculos comunes para la
combustién | sencilla. aplicacion  comercial de |Ia
- M3s tecnologias disponibles para | gasificacion: Costo del equipo,
separacion. disponibilidad y grandes
- Reduccién potencial de costos | requerimientos de sistemas de
de produccion. soporte.
- La produccion criogénica de
- Muy alta concentracién de CO2 | grandes cantidades de O2 podria
en el gas resultante de la | resultar en exceso costosa.
combustién. - La recirculacién de CO2 enfriado
Oxi- requiere mantener temperaturas
combustion | - Opcidén tecnoldgica actualizable | limite de los materiales

incluso para incrementar la

capacidad.

combustibles.

- Se afiade carga energética y de
costo debido a los procesos
auxiliares requeridos.

1.2.1.1 Adsorcion

Adsorcién se refiere a la captura de las moléculas de CO, en la superficie de otro
material, por ejemplo, la adhesiéon de CO, en la superficie de las zeolitas. Una clara
ventaja de la adsorcién es que la energia necesaria para la regeneracion del adsorbente
es menor a la requerida para los absorbentes. Sus principales desventajas incluyen el
desgaste de particulas, el manejo de grandes cantidades de adsorbente y las
necesidades térmicas para adsorbedores de gran tamaiio.

©Tabla 1. Figueroa J. D., Fout T., Plasynski S., Mcllvried H., Srivastava R.D. Advances in CO,
capture technology—The U.S. Department of Energy’s Carbon Sequestration Program.
International Journal of Greenhouse Gas Control. 2008 (2): 9-20. Pag. 12. Traduccion de la autora.
' La concentracion tipica de CO, es de menos de 15 %, con una presion parcial menor a 0.15 atm.
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Existen dos tipos de adsorcién: fisica y quimica. La adsorcidn fisica ocurre por fuerzas
débiles de Van der Waals, mientras que la adsorcidn quimica se da por fuertes uniones
covalentes.

Adsorcién
Fisica Superficie del adsorbente
O
() ()
Quimica Sitio de unién

T :
Figura 4. Adsorcion quimicay fisica.”

Se aprecia que la adsorcidn, ya sea fisica o quimica, es un proceso que se lleva a cabo en la superficie del
adsorbente. También se les llama Fisisorcién y Quimisorcidn, respectivamente.

Como adsorbentes fisicos se suelen usar materiales carbonaceos, zeolitas y silicas
mesoporosas ordenadas. Entre los adsorbentes fisicos mas modernos se encuentran las
estructuras metal-orgénicas (MOF*), un tipo de materiales hibridos novedosos
construidos de iones metalicos con una coordinacién geométrica bien definida y ligantes
organicos cruzados, cuya alta porosidad permite gran capacidad de almacenamiento de
CO..

Los adsorbentes quimicos suelen ser materiales basados en 6xidos metalicos (Ca, MgO),
sales metdlicas de compuestos metalicos alcalinos (silicatos de litio, zirconatos de litio,
compuestos de metales alcalino térreos), hidrotalcitas y sales dobles. Se han
impregnado o insertado aminas en Oxidos metalicos alcalinos y alcalino térreos,
mejorando la capacidad de adsorcién y aumentando el indice de transferencia de CO..
Se utiliza también carbonato de sodio (Na,CO;) soportado en adsorbentes para capturar
CO,, al reaccionar en presencia de agua, formando bicarbonato de sodio (NaHCO3).

La adsorcion no es un método adecuado para separar grandes cantidades, no existe un
sistema de adsorciéon de gran escala para recuperar CO,. Su aplicacién es separar
componentes minoritarios para purificar la corriente principal, por lo que es util para
obtener las especificaciones deseadas en el CO, ya separado.

12 Global CCS Institute. CO, Capture Technologies. Post Combustién Capture. Canberra, 2012.
Pag. 10. Trad. a.
B Del inglés Metal Organic Frameworks.
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Figura 5. Estructuras cristalinas de varios MOFs.*
De izquierda a derecha, de arriba a abajo: MOF-2: Zn,(BDC),, IRMOF-11: Zn,0(HPDC);, MOF-505:
Cu,(BPTC), IRMOF-3:Zn,0(NH,BDC);, MOF-74: Zn,(DHBDC), IRMOF-6: Zn,0(C,H,BDC);, Cu,(BTC),, IRMOF-
1: Zn,0(BDC); y MOF-177: Zn,0(BTB);.

1.2.1.2 Membranas

. o Gas A
Las membranas son materiales disefiados Gas B

para permitir la permeabilidad selectiva de
un gas a través de ellas. Dicha selectividad
esta relacionada a la naturaleza del
material, pero se ve condicionada por la

diferencia de presiones a través de la Gas METBES A
membrana. Es por ello que éste método se (A+B)
utiliza en corrientes de alta presion.

15
6. Membranas.

Existen muchos tipos de materiales utilizados para hacer membranas: poliméricos,
metalicos, ceramicos. En algunos casos, algunos agentes que reaccionan con el CO, se
afiaden a las membranas para aumentar su selectividad por éste gas.

La utilizacion de membranas se ve afectada por el alto costo de compresidon necesaria,
ya que las membranas operan a altas presiones. Salvo por dichas condiciones de
presion, las membranas requieren menos energia, no requieren un cambio de fase en el
proceso y requieren de un bajo costo de mantenimiento.

" Millward A. R, Yaghi O. M. Metal-Organic Frameworks with Exceptionally High Capacity for
Storage of Carbon Dioxide at Room Temperature. JACS Communications. 2005. Pag. 1.
Modificada por la autora.

15 Working Group Il of the Intergovernmental Panel on Climate Change. [Metz B. Davidson O, De
Coninck H, Loos M, Meyer L (eds.)]. IPCC Special Report on Carbon Dioxide Capture and Storage.
12 Ed. Cambridge and New York: Cambridge University Press, 2005. Pag. 110. Trad. a.
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1.2.1.3 Destilacién criogénica

Un gas puede volverse liquido si es sujeto a una serie de etapas de compresion y
enfriado. La destilacion criogénica utiliza bajas temperaturas para condensar, separar y
purificar CO, de los otros gases (el punto de congelacion del CO, puro es de 195.5 K a
presion atmosférica). Se obtiene asi CO, liquido que puede ser almacenado y
secuestrado directamente.

Esta es una tecnologia que no utiliza solventes ni otros componentes, que puede ser
escalada a nivel industrial. Su mayor desventaja es la cantidad de energia que se
requiere para mantener el CO, congelado.

Co,
liquido
S15 @
Refrigerante - - - -------- SRS TR EUpIp S :
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Figura 7. Licuefaccién criogénica.*®
En éste método novedoso propuesto por Xu et al.,, hay dos etapas de compresion, dos etapas de
refrigeracidn y dos etapas de separacion, adoptando la recuperacién energética en el proceso, reduciendo
el consumo energético a 0.395 MJ/kg de CO,.

1.2.2 Absorcion

La absorcién es una operacién en la que se transfiere materia de una fase a otra, en
nuestro caso, de una corriente gaseosa a una liquida. El componente deseado de una
mezcla de gases se disuelve al ser puesto en contacto con un absorbente liquido (o
solvente), aumentando su volumen. La concentracion del gas disuelto aumenta de
manera proporcional a la presion parcial de los gases. Es por eso que el CO, se absorbe a

® Tomada de Xu G, Li L, Yang Y, Tian L, Liu T, Zhang K. A Novel CO, Cryogenic Liquefaction and
Separation System. Energy. 2012; 42. 522-529. Trad. a.
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alta presién y baja temperatura, regenerando el solvente a baja presidon y alta
temperatura.

En un proceso de absorcidn, la mezcla de gases que contiene CO, entra a un absorbedor
(que es donde se encuentra el solvente). Es ahi donde tiene lugar la absorcion, pasando
el CO, de la fase gaseosa a la fase liquida. La solucién rica en CO, es bombeada al
regenerador, donde el CO, absorbido es recuperado. El solvente regenerado regresa al
absorbedor para continuar con el ciclo.

El solvente que debe tener alta tasa de absorcidn, despreciable presion de vapor, alta
estabilidad térmica, quimica; y, preferentemente, ser inocuo para las personas que
trabajan con él. La interaccién entre el solvente y la sustancia absorbida puede ser fisica
0 quimica.

Purga de gases

Condensador

Tanque de CO;
almacenamiento
——
Regenerador
) Calentador
Enfriador
Absorbedor Q Calentador
N
Gas de

Enfriador

(%)

Figura 8. Diagrama de una planta de absorcién de COZ.1

alimentacion

7

En la absorcion puramente fisica, las moléculas de gas se encuentran polarizadas, pero
sin cambio en su estructura quimica, por lo que requieren menos energia para su
regeneracion. Este tipo de absorbentes se caracterizan por tener baja presion de vapor,
corrosividad y toxicidad, sin embargo, dependen totalmente de la temperatura y la
presion, por lo que no son recomendados para procesos de post-combustién.
Encuentran su mayor aplicacién en el endulzamiento de gas natural'®, donde atrapan
H,S y CO, a altas concentraciones. Entre los absorbentes fisicos se encuentran varios
glicoles, metanol y compuestos fluorados. Se han propuesto liquidos idnicos (LI) como
absorbentes fisicos por su alta cinética de absorcidn, alta polaridad y su baja
degradacion, asi como por la posibilidad de absorber la mezcla de gases a altas
temperaturas, eliminando la necesidad de enfriar el gas de alimentacion.

v Songolzadeh M., Soleimani M., Ravanchi M.T., Songolzadeh R. Carbon Dioxide Separation from
Flue Gases: A Technological Review Emphasizing Reduction in Greenhouse Gas Emissions.
Hindawi Publishing Corporation. The Scientific World Journal. 2014 (2014): 34. Pag. 4. Modificada
por la autora.

'® proceso mediante el cual se eliminan los gases acidos del gas natural.
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. .z 19
Figura 9.Interaccion de un LI con CO,.
Los liquidos idénicos son sales que tienen tipicamente un catién orgdnico. La region azul muestra las areas
de carga positiva y las rojas las de carga negativa.

En la absorcién quimica, como es de esperarse, tiene lugar una reaccién quimica. Esta es
una tecnologia utilizada extensamente en otras industrias, por lo que es la mas madura
de todas las utilizadas para la captura de CO,. Su principal ventaja es la alta selectividad
a pesar de las bajas presiones parciales de CO,, lo que la hace la mejor opcién a
implementar para la captura post-combustion. Este tipo de absorcidon usualmente
depende de una reaccion de neutralizacién acido-base y la reversibilidad de la misma.

Los absorbentes quimicos mas usados son aquellos basados en aminas. Se utilizan por su
capacidad de absorcién a bajas presiones parciales de CO, en la corriente de gas.

1.2.2.1 Tecnologias de absorcion basadas en aminas

Las aminas son compuestos organicos que contienen nitrégeno y reaccionan con CO,
formando compuestos solubles en agua. Se utilizan en disolucidn acuosa, atrapando al
CO, por una reaccién acido-base reversible.

Las aminas pueden ser primarias, secundarias y terciarias®, segun el nimero de
radicales a los que esté unido su grupo amino (Tabla 2).

19 Figueroa J. D., Fout T., Plasynski S., Mcllvried H., Srivastava R.D. Advances in CO, capture
technology—The U.S. Department of Energy’s Carbon Sequestration Program. International
Journal of Greenhouse Gas Control. 2008 (2): 9-20. Pag. 15.

%% Existen también las aminas cuaternarias, en las cuales el nitrégeno queda con carga positiva,
pero por no ser aplicables a los procesos de absorcién de CO, quedan fuera del alcance de ésta
tesis.
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Tabla 2. Aminas primarias, secundarias y terciarias>’.

Aminas primarias

» Las mas utilizadas son monoetanolamina (MEA) vy

- diglicolamina (DGA).
R _ N —H » La mas destacada es la MEA por ser la mas barata de las
‘ aminas comerciales, su alta reactividad, menor peso
H molecular, estabilidad térmica y grado de degradacion
razonables.

Aminas secundarias

» Las mas utilizadas son dietanolamina (DEA) vy

. diisopropanolamina (DIPA).
R — N _H » La favorita es la DEA por presentar menor degradacion,
‘ corrosividad, presién de vapor y una entalpia de
regeneracion menor a la de la MEA®. Sin embargo, su
cinética de reaccién es menor y esto dificulta el proceso.

de transferencia de masa.

Aminas terciarias

» Las mas utilizadas son metildietanolamina (MDEA) vy
. trietanolamina (TEA).
R_ N _R » No son muy utilizadas debido a su baja reactividad, sin
| embargo, poseen mayor capacidad de absorcidn que las
R primarias o secundarias necesitando una menor energia
para su regeneracion, por lo que se utilizan en mezclas
con ellas.

*! Elaboracién propia.
*? La entalpia de regeneracién MEA: 1950 kJ/kg CO,, DEA: 1520 ki/kg CO,.
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Tabla 3. Comparacién entre las tecnologias usadas para captura de CO,.

Tecnologia Ventajas Desventajas Escala

- Reacciodn rapida. -Corrosion del equipo.

Absorcion - Altas capacidades de absorcion. -Gran cantidad de energia para la Industrial

regeneracion.
- Muy flexible.
-Bajo consumo energético y costo. Bajas capacidades de adsorcién (a
.. condiciones de los gases de salida del .

Adsorcién Planta piloto
-Adecuado para separar CO, de una quemador).
corriente diluida.
-Produccidn de CO, liquido.
-No se requieren solvente u otros

Destilacion criogénica componentes. Requiere de grandes cantidades de energia. Planta piloto

-Facilmente escalable para aplicacidn
industrial.

-Proceso simple y limpio.
Requiere mucha energia para la captura

Separacién por membranas , . . . -,
P P -Tecnologia continua de estado estacionario.  post-combustion.

Experimental

2 Songolzadeh M., Soleimani M., Ravanchi M.T., Songolzadeh R. Carbon Dioxide Separation from Flue Gases: A Technological Review Emphasizing Reduction in Greenhouse
Gas Emissions. Hindawi Publishing Corporation. The Scientific World Journal. 2014 (2014): 34. Pag. 25. Trad. a.
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Las primarias y secundarias reaccionan con el CO, formando carbamatos (RR'NCOOR").
Las aminas terciarias no reaccionan directamente con CO,, sino que forman el ion
bicarbonato a partir de la hidrélisis del CO..

.z .z . . . .24
Ecuacion 1. Reaccion de aminas primarias y secundarias” .

2AmH + CO, ¢> AmCOO + AmH,"

Ecuacién 2. Reaccién de aminas terciarias.”
RsN + H,0 + CO, ¢> R3N'H + HCO3

La absorcidon con aminas ha sido utilizada por muchos afios, particularmente en el
endulzamiento de gas natural, por lo que existe alto grado de confianza en su uso en
plantas industriales. Reaccionan rapidamente, su reaccidn es reversible, son altamente
selectivas con los gases acidos y relativamente baratas. Sin embargo, tienen baja
capacidad de absorcién y se degradan en presencia de SO, y O,.

1
"
Enfriador l 1
Dulce | co, |
I
Amina L =2
pobre lbar 150bar
40-60°C 120-140°C
—
de calor
- | y I - - - = g
Gasde T | o I
combustién | Disolucion con |
ion carbamato L |
I - - e . .
I
e m s C Amina

pobre

o .z . 26
Figura 10. Proceso de absorcidon con aminas™.
Se incluyen las zonas vulnerables del proceso donde se da la corrosidn (lineas punteadas rojas), asi como
las condiciones de operacion en el absorbedor y el regenerador.

2 Vaidya P.D, Kenig E.Y. CO2-Alkanolamine Reaction Kinetics: A Review of Recent Studies.
Chemical Engineering &Technology. 2007; 30 (11): 1467-1474. Pag. 1468.

> fdem.

** Romeo L.M, Bolea I. Captura de CO, en procesos postcombustion. Boletin Grupo Espafiiol
Carbon. Marzo 2015; 35. Pag. 9. Modificada por la autora. Condiciones de operacion tomadas de
Yu Ch. H, Huang Ch. H, Tan Ch. S. A Review of CO, Capture by Absorption and Adsorption. Aerosol
and Air Quality Research. 2012; 12. 745-769.
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Los dos principales problemas operacionales que se derivan de la utilizacién de aminas
para la captura post-combustion de CO, son el alto costo de operacidon vy
mantenimiento, como consecuencia de la facilidad con que se degradan las aminas, la
formacidn de sales estables altamente corrosivas y del consumo energético de la etapa
de regeneracion.

La investigacion y desarrollo en los procesos de absorcién basados en aminas se
orientan hacia la modificacidon del empaque de las torres para reducir la caida de presién
y aumentar el contacto, la integracién energética para reducir los requerimientos
energéticos, la busqueda de aditivos que reduzcan la corrosidon (permitiendo mayores
concentraciones de amina) y la mejora de los procedimientos en la etapa de
regeneracion. Entre los aditivos propuestos estan las aminas estéricamente impedidas y
de piperazina (Tabla 4).

Tabla 4. Otras aminas usadas para captura de CO,.

Piperazina (PZ)

» Es una diamina ciclica utilizada como aditivo para
aumentar la cinética de absorcion de CO, en
sistemas con aminas.

H > Se utiliza en bajas concentraciones (0.5 M -2.5 M)
debido a su baja solubilidad en agua.

» La Universidad de Texas ha encontrado que el

N sistema K,CO3/PZ (2:1) muestra un indice de

H absorcion de 10 - 30 % mas rapido que el proceso

Econamine FG Plus™.
» Se usa s6lo como aditivo debido al alto costo de la
PZ y su baja solubilidad.

Aminas estéricamente impedidas

> Son aminas primarias cuyo grupo amino esta unido
a un carbono terciario o secundarias con un carbono

R secundario o terciario unido a su grupo amino.

‘ - Las mas utilizadas son 2-amino-2-metil-1-propanol
R— (‘:— l?l —H (AMP) y 2-piperidinaetanol (PE).

R H > Son mas baratas que las primarias o secundarias,

ademas de tener mayor capacidad de absorcidn
pues el carbamato que forman es poco estable y se
propicia la formacién de bicarbonato.
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Actualmente existen varios procesos basados en aminas para captura de CO,, asi como
propuestas para mejorarlos, los cuales se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Estado del arte de la absorcién quimica basada en aminas®.

Empresa
Fluor

Mitsubishi Heavy
Industries y Kansai
Electric

Calsolv
Technologies

Aker Clean Carbon

PowerSpan

Alstom y Dow
Chemical

HTC Pure Energy y
Doosan Babcock

Aportes tecnologicos

Proceso Econamine
FG Plus™

Proceso KM CDR

Proceso de captura
de CO, por etapas

DC103°®

Proceso de captura
de CO, portatil

Proceso ECO2™

Proceso UCARSOL

FGC-3000™

Solvente basado en
aminas

27 . .
Elaboracién propia.

Caracteristicas relevantes
Basado en MEA al 30 % masa, al cual se le
afiaden inhibidores para evitar la
corrosion del equipo.
Es usado para la obtencion de CO,,
captando 350 ton/dia, que se utilizan para
bebidas de la industria alimenticia.”®
Logra menor entalpia de regeneracion®y
minimiza la degradacién del solvente sin
necesidad de aditivos al usar aminas
estéricamente impedidas sintetizadas
especificamente (KS-1, KS-2 y KS-3). Sin
embargo es el proceso basado en aminas
mas costoso.*
Basado en diaminas acuosas, propone
reducir los costos incorporando la captura
de contaminantes en una absorcién
selectiva secuencial de SO,, NO,, Hg y CO..
Amina terciaria sintetizada que duplica la
capacidad de absorcién de la MEA.
Desarrollo de un proceso portatil para
pruebas en 2010, usado en el Centro de
Captura de Wilsonvile, Alabama, y en

operacion desde 2012 en el Centro
Tecnoldégico  Statoil en  Mongstad
(Noruega).

A base de mezclas de aminas en soluciéon
acuosa, ha demostrado ser viable a escala
piloto.

Desarrollo de un proceso que tiene por
objetivo captar una tonelada de CO, por
hora.

Sintetizado en la Universidad de Regina,
Canadd, promete reducir la energia de
regeneracion®.

%% Fluor continda mejorando el proceso: ha logrado bajar su consumo energético de 3700 klJ/kg
de CO, a 2800 ki/kg de CO,, aunque no se ha probado a escala comercial.
*® Hasta 20 % menos que los procesos basados en MEA.

30 .
Hasta 5 veces el costo de Econamine FG Plus™.

*"Enun30% respecto al proceso Econamine FG Plus™.
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1.2.2.2 Alternativas a la absorciéon con aminas

Con el fin de superar los problemas operacionales derivados del uso de aminas, se ha
propuesto utilizar otras moléculas similares para la captura de CO,. De esta forma, se
espera aprovechar la selectividad del grupo amino y eliminar sus inconvenientes. Dos
propuestas en este aspecto han sido el amoniaco y los aminodcidos.

1.2.2.2.1 Amoniaco

H—N—H
\

H con CO, formando carbonato de amonio, el cual puede

Los procesos de amoniaco se basan en la reaccién de éste

volver a reaccionar con CO, formando bicarbonato de
Figura 11. Molécula de

. amonio.
amoniaco.

Entre sus ventajas estd una menor entalpia de regeneracion que los sistemas de aminas,
con gran capacidad de absorcién de CO,, resistencia a la degradacién por oxigeno y bajo
costo, ademads de la opcién de reaccionar con éxidos de azufre o de nitréogeno (que se
pueden encontrar como contaminantes en los gases de combustidon) formando sulfato
de amonio y nitrato de amonio, que pueden de ser vendidos como fertilizantes.

En contra parte hay que tener en cuenta que se trata de un gas téxico y presenta una
alta presién de vapor, por lo que en el proceso hay que enfriarlo a 60 - 80 °F durante la
absorcion, teniendo pérdidas durante la regeneracion.

Alstom ha patentado el Proceso de Amoniaco Enfriado (CAP)*? con temperaturas de
operacion de 32-50 °F, donde se evita la obtencién de productos secundarios y el
amoniaco regenerado se regresa al absorbedor.

1.2.2.2.2 Amino4cidos

Se ha propuesto como alternativa la utilizacién de aminodcidos para la captura de CO,.
Los aminodcidos tienen el grupo funcional amino, por lo que tienen un comportamiento
similar a las aminas y no se deterioran en presencia de oxigeno.

Los aminoacidos mas comunes utilizados en tratamiento de gases son alanina y glicina,
junto con algunos derivados como dimetilglicina y dietilglicina. Las investigaciones
demuestran que son adecuados para aplicarlos en la absorcién de gas son un mejor
resultado debido a su resistencia a la degradacion.

%2 De su nombre en inglés Chilled Amonia Process.
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Siemens posee un proceso basado en sales de aminoacidos, debido a que no tienen
presion de vapor (evitando su evaporacidn), no son inflamables, toxicas, explosivas u
olorosas (sin riesgo por inhalacién). Son quimicamente estables (no presentan
degradacion en presencia de oxigeno), biodegradables y amigables con el medio
ambiente (por su presencia en la naturaleza).

No se detecta
fuga del solvente
..‘

-x‘-x _—
—

—= 99%
T 200bar
Torre de
absorcion
40 - 45°C 90 - 105°C
Regeneracion
del solvente
Aprox.
Gases de 120°C
combustion

Figura 12. Proceso PostCap™ de Siemens.

El proceso PostCap™ de Siemens fue validado en 2009 en condiciones reales en una
estacidn productora de energia eléctrica de Tampa Electric Company, que posee cuatro
unidades quemadoras de carbdn que en total producen mas de 1800 MW. Se logré la
remocién de mas del 90 % de CO, de la corriente de gases, asi como 6xidos de azufre,
bajando sélo en 6 % la eficiencia del proceso de la planta sin la captura de CO,. Se
obtuvo de un producto potencialmente comerciable: CO, con 99 % de pureza a un costo
energético de 2.7 GJ/ton de CO, capturado. Asi mismos, se demostré que la degradacion
del solvente es menor al 1 % en un afo, asi como la alta estabilidad térmica del mismoy
bajos costos de operacidn utilizando material de construcciéon estdndar y empaque
industrial.

Todo esto nos indica que los solventes basados en aminoacidos son econdémicos, faciles
de manipular y tienen un bajo impacto ambiental, asi mismo son una alternativa
tecnoldgica escalable e implementable a las plantas existentes. Es por ello que hemos
decidido explorar ésta alternativa en este trabajo, pero antes de seguir debemos hacer
una revision mas amplia acerca de los aminoacidos.
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1.3 Aminoacidos

Los aminodcidos son compuestos nitrogenados que presentan un carbono central
(también llamado carbono a) unido a un grupo carboxilo, un grupo amino, un hidrégeno
y una cadena lateral (Grupo R)* (Figura 13).

Los aminodcidos son unidades monoméricas de las proteinas, metabolitos energéticos y
muchos de ellos son elementos nutritivos esenciales.

Existen 20 de aminoacidos que son codificados por el ADN para formar proteinas
(proteindgenos codificables) por lo que se les considera aminoacidos estandar. De estos
pueden surgir aminoacidos proteindgenos no codificables por modificaciones a los
aminodacidos estandar (hidroxilacidon, fosforilacién, dimerizacién, metilacion,
carboxilacion...), aminoacidos no proteinégenos que cumplen funciones importantes
(como intermediarios metabdlicos, por ejemplo) y multitud de derivados de los mismos
con funciones indispensables para la vida (neurotransmisores, reguladores, etc.).

C(‘)O’

HsN*— C —H
\
R

Figura 13. Estructura general de los aminodcidos.
A la izquierda el grupo amino, arriba el grupo carboxilo, ultimo a la derecha se encuentra el hidrégeno y
abajo la cadena lateral.

Los aminoacidos estandar o a-aminodcidos se pueden polimerizar formando cadenas
peptidicas y proteicas**. Cabe mencionar que las proteinas son las mas versatiles de las
biomoléculas y son necesarias para funciones cruciales en todos los procesos bioldgicos.
Tomando esto en cuenta, puede inferirse la importancia de los aminoacidos como
moléculas indispensables para la vida. A partir de 20 aminoacidos, se pueden producir
multitud de combinaciones con los que se fabrican enzimas, hormonas, anticuerpos,
proteinas estructurales, etc.

Los aminoacidos estandar son diferentes entre si por su cadena lateral, la cual varia en
estructura, tamafio y carga eléctrica, dandole diferentes caracteristicas a cada
aminodcido. A pesar de éstas diferencias, existen caracteristicas comunes entre ellos.

** La dnica excepcion a ésta definicidon es la prolina, que es considerada un aminoacido ciclico. Su
grupo amino es secundario y es, de hecho, un a-iminoacido, aunque usualmente se le menciona
como un aminoacido.

**Si se unen pocos aminoacidos, se denomina oligopéptido o péptido, si son mas se llama
polipéptido, término que puede ser intercambiado por el de proteina. Generalmente, los
polipéptidos tienen masas moleculares inferiores a 10,000 y las proteinas tienen masas
moleculares superiores (entre 5,500 y 220,000).
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1.3.1 Propiedades Acido-Base

Los aminodacidos son anféteros®. Al disolverse, el aminodacido se encuentra en su forma
de ion dipolar o zwitterion®, el cual puede actuar como dador o aceptor de protones.

a) H T b) H T
| |
R-C-C00" == R-C-CO0" +H* R-C-C00 +H*=—— R-C-COOH
l l | |
*NH, NH, *NH, "NH;

Figura 14. Zwitterion.
Las dos formas que los aminoacidos toman en disolucién: a) lon donador de protones, b) lon aceptor de
protones.

Existe un pH especifico para cada aminodcido, donde la carga positiva y la carga negativa
son de la misma magnitud y el conjunto de la molécula es eléctricamente neutro. Este es
denominado punto isoeléctrico (pl). A cualquier pH por debajo de éste punto se tendra
una carga neta positiva, mientras que a pH mayores al punto isoeléctrico la carga total
de la molécula serd negativa.

Todos los aminoacidos con un solo grupo a-amino, un solo grupo a-carboxilo y un grupo
R no ionizable tienen dos valores de pk, similares. El pk, del grupo carboxilo se
encuentra entre 1.8 - 2.4, el del grupo amino estd entre 8.8 - 11.0. A pH cercanos a estos
valores poseen efecto tampdn. Los aminodcidos con un grupo R ionizable tienen tres
valores de pk, debidos éste ultimo al grupo ionizable.

Es importante recordar que el pk, de cualquier grupo funcional se ve fuertemente
afectado por su entorno quimico. En el intervalo de pH fisioldgico tanto los grupos del
acido carboxilico como los del grupo amino se hallan totalmente ionizados®, por lo que
en el cuerpo humano, los a-aminoacidos se pueden comportar como acidos o bases.

1.3.2 Estereoisomeria

Los aminoacidos tienen un carbono central (a) de estructura tetraédrica unido a cuatro
grupos diferentes: carboxilo, amino, R y un atomo de hidrégeno. Esto hace que el
carbono a sea un centro quiral®y los cuatro grupos pueden tener dos configuraciones
espaciales™ diferentes, por lo que presenta estereoisomeria.*

Al ser estereoisdmeros no superponibles entre si, se denominan enantiémeros. Para
nombrarlos, se utiliza el sistema D, L. Histéricamente, D y L hacian referencia a levégiro y
dextrégiro, segtin desviaran la luz a la izquierda o a la derecha.”

35 . . . P

A menudo se denominan anfolitos (electrolitos anfdteros).
36 . . P .

Un zwitterion es una molécula portadora de grupos cargados con polaridad opuesta. La palabra
viene del aleman, significa ion hibrido.
37 . s . . s . o .

Voet D. Voet J. G. Aminoacidos. Bioquimica. 3ra Ed. Buenos Aires: Médica Panamericana; 2006.
Pag 64.
38 . . . .o

Del griego chiros que significa mano.
39 . . . . . .

Una molécula con un centro quiral puede presentar dos configuraciones espaciales diferentes
(dos estereoisémeros), pero si tiene n centros quirales puede tener 2" estereoisémeros.
40 ~ s . .. . /

Cabe sefialar que la Unica excepcidn es la glicina, cuyo grupo R es un hidrégeno, por lo que no
presenta estereoisomeria.
41 ., . . .

Los enantiomeros rotan el plano de la luz polarizada en direcciones opuestas.
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Por ello cabe aclarar que no
todos los L-aminoacidos son
levégiros; L y D hacen
referencia solamente a |la
configuracion absoluta de los
sustituyentes alrededor del Figura 15. Estereoisémeros.™
carbono quiral.* Los enantidmeros son dos conformaciones espaciales
diferentes de los mismos sustituyentes unidos a un
carbono central, conocido como centro quiral.

Un aminoacido puede en principio existir en sus dos

formas enantioméricas, pero en la naturaleza lo

0 habitual es encontrar sélo una de ellas. Asi pues

‘ tenemos que todos los aminodacidos proteicos son L-

Co aminoacidos. La formacién de estructuras estables y

{ repetidas de las proteinas requiere de un solo tipo de

@\ —H ° estereoisdmero. Las células son capaces de sintetizar
Figura 16. Conformacion de los L- especificamente los isémeros L de los aminoacidos
aminodcidos™. porque los centros activos de las enzimas son

asimétricos, por lo que las reacciones catalizadas por
ellas son estereoespecificas.

1.3.3 Clasificacion de los aminoacidos

Como se mencion6 anteriormente, los aminoacidos se diferencian entre si por su cadena
lateral (-R). Dicha cadena puede ser polar o no polar, por lo que se suele clasificar en 3
grandes grupos a los aminoacidos: apolares, polares sin carga y polares con carga.

Aunque parezca una clasificacién simplista, es de importancia resaltar que es la cadena
lateral la que hace que varie el comportamiento de los a-aminodcidos. “Sus
caracteristicas particulares de polaridad, acidez, tamario, flexibilidad de conformacion,
capacidad para establecer enlaces entrecruzados, formar enlaces hidrogeno y su
reactividad misma, dependen de la cadena lateral.” (Voet, 2006:66)

Existe otra clasificacion de los aminodacidos que toma como criterio si es posible
sintetizarlos a partir de otros aminoacidos o es necesario ingerirlos en la dieta, que los
clasifica en Esenciales y No esenciales.

En la Tabla 6, aparecen los 20 aminodcidos estandar clasificados de acuerdo a su cadena
lateral. Se indica con un asterisco si se trata de un aminoacido esencial.

* Esta es una convencion propuesta por Emil Fischer en 1891, basandose en la configuracion
absoluta del gliceraldehido: los compuestos que tienen una configuracidn relacionada con el
L-gliceraldehido se designan Ly los relacionados con el D-gliceraldehido se denominan D.

* Profesor en Linea. Estereoquimica e Isomeria. [Pagina web en internet] 2006.

* Voet D. Voet J. G. Aminoacidos. Bioquimica. 3ra Ed. Buenos Aires: Médica Panamericana; 2006.
Pag. 71.
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Tabla 6. Clasificacion de los 20 aminoacidos estandar por su cadena lateral®.

A DACIAC

Glicina 6 0 pK, 2.34
H .97
Gly, G N >9 pK, 9.60
Alanina 0
Hidrocarburo alifatico HeC OH 6.01 PKy 2.34
Ala A L, pK; 9.69
Alifdaticos :
Prolina Pirrolidino (Estructura oK, 1.99
;. s e e 47 OH 14
> Apolares oo ciclica distintiva™) N T 6.48 oK, 10.96
> Hidrofdbicos ro. . ——
> Baja reactividad Valina °
. rias pK; 2.32
No polares quimica . Hidrocarburo alifatico “Bc)\hlﬁjo” 5.97 ok, 9.62
H (¢]
Capacidad tampdn Leucina* HeG M
. e oH pK, 2.36
pH=2-3 Hidrocarburo alifatico CHy Mg 5.98 oK, 9.60
pH=9-10 Leu, L
Isoleucina* CHs O
Hidrocarburo alifatico HiC OH 6.02 PKy 2.36
e | NH, pKz 9.68
Metionina* 0
Eter tidlico ”3CSV\(”\0H 574 | P228
Vet M " pK, 9.21

45 . s .
Elaboracidn propia.
46 . . , . ’
Debido a que su cadena lateral es un hidrégeno, no presenta estereoisomeria.
47 . . . cs . .
Limitaciones de conformacién impuestas por su singular estructura.

28| Pagina




METODO PARA LA EVALUACION DE BIOMATERIALES COMO POSIBLES CAPTORES DE CO2 MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA

Sara Carolina Huerta Guerrero

Ar:;;zit;:io Cadena lateral Estructura

Aromadticos . . o
Fenilalanina* . K, 1.83
> Hidrofébicos Phe. F Fenilo o >-48 EKIQ 13

No polares » Absorcidn ultravioleta ’ e 2=
(continuacidn) Capacidad tampon Triotofano® o K. 238
pH=2-3 riptofano Indol Yo 589 | Phie

pH=9-10 Trp, W N pK, 9.39

0
Serina . . pK; 2.21
Ser, S Hidroxilo HO/\hﬁ:\OH 5.68 oK, 9.15

. OH O
Treonina* . . pK; 2.11
Polares sin carga Thr, T Hidroxilo H°CJ\,‘ijH >-87 pK, 9.62
. , 48 (@] pKl 1.96
> Poco solubles en agua C|(s:te|ng Tiol HSAl)koH 5.07 pK, 10.28
¥S, NH 0K; 8.18
Polares sin carga ) oK, 2.20
Capacidad tampdn T_'|'_’0r5'$a Fendlico m:\ el 5.66 pK,9.11
pH=2-3 " " pK; 10.07
pH=9-10 Asparagina Amida HZNN.J\OH 541 pK; 2.02
Asn, N O NH, ' pK, 8.80

0 0

Glutamina Amida )A\/\‘)L 5.65 pK; 2.17
Gn, Q R P ' pK, 9.13

48 . . 4, . ’ ’ . .
Con frecuencia forma un enlace disulfuro con otra molécula de cisteina. A este dimero se le conoce como cistina.
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Ar:;;zit;:io Cadena lateral Estructura pl
Carga Positiva Lisina* 0 pK; 2.18
Butilamonio “2NMOH 9.74 pK, 8.95
> Hidrofilicos Lys, K NH, pK; 10.53
Capacidad tampon i o
pH=2-3 - L M pK; 2.17
Polares con pH=9 Al'fln|n: Guanidino R NH, or 10.76 pK, 9.04
carga > pH=10.5-12.5 & pK; 12.48
Capacidad tampén 0

i e N OH pK; 1.82
Histidina Histidina Imidazolio Y N 759 | pK,9.17
pH=2-3  pH=6 His, H N Ks 6.00

pH=9-10 PKs3 b.
Carga Negativa « (.. 49 o pK; 1.88
Polares con AC|doAASspaDrt|co Acido carboxilico HONOH 2.77 pK, 9.60
caren > Hidrofilicos e ° W pK; 3.65
. ., Capacidad tampon . , . 50 o} 0 pK; 2.19

continuacion .

( inuacion) pH=2-4 Acido gllLJtaEmlco Acido carboxilico HOWOH 3.22 pK, 9.67
pH=9-10 ’ NH, pKs 4.25

49 .
En su forma de idn se le llama aspartato.

50 s .
En su forma idnica se le conoce como glutamato.
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1.3.4 Aminoacidos en la industria

Los aminoacidos se utilizan como aditivos en la industria alimenticia, en medicamentos, como
suplementos alimenticios para animales y para mejorar las cosechas. El glutamato es utilizado
en la industria como ablandador de carne y para fabricar glutamato monosddico, un
potenciador de sabor. Fenilalanina y aspartato se utilizan como endulzantes, glicina en
alimentos con edulcorante, cisteina para mejorar la calidad del pan, alanina para enriquecer el
sabor de los zumos de fruta (junto con el aspartato), triptéfano e histidina como antioxidantes,
lisina como complemento en pan tipo japonés y metionina también como complemento para
productos base soya. Para complementos de la alimentacién de animales de consumo se
encuentran disponibles lisina, metionina, triptéfano, treonina, valina, isoleucina, histidina y
arginina.

La mayoria de los procesos industriales para obtener aminoacidos se realizan mediante
biocatalisis, es decir, mediante la acciéon de microorganismos. En estos procesos, se utiliza un
substrato hidrocarbonado®! en presencia de una fuente de nitrégeno. En la naturaleza, los
microorganismos rara vez producen exceso de aminodcidos mas alld de sus propias
necesidades, debido a mecanismos de retroalimentacidon que inhiben la produccién de éstos.
Es por ello que la produccion industrial de aminoacidos depende de una seleccion de
microorganismos mutantes o de la manipulacién genética.

Los procesos de biocatalisis no son los Unicos usados para producir aminoacidos. A partir de
propileno, metanol y amoniaco es posible sintetizar quimicamente DL-Met, usando como
reactivos oxido de calcio y acido 2-hidroxi 4-metiltiobutanoico se produce DL-
hidroximetionina, y se obtiene DL-Trp haciendo reaccionar éster acetaminomaldnico vy
fenilhidracina. Otra forma de sintetizar aminoacidos se basa en la hidrélisis controlada de
proteinas de origen animal o vegetal, donde la materia prima se descompone en péptidos de
cadena corta, cadena larga y, por supuesto, aminodcidos libres. La desventaja al utilizar
procesos de sintesis quimica es que se vuelve necesario separar la mezcla de enantiémeros D y
L. Sélo interesan los L-aminoacidos para la mayoria de sus aplicaciones, por no tener funcion
bioldgica el isomero D. Para su uso como complementos alimentarios, existen algunos
animales que poseen las enzimas necesarias para usar los D-aminodcidos, tales como la
metionina y el triptéfano.*® Es de resaltar que la sintesis mediante microorganismos tiene una
notable ventaja, pues se desean los L-aminoacidos en aplicaciones de la industria alimentaria,
y los microorganismos los sintetizaran selectivamente.

51 . Y
Azucares, almidon, melaza...
52 e . , .
El D-Trp se puede utilizar en ganado porcino, pero en aves sélo se aprovecha 55-85 % del mismo.
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1.4 Espectroscopia

1.4.1 Fundamentos

La luz es energia radiante transportada a través de fotones y emitida por un campo
ondulatorio. Se considera que la luz tiene una naturaleza dual y se puede describir en términos
de particulas y ondas. Las ondas de luz constan de campos eléctricos y magnéticos, que oscilan
en campos perpendiculares entre si.

Longitud de onda (A) es la distancia entre las crestas de dos ondas. Frecuencia (v) es el nimero
de oscilaciones completas de una onda por unidad de tiempo. Una oscilacion por segundo se
llama hertzio (Hz). Frecuencia y longitud de onda tienen una relacién:

VA=cC
Donde c es la velocidad de la luz, 2.998x10 m/s en el vacio.

En un medio distinto al vacio, la velocidad de la luz es ¢/n, siendo n el indice de refraccién del
medio. La luz se propaga mas lentamente a través de la materia que en el vacio, por lo que
n>1. Cuando la luz atraviesa dos medios diferentes, la frecuencia permanece constante
mientras varia la longitud de onda.

Desde el punto de vista de la energia, la luz se concibe como particulas llamadas fotones. Cada
foton transporta una cantidad de energia (E) que viene dada por:

E=hv
Siendo h la constante de Planck, 6.62618x103J:s.

Esta ecuacion afirma que la energia es proporcional a la frecuencia. Si combinamos las dos
ecuaciones anteriores, obtenemos:

Tomando en cuenta que el inverso de la frecuencia es el nimero de onda (V), se puede escribir
también como:

E=hcv

La energia es inversamente proporcional a la longitud de onda, pero directamente
proporcional al nimero de onda. Por ejemplo: la luz roja, con una longitud de onda mayor a la
luz azul, es menos energética que ésta Ultima.
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La figura 17 muestra distintas regiones del espectro electromagnético. Se aprecia que la luz
visible representa sélo una pequefia fraccidn del espectro electromagnético>. No hay cambios
fundamentales bruscos en las caracteristicas de la radiacidon electromagnética al pasar de una
region a otra.

Se debe tener en cuenta que diferentes regiones del espectro electromagnético provocan
diferentes efectos sobre las moléculas. La radiacion de microondas estimula el movimiento
rotacional de las moléculas. La radiacién infrarroja (IR) estimula el movimiento vibracional de
las moléculas. La radiacidn visible y ultravioleta (UV) hacen que los electrones pasen a niveles
electronicos de mayor energia. Los rayos X y UV lejanos rompen los enlaces quimicos,
ionizando las moléculas.

Estos efectos diferentes y caracteristicos de cada region del espectro electromagnético nos
permiten obtener diferente informacidn de la sustancia a la que se le va a realizar el analisis.
Por ejemplo, en la regidon de IR se estimula el movimiento vibracional de los enlaces
intermoleculares, por lo que un andlisis de ésta regién nos brinda informacién sobre los tipos
de enlaces presentes, ayudando a identificar el compuesto al conocer sus grupos funcionales.

1.4.2 Espectrofotometria y la ley de Lambert-Beer

Toda sustancia que absorbe luz visible aparece coloreada cuando absorbe o transmite la luz. Se
absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca y nuestros ojos detectan las longitudes
que no fueron absorbidas, asi que observamos el color complementario al absorbido.

Tabla 7. Longitud de onda de los colores visibles™.

380-420 Violeta Amarillo verdoso
420-440 Azul violaceo Amarillo
440-470 Azul Naranja
470-500 Verde azulado Rojo
500-520 Verde Pdrpura
520-550 Verde amarillento Violeta
550-580 Amarillo Azul violaceo
580-620 Naranja Azul
620-680 Rojo Verde azulado
680-780 Parpura Verde

>l espectro visible va de una longitud de onda de 380 a 780nm.
> Harris D. C. Analisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona: Reverté S. A; 2001. Pag. 505.
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Longitud de onda (m) 1012

Energia (kJ/mol) 1.2x108 1.2x10’

Frecuencia (Hz) 10%!

Figura 17. Regiones del espectro electromagnético.55

12,000 310 150 0.12 0.0012
E ! Roturadeenlace ! Excitacion | ! — E — ;
' ) y ionizacién . electrénica | ! IR ' Qiasion
i 10%°, 10% 1018 10'7 ; 10 1015 1014 1013 1012, 10! 10 7 10°
T | | I Il I | [ R
: : : ' : :
Rayos 1 Rayos : ! e} : - - .
, . | | R. X ' = ' |
césmicos 'gamma: ayos : uv o Infrarrojos : Microondas : Radio
| | | | | I | | | | | |
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Espectro visible
L) o} o
g = 3 T S o S
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> > < 2 =z
, | I I |
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> Harris D. C. Andlisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona: Reverté S. A; 2001. Pag. 501.
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Esta propiedad de absorber ciertas longitudes de onda (sean visibles o no), se pueden
utilizar para medir concentraciones quimicas. La experiencia inicia cuando luz,
procedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador (prisma, red de
difraccion o un filtro)®®, que selecciona una estrecha banda de longitudes de onda del
haz incidente (Figura 18). Esta luz “monocromatica” atraviesa una muestra con un paso
Optico (b), y se mide la potencia de luz radiante que emerge.

. . s . . 57
Figura 18. Funcion de un monocromador al escoger un intervalo de longitudes de onda.

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante (P) del haz de luz disminuye. Asi
gue cuando luz monocromatica, con una potencia radiante P, incide en la muestra de
longitud b, la potencia radiante del haz que emerge por el lado opuesto de la muestra
serd Py, como la muestra puede haber absorbido algo de luz, P<P, (Figura 19).

Po P

—
/

Disolucion conteniendo Celula espectrofotometrica
moléculas absorbentes de de cuarzo.

la radiacion UV/V.

. .z e ez .z 58
Figura 19. Atenuacidn de un haz de radiacion por una solucién absorbente

*® La luz monocromatica tiene “un solo color” (longitud de onda). Aunque es imposible producir
luz monocromatica, cuanto mejor es el monocromador mds estrecho es el intervalo de
longitudes de onda del haz emergente.

>’ Cerén Camacho R. Espectroscopia Aplicada a Sintesis Quimica. [Presentacidn digital] México:
Instituto Mexicano del Petréleo; 2015

> Departamento de Quimica-Fisica. Espectroscopia Ultravioleta/Visible (U/V). [P4agina Web en
Internet]. Espafa: Universidad de Granada.
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Transmitancia (T) es la fraccion de luz incidente que pasa a través de la muestra. Puede
tomar valores de 0 a 1. Se suele expresar también el porcentaje de transmitancia, que es
100-T.

Por otra parte, absorbancia (A)* se define como:

P
A=logyg (P_o) =-logo T

Es adimensional, pero algunos escriben “unidades de absorbancia” (u.a.) después de
ella.

Absorbancia es importante porque es directamente proporcional a la concentracién (C)
de la especie que absorbe luz en la muestra. Cuando no se absorbe luz, P=P, y A=0. Si se
absorbe el 90 % de la luz, se transmite el 10 % y P=P,/10. Este cociente vale A=1.

Este es el fundamento de la espectrometria tal y como se utiliza en quimica analitica. Se
le lama Ley de Lambert-Beer:

A =¢ebC
Donde:
C es la concentracidon de la muestra, suele darse en mol/L (M).
b es el paso dptico, usualmente en cm.

€ es la absortividad molar®, es caracteristica de cada sustancia y nos indica cuanta luz
absorbe a una longitud determinada. Cuando mayor es la absortividad molar, mayor es
la absorbancia. Sus unidades son M/cm.

Es importante recordar que la ley de Lambert-Beer es vdlida para la radiacidon
monocromatica®! que atraviesa una solucién diluida®, cuando la especie absorbente no
participa en un equilibrio que depende de su concentracion.

En disoluciones concentradas, las moléculas de soluto interaccionan entre si debido a su
proximidad. Cuando esto ocurre, sus propiedades (incluyendo la absortividad molar)
varian. A concentraciones muy altas, los solutos se convierten practicamente en
disolventes. Las propiedades de una molécula no son las mismas en diferentes
solventes. Los solutos que no absorben también pueden interactuar con especies
absorbentes y alterar la absortividad molar.

Si la molécula absorbente participa en un equilibrio quimico que depende de la
concentracion, la absortividad molar cambia con la concentracién. Para comprenderlo,

>® También se suele llamar a la absorbancia “densidad Optica”.

60 Antiguamente se le llamaba “Coeficiente de extincién”.

*! La absorbancia y la absortividad molar dependen de la longitud de onda.
62 Aproximadamente <0.01 M para la mayoria de las sustancias.
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tomemos como ejemplo, un acido HA. En disolucion concentrada predomina la especie
no disociada HA. Si se diluye, aumenta la disociacién. Si la absortividad molar de A" no es
la misma que HA, no obedecerd la ley de Lambert-Beer al ser diluida.

1.4.3 Consideraciones generales al realizar mediciones espectroscopicas

En la practica, al realizar un analisis espectrofotométrico, no se mide directamente la
potencia radiante incidente (Py). Lo que se mide es la potencia radiante de luz que pasa
a través de una celda de referencia que contiene al disolvente puro (sin la muestra)
siendo ésta Py, pues compensa la reflexion, dispersion y absorcion debida a la celda y al
disolvente.

Se recomienda escoger la longitud de onda de maxima absorbancia. Esto es porque la
curva es relativamente aplanada alrededor del maximo, de manera que la absorbancia
apenas varia si deriva un poco el monocromador o si varia algo la longitud de banda
escogida. Otra razén para escoger el maximo de absorbancia es que se consigue la
maxima respuesta para una concentracion dada de analito, es decir, la sensibilidad es
maxima.

La concentracidon de la muestra se debe ajustar de forma que caiga en un intervalo
medio de absorbancia. Si presenta demasiada absorbancia, pasard muy poca luz y sera
dificil medir la intensidad. Si, por el contrario, hay poca absorbancia, sera dificil medir la
diferencia entre la muestra y la referencia.

En espectroscopia visible y UV se coloca normalmente una muestra liquida en una celda
que tiene paredes de silice fundida (SiO,). El vidrio es adecuado para espectroscopia
visible pero no para UV, pues absorbe radiacion. Usualmente las celdas miden 1cm de
longitud de paso dptico.

En mediciones de IR las células normalmente se construyen con NaCl o KBr. Para la
region de IR lejano (400 — 50 cm™) el polietileno es una ventana transparente. De
ordinario, las muestras sélidas se trituran hasta conseguir polvo fino, que se mezcla con
un aceite mineral (hidrocarburo viscoso llamado nujol) para dar una dispersién que se
llama mul y se presiona entre dos placas de KBr. El espectro del analito no se puede
observar con claridad en las regiones en las que el aceite mineral absorbe radiacién IR.
También se puede triturar la muestra sdélida con el KBr hasta obtener un polvo fino, con
1 % peso de muestra, y formar una pastilla por prensado a 600 atm aproximadamente.

Los sélidos y los polvos también se pueden analizar por reflectancia difusa®, en la que se
observa la radiacion IR reflejada, en lugar de la transmitida. Las longitudes de onda
absorbidas por la muestra no son reflejadas del mismo modo que las demds. A ésta
técnica sélo es sensible la superficie de la muestra. Los resultados de un andlisis
espectroscopico se representan en un espectro de absorcién. Este nos permite conocer
como una sustancia determinada absorbe selectivamente las radiaciones de diferentes

63 . . .. . . .

Existen muchos tipos de mediciones de IR: de transmitancia y reflectancia especular, de
reflectancia difusa, reflectancia total atenuada, reflexiones multiples, entre otros. Sin embargo,
estas técnicas salen del alcance de este trabajo.
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longitudes de onda. Su representacion mas frecuente es mediante un grafico
bidimensional cuya variable independiente es un parametro que caracterice la radiacién
(frecuencia, longitud de onda o nimero de onda), siendo la variable dependiente algin
pardmetro que nos indique cuan intensamente es absorbida la radiacion (absorbancia,
transmitancia, absortividad molar etc.). Para UV-Visible se utiliza la longitud de onda o
numero de ondas vs absorbancia o absortividad molar. En la regién IR se utiliza
comunmente numero de ondas y % de transmitancia.

. . oz .z s s .. ._64
Figura 20. Transmision, reflexién, refraccion, absorcién y luminiscencia

1.5 Espectroscopia de fluorescencia

Se han revisado los fundamentos de la espectrofotometria en general. En esta seccién
nos ocuparemos de la espectrofluorometria. Como su nombre lo indica, se basa en el
fendmeno de fluorescencia y es una técnica utilizada en investigacion con distintas
aplicaciones debido a su alta sensibilidad. Esta sensibilidad es debida al hecho innegable
de que en vez de medir la luz absorbida se mide la luz emitida.

¢Por qué la fluorescencia presenta tan alta sensibilidad al ser comparada
con las espectroscopias de absorcion? La respuesta es simple: la fluorescencia es
superior por la forma en que se mide, relativa a un fondo oscuro y no como una
comparaciéon con el haz de luz brillante de referencia. Recordemos que la
absorcion de luz es cuantificada como la diferencia entre la intensidad de la luz
gue pasa a través de la referencia (P) y la de la muestra (Py). En fluorescencia, la
intensidad se mide directamente, sin necesidad de una referencia, por ello es
relativamente mdas simple detectar bajos niveles de luz (la mayoria de los
detectores pueden medir incluso un solo fotdn). Por ejemplo, consideremos una
solucién de 10™ M con un coeficiente de extincién molar® de 10° M'cm™. La
absorbancia es de 10” por cm, lo que equivale a un porcentaje de transmision de

® Harris D. C. Analisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona: Reverté S. A.; 2001. Pag. 485.
® E| coeficiente de extincion molar o absortividad (e) define que tanta luz absorbe de una
sustancia por unidad de trayectoria de luz por unidad de concentracion de la sustancia.
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99.9977 %. Aln con dispositivos dpticos y electronicos excepcionales, sera muy
dificil detectar el pequefio porcentaje de luz absorbida (0.0023 %). Y debe
tomarse en cuenta que, en caso de que fuera posible medirla, el error debido a
alguna variacién en la transmisién o a que las celdas reflejan un poco de luz en su
superficie, probablemente seria mayor que la absorbancia de 10°.

(Lakowicz, 2006: 623)

1.5.1 Fenomenos de fotoluminiscencia

Las sustancias pueden absorber luz, la absorcion de un foton de luz ultravioleta o visible
es capaz de elevar a una molécula a estados de mayor energia®®. Para volver a su estado
fundamental, lo mas comidn es que se lleven a cabo procesos no radiativos. Sin
embargo, en el caso especifico de la fotoluminiscencia®’, una molécula absorbe luz, pasa
a un estado excitado y luego emite fotones para volver a su estado fundamental.

Segun el estado electrénico excitado desde el cual emitan, es posible distinguir dos tipos
de fotoluminiscencia: fluorescencia y fosforescencia (de los cuales la fluorescencia es la
que nos interesa). Para comprender lo que ocurre en éstos fendmenos, es de gran
utilidad el diagrama de Jablonski®®, como el que se muestra a continuacién (Fig. 21)

Antes de la incidencia de luz, la molécula se encuentra en un estado fundamental (S).
Como consecuencia de la absorcién de un fotdn, se produce la transicion electrénica en
la que un electrén se mueve a otro orbital de mayor energia, es decir, pasa a un estado
excitado.

Los estados electrénicos pueden ser singuletes®, si poseen electrones con spin opuesto
al segundo electrén del estado fundamental, o tripletes7°, si sus electrones no estan
apareados. Ambos pueden presentarse tanto para estados electrénicos en estado
fundamental como para estados electrénicos excitados

% Como se menciond anteriormente, las radiaciones infrarroja y de microondas no tienen energia
suficiente para inducir transiciones electrénicas, pero pueden modificar el estado vibracional o
rotacional de la molécula.

%7 Se conocen como fenémenos de luminiscencia aquellos en los que una sustancia presenta
emision de luz desde un estado electrénico excitado. Pueden darse dos tipos de fendmenos de
luminiscencia, en esta tesis nos ocuparemos sélo de la llamada fotoluminiscencia. El otro tipo, el
de la quimioluminiscencia (en el que a partir de una reaccidén quimica se genera un producto en
estado excitado que presenta emision de luz) escapa a los limites de nuestro tema.

% Estos diagramas deben su nombre al profesor Alexander Jablonski, padre de la espectroscopia
de fluorescencia.

* Singlet (traduccién usada en Harris D. C. Andlisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona:
Reverté S. A.; 2001).

" Triplet (idem).
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Figura 21. Diagrama de Jablonski.

La transicién electrénica se da en un lapso de 10" s. El principio de Franck Condon dicta
gue es posible la transicién de un electron desde un estado electrdnico a otro de mayor
energia debido a que la masa nuclear de la molécula es mayor que la masa del electrén,
por lo que la transicidn electrdnica es mas rapida que los movimientos vibracionales de
los nucleos™y éstos Ultimos se consideran insignificantes. Cabe resaltar que esta
transicién es tan rdpida que el electrdn tiene el mismo spin en el estado excitado que en
el estado fundamental.

Una vez que ha sido promovido, el electrén se relaja rdpidamente al nivel vibracional de
menor energia del estado excitado, en un lapso aproximado de 10™s (este proceso se
denomina “relajacion vibracional”). Si se da el caso en que el electréon fue excitado a un
nivel de excitacién singulete mas alto (S,), ocurre una “conversion interna”, en un orden
de tiempo de 10™ s, donde se relaja hasta el nivel de excitacién singulete de menor
energia (S;). Ambos procesos, relajacién vibracional y conversidon interna, son no
radiativos y tienen lugar antes de la emisién de luz.

Menos probable es el caso en que suceda un “cruce dentro del sistema”’* desde el nivel
de excitacidn singulete de menor energia (S;) hasta un estado electrénico excitado
triplete (T,) desde el que ocurre la emisidn de luz. Es mas probable que éste proceso se
dé en moléculas que contengan &tomos pesados’® porque las interacciones entre el
momento cinético del electrén sobre si mismo y alrededor del nicleo atémico se
vuelven importantes y el cambio de spin es favorecido. Precisamente, es la necesidad de
un cambio de direccidn en el giro del spin lo que vuelve poco probable la emisién de luz
desde un estado triplete, y cuando se da, ocurre mas lento. Este es el caso del fenémeno
de fosforescencia, cuya emision de luz entonces dura mas de 10®s: milisegundos,
segundos, hasta incluso varios minutos.

71 . .y . -13
Una vibraciéon nuclear se lleva a cabo en un lapso de tiempo del orden de 10 s.
72 . .
Intersystem crossing (Ibidem).
73 . ;. . 3T . s .
lodo y Bromo en moléculas organicas, iones metalicos en inorganicas.
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En la mayoria de los casos, la emisidn de fotones se da desde éste nivel S; vy, si asi
sucede, el fendmeno sera conocido como fluorescencia. El tiempo de vida tipico para la
fluorescencia es de 10 ns.

7 3oa i
™™ ¥
Figura 22. Fluorescencia: brillo de colores.

Rodamina B, piridina 6 y POPOP son sustancias que presentan fluorescencia, en la imagen se observan
brillando de color rojo, amarillo y azul, respectivamente.

1.5.2 Sustancias que presentan fluorescencia y su importancia en
investigacion

En los atomos, absorber un fotén de luz involucra la promocién de un electrén de la
capa externa hacia un orbital externo. En las moléculas, un electrén es promovido del
mayor orbital molecular ocupado (HOMO’™) al menor orbital molecular desocupado
(LUMO™). La energia del fotén de luz absorbido debe ser la diferencia de energia entre
el estado fundamental de nuestra sustancia y la energia de su estado excitado, lo que
implica que ciertas longitudes de onda son absorbidas selectivamente por las sustancias.
A las sustancias que emiten luz se les da el nombre de lumindforos, “Portadores de

luz”’®. De aqui en adelante nos referiremos a las sustancias que presentan fluorescencia
como fluordforos.

El tiempo que dura la emisidn de luz, la longitud de onda que se requiere para realizar
los experimentos, asi como la informacién que se puede obtener de estos, son
determinadas por el fluoréforo. Existe una gran cantidad de fluoréforos con diferentes
propiedades, que son utilizadas para obtener diferente informacién. Los fluoréforos

74 Highest Occuped Molecular Orbital.
7> Lowest Unoccuped Molecular Orbital.
7% Del griego “luminis” = luz y “foro” = llevar.
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gue presentan anisotropia se utilizan para realizar mediciones de difusién rotacional,
mientras que los que son sensibles al pH pueden ser usados para medirlo. Para medir
fluorescencia de tejidos, se utilizan fluoréforos que tienen una larga longitud de onda de
excitacidon y emisidn, pues muchos tejidos muestran fluorescencia por si mismos a ondas
cortas. En mediciones que dependen del tiempo, el tiempo de vida del fluoréforo a
utilizar debe ser suficiente como para la escala de tiempo del experimento.

Figura 23. Ajolote con sangre fluorescente.
Investigadores de la Universidad de Florida usaron al ajolote, modificado para tener sangre fluorescente,
para estudiar como estos anfibios sanan sin tener cicatrices. El ajolote de la figura es casi transltcido por
una mutacién natural.”’

De forma general, podemos clasificar en dos grupos a los fluoréforos: intrinsecos y
extrinsecos. Aquellos llamados intrinsecos seran los que ocurran de manera natural y los
extrinsecos seran los que se afiadan a la muestra en cuestion como una fuente de
fluorescencia donde no la habia.

77 sherburne M. UF Researchers Look Into Salamanders for Human Wound Scarring Clues. Florida:
Sun Coast News; 2014.
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24, Piel de las piernas en luz visible y ultravioleta.

Residuos de aceite Corexit® aceleran la absorcién
de toxinas en la piel. Los resultados no son
visibles (izquierda) pero la contaminacion
produce manchas fluorescentes facilmente
reconocibles en luz UV (derecha).78

Sara Carolina Huerta Guerrero

Un ejemplo de fluordéforos intrinsecos son los
aminodcidos tirosina, fenilalanina y triptéfano,
que dan origen a la fluorescencia natural de
las proteinas. Dicha fluorescencia es muy
sensible a cualquier cambio en su ambiente, lo
que brinda informacién sobre cambios
conformacionales de la proteina, enlace de
ligantes, asociaciones entre proteinas y
desdoblamiento de las mismas a nivel
molecular. Los fluoréforos intrinsecos también
son Utiles a nivel macroscdpico, especialmente
al estudiar tejidos. La fluorescencia de tejidos
queratinosos como la piel, es utilizada en
dermatologia para hacer diagndsticos rapidos
y seguros’’. Otros fluoréforos intrinsecos se
utilizan en analisis espectroscopicos de
fluorescencia para establecer la presencia de
hongos, farmacos, bacterias y otras muchas
enfermedades de la piel y el cuero cabelludo,
e incluso para conocer la extension de lesiones
y su profundidad®.

Los fluordéforos extrinsecos también son de gran
importancia en la ciencia. Una de las aplicaciones
mas importantes estd los ensayos de
inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISA®).
Para detectar un antigeno®, se une su anticuerpo
correspondiente a una enzima que da lugar a un
producto fluorescente. Que el producto sea
fluorescente amplifica la sefial para su andlisis
guimico, siendo la sensibilidad de estos ensayos
menores a un nanogramo de analito. Son de gran
utilidad en el andlisis de muestras ambientales, ya
gue pueden realizarse rapidamente y en el sitio
mismo, necesitando menos de 1 mL de muestra.
Actualmente, los ELISA se usan para detectar
pesticidas, contaminantes industriales, explosivos
y toxinas microbianas en aguas subterraneas,
suelos y alimentos en cantidades que van desde
partes por millén hasta partes por trillon®.

Producto
Fluorescente

Reactivo no
Fluorescente

Enzima unida al
anticuerpo 2
Anticuerpo 2

Analito
Anticuerpo 1

Soporte polimerico §

25. ELISA.*

El anticuerpo 1 se enlaza a un soporte
polimérico y se trata con la muestra. Las
moléculas no enlazadas se lavan y a
continuacion se trata la muestra con el
anticuerpo 2, que esta unido covalentemente a
una enzima. Esto da un producto fluorescente
facilmente medible.

’® James H “Rip” Kirby lll, Surfrider Foundation, tomada de Eldred S.M. BP Mix of Toxins Soaked

Up by Wet Skin. Discovery News; 19 de abril del 2012.

79 T . . . P .
El andlisis conocido como “Lampara de Wood” consiste en una lampara de luz UV con un filtro
que permite el paso sélo de las longitudes de onda de 380-330nm, la cual se coloca cerca de la

piel del paciente.

80 . ey . . s . .
La emision de fluorescencia de la dermis es mas fuerte que la de la epidermis.

8 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.

8 Un anticuerpo es una proteina producida por el sistema inmune de un animal en respuesta a
una molécula extrafia, a la que se le denomina antigeno.

¥ La sensibilidad es de suma importancia en el andlisis de residuos de bases militares
desmanteladas, riesgosos a la salud humana aun en cantidades de partes por billon.
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1.5.3 Espectros de fluorescencia

El espectro de emisiéon de fluorescencia es el resultado de graficar la intensidad de la
fluorescencia contra las longitudes de onda. Una de las caracteristicas del fenémeno de
fluorescencia es el llamado “desplazamiento de Stokes”, que consiste en el desplazamiento
gue se observa entre el espectro de absorcidn del fluoréforo y el de emisidon del mismo. Esto
se debe a que no se emite toda la energia que se absorbe, siempre hay pérdidas de energia
gue se traducen en una emision luminica a mayor longitud de onda.

Figura 26. Desplazamiento de Stokes.®
Cristal verde de granate de aluminio e Itrio que contiene una pequefa cantidad de cr¥, que al ser
irradiado con luz azul emite luz roja de menor energia.

Otra caracteristica que debemos mencionar es la “Regla de Kasha”, mejor conocida como
“Regla del espejo” que establece que el espectro de emisidn es generalmente independiente
de la longitud de onda a la que se realiza la excitacidn. Se debe a que la conversion interna
se lleva a cabo rapidamente (10™s) y la energia sobrante se vuelve energia vibracional hasta
llegar al nivel S;, produciendo un espectro que es la imagen reflejo de su propio espectro de
absorcidn. Cabe mencionar que ésta imagen es reflejo sélo de la absorcion que se da de Sg a
S1y no de todo el espectro de absorcion

Ao de emisién
Ag de absorcién
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Figura 27. Regla de Kasha®.
Espectros de absorcion (linea negra) y de emision (azul) de una disolucion de N-metilcarbazol en
ciclohexano, en los que se puede apreciar la regla de Kasha.

# Harris D. C. Analisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona: Reverté S. A.; 2001. Pag. 542.

® | uminiscencia. Lémina en color 16 (a). Tomada de Harris D. C. Andlisis Quimico Cuantitativo.
2da Ed. Barcelona: Reverté S. A.; 2001. Pag. 484.

# Harris D. C. Anélisis Quimico Cuantitativo. 2da Ed. Barcelona: Reverté S. A.; 2001. Pag. 517.
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Hay dos tipos diferentes de espectros que nos interesan en espectrofluorometria: el de
emision y el de excitacion. Para el espectro de emisidn, se establece una longitud de
onda de excitacion (la longitud de onda de excitacion usada es usualmente aquella que
presenta mayor absorbancia) y se registra la emisién de luz; mientras que para el
espectro de excitacion, se establece la longitud de onda de emisién (que puede ser
cualquiera que corresponda a un pico de emisidn en el espectro de emisién) y se registra

la excitacion.

Antraceno

t Excitacion

©

©
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Fluorescencia

Figura 28. Espectros de excitacion y emision del antraceno.”

1.5.4 Amortiguacions8 de la fluorescencia

Como ya se ha revisado, fluorescencia es un fendmeno que se da para que la molécula
deje el estado excitado, pero no es el Unico camino. Existen ademas, otros procesos no
radiativos que ocurren para que el electron regrese a su estado fundamental, que
compiten con el fendmeno de fluorescencia. La mayoria de estos procesos son de
transferencia de energia al solvente o a algin soluto no luminiscente. Involucran
pérdidas de calor infinitesimales, que no pueden ser medidas pero que encuentran su
evidencia en el abatimiento de la intensidad de emision de luz.

Entre estos procesos de amortiguacion de la fluorescencia, podemos distinguir dos
tipos:

» Estdtico: El amortiguador forma un complejo con el fluoréforo y reduce la
cantidad de fluoréforos disponibles, disminuyendo la intensidad de |Ia
fluorescencia.

¥ fdem. Pag. 519.
® Quenching.
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» Dindmico: El fluoréforo excitado choca con el amortiguador, transfiriéndole la
energia de excitacion, disminuyendo su tiempo de vida y, por tanto, la
intensidad de la luz.

Existe una forma de amortiguacion de |Ia
fluorescencia que no involucra las transiciones
radiativas y no radiativas, por lo que no se le
considera entre los dos tipos de amortiguacion antes
citados. Se le conoce como amortiguacion por filtro
internosgy se da cuando la absorbancia total de la
solucion es alta (mayor a 0.1), lo que genera una
reduccion en la intensidad de la radiacidon que genera Figura 29. Fluorescencia de quinina.

la excitacion de las moléculas. Como ejemplo claro se ¢, puede apreciar un brillo intenso en la
encuentra la quinina, que sélo emite luz azul en la  superficie y la amortiguacién de la
superficie. fluorescencia en el centro de la solucién.

La quinina absorbe luz de una longitud de onda desde 280nm hasta 380nm para poder ser
excitada. Cuando asi sucede, la mayor parte de la luz perteneciente a ese intervalo de
longitud de onda es absorbida por las moléculas superficiales de quinina, por lo que no hay
luz que logre pasar hacia las demas moléculas (toda fue absorbida en la superficie). Como
no hay luz disponible, no hay excitacién de las demds moléculas de quinina y no brillaran,
por lo que la quinina solo presenta emision de fotones desde las moléculas superficiales.

1.5.5 Excimeros y monémeros

Existen casos en los que durante el estado excitado de la molécula se dan algunas
reacciones, generando espectros que no cumplen con la regla de Kasha. Como ejemplo
podemos citar al espectro de emisidn de antraceno en presencia de dietilanilina (Figura 30).
La emisidon a menor longitud de onda es estructurada y corresponde a la imagen reflejo del
espectro de absorcidn de antraceno. La emisién sin estructura a longitudes de onda mayores
se debe a la formacidn de un complejo de transferencia de carga entre el estado excitado del
antraceno y dietilanilina
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Figura 30. Espectro de emision de antraceno disuelto en tolueno con 0.2 M de dietilanilina.”

¥ Inner-filter guenching.
L akowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3ra Ed. New York: Springer; 2006.
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Las lineas punteadas muestran los espectros de emisidon del antraceno y del exciplejo formado con

dietilanilina.

Muchos hidrocarburos policiclicos aromaticos, como el pireno y el perileno, forman
complejos de transferencia de carga con aminas. A estos complejos de estado excitado

se les conoce como exciplejos.

Figura 31. Molécula de pireno.

Algunos fluoréforos forman exciplejos consigo mismos. El ejemplo mejor conocido es el
pireno. A bajas concentraciones el pireno muestra emisiones bien estructuradas, pero a
concentraciones mas altas la emisién invisible del pireno se vuelve visible (470nm). Esta
emision a mayor longitud de onda es debida a la formacién de un dimero de estado
excitado, al que se le conoce como excimero.

1.0 | pireno Excimero

.

Monémero

Intensidad de Fluorescencia
(o)
(3

1 1 1
400 450 500 550
Longitud de onda (nm)

Figura 32. Espectro de emision de pireno y su excimero. o

La intensidad relativa del pico del excimero (470 nm) decrece a medida que la concentracion baja, desde
la concentracién de 6x10° M (mas alta) hasta 0.9x10™ M (mas baja).

Podemos notar que la emisién del mondmero de pireno tiene una estructura definida y
su perfil de emision es independiente de la concentracion (a concentraciones menores o
iguales a 10° M). Por otro lado, el espectro producido por el excimero no posee una
estructura definida, emite a mayor longitud de onda (desplazamiento del espectro hacia
el rojo™) y su intensidad se incrementa con la concentracion.

El pireno no tiende a formar dimeros en su estado basal. La formacion de un excimero
requiere de una molécula de pireno electronicamente excitada (M*) con una en su

91 ,
Ibidem.

92 Ny . ;.
También llamado desplazamiento batocrémico.
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estado fundamental (M). Para que esto se dé, ambas moléculas deben estar
suficientemente separadas para que sélo una absorba luz. En su estado excitado, se
promueve un electrén a un orbital electrénico de mayor energia; por lo que ahora si
resulta conveniente la formacidn de un dimero, pero sélo con una molécula que no se
encuentre en el estado excitado (Figura 33).

LUMO =  J— +<:\_*_,:>— ) (8Eq),

A A
HOMO -H—\-H_z-ﬂ- +—<\ _H_,)‘H‘ ) (8Em),

M MM M M* M*M M
(a) (b)

Figura 33. Formaci6n de excimeros.”
(@) No hay estabilizacion para el dimero M-M formado por dos moléculas en su estado
fundamental.
(b) Estabilizacion correspondiente al excimero M*-M.

El excimero solo existe hasta que haya emisién de luz. Una vez ocurrida, la molécula
antes excitada vuelve a su estado fundamental y se encuentran juntas dos moléculas en
estado fundamental (M+M) en una situacién comprimida de alta energia. En el espectro
de fluorescencia no se aprecia estructura vibracional debido a que el estado
fundamental se forma en una situacion inestable que se rompe en dos moléculas.

M M
Excimero
w I
1 =hy
| Fluorescencia del excimero
M+M

Distancia intermolecular ==

Figura 34. Formacion y fluorescencia de un excimero.”
La fluorescencia abarca un cierto intervalo de longitudes de onda debido a que el intervalo geométrico
que abarca el estado de menor energia del excimero (indicado por la linea horizontal) se corresponde con
un intervalo de diversas energias para el estado de transicion.

» Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3ra Ed. New York: Springer; 2006. Pag.
521.

* Dewar J. S., Dougherty R. C. Teoria de las Perturbaciones de los Orbitales Moleculares en
Quimica Orgdnica. Barcelona: Reverté; 1980. Pag. 522.
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Excitacion: 345nm

Emision del
monémero
375nm
Pireno en Pireno en
estado fundamental estado excitado
Emision del

excimero
475 nm

A

Excimero

Intensidad de fluorescencia

JJ

1
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I
400
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Figura 35. Formacion de excimero y espectros de emision de éste y el monémero.

% Gias Uddin y Zafrul Azam, 2013. A Novel Oligo-DNA Probe Carrying Non-nucleosidic Silylated
Pyrene Derivatives: Synthesis and Excimer Forming Ability. American Journal of Biochemistry and
Molecular Biology, 3: 175-181. Modificada por la autora.
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Estas moléculas son muy sensibles a cambios en su microentorno, lo cual es de gran
utilidad en investigacion. El excimero muestra un desplazamiento batocrémico debido a
su naturaleza mas polar que la del mondmero. Al comparar los espectros de excitacion
del mondmero y del excimero, es posible saber si existe interaccién entre las moléculas
gue lo rodean, asi como la naturaleza de ésta (polar o no polar).

Para realizar saber si existe una interaccidn, se comparan ambos espectros, restando el
espectro del mondémero al del excimero. Se considera que la interaccidn es especifica si
la diferencia es de minimo 2 nm, de ser menor, se considera irrelevante.

Para hacer la comparacion entre ambos espectros (mondmero y excimero) es
conveniente calcular el centro espectral de masas (CEM®).

Ecuacion 3. CEM

CEM = ———

Donde:
A es la longitud de onda.
I\ es la intensidad de la excitacion a la longitud de onda dada.

El CEM relaciona los cambios en la intensidad de excitacidn con la longitud de onda a la
que se dan en todo un rango establecido, a diferencia de otros parametros como la
longitud de onda a la que se verifica sélo a la maxima intensidad de excitacién. Es un
indicador de los cambios en el medio del fluoréforo, por lo que es afectado con la
polaridad del solvente y la temperatura.

1.5.6 Efecto de la concentracion en la fluorescencia

A bajas concentraciones, hay pocas moléculas de pireno que, al recibir energia en forma
de luz, pasan del estado fundamental a un estado excitado, desde el cual emiten luz (Fig.
36). Al estar en estado excitado, las moléculas también pueden formar excimeros (con
otra molécula de pireno en estado fundamental) y emitir luz.

]
‘/’7'\ ’
I e )

Figura 36. Fluorescencia del monémero a bajas Figura 37. Emision del excimero a bajas
concentraciones. concentraciones.

wit -
2T

La emisiéon de luz de la fluorescencia no puede nunca igualar la energia inicial que
recibio, por lo que la luz emitida siempre serda menor a la luz recibida (hv;>>hv,).

Si la concentracidn aumenta, habra mas moléculas y l6gicamente aumentara la energia
emitida en forma de luz (hv;>hv,).

*®En inglés Spectral Center of Mass (SCM).
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Figura 38. Aumento de fluorescencia del
mondmero al aumentar la concentracion.

Figura 39. Aumento de fluorescencia del excimero al
aumentar la concentracion.

Sin embargo, llegard una concentracion en que la intensidad de fluorescencia
disminuira, debido al exceso de moléculas. La energia serd absorbida y emitida por
algunas moléculas, pero esa luz emitida sera absorbida de nuevo por otras moléculas vy,
dado que la energia emitida siempre es menor que la recibida, la intensidad de la
fluorescencia se vera abatida (hv,>>>hv,).

Figura 40. Disminucion de la fluorescencia del ‘ ‘ ‘

monomero al aumentar la concentracion.
Figura 41. Disminucion de la fluorescencia del
excimero al aumentar la concentracion.

Si continuamos aumentando la concentracion, la intensidad volvera a aumentar, debido
al aumento de moléculas emisoras, hasta que la cantidad de moléculas vuelva a ser
demasiada y se abata la intensidad de la fluorescencia. Es por ello que, al graficar la
concentracién contra la intensidad de fluorescencia obtenemos una grafica escalonada
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CAPITULO 2. Desarrollo experimental

Diagrama General

Método experimental

Interacciéon CO, y aminodcidos

[ Condiciones experimentales ]
.
Concentracién Adicién de CO, é Variables:
fluoréforo )
- Tiempo de
adicion
Concentracion Atmosfera - Temperatura
amina

- Agitacién sonica

- Agitacién en

\ incubadora )

Burbujeo

- Aguja
- Medio poroso

Y

Validaciéon con la amina de referencia

Experimentacion con aminoacidos
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Se desarrollé un método experimental que muestra las interacciones entre didxido de carbono
y los aminoacidos seleccionados, el cual fue validado usando MEA como amina de referencia.
El fluoréforo requerido para mostrar dichas interacciones fue el pireno que debido a la
formacién de excimeros es extremadamente sensible a cambios en su entorno. Se
determinaron las condiciones del método experimental comenzando por la dptima
concentracion del fluoréforo y la amina, se probaron cinco métodos de adicién de CO, para
asegurar que se favorecia la interaccion deseada, variando el tiempo de adicién y por ultimo se
determind la temperatura de operacion.

2.1 Reactivos y equipo

2.1.1. Reactivos

Acetonitrilo, Fermont, Grado HPLC, Pureza 99.97 %.

Agua destilada.

Alcohol isopropilico, Fermont, Grado HPLC, Pureza > 99.7 %.
D,L-Triptdfano, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza = 99 %.
Glicina, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza =99 %.

L- Acido aspartico, Across Organics, Pureza > 98 %.
L-Acido glutdmico, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza 99 %.
L- Alanina, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza =98 %.
L-Arginina, Sigma-Aldrich, Grado RA, Pureza = 98 %.

L- Asparragina, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza > 98 %.
L- Glutamina, Sigma-Aldrich, Grado HPLC, Pureza =99 %.
L- Histidina, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza =99 %.

L- Lisina, Across Organics, Pureza 98 %.

L- Valina, Sigma-Aldrich, Grado TLC, Pureza =98 %.

MEA, Sigma-Aldrich, Pureza 298 %.

Pireno, Sigma-Aldrich, Pureza =99 %.

VVVVVVVVVVVVYYVYVY

2.1.2 Equipo

» Espectrofluorémetro de estado basal, Shimadzu, modelo RF-5301. (Ver anexo 1)
> Instalacién de acero inoxidable (tuberia, valvulas, sensores) para proporcionar y
regular el flujo de CO,.
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2.2 Métodos experimentales

2.2.1 Preparacion de las muestras

Las muestras con amina o alguno de los aminodacidos de la Tabla 33 se prepararon en
proporcién de 90 % agua destilada y 10 % disolvente. El fluoréforo sensor (pireno) se
encuentra disuelto en acetonitrilo (el disolvente), mientras que la amina de referencia o el
aminoacido a analizar debe estar disuelto en agua destilada. Ambos estan a concentraciones
muy bajas, debido a la alta sensibilidad de la técnica.

Para la obtencion de los espectros de emisidn y excitacidn se usé el espectrofluorofotdmetro
de estado basal Shimadzu RF- 5301, introduciendo las muestras en disolucién en una celda de
cuarzo, especial para este tipo de analisis, con capacidad para 3 mL. Se tiene especial cuidado
para obtener la lectura, limpiando la celda antes de cada espectro, manipulandola con
guantes, cuidando que no contenga burbujas y que el tapdn se encuentre bien puesto para
evitar contaminacion. El fenémeno de fluorescencia depende de la temperatura, por lo que el
sujetador de la muestra del espectrofluorémetro cuenta con un dispositivo para asegurar la
temperatura de las muestras, al que se conecta un bafio de temperatura con recirculacion.
Antes de realizar las mediciones se asegura que la muestra tenga la temperatura deseada y se
cierra bien el compartimiento para la muestra para evitar fuentes de luz exterior.

2.2.2 Obtencion de los espectros de emision y excitacion

Los espectros de emisidn y excitacion del fluoréforo se obtuvieron mediante el software del
espectrofluorometro (Panorama Fluorescence Spectroscopy).

Los parametros utilizados para obtener el espectro de emision del pireno fueron los siguientes:

Espectro de emision

Rango: 340-700 nm
Longitud de onda de excitacion: 335 nm
Slit de apertura: 1.5

Del espectro de excitacion se obtienen dos diferentes espectros, uno para el monémero y otro
para el excimero de pireno, para los cuales se utilizaron los parametros:

Espectro de excitacion

Mondémero Excimero
Rango: 340-380 nm Rango: 340-380 nm
Longitud de onda de emision: 394 nm Longitud de onda de emisién: 470 nm
Slit de apertura: 1.5 Slit de apertura: 3
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2.2.3 Determinacion de interacciones especificas

El centro espectral de masas (CEM) es un valor que relaciona los cambios en la intensidad con
la longitud de onda a la que se dan, en un rango establecido de longitudes de onda. Es un
valor que nos ayuda a caracterizar el espectro obtenido, lo que es de gran utilidad.
Recordemos como se calcula:

Ecuacion 4. CEM

CEM = 2R U]
Xia

Donde:
A es la longitud de onda.
I es la intensidad de la excitacion a la longitud de onda dada.

En este trabajo, el CEM se calculdé para los espectros de excitacion del mondémero y del
excimero, con el fin de compararlos, usando la siguiente expresion:

Ecuacidn 5. Diferencia entre espectros de excitacion del monémero y el excimero.

Acem = CEMe-CEMy,
Donde:
CEME es el centro espectral de masas del excimero.
CEM\y, es el centro espectral de masas del monémero.

Si la diferencia es mayor a 2 nm, la interaccién entre moléculas se considera especifica.

2.2.4 Determinacion de linealidad

Para determinar la bondad de ajuste de los datos a una recta, se calculd el coeficiente de
determinacion (r?).

Ecuacidn 6. Diferencia entre espectros de excitacion del monémero y el excimero.

2 _ Z?:]_(J?i_)_/)z
Z?=1(:Vi_37)2

Donde:
Y™ .(¥; — ¥)? es la suma de los cuadrados de los datos explicada por el modelo lineal
Y™ .(yi —¥)? eslasuma de cuadrados de los datos

El valor maximo para r* es 1, lo que significa que todos los puntos estdn sobre la recta de
regresion. Entre mas cercano a 1 sea el valor, mejor ajuste tendra a un modelo lineal.
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2.2.5 Porcentaje de error

El error de las mediciones se calculd con coeficiente de variacion®, una medida de dispersion
relativa expresada en porcentaje.

Para su calculo, se utilizaron las siguientes expresiones™:

Media aritmética (x) de los datos:
Ecuacion 7. Media aritmética.
k
n
Donde:

Yk_,x; Eslasuma de todos los valores obtenidos, desde i=1 hasta el késimo valor
X; es cada valor obtenido

n es el tamafo de la muestra

Desviacién estandar® (s) de los datos:

Ecuacidn 8. Desviacidén estandar.

Donde:

Y (x; — %)% es la suma de los cuadrados de la diferencia del calor obtenido menos la media
aritmética

X; es cada valor obtenido
X es la media aritmética

n es el tamano de la muestra

Coeficiente de variacién (CV):

Ecuacion 9. Coeficiente de variacion.
s
cv=(3) 100
x
Donde:

s es la desviacion estandar de la muestra

% También llamado coeficiente de variacién de Pearson (r) y Relative Standard Deviation (RSD).
98 . . s , .
Las abreviaturas y expresiones matemadticas fueron tomadas de Marques Dos Santos Maria José.
Probabilidad y Estadistica para Ciencias Quimico Bioldgicas. 2da Ed. México: Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM; 2004.
99 ., “ . . ;. ”
También llamada “desviacion tipica”.
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X es la media aritmética

Los valores del coeficiente de variacién pueden llegar hasta un maximo de 30 % para ser
aceptados, para valores mayores hay demasiada variabilidad y la media deja de ser
representativa.

2.2.5 Método experimental para determinar interaccion especifica mediante
fluorometria de estado basal en aminoacidos

1. Preparacion de 10 mL de muestra a 10 uM de aminodcido (disuelto en agua destilada)
y 6 UM de pireno (disuelto en acetonitrilo) en un sistema 90 % agua destilada y 10 %
acetonitrilo, colocados en frascos de vidrio de 35 mL (8.5 cm de altura, 2.3 cm de
didmetro).

2. Obtencién de los espectros de emision y excitacion (del mondmero y excimero) de la
muestra.

3. Adicién de CO, a la muestra durante 15 min a 100 mL/min, mediante burbujeador de
vidrio sinterizado (tamafio de poro 20 A, didmetro de 1 cm).

4. Obtencién de los espectros de emisidn y excitacidon (del monédmero y excimero) de la
muestra.

5. Calculo de CEM (para mondmero y excimero) y ACEM correspondiente.
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CAPITULO 3. Resultados y discusion

A continuacion se presentaran los resultados obtenidos durante el desarrollo del método
experimental, con los cuales se determinaron las éptimas condiciones del mismo, y en seguida
los resultados correspondientes a los once aminodcidos evaluados.

3.1 Determinacion de la concentracion del fluoroforo

Se realizaron espectros de emisidn y excitaciéon para el mondémero y excimero (Gréficos 1y 2)
para determinar la concentracién adecuada del fluoréforo, en un rango de 0 - 20 uM.

Grafico 1. Concentracion de fluoréforo vs intensidad de emision.
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Se busca trabajar en una regién de concentracidn en la que se aprecie linealidad (Ley de
Lambert-Beer, ver pagina 30), en el gréfico 1 se puede apreciar que la emisién de fluorescencia
decae al llegar a 10 uM de concentracién de pireno. Es un comportamiento esperado; al
aumentar la concentracién, llega un punto en que las moléculas emisoras de luz interfieren
con su propia emisidn y la intensidad de la fluorescencia disminuye (Ver pagina 45).

La regién de interés al tomar en cuenta el efecto de la concentracién del fluoréforo en la
intensidad de emisién es de 2.5 — 8 uM de concentracion.

A continuacion, se muestra el grafico con la intensidad de energia de excitacién para el
mondmero y excimero al variar la concentracion de fluoréforo usando los mismos puntos.
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Grafico 2. Concentracion del fluoroforo contra intensidad de excitacion.
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En ambos espectros, se observa una caida en la sefial de excitacion a 10 UM de concentracion
de pireno, asi como en la intensidad de emision (Grafico 1).

En los graficos 1y 2 se aprecia posible comportamiento lineal de 2.5 hasta 8 uM, por lo que se
realizd el célculo para corroborar la tendencia lineal de emisién de luz para los espectros de
emisidn y excitacion de monémero y excimero en un rango de 2.5 — 8 pM. (Gréficos 3, 4y 5).

Grafico 3. Concentracion del fluoréforo vs intensidad de emision. Tendencia.
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Grafico 4. Pireno. Concentracion contra intensidad de excitacion. Mondmero. Tendencia.
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Se muestra en todas las graficas el valor del coeficiente de determinacién lineal (r?), pardmetro

usado para saber si los datos se ajustan a una recta. Todos los valores son mayores a 0.9, por

lo que se confirma el ajuste'®.

Grafico 5. Concentracion fluoroforo contra intensidad de excitacidon. Excimero. Tendencia
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Confirmada la linealidad de la regidn, cualquier concentracion que caiga dentro de la misma,
es decir, entre 2.5 y 8 uM, serd apropiada para realizar los experimentos subsiguientes. Se
selecciond 5 uM de pireno por caer dentro de la regidn de tendencia lineal.

3.2 Determinacion de interaccion especifica entre el fluoré6foro y amina
de referencia

El método experimental debe verificar las interacciones especificas entre la molécula de
diéxido de carbono y los aminodcidos seleccionados, por lo que cualquier otra interaccion seria
una interferencia.

Para verificar que no exista interaccion entre el fluoréforo y la amina de referencia, se
obtuvieron los espectros del excimero y el mondmero para cada una de las concentraciones a
las que se planea trabajar.

Se seleccion6 un rango de 2.5 - 50 uM de MEA para realizar dichos espectros, ademas de una
muestra que solo contenia pireno (para comprobar que no existan interacciones especificas
pireno-pireno a esa concentracién). Las muestras se realizaron con 5 UM de pireno, como
fluoréforo sensor, calculando el CEM para un rango de 300-380 nm.

Tabla 8. Interacciones pireno-MEA.

0 0 O A 0

. Mondémero Excimero espe

0 326.43 326.30 -0.14 No
2.5 326.42 325.95 -0.47 No
5 326.40 325.73 -0.67 No
8 326.44 325.73 -0.75 No
10 326.53 325.69 -1.12 No
20 326.32 325.41 -1.08 No
30 326.20 325.25 -1.44 No
40 326.09 324.76 -1.33 No
50 326.10 324.51 -1.59 No

Los valores experimentales obtenidos como CEM de mondmero y excimero se compararon
para mostrar interaccidn especifica (Ver pag. 50). Ninguna interaccién fue mayor a 2 nm, por lo
gue no se presenta interaccion especifica entre el fluoréforo y la amina de referencia. Estos
resultados nos indican que el fluoréforo seleccionado y la amina de referencia son adecuados
para realizar la validacion del método experimental, por lo que se procede a establecer una
concentracion adecuada de MEA en este rango en el que no existe interaccidén especifica entre
la amina y el fluoréforo sensor.

61| Pagina




METODO PARA LA EVALUACION DE BIOMATERIALES COMO POSIBLES CAPTORES DE CO2 MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
FLUORESCENCIA

Sara Carolina Huerta Guerrero

3.3 Determinacion de la concentracion adecuada para la amina de
referencia

Para determinar la concentracion adecuada de MEA se realizaron espectros de emisién y
excitacion de mondmero y excimero, graficando la intensidad de la energia contra la
concentracion. Los espectros se realizaron a muestras que contenian 5 UM de pireno, variando
la concentracién de MEA en un rango de 0 - 50 uM, obteniendo los resultados mostrados en el
grafico 6.

Grafico 6. Concentracion de la MEA vs intensidad de emision.
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Se observa que la intensidad de emisién sin MEA es mayor y conforme se aumenta la
concentracion de MEA se pierde intensidad, es decir, la adicion de la amina produce
disminucién en la intensidad de energia medida. Se trata de un comportamiento esperado,
amortiguacion de la fluorescencia, donde las moléculas de MEA absorben la luz antes que
llegue a las moléculas de fluoréforo (Ver pdagina 40).

Después de 10 uM se observa el mayor decaimiento, se obtuvieron los espectros del
monomero y excimero para corroborar este comportamiento.
Grafico 7. Concentracién la MEA vs intensidad de excitacidn.
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Los resultados, grafico 7, confirman que para todos los espectros hay un considerable
abatimiento en la intensidad después de 10 pM de MEA.

Se busca trabajar a la maxima concentracién de MEA con la menor pérdida de intensidad, por
lo que se determind que la concentracién éptima a trabajar es de 10 uM de MEA por ser la
mayor concentracion antes de que exista una disminucion importante en la intensidad de
energia.

3.4 Determinacion del método de adicion de CO: a la muestra y tiempo
de adicion
Se probaron cinco métodos de adicién de diéxido de carbono para hallar uno que favoreciera

la interaccidn entre éste y la amina.

3.4.1 Por atmosfera de CO;

El primer método de adicién a probar fue el contacto con atmdsfera de CO,. Se prepararon
muestras a 5 uM pireno y concentracién variable de MEA (rango: 0 - 10 uM), exponiéndolas
durante 5 min a atmdsfera de CO, y empleando agitacion sonica durante 10 min.

Se realizaron los espectros correspondientes y se realizd el calculo de CEM (300-380 nm) para
cada muestra, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 9. Atmdésfera de CO,, agitacion sdnica.

Concentracion de CEM (nm) ACEM
MEA (pM) Mondmero Excimero (nm)

0 327.04 330.27 3.23

2.5 327.02 329.94 2.93

5 326.65 326.30 -0.35

8 326.61 326.10 -0.51

10 326.54 325.78 -0.76

Los resultados muestran interaccion especifica entre las moléculas de didxido de carbono y
pireno: en la muestra a la que no se afadid la amina de referencia la diferencia entre CEM del
mondmero y excimero muestran una diferencia mayor a 2 nm. También se observa interaccion
especifica a 2.5 uM de MEA, pero los resultados indican que es debida a la interaccidn pireno-
CO,. A mayores concentraciones de MEA, los valores de ACEM son negativos y no muestran
ninguna interaccion especifica.

Como la interaccién favorecida con la agitacién sénica, CO, - pireno, no es la interaccion que
se desea medir con el método experimental, se hizo necesario probar con otro tipo de
agitacién, esta vez en una incubadora.

Las muestras, 5 uM de pireno y una concentracién variable de MEA (en un rango de 0 - 10
uM), fueron dejadas en atmdsfera de CO, durante 5 min para después someterlas a agitacién
en incubadora a 140 rpm durante 5 min. Se afiadié una muestra que contenia sélo 5 uM de
pireno, con el fin de analizar si existe interaccion especifica entre las moléculas del fluoréforo.
Se obtuvieron los respectivos espectros y se realizaron los calculos para obtener CEM.
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Tabla 10. Atmdésfera CO, agitacion en incubadora a 140 rpm.

Concentracion de CEM (nm) ACEM
MEA (pM) Mondémero Excimero (nm)

Sin CO, 326.60 330.32 3.72

0 326.63 326.84 0.21

2.5 326.48 326.16 -0.32

5 326.58 327.46 -0.88

8 326.47 325.79 -0.69

10 326.48 325.81 -0.66

Se observa en los resultados interaccion especifica entre moléculas de pireno, pero no entre
pireno-CO, ni a ninguna concentracion de MEA. La agitacidon que pretendia un mayor contacto
CO,-amina, afadid energia que favorecié la formacidn de productos inestables (en nuestro
caso, excimeros), por lo que la interaccidn pireno-pireno se destaca en los resultados, sin
permitirnos observar la interaccidn que compete a nuestros fines.

3.4.2 Burbujeo con aguja

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidid buscar otro método de adicidon, mas cercano
a lo que ocurre en los procesos industriales, que favorezca la interaccion MEA — CO,: el
burbujeo. Las muestras se prepararon con 5 M de pireno y concentraciones variables de MEA
(0 - 2.5 uM), en frascos de vidrio de 5 mL, a los que se les puso un tapdén de clorobutilo y
fueron engargoladas usando un contrasello de aluminio. Para afiadir CO, a la muestra, se
colocd una aguja hueca de acero inoxidable de 21x32, 0.8 mm de didmetro interno con un
bisel de 40 mm de largo, conectada a una fuente de CO, mediante una manguera de silicona,
la cual se introdujo en el frasco de vidrio de 5 mL (Véase Figura 42).

—>
CoO,
Las muestras se burbujearon por éste
método durante 5 min, obteniendo los
/ siguientes resultados mostrados en la tabla

11.

/

Figura 42. Sistema de burbujeo con aguja.

Tabla 11. Burbujeo con aguja. MEA variable.

Concentracion de CEM (nm) ACEM
MEA (uM) Mondémero Excimero (nm)

Sin CO, 326.79 325.77 -1.02

0 326.74 326.06 -0.68

2.5 326.65 326.04 -0.60

5 326.61 325.71 -0.91

8 326.63 325.78 -0.86

10 326.59 325.66 -0.93
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No se aprecia ninguna interaccion especifica entre el CO, y la amina, por lo que se decidié
variar el tiempo de burbujeo. Las muestras se prepararon de la misma forma, a una
concentracién 10 uM de MEA, 5 uM de pireno y variando el tiempo de burbujeo desde cero
hasta 60 min.

Tabla 12. Burbujeo con aguja. Tiempo variable.

Tiempo de burbujeo CEM (nm) ACEM
(min) Mondmero Excimero (nm)

0 326.52 325.74 -0.78

10 326.71 325.42 -1.28

15 327.07 325.80 -1.27

40 326.94 327.09 0.15

45 327.23 326.36 -0.88

60 326.23 326.54 0.31

Los resultados obtenidos muestran que el tiempo de burbujeo no tuvo efecto en la interaccion
deseada. No se obtuvo ninguna interaccidén especifica, por lo que la adicion de CO, mediante
burbujeo con aguja no es un método adecuado para favorecer la interaccion especifica entre
CO, y MEA.

3.4.3 Burbujeo a través de medio poroso

Se decidié aumentar el drea de contacto para favorecer la interaccion fluoréforo — MEA. Se
ideé un sistema de burbujeo mediante un material poroso, mediante un filtro de vidrio
sinterizado con capacidad para 10ml de muestra, a través del cual se hizo pasar una corriente
de CO,. El sistema se tapd con material plastico, con el fin de evitar pérdida de muestra por
evaporacién, teniendo cuidado de dejar un venteo para evitar el exceso de presién (Figura 43).

co,

Figura 43. Sistema de burbujeo a través de material poroso.

Las muestras se prepararon a 10 uM de MEA y 5 uM de pireno, variando el tiempo (0 - 90 min)
de adicidn de CO,, obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 13. Burbujeo a través de medio poroso. Tiempo variable

Tiempo de burbujeo CEM (nm) ACEM
(min) Mondmero Excimero (nm)

0 326.44 325.68 -0.77

5 326.74 326.55 -0.19

10 326.54 325.82 -0.73

15 326.60 325.95 -0.65

20 326.69 325.71 -0.98

30 326.66 329.45 2.79

60 326.63 326.31 -0.32

a0 325.78 327.23 1.45

Los resultados muestran interaccién especifica entre CO2 y la amina de referencia a 30 min de
burbujeo mediante este sistema. Este fue un resultado clave, que nos dio la pauta para validar
el procedimiento de adicion de CO..

Debido a que la interaccion especifica se observd a 30min y éste es un tiempo excesivo, se
procedié a modificar la temperatura a la que se realiza la adicion de CO,, anadiendo
modificaciones al procedimiento de burbujeo.

3.5 Método de burbujeo experimental

El método de adicién de CO, se modificd, con la adquisicién de un burbujeador de vidrio
sinterizado, tamafio de poro 20 A 101, didmetro de 1 cm, el cual se conecta a la fuente de CO,
mediante una manguera de silicona, introduciendo el extremo poroso en los frascos de vidrio
gue contienen a las muestras.

Los frascos para las muestras se cambiaron por unos mas largos (8.5 cm de altura, 2.3 cm de
diametro) donde a pesar del burbujeo no existia perdida de muestra, reteniéndose dentro de
las paredes del mismo.

Se burbujearon las muestras a 100 mL/min durante 10 min, para después obtener sus
respectivos espectros, cuidando siempre de mantener la temperatura a la que se realizan las
mediciones.

Todas las muestras se realizaron por duplicado.

Co,
\

Figura 44. Sistema de burbujeo experimental.

1019 A= 1x10™" m.
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3.5.1 Determinacion de la temperatura a la que se realizara el procedimiento

Los procesos industriales basados en aminas, operan sus absorbedores de CO, en un intervalo
que se encuentra entre 40 °C - 60 °C (Ver pag. 31), por lo que se determind variar la
temperatura en un rango de 25 °C a 60 °C con el fin de propiciar la interaccién CO, — amina
acortando los tiempos de burbujeo.

Se prepararon 10 mL de cada muestra a 10 uM de MEA y 5 uM de pireno en frascos de vidrio,
obteniendo sus respectivos espectros a cada temperatura y calculando el CEM del mondmero
y el excimero para cada temperatura, antes y después de realizar el burbujeo. Se espera
encontrar la temperatura que favorezca la interaccion especifica CO,- MEA. Los resultados se
muestran en las tablas 14 y 15.

Tabla 14. Sin CO,. Temperatura vs ACEM.

D /N

0 Mondémero Excimero

25 326.91 333.87 6.95
40 326.67 326.16 -0.51
50 326.76 325.83 -0.93
60 326.83 325.91 -0.92

Tabla 15. CO,. Temperatura vs ACEM.

D A

0 Mondmero Excimero

25 327.35 333.76 6.41
40 327.13 328.95 1.82
50 326.93 326.81 -0.13
60 327.10 326.85 -0.25

Los resultados muestran que con el método de burbujeo experimental existe interaccion
especifica antes de afiadir CO, a la muestra. Dicha interaccion puede ser entre las moléculas de
fluoréforo o entre el fluordforo y la amina de referencia, pero ninguna de las dos es util para el
propdsito que nos ocupa.

Por otro lado, los resultados a 40 °C son mucho mas interesantes: antes de la adicion de CO, la
diferencia entre centros espectrales de masa es incluso negativa, lo que nos indica una
disminucidén en las interacciones pireno — pireno, mientras que después de la adicién de CO, se
obtuvo una diferencia positiva (claro indicador de la naturaleza polar de las interacciones
pireno - pireno) y muy cercana a los 2 nm, parametro limitante para concluir que la interaccion
entre las moléculas es especifica.

Este método de adicion de CO, ha sido el Unico en que se ha observado interaccion especifica
no deseada antes de la adicion de CO, a la muestra a 25 °C, por lo que se considerd necesario
verificar los resultados.

Se repiti6 el experimento por duplicado: 10 mL de cada muestra a 10 uM de MEA y 5 uM de

pireno burbujeados durante 10 min con CO, a 100 mL/min, para las temperaturas de 25 °C y
40 °C, obteniendo sus espectros respectivos y calculando las diferencias de CEM.
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Tabla 16. 25 °Cy 40 °C, repeticidon. Temperatura vs ACEM.

Mondémero Excimero
55 Sin CO, 326.86 331.24 4.38
co, 327.33 332.17 4.84
40 Sin CO, 326.58 326.71 0.13
COo, 327.02 328.41 1.40

Los resultados obtenidos en la repeticidn del experimento confirman la interaccién no deseada
antes de la adicién de CO, a la muestra: el nuevo sistema de burbujeo no nos permite observar
las interacciones de nuestro interés a 25 °C. Esto puede explicarse por las circunstancias en
que se da el método de adicién experimental, el cual requirié de un laboratorio con las
instalaciones adecuadas para el controlar el flujo de gases, el cual no se encuentra en el mismo
edificio donde se realizan las mediciones con el espectrofluorometro. Ya antes se habia
observado que la agitacion favorecia interacciones no deseadas y el traslado entre ambos
laboratorios origind agitacion involuntaria.

Para conocer la fiabilidad de los resultados, se calculd el porcentaje de error de las mediciones

(Tablas 17 y 18).
Tabla 17. 25 °Cy 40 °C. Porcentaje de error del CEM del monémero.

CEM Monémero

Sin CO, co, Sin CO, co,
% (nm) 326.86 327.33 326.58 327.02
s (nm) 0.24 0.17 0.11 0.14
CV (%) 0.07 0.05 0.04 0.04

Tabla 18. 25 °Cy 40 °C. Porcentaje de error del CEM del excimero.

CEM Excimero

Sin CO, co, Sin CO, co,
% (nm) 331.24 332.17 326.71 328.41
s (nm) 3.07 1.85 1.23 1.22
CV (%) 0.93 0.56 0.38 0.37
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Las tablas 17 y 18 muestran que el mayor error en los datos fue de 0.93 % correspondientes a
los espectros de excitacién de excimero. El porcentaje de error no es mayor al 1 %, por lo que
se concluye que las variaciones son minimas y atribuibles a la gran sensibilidad de la técnica.

Teniendo la seguridad los resultados obtenidos, se decidié realizar los siguientes experimentos
a 40 °C. Al establecer una nueva temperatura, es necesario volver a determinar la
concentracion adecuada de fluoréforo, la amina y el tiempo de adicion de CO,, por lo que se
procedio a realizar los experimentos correspondientes.

3.5.2 Determinacion de la concentracion del fluoréforo a 40 °C

Es importante trabajar a una concentraciéon dentro de una regidn de comportamiento lineal
para el fluoréforo. Se realizaron los espectros correspondientes para las concentraciones de 5
— 10 uM, todos por duplicado, y se graficaron los resultados obteniendo el coeficiente de
determinacion lineal (r?). (Graficos 8 - 10).

Grafico 8. Pireno 40 °C. Concentracion contra intensidad de emision.
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Grafico 9. Pireno 40 °C. Concentracion contra intensidad de excitacion. Mondmero, Tendencia.
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Grafico 10. Pireno 40 °C. Concentracion contra intensidad de excitacidon. Excimero. Tendencia.
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Las graficas tienen un coeficiente de determinacion lineal minimo de 0.98, por lo que se puede
afirmar que se ajustan a un comportamiento lineal y se puede trabajar a cualquier
concentracién que caiga en esa region.

3.5.3 Determinacion de la concentracion adecuada para la amina de referencia a 40 °C

Una vez determinada la concentracion del fluoréforo, que fue 6 M se procedié a determinar
la concentracion adecuada de la amina de referencia.

Se realizaron los espectros de emision y excitacion para el mondmero y excimero en el rango
de 2.5 - 20 pM de concentracién de MEA a 40 °C, para conocer el efecto del cambio de
concentracion de MEA en la intensidad de energia del fluoréforo, el cual se agregd en una
concentraciéon de 6 UM (que cae dentro de la regiéon de comportamiento lineal previamente
comprobada). Todos los experimentos se realizaron por duplicado, obteniendo los graficos 11
y 12,

Grafico 11. MEA 40 °C. Concentracion contra intensidad de emision.
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A 5 uM de MEA se observa la menor emisidén de fluorescencia, la cual aumenta hasta 9.5 uM
de MEA, la que parece ser que la concentracién mds idénea para trabajar.

Grafico 12. MEA 40 °C. Concentracion vs intensidad de excitacion.
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El comportamiento observado en la emisién de fluorescencia se repite para la energia de
excitacién. A partir de 10 uM la energia de excitacidon decrece para el monémero, mientras la
grafica del excimero presenta un comportamiento mas uniforme.

Parece ser que la concentracidn mas adecuada sera de 9.5 uM de MEA, para conocerlo se
calculd la diferencia de CEM teniendo como obijetivo verificar que a la concentracion elegida la
amina no presente interaccion especifica con el fluoréforo. (Tabla 19)

Tabla 19. Interacciones pireno-MEA.

0 0 O A 0
. Mondmero Excimero espe
2.5 326.53 326.14 -0.38 No

5 326.70 329.04 2.34 Si
6 326.59 327.64 1.05 No
7 326.70 327.34 0.64 No
8 326.78 327.46 0.68 No
8.5 326.79 327.15 0.36 No
9 326.76 326.46 -0.30 No
9.5 326.74 327.58 0.85 No
10 326.81 326.81 0.00 No
15 326.89 328.91 2.02 Si
20 326.80 326.51 -0.28 No
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En efecto, a 9.5 uM de concentracion de MEA no se presenta interaccidn especifica entre la
amina de referencia. La tabla 19 nos muestra un interesante resultado a 10 uM de MEA, en
donde la diferencia de centro espectrales de masas es cero. Los resultados negativos nos
indican interaccién no polar, los resultados positivos evidencian el caracter polar de las
mismas, pero exactamente cero es un valor que apunta a la inexistencia de interaccion alguna
(especifica o no). A 10 uM de la amina de referencia, la intensidad es baja, pero no la menor.
Puesto que es la concentracion que no presenta interaccion alguna entre moléculas se decidio
que ésta era la mejor concentracién para realizar los experimentos sucesivos.

3.5.4 Determinacion del tiempo de adicién de diéxido de carbono a 40 °C

Para determinar el tiempo de adicion dptimo, las muestras con 10 uM de MEA y 6 uM de
pireno, se sometieron a un flujo de 100 mL/min de diéxido de carbono con el método de
burbujeo experimental, variando el tiempo de adicion de 1 - 20 min. Los experimentos se
realizaron a 40 °C por duplicado, obteniendo sus correspondientes espectros y calculando la
diferencia de CEM. (Tabla 20)

Tabla 20. Interacciones a 40°C variando tiempo de adicion de CO,.

Tiempo de CEM (nm)
adicion de
COo, Monémero Excimero
(min)
1 327.01 328.13 1.12
5 327.03 327.86 0.84
10 327.11 328.10 0.99
15 327.20 329.68 2.48
20 327.25 328.892 1.68

Los resultados muestran interaccidon especifica sélo a 15 min de adicién de CO,. Para
comprobar que esta interaccién no fuera debida a las moléculas de CO,- pireno, se burbujed
con el método antes descrito CO, durante 15 min a través de vidrio poroso muestras que
contenian pireno a una concentracion 6uM. Las muestras se burbujearon en las mismas
condiciones con nitrégeno como gas inerte, todas por duplicado a 40°C, obteniendo los
resultados mostrados en la tabla 21.

Tabla 21. Interacciones pireno-CO, a 40 °C.

Mondémero Excimero
Inicial 326.72 328.55 1.83
Nitrégeno 326.99 328.90 1.90
Diéxido de carbono 327.20 327.33 0.13

Los resultados muestran que a 40 °C el fluordéforo interactia consigo mismo y con las
moléculas de nitrégeno sin que dicha interaccidn sea especifica. La interaccidn especifica CO,—
fluoréforo a 40 °C quedd descartada.

Para mostrar con mayor claridad las interacciones entre moléculas, se resumen los sistemas
evaluados a 40 °CYy las diferencias de CEM en la tabla 22.
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Tabla 22. Interacciones 40 °C.

Mondémero Excimero
Pireno-Pireno 326.72 328.55 1.83
Pireno-MEA 326.81 326.81 0.00
Pireno- CO, 327.20 327.33 0.13
Pireno-MEA-CO, 327.20 329.68 2.48

A 40°C, 10 uM de MEA y 6 uM de pireno, burbujeados durante 15 min con CO, a 100 mL/min,
es posible observar interaccidon especifica entre la amina de referencia y el gas que nos
interesa captar. Dado que no existe interaccion especifica en ninguno de los otros casos, se
acepta que la interaccion especifica que se muestra en el sistema pireno-MEA-CO, es la
correspondiente a la amina de referencia y diéxido de carbono, por lo que estas son las

condiciones adecuadas para establecer nuestro método experimental (Ver seccidn 2.2.5).

3.5.5 Resultados del método experimental establecido

Validado el método experimental con la amina de referencia, se realizd a las temperaturas de
25 °C y 40 °C a once aminoacidos polares y no polares con carga, es decir, acido aspartico
(Asp), acido glutdmico(Glu), alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), glicina (Gly),
glutamina (Gln), histidina (His), lisina (Lys), triptéfano (Trp) y valina (Val), todos con una pureza

de al menos 98 %. (Ver seccién 2.1.1).

Los valores de ACEM antes y después de la adicion de didxido de carbono para ambas
temperaturas se muestran en las tablas 23 — 26. Las interacciones especificas encontradas se
remarcan en negro.

Todas las muestras se realizaron por duplicado y se obtuvo el porcentaje de error. (Graficos 15
y 16).
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Tabla 23. 25 °C Aminoacidos

Aminoacidos

Asp Glu Ala Arg Asn Gly GIn His Lys Trp \'Ell

326.88 326.97 326.91 326.83 326.98 326.88  326.84  326.72  326.99 327.14 326.84
Excimero 333.22 327.83 330.49 331.57 329.05 331.16 327.89 329.39 326.71  330.50  333.02 330.38
ACEM (nm) 6.16 0.95 3.52 4.66 2.22 4.18 1.01 2.55 -0.01 3.52 5.87 3.53

Mondmero

Tabla 24. 25 °C Aminoacidos y CO,

Aminoacidos + CO,
TR o e s an JETE G s s T vl |
Mondémero 327.39 327.41 327.38  327.30 327.33 32736  327.23 327.28 327.38 327.36  327.28
Excimero 331.38 330.08  330.15 331.10 328.56 330.17 330.28  328.05 327.80 331.21  330.23  328.00
ACEM (nm) 3.98 2.69 2.73 3.72 1.25 2.84 2.92 0.82 0.51 3.83 2.87 0.72

A 25 °C, observa interaccion especifica entre el fluoréforo y MEA, acido glutamico (Glu), alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), glutamina (GlIn), lisina
(Lys), triptofano (Trp) y valina (Val).

También se observa interaccion especifica entre CO, y MEA, acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), alanina (Ala), asparagina (Asn), glicina (Gly), lisina
(Lys) y triptofano (Trp).

Los aminoacidos para los que se observd interaccion especifica al afadir CO,, pero que a su vez mostraron interaccion especifica previa con el fluoréforo
guedan descartados, pues la diferencia de centros espectrales de masas observada pudo deberse a la interaccion aminodcido — pireno en vez de diéxido de
carbono —aminodcido.

Descartados acido glutamico (Glu), alanina (Ala), asparagina (Asn), lisina (Lys) y triptofano (Trp), a 25 °C se observa interaccion especifica con CO, para el
acido aspartico (Asp) y glicina (Gly).
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Tabla 25. 40 °C Aminoacidos

Aminodacidos
MEA m Ala Arg Asn Gly Gln His Lys Trp Val
Monémero  326.81 327.27 327.16  326.76  326.89 326.92 327.30 326.84 327.05 327.32 32730 326.94
Excimero 326.81 331.25 329.81 326.84  327.32 327.40 33120 327.41 330.03 329.72 327.57  328.37
ACEM (nm) 0.00 3.98 2.65 0.08 0.43 0.48 3.90 0.56 2.97 2.40 0.27 1.44

Tabla 26. 40 °C Aminoacidos y CO,

Aminodacidos + CO,
MEA [l A
Monémero  327.20 327.77 327.67 327.32 327.34 327.34 327.64 327.27 327.41 327.70 327.64  327.16
Excimero 329.59 331.38 328.90 329.49 329.04 328.24 329.48 328.86 330.04  329.55 328.24  326.54
ACEM (nm) 2.39 3.61 1.23 2.17 1.70 0.90 1.85 1.59 2.64 1.85 0.60 -0.61

A 40 °C se observa interaccion especifica entre fluoréforo y acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), histidina (Hys) y lisina (Lys). Asi mismo,
se observa interaccidn especifica al afiadir CO, al sistema para MEA, acido aspdértico (Asp), alanina (Ala) e histidina (Hys). Acido aspartico (Asp) e histidina
(Hys) fueron descartados, la interacciéon especifica observada en el sistema aminoacido — CO, — fluoréforo pudo ser debida a la previamente obtenida en el

sistema fluoréforo —aminoacido.

Los resultados a 40 °C indican que la interaccidén especifica con la molécula de CO, existe para la amina de referencia usada para validar el método

experimental y para alanina (Ala).
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Los graficos 16 y 17 contienen los resultados obtenidos al calcular el porcentaje de error en las
mediciones, los cuales muestran un error maximo de 1.85 % a 25 °Cy 1.02 % a 40 °C. Se trata
de un error menor al 2 %, por lo que podemos concluir que el método experimental es robusto
y la variabilidad de los datos es aceptable.
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Los aminoacidos que mostraron interaccion especifica con CO,, de acuerdo a la diferencia de
CEM, se enlistan en la tabla 27, siendo estos los mejores captores de CO,.

Tabla 27. Aminoacidos que presentan interaccion especifica con CO,

25°C | 40 °C

Acido Aspartico Alanina

Glicina

Conclusiones

Se logré desarrollar un método experimental que aprovecha la espectrofluorometria para
evaluar la interacciéon entre biomateriales y CO,, proporcionando una herramienta para la
rapida seleccién de aminoacidos captores de CO,. El método experimental desarrollado fue
validado usando como control monoetanolamina (MEA), ya que es el grupo amino de los
aminoacidos el que los hace candidatos como biomateriales captores de CO,. Para conocer el
error del método desarrollado, se calculd el coeficiente de variacidén, siendo el maximo
obtenido 1.85 %, por lo que se considera que el método obtenido es confiable.

En la determinacion de las condiciones experimentales del método, se establecid la
concentracion adecuada de fluoréforo y del aminoacido, asi como el método de adicion de CO,
y la temperatura de operacién que favorece las interacciones deseadas a 40°C. Esta
temperatura coincide con las condiciones de operacion reportadas de los absorbedores que
trabajan con aminas.

De los aminodacidos evaluados con el método experimental, mostraron interaccidn especifica
con CO, a 25 °C 4cido aspartico y glicina, asi como alanina a 40 °C. La interaccion especifica con
las moléculas de didxido de carbono se obtuvo midiendo la diferencia de centros espectrales
de masas del fluoréforo sensor.

Los aminodcidos que mostraron interaccién especifica con didxido de carbono, son los mejores
candidatos para desarrollar un proceso a escala industrial. El método experimental
desarrollado nos indica las condiciones de operacidon que serian necesarias para las pruebas
piloto, por lo que se concluye que los objetivos de esta tesis se han cumplido.
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ANEXOS
I. Emisiones de CO2 en México

Los cdlculos de emisiones de GEl se realizan para seis categorias en el INEGEl: Energia;
Procesos Industriales; Agricultura; Uso del Suelo, Cambio del Uso del Suelo y Silvicultura
(USUCUSS); Desechos y Solventes. En el caso de México, no se presentaron resultados para la
categoria de Solventes, pues ésta sdlo emite gases precursores de ozono (O3).
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Grafico 15.Tendencia de las emisiones de GEI (1990-2010)102
Los resultados del ultimo INEGEI (Grafico 26) demuestran que las emisiones de GEl en 2010
(un total de 748 millones de toneladas de CO, equivalente) fueron 33.4 % mas que las
emisiones de 1990, siendo el sector de Energia responsable del 67.3 % de las mismas (Grafico
18).

Grafico 16. Contribucién de emisiones de GEI por categoria (2010)'®

5.9%
12.3%
[
Transporte 22.2%
Comercial, residencial y agropecuario 4.6%
== Energia m= Procesos Industriales B3 Agricultura Emisiones fugitivas 11.1%
== USCUSS  ©3 Desechos

192 SEMARNAT. Inventario Nacional de Emisiones de Gases de Efecto Invernadero 1990-2010. 12Ed.

México: SEMARNAT. INECC, 2013. Pag. 23. Modificada por la autora para mostrar la tendencia del
sector Energia.
1% Fig. 1. ibidem Pag. XVIII.
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Del total de emisiones de GEIl, 65.9 % fueron de CO, en 2010 (Ver Grafico 19). La categoria de
Energia aporto el 82.1 % del total de CO, emitido a la atmdsfera en 2010.

104

Grafico 17. Contribucién de emisiones de GEI por gas (2010)

== CO, = CH, = N,O — HFC, PFC y SF,

En ese mismo afio, la extraccidn, refinacion y produccién de petréleo y gas aportdé un 16.57 %
de las emisiones totales de GEI (Grafico 20). Segun datos obtenidos de PEMEX, una parte
considerable de sus emisiones corresponden a CO,.

Grafico 18. Porcentaje de emisiones de CO, en PEMEX.'®
Composicion de las emisiones, resaltando el porcentaje de CO, (en rojo), procedentes de a) Venteo de quemador
(CO, 41.15 %). B) Plantas reformadoras de hidrégeno (CO, 47.06 %). C) Hornos de pirdlisis en plantas de etileno
(CO, 6 %).

b)

wCO2 mN2 CO WH20 WH2 WCH4 ®Otros

c)

WMSO2 MH2S MNOX CO mpPS mCO2 mCOT

mCO2 WMSOX mNOX =02 mN2 (O mH20

104 ¢

Idem. Pag. XX
PEMEX Exploracién y Produccién (PEP) 2015, cortesia de Jests Reyes Avila, Instituto Mexicano del
Petrdleo.
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Uso final / Actividad

Categoria

Transporte 22.2%

Bioxido de carbono

(CO,) 65.9%

Otros consumos 4.6% Otras industrias

Manufactura ¢ industria .7 o8 14.36%

dela construccion 7.6%

Emisiones fugitivas 11.1%
(HFC, PFC, SF,) 2.5%

Oxido nitroso (N,0) 9.2%

Agricultura 12.3% - - Z Metano (CH,) 22.3%

Eliminacinde desechos salidos 2.96%
Agus residaales 2.73%

Desechos 5.9%

Figura 45. Diagrama de emisiones de GEIl para México (2010).106

1% fhidem. Pag. 22.
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II. Procedimiento de Operacion del Espectrofluorofotometro Shimadzu
Modelo RF- 5301

El espectrofluorofotdmetro de estado basal Shimadzu RF- 5301 es un instrumento disefiado
para realizar analisis espectrofluorofotométricos de muestras liquidas. A continuacion, se
muestran sus componentes.

28.Partes del espectrofluorémetro’”’

Vista frontal

Jo

Vista superior

1. Compartimiento para la
muestra.

2. Panel frontal de la cdmara de
Xenon.

3. Cubierta del hueco de
. . s 108
inyeccién de muestra.

4. Cubierta del alojamiento de la
l[dmpara.

5. Indicador de encendido de @
l[dmpara. (Foco encendido si la ;

ldampara lo esta).

107 Spectrofluorophotometer Manual, Versién 2.1.9.0. Shimadzu Deutschland GmbH. Duisburg. 2008.

108 . . .. . . .
Retirado para poder insertar la muestra en una celda en el compartimiento destinado a dicho fin.
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Vista lateral derecha

- \—_‘1
—_—— —
—_—
—_—
—_——
P ———— - =
=—c| | 2% =3
—— e | | am TR
P— —_—— 0 {6)
e ™ —_— —

} . et o - v -

uJ W
®

Q

1. Equipo para posicidn horizontal de la 6. Selector de voltaje 1.

l[dmpara.
7. Selector de voltaje 2.

2. Equipo para posicién vertical de la

lampara. 8. Conector paralelo I/F.

3. Equipo para arreglar la lampara 9. Conector RS-232C I/F (conecta con la computadora).
4. Switch de encendido del equipo. 10. Conector 1/0-1.

5. Switch de encendido de ldmpara. 11. Conector 1/0-2.

Vista lateral izquierda

——

R

et
J J

1. Terminales analdgicas de salida. 2. Terminales de entrada
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Deben seguirse los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Encender el espectrofluorofotémetro (Switch de encendido).

Encender lampara (Switch de lampara). La fuente de luz en éste instrumento es una
ldmpara de Xendn de 150 W. Antes de leer las muestras, deben pasar por lo menos 10 min
desde el encendido de l[dmpara.

El fendmeno de fluorescencia depende de la temperatura, por lo que el sujetador de la
muestra cuenta con un dispositivo para asegurar la temperatura de las muestras. Para que
esto ocurra, es necesario conectar un recirculador con control de temperatura. En la parte
frontal del espectrofluorofotémetro, hay una salida y una entrada a la que van conectadas
las mangueras del recirculador, al cual indicamos la temperatura a la que necesitamos
hacer la medicién (se recomienda verificarla antes de realizar la medicidn).

Encender la computadora. Es muy importante haber encendido antes el
espectrofluorofotémetro, de lo contrario no sera detectado.

Dentro de la computadora, ingresar al programa Panorama Fluorescence Spectroscopy.
Una vez dentro del programa, ir al menu RF-5301.

Dentro de dicho menu se encuentran las opciones de espectros que se pueden medir'®.

En nuestro caso, son de interés dos de ellos:
a) Obtencién del espectro de emisidn: seleccionar la opcidn 2D Emission Measurement.

b) Obtencién del espectro de excitacion: seleccionar la opcién 2D Excitation

Measurement.
Instiurent: RF5300
Serinl Number [

8) Cualquiera que sea la opcién que S B
hayamos elegido, si es el primer Cerial Port oM
espectro que se va a obtener,
automaticamente se abre una ventana ~Instumert Tosts
qgue hace el chequeo automatico del W [Rou
equipo. Esperar a que termine y que - i'm“:m
todos los parametros estén en verde, rl: ;;m:su
lo que significa que el [ [Emisonsit
espectrofluorofotémetro estd listo [~ [Enctaton Monockeomotor
para realizar la medicion. Esta ventana I™ [Emission Monochiomator
aparece cada vez que se apaga la J s
computadora y se inicia el programa. [ Tesling [E Pacosd [l Failod
Una vez que termina el chequeo, se
cierra la ventana oprimiendo Close.

Figura 46. Ventana de chequeo.

109

Esperar a que se cumplan 10 min desde el encendido de la ldmpara.
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Aparecera la ventana de medicion, en la que se fijan los pardmetros para el espectro a realizar

(ya sea de emision o excitacidn). En la parte izquierda hay un grafico donde aparecera el ultimo

espectro realizado (si es el primer espectro, aparecera en blanco). A la derecha, se encuentran

el cuadro de didlogo de medida, donde se deben indicar los parametros: el rango de la

medicion, la longitud de onda (de excitacién o emisidn, seglin sea el espectro a realizar),

velocidad de la medicién, ancho de la abertura de excitacion y emisidn, sensibilidad, intervalo

de muestreo y tiempo de respuesta; asi como el nombre de la muestra y la fecha. Existe

también un apartado para mediciones en linea.

@ Instrument Control Shamadzu RF 5300 S e 2101
» ’ -
. JUU Messuse U 0.8 Auczero
70 ,_A"’
7 . Shutter | B GoToWA | Apacheerts
N
E ,.f\"'
.f [Mearuoment Mode
60 /7 II' Erwition Mesnaement :]
o B 20 Emiamon Scan
',V" Emesson Stat Wavelength 400
e Emission Stop Wavelength 500
50 ;[' Exctabon Wavelengh 350
MY B Instrument Paramotes
el Emesson S Widh 1.5 (o]
N Excation SK Widh 1.5 (]
~ Serctnty High
40 rd B Online Dusglay
N’ Audoscale Display True
’»'.‘ Displaged Intensty Maumum 1000
L Displaged Intensty Mresum 0
red B S ample Information
30 o~ Fcidec Data
" Progect Measured Data
rd Sample Nome Sample Xc Zd Xt
> Show Sample Name Diskog  False
> B ScanPacamete
20 o Aesporce Tme Auto
el Samples Irberval 0.2 [nm)
’,"/’ Scanceny Speed Medium
o~
J.‘r'
10 Emussion Stop Wavelength
Spaches the emmson thop wavelength of the scan
405 420 435 450 465 480 nm

4383 [ren]  1SSTS[E] | Shumer Closed | Xelamp ON | DX 3S0EM 500 6882

47 Ventana de medicidn,
Una vez establecidos estos pardmetros, ir al botdn Go to WL y ahi se escribe la longitud de

onda a la que se va a emitir o excitar, segun el espectro que hayamos escogido medir. Una
vez establecida la longitud de onda, se da clic en Close para salir del cuadro de didlogo.

10) Sin que haya muestra en el espectrofluorofotdmetro y con la tapa del compartimiento

para muestra cerrada, abrir el disparador de luz dando un clic en el botdn Shutter. A
continuacién se da clic en el botén Autozero. Esto es para asegurarnos que el cero de la
medicion sea real. Asegurarnos que, al hacer esto, el cero quede al menos con dos décimas
de exactitud. Volver a cerrar el disparador volviendo a hacer clic en Shutter.

11) Introducir la muestra espectrofluorofotometro. Las muestras se obtienen una a la vez,

deben introducirse en disolucion en una celda de cuarzo especial para este tipo de analisis.
Se introduce la muestra en el sujetador de muestra y se espera aprox. 5min a que la
temperatura de la muestra sea estable. Es importante recordar que el
espectrofluorofotémetro es un instrumento muy sensible, por lo que no se deben medir
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muestras que no estén diluidas. La celda siempre debe estar limpia, por lo que no se
deben manipular sin guantes y debe limpiarse con cuidado con un kleenex antes de
introducirla al equipo. Se debe cuidar que la muestra no tenga burbujas después de haber
alcanzado la temperatura y debe estar correctamente tapada. Al introducirla, debe

manipularse con seguridad pero no con rudeza, ya que se puede romper.

12)
muestras y se procede a obtener la medicion. Clic en Measure y esperar a que termine.

13) Una vez realizada la medicién del espectro, cerrar la ventana de medicién con Close.
14) Para guardar los datos de la medicidn, ir al menu File.

15

~

Una vez la muestra estd correctamente colocada, cerrar la tapa del compartimiento para

Seleccionar la opcion Save As, que abre una ventana que tiene el nombre que se indicé

para el archivo, asi como las opciones para guardar en una ubicacidn en la computadora.
Los datos se deben guardar como texto, para poderlos abrir posteriormente en cualquier

computadora.

16) Al terminar de medir las muestras, se debe apagar primero la lampara (Swicht lampara).
Esperar minimo 15 min a que ésta se enfrie. Por ningln motivo se debe apagar el

espectrofluorofotémetro si la ldmpara sigue caliente.

17) Para tratar la informacién en otra computadora, debe llevarse una memoria USB y copiar
los archivos de texto correspondientes a las mediciones. La memoria debe ser analizada en
otra computadora, asegurando que no tenga virus o archivos maliciosos que perjudiquen
al equipo de cdmputo del espectrofluorofotémetro. Al terminar de copiar los archivos, se

apaga la computadora.
18) Apagar el recirculador y desconectarlo del espectrofluorofotémetro.

19) Una vez pasados 15 min, se apaga el espectrofluorofotémetro (Swicht de encendido).
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