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ACERCA DE INNOTEC

INNOTEC es una publicacién arbitrada en modalidad doble ciego por un comité independiente de revisores
externos a su entidad editora, el Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU).

Editada en Montevideo (Uruguay), bajo la modalidad de publicacién continua, contiene articulos originales
inéditos y su periodicidad es semestral (enero-junio y julio-diciembre).

El objetivo de la revista es la divulgacion y transferencia del conocimiento en las éreas de Forestales, Medio
Ambiente, Metrologia y Tecnologia Alimentaria. INNOTEC est4 dirigida a académicos, investigadores y técnicos
de la comunidad cientifica uruguaya e internacional.

INNOTEC se encuentra indexada en las siguientes bases de datos: DOA), EBSCOhost Academica Premier, Latindex,
Redalyc y REDIB.
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La coleccién completa se puede consultar en linea
en http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/index

Esta obra estd bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial 4.0 Internacional.

Los conceptos y opiniones vertidas en los articulos aqui publicados, asi como el uso que otros puedan
hacer de ellos, son de responsabilidad exclusiva de los autores y no reflejan el punto de vista del Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay.
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En esta edicién se incluyen los articulos “Desarrollo y validacién de un método analitico para la determinacién de
cadmio en cocoa en polvo y preparada con leche”, “Disefio de un caracterizador de medios isotermos basado en
ESP32y DS18B20 en el entorno de programacién de Arduino”, y “Metodologias analiticas para la determinacién
de polonio y uranio en sistemas agricolas uruguayos”, basados en trabajos presentados en el 7mo. Congreso
Uruguayo de Quimica Analitica, que se realizé del 26 al 28 de octubre de 2022, en Montevideo.
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POLITICA EDITORIAL DEL LATU

La actividad editorial del Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU) tiene como finalidad la difusién en la
comunidad académica y profesional uruguaya de las investigaciones que apoyen el desarrollo de tecnologias
y modelos de gestién que aporten valor a los procesos de innovacién.

Mision

Nuestra misién es la publicacién de trabajos originales, con un enfoque de rigor y calidad tedricay metodolégica,
que contribuyan a la produccién sistemética de nuevo conocimiento cientifico tecnoldgico y al fortalecimiento
de la presencia uruguaya en redes regionales e internacionales.

Esde interés del LATU consolidar el campo de la documentacién cientifica a nivel local mediante la creacién
e innovacién de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

+  Promover la publicacién de investigaciones de excelencia en las dreas de conocimiento estratégicas del
LATU, alineadas a su misién como impulsor del desarrollo sustentable del pais y su insercién internacional
a través de la innovacién.

+  Posicionar a los autores, técnicos y colaboradores en las plataformas electrénicas internacionales, estimu-
lando su participacion en el marco de un proceso de edicién arbitrado por especialistas.

+  Contribuir al desarrollo y transferencia de tecnologias de innovacién orientadas a la mejora de procesos
industriales, empresariales y sociales.

+ Aportar y divulgar conocimiento cientifico de calidad a los técnicos, académicos, investigadores y a la
sociedad en su conjunto, tanto para la efectiva transmisién de las experiencias como para el crecimiento
profesional.

+  Facilitar el intercambio y la creacién de nuevo conocimiento entre instituciones.

Invitamos a los autores interesados en publicar en INNOTEC a ingresar a nuestra pagina en la platafor-
ma Open Journal Systems (http://ojs.latu.org.uy) o a contactarse con el Centro de Informacién Técnica
del LATU a través del correo electrénico innotec@latu.org.uy para recibir instrucciones para el envio
de articulos a nuestro proyecto editorial.
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CODIGO ETICO DE INNOTEC

La revista INNOTEC adhiere a los principios publicados por COPE (Commitee on Publication Ethics) en https://
publicationethics.org/resources/code-conduct y promueve asi la conducta ética de todos los participantes del
proceso editorial: autores, revisores y equipo editorial.

Los autores se comprometen a:

+  Enviar articulos originales, de su autoria y que no infrinjan derechos de propiedad intelectual y/o derecho
de imagen y/o de datos personales de terceros, e inéditos, que no hayan sido presentados simultdnea-
mente a otra publicacién.

+ Asegurar la veracidad de los datos presentados en su investigacion.

« Asegurar la integridad de su investigacion, evitando la publicacién de resultados parciales.

+ Consignar a los autores en base al nivel de responsabilidad intelectual que han tenido en la elaboracién
del articulo, en orden decreciente, sin que medien otros criterios jerdrquicos.

+  Designar un autor de correspondencia, que asume la responsabilidad de difundir entre todos los autores
los avances y resultados del proceso editorial.

+ Identificar debidamente las fuentes originales de los trabajos que cita en su articulo.

+  Revisar los antecedentes de otras investigaciones del &mbito tedrico inmediato de su trabajo para dar
cuenta de la informacién mas actualizada y relevante.

+ Reconocer los apoyos académicos, financieros y logisticos que hicieron posible la investigacién y/o la
elaboracién del articulo.

Los revisores se comprometen a:

+  Declarar que no existe conflictos de interés para la evaluacién de un articulo.

+  Realizar su evaluacién respondiendo a criterios objetivos y respetando su independencia académica.

+  Asegurar la confidencialidad tanto del contenido del articulo como del resultado de su evaluacién.

+  Preservar el anonimato en todo el proceso, apelando al editor como intermediario de cualquier comuni-
cacioén con los autores.

+  Respetar los tiempos acordados con los editores de la revista para la realizacién de su trabajo.

El equipo editorial se compromete a:

+ Asegurar la honestidad y transparencia de todo el proceso editorial, desde la presentacién del articulo,
evaluacién por pares y publicacién en las condiciones pautadas.

+  Seleccionar los revisores idéneos para cada trabajo.

+  Garantizar la independencia de criterio de los revisores en el ejercicio de su rol.

+ Asegurar el anonimato de todas las partes involucradas en el proceso de arbitraje por pares.

*  Mediar en posibles conflictos de interés con el apoyo del consejo editorial.

+  Velar por el cumplimiento de los plazos acordados en cada fase del proceso.

+  Difundir los nimeros publicados en las redes académicas y bases bibliogréficas de su entorno local y regional.

+  Controlar el cumplimiento de los requisitos por parte de los autores y la actuacién acorde de los arbitros.

+ Identificar casos de incumplimiento de los compromisos éticos enumerados en este cédigo y penalizar a
sus responsables con sanciones que van de la suspensién del infractor en su rol en el proceso editorial a
la difusién de una rectificacion publica y la remocién del articulo.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA PUBLICAR EN INNOTEC
Ambito de los articulos y proceso de revisién

INNOTEC publica articulos originales inéditos en espafiol e inglés. Los campos temdticos que aborda responden a
las dreas estratégicas de investigacién del LATU: Forestales, Medio Ambiente, Metrologiay Tecnologia Alimentaria.

Esta publicaciéon semestral arbitrada por un comité de revisores externos recopila las investigaciones
realizadas en el marco de distintos proyectos y procesos de transferencia de conocimiento para el desarrollo
de sistemas innovadores, productivos y de investigacion.

Las publicaciones editadas por el Centro de Informacién Técnica son gestionadas en Open Journal Systems,
software para la gestién del proceso editorial, desarrollado, soportado y libremente distribuido por el Public
Knowledge Project bajo licencia publica general GNU.

INNOTEC no cobra cargos de ningun tipo por el envio de originales ni por su procesamiento.

El tiempo estimado para los procesos de evaluacién y publicacién es de 18 semanas.

El proceso de envio de articulos para la revista incluye los siguientes pasos:

(a) Ingreso por parte del autor del articulo completo en el sistema utilizado por el Centro de Informacién
Técnica para la edicién de sus publicaciones en la web: http://ojs.latu.org.uy.

(b) Por medio del sistema se notifica al autor la recepcién del articulo y su eventual publicacién. En este paso
se considera la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de dreas estratégicas y tematicas nacionales.

(c) Unavez aprobado por el Consejo editorial de la revista, el articulo es enviado a proceso de arbitraje.

(d) Seasignan los arbitros, independientes y externos, quienes evaluaran el desarrollo especifico del manuscrito,
tanto en sus aspectos temdticos como metodolégicos.

(e) Devuelto el informe de arbitraje, el editor se comunica con el/los autor/es en respuesta de los comentarios
que hace el evaluador del articulo. En caso de ser necesario habra otras rondas de evaluacién.

(f) Seedita el articulo aplicando en el texto las normas del Manual de estilo del LATU y se envia la Gltima versién
disefiada al/los autor/es para su aprobacion final.

Para poder incluir articulos completos, se debe considerar que estos no tengan derechos de autor otorga-
dos a terceros a la fecha de envio y que no se hayan presentado a otras publicaciones simultdneamente. Los
articulos son publicados en OJS y se distribuyen bajo la modalidad de acceso abierto. Los derechos autorales
son protegidos por Creative Commons (CC) Atribucién-NoComercial 4.0 Unported. Alingresar al sistema https://
ojs.latu.org.uy/inicio/ los autores deberan aceptar la nota de copyright en la que se asumen los términos de
responsabilidad, se reconoce la licencia CCy se establece el compromiso a realizar la cita completa de la edicién
institucional de esta primera publicacién del articulo en sus siguientes publicaciones -completas o parciales-
efectuadas en cualquier otro medio de divulgacién, impreso o electrénico.

Los autores estan autorizados a realizar una publicacién simultdnea en sistemas de autoarchivo o repo-
sitorios institucionales.

Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos publicados y el uso que otros puedan hacer de ellos son
de responsabilidad de sus autores. Esta responsabilidad se asume con la sola publicacién del articulo enviado.
EI LATU se reserva el derecho de publicar aquellos articulos que responden a las dreas estratégicas fijadas por la
organizacién para cada edicion y de realizar modificaciones que considere favorables a la dptima presentacién
de los contenidos en la revista.

PROCESO DE REVISION

El arbitraje de esta revista se realiza por pares y bajo modalidad doble ciego, por lo que autores y arbitros per-
manecen anénimos a lo largo de todo el proceso. El arbitraje es el proceso de evaluacién critica especializada
de un manuscrito por parte de pares idéneos que operan en el drea temdtica que dicho texto desarrolla. Cada
articulo es revisado por un minimo de dos arbitros. Los comentarios y recomendaciones de los evaluadores son
un insumo determinante para la aceptacién o rechazo de un manuscrito en el proceso editorial de publicaciones
técnicas del LATU; no obstante, el equipo editor es responsable de la decision final de publicacién o rechazo de
un articulo y de la notificacién al autor de contacto.

El comité técnico de arbitraje de INNOTEC es un cuerpo de especialistas técnicos seleccionados por su
grado de especializacién, prestigio académico y experiencia profesional y editorial. Nuestros arbitros cumplen
la vital funcién de evaluar el desarrollo especifico del contenido de las publicaciones, tanto en sus aspectos
tematicos como metodolégicos, guiados por un formulario de revisién que una vez completo es presentado
a los autores del articulo.

Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la devolucién del articulo corregido segun las reco-
mendaciones de los arbitros.
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NORMAS DE PRESENTACION Y ENVIO DE LOS TEXTOS

Para que el articulo sea considerado para su publicacién, debe cumplir con las siguientes normas de presentacion.
Ante cualquier consulta dirfjase al correo electrénico de referencia innotec@latu.org.uy.

Para el correcto envio de su articulo, siga las instrucciones que se indican en OJS. Recuerde completar todos
los datos del articulo, entre ellos: titulo, autores, filiacién, resumen y palabras clave.

Nota: Los nombres completos de los autores deberdn ser incluidos en los metadatos en la forma en la
que se solicitan en OJS, pero omitidos en el documento Word del articulo, primera medida para asegurar la
integridad de la revisién ciega.

DEFINICIONES:

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido intelectual del documento.

Titulo. Refleja el contenido del texto con precision, es neutro e informativo.

Resumen. Provee informacién especifica. Sintetiza, anuncia y jerarquiza contenidos.

Introduccién. Incluye antecedentes concretos y datos del proceso, enumeracion de objetivos e importancia
del tema.

Materiales y métodos. Relato de los métodos y procedimientos que permitieron obtener los resultados pre-
sentados. Obtencién del material, condiciones y metodologia. Andlisis estadisticos, programas.

Resultados. Presentacion y expresion de los hallazgos en tablas, gréficos y/o figuras.

Discusién y conclusiones. Sintesis de los avances y las contribuciones mds relevantes de la investigacion. En
esta seccién se discuten los resultados en el orden en el que fueron presentados. Asimismo, se define y diferencia
claramente el aporte del trabajo con respecto al conocimiento previo. Si procede, se mencionan posibles lineas
futuras de investigacion y de aplicacién de los resultados.

Agradecimientos. Breve agradecimiento a quienes colaboraron en la produccién del articulo y/o que permi-
tieron el desarrollo de la investigacién.

Referencias. Referencias al material bibliografico consultado para la elaboracién del articulo.

LOS ARTICULOS DEBEN PRESENTAR:
Titulo del articulo en mayusculas y minudsculas, en inglés, espafiol y portugués.

Nombre completo de todos los autores (solo en metadatos de OJS), ingresados en orden decreciente segtn el
grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que medien jerarquias funcionales. Indicar la seccién
o departamento al que pertenecen y empresa de la que forman parte. Se debe sefialar ademds el autor de
contacto para las comunicaciones electrénicas subsiguientes. Los autores deberan contar con un nimero de
registro en ORCID, que se consigna en OJS al ingresar los autores en metadatos. Para mds informacién sobre
ORCID y su relevancia para los autores puede consultar esta pagina: https://orcid.org/.

Resumen en inglés, espafiol y portugués, de 200 palabras maximo en su versién castellana.

Palabras clave, en inglés, espafiol y portugués, de dos a cinco, las cuales no deben repetir los términos ya
utilizados en el titulo.

Texto de tres (3) a veinticinco (25) paginas de desarrollo (introduccién, métodos, descripcién de equipos, des-
cripcién de programas, desarrollo de teorias, resultados y discusién, conclusiones, referencias, tablas, figuras e
imdgenes, (ver seccion Estiloy formato de citas y referencias en este documento). El texto debera ser presentado
en fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracién de lineas, con titulos en mayusculas y minusculas y en
formato.doc, de cualquier versién de Microsoft Word. Evitar las notas al pie en el desarrollo del articulo. Las
denominaciones en latin deben ir en cursiva.

Secciones. Los titulos de seccién (que sefialan Introduccién, Materiales y Métodos, Discusién, etc.) deben ser
escritos en mayuscula y mindsculas, estilo de fuente bold y centrados en el texto. Los subtitulos seran justifi-
cados a la izquierda, escritos en mayuscula y mindsculas, también en bold. Tanto la primera letra del titulo y la
primera letra de los nombres propios deben ser escritas en mayuscula. Se debe dejar un espacio entre lineas
antes y después de cada subtitulo.

Férmulas, figuras, tablas e imagenes. Las figuras deben numerarse correlativamente en orden de aparicién
en el texto, y deben incluir un breve titulo explicativo en el margen inferior a las mismas. Si es necesario incluir
fotos o imagenes, éstas se deben designar como figuras. Las fotos deben ser nitidas y enviadas en formato jpg
(minimo 300 px aseguran una buena calidad de impresién). Las tablas deben ser numeradas correlativamente
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y en forma independiente de las figuras, y cada entrada debe ocupar su propia celda. Se deben numerar segin
el orden de aparicién en el texto, incluyendo un titulo explicativo en la parte superior de la tabla. Evitar utilizar
lineas verticales y en la medida de lo posible no incluir mas de dos tablas por carilla, no dividir tablas en mas de
un folio o en forma perpendicular al texto. El texto presenta las tablas, no desarrolla su contenido, éstas deben
explicarse en si mismas. Ademds de estar insertadas en el articulo, cada figura y tabla debe ser remitida en su
propio archivo como fichero complementario en OJS, con la referencia numérica correspondiente. Los nimeros
y simbolos empleados no deben ser menores al tamafio usado en el resto del texto (Arial 11).

ESTILO DE CITAS Y REFERENCIAS SEGUN EL SISTEMA HARVARD

Si el texto estd en inglés utilizar «<and» en lugar de «y», «In:» en lugar de «En:», «[Accessed: day month year]»
en lugar de «[Consulta: dia mes afio]» y «Available at:» en lugar de «Disponible en:»

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lépez, 1985, p. 93)

(Gonzalez y Rubio, 1990, pp. 110-111)

(Johnson et al., 1970, pp. 25-26)

Para mas de una obra del mismo autor y afio en citas textuales
(Alonso, 1988a, p. 126-128)

(Alonso, 1988b, p. 84)

Registro de cita ideoldgica o parafrasis

Amor (2000) analiza los motivos para comenzar un negocio en linea...

Si el motivo para comenzar un negocio en linea es sélo para imitar a la competencia, se puede considerar que
dicha razén no es la estrategia adecuada (Amor, 2000).

(Pérez y Gonzalez, 2005)

(Rodriguez et al., 2011)

(Pérez, 2014a)

(Pérez, 2014b)

Ejemplos usuales de referencias monografias (libros)

Apellidos(s), Nombre o Inicial, afio de edicién. Titulo del libro en cursiva. N° de edicién. Lugar de edicién:
editorial. (Serie; N°). ISBN (Este ultimo si se posee) DOI (siempre que el libro lo posea)

Bobbio, Norberto, 1958. Autobiografia. Madrid: Taurus. ISBN: 84-306-0267-4.

Newman, R., Walter, C., 2008. Barley for food and health: science, technology, and products. Nueva York: John
Wiley & Sons.

Revistas como un todo

Titulo de la publicacion en cursiva. Responsabilidad. Edicién. Identificacion del fasciculo. Lugar de edicién:
editorial, fecha del primer volumen-fecha del dltimo volumen. ISSN.

Boletin Econémico. Banco de Espafia. 1998, (1). Madrid: Banco de Espafia, Servicio de Publicaciones, 1979- .
ISSN: 0210-3737.



Articulos de revistas

Apellido(s), Nombre o Inicial, afio. Titulo del articulo. En: Titulo de la publicacion seriada, Volumen (Nimero),
paginas. DOI (siempre que el articulo lo posea).

Llosa, J., Smith, M., Moore, A.y Cave, K., 1998. Modulo scheduling with reduced register pressure. En: IEEE
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RESUMEN

En Paraguay, la investigacién sobre la contaminacién por arsénico (As) es adn incipiente.
El objetivo del presente estudio fue validar un método analitico para la determinacion
de arsénico total en muestras de suelo por espectrofotometria de absorcién atémica con
generacion de hidruros (EAA-GH). Para la validacién se colecté una muestra blanco de un
area de nula actividad antropogénica y, para su aplicacién, diez muestras de la cuenca
del rio Tebicuary. El sistema de muestreo fue combinado por cuadricula. Las muestras
fueron secadas, tamizadas, homogeneizadas y digeridas mediante digestién asistida

por microondas. La determinacidn se realizd por EAA-GH. Se evaluaron parametros de
desempefio analitico como selectividad, linealidad, sensibilidad, exactitud, LOD, LOQ,
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robustez, incertidumbre y aplicabilidad. El método aplicado fue selectivo para As total y
cumplié con los criterios de aceptacion; linealidad 0,2 a 12 pg-L (r > 0,99), sensibilidad
(m =0,0395 + 0,005), exactitud y precision (%R > 95 %), repetibilidad (CV = 4,26 %),
reproducibilidad (CV = 4,52 %), LOD (0,11 mg-kg") y LOQ (0,21 mg-kg™). El método fue
robusto ante variaciones de pH y tamafio de las particulas. De diez muestras analizadas,
una tuvo concentracién de As total superior a 20 mg-kg-.

Palabras clave: digestion acida, EAA-GH, Paraguay, contaminacion.

ABSTRACT

In Paraguay, research on arsenic contamination is still incipient. This study aimed to
validate the analytical method for the determination of total arsenic in soil samples

by atomic absorption spectrophotometry with a hydride generation (HG-AAS). For its
validation, a blank sample was collected from an area of null anthropogenic activity

and, for its application, ten samples from the Tebicuary River basin. The samples were
dried, sieved, homogenized, and digested by a microwave oven. The quantification was
performed by HG-AAS. Analytical performance parameters such as selectivity, linearity,
sensitivity, accuracy, LOD, LOQ, robustness, uncertainty, and applicability were evaluated.
The method was selective for As and met the acceptance criteria. Linearity from 0.2 to

12 pg-L* (r > 0.99), sensitivity (m = 0.0395 + 0.005), accuracy (%R > 95 %), repeatability
(CV = 4.26 %), reproducibility (CV = 4.52 %), LOD (0.11 mg-kg") and LOQ (0.21 mg-kg"). The
method was robust to variations in pH and particle size. From the ten samples analyzed,
one had a total As concentration higher than 20 mg-kg-.

Keywords: acid digestion, HG-AAS, Paraguay, contamination.

RESUMO

No Paraguai, as pesquisas sobre a contaminacado arsénico (As) ainda sdo incipientes. O
objetivo deste estudo foi validar um método analitico para a determinagdo de arsénio
total em amostras de solo por espectrofotometria de absorcdo atdmica com geragdo de
hidretos (HG-AAS). Uma amostra-branco foi tomada de uma area de atividade antrépica
nula para a validagdo do método e, outras dez amostras da bacia do rio Tebicuary,

para sua aplicacdo. A amostragem foi combinada por grade. As amostras foram secas,
peneiradas, homogeneizadas e digeridas em forno de micro-ondas. A quantificagdo

foi realizada por HG-AAS. Além disso, os parametros de desempenho analitico como
seletividade, linearidade, sensibilidade, precisdo, LOD, LOQ, robustez, incerteza e
aplicabilidade, foram avaliados. O método foi seletivo para As e atendeu aos critérios
de aceitagdo. Linearidade de 0,2 a 12 pg-L(r > 0,99), sensibilidade (m = 0,0395 + 0,005),
exatiddo (R > 95 %), repetibilidade (CV = 4,26 %), reprodutibilidade (CV = 4,52 %), LOD
(0,11 mg-kg™) e LOQ (0,21 mg-kg). O método foi robusto a varia¢des de pH e tamanho
de particula. Das dez amostras analisadas, uma apresentou concentragdo do total As
superior a 20 mg-kg-.

Palavras-chave: digestdo acida, HG-AAS, Paraguai, contaminacao.
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INTRODUCCION

El arsénico (As) es un elemento de gran distribucién en la corteza terrestre; se encuentra
naturalmente en el suelo y otros compartimentos ambientales como producto de la
erosién de las rocas, la precipitacion y la actividad volcanica (Reid et al., 2020; El Himri
etal., 2022).

A nivel mundial, al menos 120 paises se ven afectados por la presencia de As en
las aguas subterraneas, mientras que en América Latina el problema afecta a paises
como Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Cuba, Ecuador, El Salvador, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Per y Uruguay (Litter et al., 2019). La distribucion espacial
de arsénico en América del Sur presenta ciertos vacios que se verifican en la regién que
abarca Paraguay.

En el suelo, el arsénico se encuentra generalmente entre 5y 10 mg-kg' como
componente principal de mas de 200 minerales (As nativo, arseniuros, sulfuros, 6xidos,
arseniatos y arsenitos). Las mayores concentraciones se hallan en sulfuros como pirita,
calcopirita, galena y marcasita (Litter et al., 2009). Las altas concentraciones en los suelos
representan un riesgo importante para la calidad del agua, superficial o subterranea, el
desarrollo animal y vegetal, la seguridad alimentaria y, por ende, la calidad de la salud
humana (Gerdelidani et al., 2021). Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro
de Enfermedades (ATSDR), el nivel maximo permitido de arsénico total en suelo es de
20 mg-kg (Heikens, 2006; ATSDR, 2009).

En Paraguay, se han encontrado concentraciones elevadas de As en cauces hidricos
de los departamentos de Canindeyu y Caazapa (Farifia et al., 2019); ademas se observaron
niveles variables de As total en muestras de arroz (Oryza sativa) provenientes de cuencas
productoras en la zona de Caapucu, Arazapé y Villa Oliva (Mereles et al., 2017).

Un método analitico confiable que permita la cuantificacién del arsénico en muestras
de suelo requiere ser validado para la confirmacién de las aptitudes consistentes con
las aplicaciones requeridas (Eurolab Espafia, 2016). Ademas, es fundamental contar con
un método que sea rapido, eficiente, reproducible y con reduccién del uso de reactivos y
muestras. La evaluacion de parametros de desempefio como linealidad, reproducibilidad,
repetibilidad, limites de deteccién y cuantificacion es importante para demostrar la correcta
aplicacion del método y los intervalos de variacién posibles, que no afecten su desempefio
ni la confiabilidad de los resultados (Duffau et al., 2010). El objetivo del presente trabajo fue
validar el método analitico para la determinacién de arsénico total en muestras de suelo por
espectrofotometria de absorcién atémica con generacién de hidruros.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y preparacion de muestras

Para el estudio se colectaron, en 2021, muestras de suelo por el método de muestreo
combinado por cuadricula. Se extrajeron 500 g de cuatro excavaciones de una
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profundidad de 0 - 25 cm y se mezclaron las submuestras para obtener una muestra de
aproximadamente 2 kg de suelo en bolsas de polietileno selladas (Kebonye et al., 2021).

Para los ensayos de validacién del método se utilizé una muestra blanco colectada en
las proximidades del lago Ypo4, al norte de la cuenca del rio Tebicuary; considerada un
area de nula actividad antropogénica, donde no se ha encontrado contaminacién de las
aguas (Fretes Lépez y Diaz Cubilla, 2014). Mientras tanto, para la aplicacion del método
con muestras analiticas se colectaron muestras de diez puntos seleccionados dentro de la
cuenca del rio Tebicuary (Figura 1).
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FIGURA 1. Puntos de muestreo de suelos colectados para la validacién del método analitico.

Las muestras se secaron a temperatura ambiente (23 + 1 °C) hasta una variacion
menor al 5 % de su peso, se tamizaron a través de un tamiz de 1 mm (los terrones de
suelo se disgregaron en mortero), y se almacenaron en bolsas de polietileno selladas
(Zagal y Sadzawka, 2007). La reduccion de la masa se realizé por cuarteo, procediéndose
a pulverizar la muestra mediante el uso de un mortero de agata, y se tamizé con tamiz de
106 pym (Litter et al., 2009).

Materiales, reactivos y equipos

La pulverizacién de las muestras se logré con tamices calibrados (ASTM E11, Gilson). Para
pesar las muestras se utilizé una balanza analitica (Kern ALJ, 0,1 mg) y posteriormente se
realizé la digestion acida con la adicién de acido nitrico concentrado (Cicarelli, Argentina),
acido clorhidrico concentrado (Cicarelli, Argentina), acido fluorhidrico concentrado
(Biopack, Argentina) y acido bérico (Merck, Alemania) mediante microondas (CEM, MARS2,
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Estados Unidos) con ciclos de digestion segun lo descrito en el articulo sobre optimizacion del
método, previamente analizado por el grupo de investigacion (Diez-Pérez-Nufiez et al., 2021).

Luego, las muestras digeridas fueron calentadas con plancha calefactora (Cole-Parmer,
Estados Unidos) hasta reducir su volumen, con posterior agregado de ioduro de potasio
(TECHNO PHARMCHEM, India) y acido ascérbico (CICARELLI, Argentina).

La cuantificacién de arsénico total se llev a cabo por el método de
espectrofotometria de absorcién atémica acoplada a generacion de hidruros (Shimadzu
AA-6300, HVG-1, Estados Unidos), previamente calificado por el representante de
la marca (Certificado N° 1521, 05/05/2021). Los parametros de operacion del equipo
fueron previamente ajustados (Diez-Pérez-Nufiez et al., 2021). Se prepararon curvas de
calibracién de concentraciones entre 0,2 - 12 pg-L" a partir de la solucion patrén de As
(1000 mg-L", trazable al NIST, SUPELCO; Alemania).

Para la generacién de hidruros voldtiles se preparé una solucion al 0,4 % con
borohidruro de sodio (MP BIOMEDICALS, Estados Unidos) y 0,5 % de hidréxido de
sodio (Cicarelli, Argentina). Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas con agua
ultrapura (resistividad 18 MQ-cm).

Ademas, se utilizé el pHmetro (Oakton, Estados Unidos) y el agitador magnético
(Cole-Parmer, Estados Unidos) para la medicién del pH en muestras de suelo para el
ensayo de robustez. La modificacién del pH se realizé con la adicién de carbonato de
calcio sélido (Cicarelli, Argentina).

El andlisis estadistico de los resultados se realizé con el software IBM SPSS Statistics
(Estados Unidos) (IBM Corp., 2015). Se aplicaron estadisticos descriptivos, pruebas de
Pearson, Kruskal-Wallis, U-Mann Whitney y ANOVA con un nivel de confianza de 95 %.
Para la elaboracién del mapa del area de estudio se utilizé el software ArcGIS 10.8.

Procesamiento de las muestras

El tratamiento de la muestra consistié en pesar 0,2000 g de suelo pulverizado (< 106 um)
en los vasos del horno digestor y posteriormente adicionar 3,5 mL de acido nitrico

(65 %), 0,5 mL de acido clorhidrico (36,5-38 %) y 1 mL de acido fluorhidrico (40 %). El 4cido
fluorhidrico fue agregado para la disolucion de silicatos presentes en la muestra, que
requiere aplicar un segundo ciclo de digestién para su neutralizacién con 0,6 g de acido
bérico, cantidad que fue establecida segun ensayos preliminares de optimizacién del
método (Vieira et al., 2005; Diez-Pérez-Nufiez et al., 2021).

Una vez finalizada la digestion se redujo el volumen por calentamiento (hasta 2 mL
aproximadamente) para eliminar el exceso del oxidante. El extracto concentrado se llevd
a volumen de 100 mL en un matraz aforado. Posteriormente se tomé una alicuota de
5 mLy se transfirié a un matraz aforado de 50 mL, al que se le agregaron 10 mL de acido
clorhidrico 4,5 mol-L*, 0,5 g de acido ascérbico y 0,5 g de ioduro de potasio para obtener
la reduccion del As (V) a As (I1I), para lo cual se dejo6 reposar durante al menos 1 hora.

Se prepararon blancos de reactivos, consistentes en una solucién cuyo contenido
estaba compuesto por todos los reactivos utilizados en el procesamiento de la muestra,
con los mismos volimenes y concentraciones. Los blancos de reactivos atravesaron
el proceso analitico en las mismas condiciones que las muestras y se analizaron para
determinar la contribucién a la sefial de la medida (Eurolab Espafia, 2016).
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Validacion del método analitico

El desempefio del método se evalué mediante la prueba de selectividad, que consistio en
aplicar la prueba del efecto matriz (Senila et al., 2020, Miller y Miller, 2002). Se compararon
las pendientes de tres curvas de calibracién elaboradas a partir de estandares puros y tres
curvas de calibracion de los estandares en las muestras de suelo. Las curvas fueron obtenidas
graficandose las concentraciones de arsénico de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 y 8,0 pg-L" con sus
correspondientes absorbancias. Se graficé la absorbancia obtenida (eje y) en funcién de la
concentracion de As (eje x) y se calculd la ecuacién de la recta. La significancia estadistica se
evalué mediante la prueba U de Mann-Whitney con un nivel de confianza de 95 %.

Para evaluar la linealidad se prepararon cuatro curvas de calibracién de
concentraciones 0,2; 0,6; 1,0; 4,0; 8,0; 10 y 12 pg-L" a partir de la solucién patrén de As
y se calcul6 el coeficiente de correlacion (r). El criterio de aceptacion para determinar la
linealidad en andlisis de trazas tiene un valor igual o mayor que 0,99 (Duffau et al., 2010),
asi como la confirmacién por inspeccién visual del grafico. Ademas, se calculd la pendiente
de las cuatro curvas, su media y la desviacion estandar para estimar la sensibilidad.

La prueba de recuperacion se aplico para evaluar la veracidad ya que al momento
del estudio no se disponia de material de referencia certificado de suelo, por lo tanto,
se procedi6 con la fortificacion de las muestras. Se prepararon seis muestras de suelo
sin fortificar y seis muestras de suelo fortificadas en tres niveles de concentracion
correspondientes a nivel bajo, medio y alto (Duffau et al., 2010). Las muestras fortificadas
fueron preparadas mediante el agregado del patrén de As antes del proceso de digestion,
de tal manera de obtener concentraciones de 3 pg-L*, 10 pg-L"y 25 pg-L". Con los
resultados, se calculd el porcentaje de recuperacién mediante la Ecuacién 1.

Ceo-C,
%R = (%) x 100 (1
a

Donde C, corresponde a la concentracién del analito de la muestra enriquecida, C, a la
concentracién del analito medida en la muestra sin adicionar (muestra blanco) y C; a la
concentracion del analito para la muestra enriquecida.

Para determinar el criterio de aceptacién se calcularon los limites de control (LC) con
el promedio y la desviacion estandar (DS) de las recuperaciones obtenidas para distintos
niveles y dias (LC + 2DS) (Miller y Miller, 2002).

Con el fin de evaluar la precisién se realizé la prueba de repetibilidad (RSd) y
reproducibilidad (RSD). Para la repetibilidad se analizaron ocho réplicas independientes
de muestras blanco, manteniendo en todo momento las condiciones de repetibilidad
durante el proceso (mismo operador, mismo equipo, mismo laboratorio y en corto
intervalo de tiempo), mientras que para el ensayo de reproducibilidad se analizaron
ocho réplicas independientes con las mismas caracteristicas descritas para el ensayo de
repetibilidad. Sin embargo, fueron procesadas por un analista distinto y en un periodo
de tiempo prolongado (Eurolab Espafia, 2016). Posteriormente, se calculd la desviacién
estandar y el porcentaje de coeficiente de variacién (CV %) para ambos ensayos y se
evalué mediante el coeficiente de variacién de Horwitz (Duffau et al., 2010). El coeficiente
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de variacion de Horwitz (CV,, %) fue calculado para una concentracion de 6,5 mg-kg~
(concentracién estimada para la muestra blanco) mediante la Ecuacion 2.

CVh 0% = 21-0.5log (C) (2)
Donde C es el valor nominal del analito expresado en potencia de 10.

Como criterio de aceptacion para la repetibilidad se considera que el CV % obtenido
debe ser menor que CV,, %/2 y para la reproducibilidad intralaboratorio debe ser menor
que 2CV,, %/3 (Duffau et al., 2010). Ademas, con las muestras blanco leidas en diferentes
dias se evalud la precisidn entre grupos, la precision dentro de los grupos y la precision
intermedia del método mediante la prueba de ANOVA.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ) se calcularon a partir de ocho
réplicas de muestras fortificadas de concentracion de 0,2 pg-L7, con los resultados
obtenidos se determind la desviacién estandar (DS) utilizada para ambos célculos. EI LOD
se calculé mediante el enfoque “3S”, donde LOD = 3DS, y el LOQ se calculé mediante la
férmula LOQ = 10DS (Eurolab Espafia, 2016). Cuando el limite maximo permisible (LMP)
es > 0,1 ppm, el criterio de aceptacién para el LOD es <1/10 LMP y para el LOQ, <1/5 LMP
(Duffau et al., 2010). Cabe mencionar que el LMP considerado fue 20 mg-kg?, establecido
por la FAO (El Himri et al., 2022).

Para el ensayo de robustez se aplicé la prueba de Youden y Steiner (Duffau et al.,
2010). Se prepararon ocho muestras a fin de evaluar el efecto de la variable de pHy
tamafio de particula de suelo. Como criterio de aceptacion se considerd que la diferencia
entre el valor alto y el valor bajo de la variable evaluada sea superior a v 2 de la desviacién
estandar (Duffau et al., 2010). Los ensayos correspondientes a las muestras de 1 al 4 se
procesaron en muestras control a pH 4,5 mientras que las muestras del 5 al 8, a pH 7.

El pH fue determinado en suspensién de suelo seco a temperatura ambiente
(fraccién < 1mm) con agua destilada en proporcién muestra:agua de 1:2,5; se agité
mediante agitador magnético durante 5 minutos y se dej6 reposar al menos 2 horas.
Posteriormente se agit6 la suspension y se realizé la lectura del pH (Zagal y Sadzawka,
2007). En cuanto al tamafio de particula de suelo, para los ensayos 1, 2, 5y 6 se utilizaron
muestras pulverizadas y tamizadas con tamiz de 106 pm (Litter et al., 2009) y para los
ensayos 3, 4, 7y 8 se utilizaron muestras molidas y tamizadas con tamiz de 1 mm.

En el cdlculo de incertidumbre se identificaron las fuentes que influyen en el método
analitico, para ello se graficé el diagrama de Ishikawa (Martinez et al., 2018, Ishikawa,
2002). Se calcularon la incertidumbre estandar, incertidumbre estandar relativa e
incertidumbre combinada (Cafiez Carrasco y Garcia Alegria, 2015). Una vez obtenida la
incertidumbre combinada se multiplicé por un factor de cobertura (K = 2) a fin de entregar
un 95 % de confianza, y asi establecer el intervalo en torno al resultado de la medicién en
el cual se espera que se incluya la mayor fraccion de la distribucion de los valores que se
pueden atribuir al mensurando (Duffau et al., 2010; Cafiez Carrasco y Garcia Alegria, 2015).

Para la aplicabilidad se determind la concentracién de As total en diez muestras de
suelo provenientes de la cuenca del rio Tebicuary, las cuales fueron georreferenciadas.
Los resultados obtenidos fueron expresados mg-kg'y se compararon con el valor de
referencia (El Himri et al., 2022).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En base a los diferentes experimentos para la evaluacién de los parametros de desempefio,
no se observd diferencia significativa para el efecto matriz (p = 0,200, U de Mann-Whitney)
en la comparacién de las curvas de calibracion elaboradas a partir de estandares puros y
curvas de calibracion de los estandares en las muestras de suelo (Figura 2 a).

El método evaluado puede cuantificar el As en presencia de los interferentes que se
encuentran en la matriz, confirmando que la espectrofotometria de absorcién atémica
con generacion de hidruros es una técnica sencilla y selectiva para la determinacion de As
(Fernandez Rodriguez, 2020).
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0,3000
©
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2
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<
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® Curva matriz 1 Curva matriz 2 Curva matriz 3
y =0,0356x + 0,0036 y =0,0292x + 0,0053 y=0,0318x +0,0168
R2=0,9984 R2=0,9974 R2=0,9973
Curva estandar 1 ® Curva estandar 2 ® Curva estandar 3
y =0,0354x + 0,0157 y =0,0359x + 0,0105 y =0,0505x + 0,0042
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0,6
K
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0
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2 034 i
© et?
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3
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0,1 1
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® Curva de calibracién 1 Curva de calibracién 2 Curva de calibracién 3 Curva de calibracién 4
y=0,0439x +0,0116 y =0,0373x +0,0139 y = 0,0446x + 0,0102 y =0,033x + 0,0026
R2=0,9972 R2=0,9989 R2=0,9987 R2=0,9984

FIGURA 2. Evaluacion del desempefio de (a) selectividad y (b) linealidad y sensibilidad.
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Las curvas de calibracion del estandar de As presentaron un comportamiento lineal
con alto grado de correlacion en el rango de concentraciéon de 0,2 pg-L*a 12 pg-L+, con
coeficientes de correlacion (r) entre 0,9986 - 0,9994 (Figura 2 b: el software presenta R?,
por lo que se procedié a calcular r = VR?).

Los valores de r se encontraron dentro del criterio de aceptacion para el analisis de
trazas -igual o mayor que 0,99-, lo cual demuestra una buena linealidad para el intervalo
de trabajo mencionado (Duffau et al., 2010). Ademas, las pendientes de las cuatro curvas
de calibracion realizadas presentaron valores entre 0,0330 y 0,0446, con una media
de 0,0395 + 0,005. Los resultados de sensibilidad obtenidos fueron superiores a los
reportados por Rada et al. (2012) con pendientes entre 0,00361y 0,00429 y por Tafur
Yépez (2014) con una pendiente de 0,008; en ambos casos la cuantificacién de As se
realiz6 mediante espectrofotometria de absorcién atémica con generacién de hidruros
pero en matrices distintas.

Cabe resaltar que la sensibilidad puede encontrarse afectada por el tiempo
transcurrido entre la preparacién de la curva de calibracién y su lectura, el tiempo de
estabilizacion previa de la sefial del equipo de espectrofotometria de absorcion atémica
y el tiempo que transcurre desde la aspiracidn de la muestra hasta el registro de la sefial,
por lo que este proceso deberia estar estandarizado de manera de tener resultados
6ptimos, no solo respecto a la sensibilidad sino también a la reproducibilidad del método
analitico (Diez-Pérez-Nufiez et al., 2021).

En el ensayo de recuperacién, en tres niveles de concentracién de As correspondientes
a3 pg-L, 10 pg-L1y 25 pg-L7, el porcentaje de recuperacion de las muestras de suelo
fortificadas obtenidas fue de 101,44 %, 95,99 % y 108,99 %, respectivamente. Todos
los resultados obtenidos se encontraron dentro del criterio de aceptacién calculado
89,08 - 115,20 %. Se comprueba que, para los tres niveles de concentracion analizados, el
rendimiento del método analitico es satisfactorio para el fin propuesto.

El coeficiente de variacién (CV, expresado como %) del ensayo de repetibilidad fue de
4,26 %y el de reproducibilidad, de 4,52 %. Ambos valores fueron aceptados debido a que
cumplieron con el criterio de aceptabilidad correspondiente al coeficiente de variaciéon de
Horwitz, ya que para la repetibilidad el CV obtenido debe ser menor que CV,,% / 2 (6,04 %)
y para la reproducibilidad intralaboratorio debe ser menor que 2CV, % / 3 (8,06 %). La
precisién entre grupos fue igual a 7,35, la precisién dentro del grupo 8,89 y la precision
intermedia del método 11,54. Como la F calc (2,36) << F critico (3,86) no hay significancia
estadistica en los resultados obtenidos de las muestras analizadas (p = 0,142, ANOVA).

Los limites de deteccién y cuantificacion fueron de 0,11y 0,21 mg-kg”,
respectivamente. Ambos resultados resultaron adecuados considerando que los criterios
de aceptacion para LOD y LOQ corresponden a LOD <2 mg-kg'y LOQ <4 mg-kg".

Mediante los valores obtenidos para la prueba de Youden y Steiner se evidencio
la robustez del método en estudio frente a las variables analiticas pH y tamafio de las
particulas. La diferencia entre los promedios del valor alto y del valor bajo fue inferior a
2 DS de las determinaciones realizadas (Tabla 1), por lo que se afirma que los resultados
obtenidos no se ven afectados frente a dichas modificaciones e indican la fiabilidad del
método durante su uso (Eurolab Espafia, 2016).
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TABLA 1. Resultados del ensayo para la prueba de Youden y Steiner.

Condicion variable Resultados (mg-kg-) Diferencia Comparacion
Valor alto Valor bajo | Promedio X | Promedio X (X-%) (X-X) < V2.DS (0,7611)

7 UpH 4,5 UpH 6,2835 6,2723 0,0112 No sensible a variable

T mm 0,106 mm 6,3449 6,2110 0,1339 No sensible a variable

Entre las fuentes de incertidumbre presentes durante el proceso analitico se
encontraron la incertidumbre del material volumétrico, la masa de suelo, el factor de
dilucidn, la solucion de trabajo de As, la curva de calibracion y la lectura del mensurando
en el espectrofotémetro de absorcién atémica con generacién de hidruros (Figura 3).
Los valores obtenidos de la incertidumbre expandida se encuentran incluidos en los
resultados de aplicabilidad, junto con las respectivas concentraciones de As total en las
muestras de suelo. El criterio de aceptacién para una incertidumbre expandida aceptable
corresponde a un valor < 30 % del mensurando, por lo que las incertidumbres de todas
las muestras fueron aceptadas (Mencias Recalde, 2018). Ademas, se demuestra que la
metodologia propuesta permite estimar la incertidumbre del mensurando, un requisito
de la ISO 17025 (International Organization for Standarization, 2017) vigente para todos
los laboratorios de ensayo y calibracion.

Matraz Masa de suelo Factor de dilucién

Resolucién Resolucién

Balanza Matraz Resolucién
analitica / .
Pipeta
DS DS ¢ K volumétrica
DS
> Concentracién

¥ de arsénico mg-kg
» Pipeta
Pipeta P

Tolerancia

DS

Solucién DS repetibilidad
\esta’ndar As
Matraz ———— Matraz Ajuste lineal
Solucién Curva
de trabajo As de calibracién  Lectura EAA-GH

FIGURA 3. Diagrama de Ishikawa (2002) elaborado para el andlisis de las fuentes de
incertidumbre.
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Una vez culminada la evaluacién de todos los parametros de validacion, se procedié a

sintetizarlos en la Tabla 2.

TABLA 2. Resumen de resultados obtenidos para la validacién del método analitico.

Parametro

Efecto matriz

Resultado obtenido

p = 0,200,
U de Mann-Whitney

Criterio de aceptacion

Sin diferencia significativa en la comparacién de las curvas de
calibracién elaboradas a partir de estandares puros y curvas
de calibracién de los estandares en las muestras de suelo

Linealidad

Rango 0,2 a 12 pg-L?
r=0,9986 - 0,9994

r=0,99

Sensibilidad

m =0,0395 + 0,005

Comparacién con pendientes
reportadas por otros autores
Rada et al. (2012)

m =0,00361
m = 0,00429

Tafur Yépez (2014)
m =0,008

Recuperacién

101,44 % para 3 pg-L*
95,99 % para 10 pg-L*
108,99 % para 25 pg-L*

89,08 - 115,20 %

Repetibilidad CV=4,26% <CV,% /2 (6,04 %)
Reproducibilidad CV=452% <2CV,% /3 (8,06 %)
LOD 0,11 <1/10 LMP (2 mg-kg-")
LoQ 0,21 mg-kg~ <1/5 LMP (4 mg-kg)
Robustez X-x <\2 DS (0,7611)
pH X-x=0,0112
tamanio particulas X-x =0,1339
Incertidumbre U=0,1479; k=2 <30 % del mensurando

Los resultados de la concentracién de As total en la muestra blanco proveniente
de la zona del lago Ypoa fue de 6,5 + 0,96 mg-kg-', mientras que las muestras de
suelo provenientes de la cuenca del rio Tebicuary presentaron concentraciones entre
6,22 + 0,92 mg-kg'y 31,98 + 4,73 mg-kg"' (Tabla 3).
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TABLA 3. Concentraciones de arsénico total en muestras de suelo.

Muestra Latitud Longitud Altitud (m) As total (mg-kg-)
Blanco S 25°49,991" W 57° 23,305 57 6,52 + 0,96
Punto 1 S 26° 51,606’ W 57°09,096' 118 14,60 2,16
Punto 2 $26°52,229 W 57°01,971" 132 14,78 + 2,18
Punto 3 S 26° 28,923’ W 57° 04,237 70 10,35+ 1,53
Punto 4 S 26° 43,888 W 57°19,562' 83 8,38+1,24
Punto 5 $26°40,471 W 57° 06,545 123 11,72+1,73
Punto 6 S 26° 22,456’ W 57° 09,380 78 6,22 £0,92
Punto 7 S 26°05,181" W 57° 14,581 185 9,80+ 1,45
Punto 8 S 26° 01,402’ W 57°08,812' 122 7,58+1,12
Punto 9 S 26°00,768' W 57° 03,477 147 31,98 £4,73

Punto 10 S 26° 12,241 W 56° 53,946 86 15,43 + 2,81

CONCLUSIONES

Los pardmetros de desempefio evaluados para la determinacién de arsénico total en
muestras de suelo por espectrofotometria de absorcién atémica con generacién de
hidruros cumplieron con todos los criterios de aceptacion establecidos, por lo que el
método es adecuado para el fin propuesto.

Segun las concentraciones de As total de las diez muestras de suelo provenientes
de la cuenca del rio Tebicuary, una de ellas se encontré por encima de 20 mg-kg?, en
un punto de mayor altitud (147 m sobre el nivel del mar) y aproximadamente a 2 km del
distrito de Ybycui, Departamento de Paraguari; por lo que se estima que el origen podria
ser geogénico. Sin embargo, esto debe ser investigado en futuros estudios.
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RESUMEN

La roca fosférica, materia prima utilizada para producir fertilizantes, puede ser fuente
de metales, radionucleidos y otras trazas debido a su composicién. La aplicacion

de fertilizantes fosfatados puede redistribuir y elevar las concentraciones tanto de
metales como de radionucleidos en los perfiles del suelo y en aguas, influyendo en su
disponibilidad y posterior transferencia a la cadena alimentaria. Conocer la proporcién
de dicha transferencia es fundamental por las implicaciones que puede tener sobre la
salud humanay animal. Este trabajo estudia las condiciones de tratamiento de muestra,
separacion radioquimica y deposicién o electrodeposicién para la cuantificacion de
polonio-210, uranio-238 y uranio-234 por espectrometria alfa para un sistema agricola
uruguayo. Ambos procesos requieren optimizacién para cada tipo de matriz a fin de
evitar el efecto de autoabsorcién, asi como posibles interferencias de otros radionucleidos
presentes en la muestra. El método fue verificado mediante la cuantificacion de
polonio-210, uranio-238 y uranio-234 en materiales de referencia del Organismo
Internacional de Energia Atémica (IAEA): suelo IAEA-447, fosfoyeso IAEA-434, espinaca
IAEA-330. Los radionucleidos fueron cuantificados en matrices ambientales y los
resultados se compararon con los obtenidos por Espectrometria de Masas con Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP-MS), mostrando resultados comparables e indicando
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que la separacién radioquimica desarrollada es adecuada para la determinacién de los
radionucleidos de uranio y polonio por espectrometria alfa en las matrices estudiadas.
Palabras clave: fertilizantes fosfatados, transferencia de radionucleidos naturales, espectrometria
alfa.

ABSTRACT

Phosphate rock, raw material used to produce fertilizers, due to its composition can be a
source of metals, radionuclides and other traces. The application of phosphate fertilizers
can redistribute and increase the concentrations of both metals and radionuclides in soil
and water profiles, influencing their availability and subsequent transfer to the food chain.
Knowing the proportion of this transfer is essential due to the implications it can have

on human and animal health. This work studies the sample treatment, radiochemical
separation and deposition/electrodeposition conditions for the quantification of
polonium-210, uranium-238 and uranium-234 by alpha spectrometry for a Uruguayan
agricultural system. Both processes require optimization for each type of matrix, to

avoid the self-absorption effect as well as possible interference from other radionuclides
present in the sample. The method was verified by quantifying polonium-210,
uranium-238 and uranium-234 in International Atomic Energy Agency (IAEA) reference
materials: IAEA-447 soil, IAEA-434 phosphogypsum, IAEA-330 spinach. These
radionuclides were quantified in environmental matrices and the results were compared
with those obtained by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), showing
comparable results and indicating that the developed radiochemical separation is suitable
for the determination of uranium and polonium radionuclides by alpha spectrometry in
the studied matrices.

Keywords: phosphate fertilizers, natural radionuclides transfer, alpha spectrometry.

RESUMO

A rocha fosfatica, matéria-prima utilizada na producdo de fertilizantes, pode ser fonte

de metais, radionuclideos e outros vestigios devido a sua composicdo. A aplicagdo de
fertilizantes fosfatados pode redistribuir e aumentar as concentragdes de metais e
radionuclideos nos perfis do solo e da dgua, influenciando sua disponibilidade e posterior
transferéncia para a cadeia alimentar. Conhecer a proporgao dessa transferéncia é essencial
devido as implicagbes que pode ter na satide humana e animal. Este trabalho estuda o
tratamento de amostras, separacdo radioquimica e condi¢des de deposicdo/eletrodeposicao
para a quantificacdo de poldnio-210, urénio-238 e uranio-234 por espectrometria alfa para
um sistema agricola uruguaio. Ambos os processos requerem otimizagdo para cada tipo

de matriz, para evitar o efeito de autoabsorcdo, bem como possiveis interferéncias de
outros radionuclideos presentes na amostra. O método foi verificado pela quantificacdo de
poldnio-210, uranio-238 e uranio-234 em materiais de referéncia da Agéncia Internacional
de Energia Atdmica (IAEA): IAEA-447 solo, IAEA-434 fosfogesso, IAEA-330 espinafre.

Esses radionuclideos foram quantificados em matrizes ambientais e os resultados
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foram comparados com os obtidos por Espectrometria de Massa por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-MS), mostrando resultados comparaveis e indicando que a separacao
radioquimica desenvolvida é adequada para a determinagdo dos radionuclideos de uranio e
poldnio por espectrometria alfa nas matrizes estudadas.

Palavras-chave: fertilizantes fosfatados, transferéncia de radionuclideos naturais, espectrometria
alfa.

INTRODUCCION

Actualmente estd fuera de discusion la relevancia del andlisis de radionucleidos en
estudios ambientales, en evaluaciones de dosis tanto de seres humanos como de biota,
en el establecimiento de estandares o guias regulatorias y en la toma de decisiones con
implicaciones sociales, econdmicas, legales y sanitarias (Vianna et al., 1995; IAEA, 2017).

En las ultimas décadas, la comunidad cientifica ha realizado numerosos estudios de
distribucion de radionucleidos naturales en el ambiente y su incidencia en poblaciones (Nisti
et al., 2015; Caridi et al., 2016; IAEA, 2017; Sostari¢ et al., 2017; Davies et al., 2018; Ba et al., 2019;
Luiz do Carmo Leal et al., 2020). Dentro de los radionucleidos naturales, el 29Po, radionucleido
natural perteneciente a la serie radiactiva natural del 238U, ha jugado un papel fundamental
por su radiotoxicidad y su comportamiento ambiental como producto de decaimiento del
222Rn (radionucleido gaseoso). Una fraccion considerable de estos estudios se centra en
la proteccion radioldgica teniendo en cuenta que el 2°Po es un emisor alfa puro con una
radiotoxicidad muy alta, con gran capacidad de bioacumulacién y fuerte afinidad por unirse
a ciertos tejidos internos de los organismos (Shaheed et al., 1997; Alam y Mohamed, 2011;
Carvalho, 2011, 2018; Fowler, 2011; Diaz-Francés, 2014; Bafiobre et al., 2020). Los is6topos
de uranio 28U y 24U también han sido objeto de diversas investigaciones en matrices
ambientales, aunque con afinidades y distribuciones muy diferentes (Guillén y Gémez, 2020;
Galhardi et al., 2020; Kumar et al., 2020; Balaram et al., 2022), con gran impacto en algunos
ecosistemas y en materiales naturalmente radiactivos, NORM (naturally occurring radioactive
material, por su sigla en inglés) (Tagamiy Uchida, 2020; Dinis y Fitza, 2021).

Dentro de los materiales naturalmente radiactivos se encuentran los fertilizantes
fosfatados, los cuales utilizan la roca fosférica como materia prima para su produccion
y cuya aplicacién puede aportar indirectamente metales (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Zn),
metales pesados (Cd, Hg, Pb), radionucleidos de las series radiactivas del 28U y 232Th y sus
descendientes, asi como otros componentes (Kratz et al., 2011; Smidt, G. A., 2012).

La aplicacién prolongada de fertilizantes fosfatados y sus derivados puede redistribuir
y elevar las concentraciones de metales pesados y radionucleidos en los perfiles del suelo
y en aguas de lixiviado y escorrentia de riego de las tierras fertilizadas. Eso influye en la
disponibilidad de estos elementos y radionucleidos, y en su posterior transferencia a la
cadena alimentaria humana. Por eso resulta de gran importancia conocer la proporcién
de dicha transferencia debido a las implicaciones para la salud humana y animal.

Los resultados internacionales muestran una enorme variacion de la concentracion
de actividad de los radionucleidos naturales en los fertilizantes fosfatados, dependiendo
de la formulacién y del origen del fertilizante, y revelan también un impacto variado en
suelos, agricultura y poblaciones. Las variaciones se deben, entre otros factores, al tipo de
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sueloy a sumanejo (Abbady et al., 2005; Attallah et al., 2019; Boumala et al., 2018; Bramki
et al., 2018; Dutra Garcéz et al., 2018).

En Uruguay, los suelos son deficitarios en fésforo, por lo que para obtener rendimientos
altos de cualquier cultivo se deben enriquecer con fertilizantes fosfatados. Segun datos de
la Direccién General de Servicios Agricolas (DGSA) del Ministerio de Ganaderia Agricultura
y Pesca (MGAP) y publicados por el Ministerio de Desarrollo Social (MIDES), en 2019 se
importaron aproximadamente 97 mil toneladas de fosfato de amonio (DPA), 90 mil
toneladas de fosfato monoamaénico (MAP), 21 mil toneladas de superfosfato triple, 323 mil
toneladas de urea y 605 mil toneladas de otros fertilizantes, totalizando mas de un millén de
toneladas de fertilizantes (Uruguay. Ministerio de Desarrollo Social, s.d.). Debido al elevado
uso de los fertilizantes fosfatados en Uruguay, es necesario estudiar la concentracién
de radionucleidos naturales, en especial 2°Po y uranio (38U y 224U) en los fertilizantes, asi
como también el posible impacto en sistemas agricolas. Para ello es imprescindible contar
con una técnica analitica confiable en las diferentes matrices. Este trabajo sintetiza la
implementacién y optimizacion de la técnica radioquimica para la evaluacién de elementos
emisores alfa (U y Po) en algunas matrices de sistemas agricolas nacionales: fertilizantes,
suelo, agua de lixiviado y espinaca, por primera vez en un laboratorio de Uruguay.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

El patrén de 209Po se prepar6 a partir de una disolucion certificada de 20°Po (National
Physical Laboratory, Teddington, UK), de concentracion de actividad = 10,49 + 0,08 Bg/g
y utilizando acido clorhidrico (HCI) 2 mol L preparado a partir de HCl 37% v/v (Carlo Erba,
Val-de-Reuil, Francia).

El patrén de 232U se prepard a partir de una disolucién estandar certificada
de 232U (National Physical Laboratory, Teddington, UK), de concentracién de
actividad = 10,18 + 0,08 Bg/g y utilizando &cido nitrico (HNOs) 2 mol L preparado a partir
de HNO; 69,5 % v/v (Carlo Erba, Val-de-Reuil, Francia).

Para la calibracién en energias se utiliz6 una fuente triple certificada de 2Am (100 Bq,
ty2: 432,6 afios, 5485,7 keV (84,8 %), 5442,8 keV (13,1 %)), 2’Np (150 Bq, t1,,: 2,14 x 106 afios,
47881 keV (47 %), 4771,4 keV (23 %)) y 2¢Cm (100 Bq, t,»: 18,1 afios, 5804,7 keV (76,9 %),
5762,6 keV (23,1 %)). Eckert & Ziegler. Fecha de referencia 21/07/2015.

Se utilizé una disolucién de FeCl; (5 mg L Fe*3) preparada a partir de reactivo de hierro en
agua tipo 1, y HCI 1.5 mol L preparado a partir de HCI 37 % v/v (Carlo Erba, Val-de-Reuil, Francia).

Ademas se emplearon los siguientes reactivos: acido fluorhidrico (HF, 40 %), acido
sulfarico (H,SO,, 96 %), acido L(+) ascérbico y amoniaco (NH,OH, 30 %), todos de la marca
Carlo Erba (Val-de-Reuil, Francia); tributilfosfato (TBP) (Acros Organics, Alemania) y xileno
(Sigma Aldrich, St Louid, Estados Unidos).

Se empled agua ultrapura de resistividad 18,2 MQcm (ASTM Tipo I), obtenida mediante
un purificador Thermo Scientific Barnstead Smart2Pure.
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Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica o superior. El material
empleado se descontaminé previamente utilizando acido nitrico 8 mL"y luego se enjuagd
exhaustivamente con agua ultrapura.

Equipos utilizados

En la etapa de pretratamiento de muestras sélidas se utilizé un molino de bolas (Planetary
Ball Mill BM6 Pro) para la molienda, y un horno microondas Analtytiklena TOPWAVE para
la digestién acida de las muestras, provisto con 8 vasos del tipo CX100.

Para la preparacion de la fuente de 2'°Po se utiliz6 el sistema de autodeposicién
descrito por Diaz-Francés (Diaz-Francés, 2014).

Para la preparacion de la fuente de uranio fue necesario implementar el sistema
de electrodeposicion. Para ello se realizé el disefio y la construccién de las celdas de
electrodeposicién en base a referencias presentes en la literatura (Hallstadius, 1984; Jobbagy
et al., 2012; Diaz-Francés, 2014). En la Figura 1 se muestra el sistema de electrodeposicion
de forma detallada. El sistema consta de un soporte con contacto eléctrico para las
planchetas de acero inoxidable, impreso en 3D en PETG (dicho polimero fue seleccionado
debido a su resistencia térmica), conectores a la fuente de voltaje y el vaso o la celda de
electrodeposicion con la tapa soporte de electrodo, mecanizados en teflén ya que dicho
vaso debe ser inerte al ataque de los reactivos utilizados y ademas el teflén presenta
buena resistencia térmica a la temperatura de trabajo. El electrodo es de platino 95 % 22GA
(0,635 mm), de aproximadamente 400 mm?, el cual se construy6 en forma de espiral de
25 mm de didmetro, de acuerdo con lo recomendado en la literatura (Jobbdgy et al., 2012).

Para la medida de la actividad radiactiva de uranio y polonio (fuentes) se utilizé un
espectrémetro Alpha Duo de Ortec, equipado con detectores de silicio tipo PIPS (area
activa de 900 y 450 mm?).

FIGURA 1. Imagen del sistema de electrodeposicion, a) sistema de electrodeposicién

completo formado por la fuente de voltaje y la celda de electrodeposicién; b)
componentes del sistema de electrodeposicion formado por: (1) base con conectores
(2), (3) tapa inferior, (4) cuerpo de la celda de electrodeposicién, (5) tapa/soporte del
electrodo; c) Vista de la plancheta situada en la base de la celda.

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2023, N.° 25 (€634)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

30


https://orcid.org/0009-0004-5910-7184
https://orcid.org/0000-0003-1193-9825
https://orcid.org/0000-0001-7283-757X
https://orcid.org/0000-0002-1912-9520
https://orcid.org/0000-0002-8914-9367
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/623

BANOBRE, NOGUERA, REBOULAZ, BENTOS-PEREIRA, FORNARO
METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE POLONIO Y URANIO EN SISTEMAS... DOI: 10.26461/25.06

Materiales de referencia

El método utilizado en este trabajo fue verificado mediante el andlisis de materiales de
referencia certificados del Organismo Internacional de Energia Atdmica (IAEA).

El IAEA-447 es un material de referencia disefiado para la determinacion de
radionucleidos antropogénicos y naturales en suelo, entre ellos 2'°Po (valor medio
423 + 10 Bg/kg), 238U (valor medio 22,2 + 0,8 Bg/kg) y 24U (valor medio 21,8 + 0,8 Bg/kg).
EI TAEA-330 es un material de referencia certificado para radionucleidos en espinaca
en polvo con un valor medio para 238U de 0,95 + 0,05 Bg/kg, y de 1,02 + 0,07 Bg/kg para
234, Por Ultimo, el IAEA-434 es un material de referencia de radionucleidos presentes en
fosfoyeso, certificado para 2°Pb (con un valor medio de 680 + 58 Bg/kg), 238U (con un valor
medio de 120 + 11 Bq/kg) y 224U (con un valor medio de 120 + 9 Bg/kg).

Muestras ambientales de un sistema agricola

El método optimizado y verificado se aplicé a algunas de las matrices que pueden
conformar un sistema agricola: fertilizantes utilizados en Uruguay, agua gravitacional con
lixiviado (o agua de lixiviado), suelo tratado con fertilizante para su posterior cultivo, y
cultivos de espinaca.

Se analizaron 8 muestras de fertilizantes disponibles en el mercado con diferentes
composiciones quimicas: fosforita, fosfato de amonio, NPK y super triple. Las muestras de
suelo analizadas, un total de 8, se obtuvieron en 2 zonas con caracteristicas fisicoquimicas
diferentes. El muestreo de una parte de las muestras se realiz6 en suelos de una zona
agricola (hortofruticola) de Canelones, mientras que otras muestras de suelo proceden de
una zona con poca produccién agricola en el Departamento de Rocha. Para la obtencion de
las muestras se utilizé un muestreador manual de suelo, con una profundidad de 20 cm.

También se analizaron 8 muestras de agua de lixiviado procedentes de suelos
previamente fertilizados y donde se sembro¢ espinaca, que posteriormente fue cosechada.

Las muestras de agua de lixiviado fueron colectadas en bidones de 5 L de polietileno
tereftalato (PET), filtradas a través de un filtro de 0,45 pm de tamafio de poro para
eliminar sélidos en suspension, y acidificadas con acido clorhidrico (HCI 37 % v/v) hasta
obtener un pH entre 1y 2.

Las muestras de suelo, fertilizantes y espinaca se secaron en estufa a 60 °C, hasta
obtener una masa constante. Posteriormente, se molieron, tamizaron y guardaron en
bolsas herméticas debidamente etiquetadas. La masa de las muestras fue registrada
antes y después del secado, para poder calcular el porcentaje de humedad.

Procedimiento analitico

Las concentraciones de actividad de 210Po, 34U y 238U fueron determinadas por
espectrometria alfa, y adicionalmente para las muestras de fertilizantes fue realizada
la caracterizacion elemental mediante Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-MS) en un laboratorio externo.

Para la determinacion por espectrometria alfa es necesario aplicar un procedimiento
radioquimico especifico para cada matriz, que permita separar y aislar quimicamente
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los radionucleidos de interés y depositarlos (en caso del polonio) o electrodepositarlos
(para el uranio) en finas capas a fin de evitar la autoabsorcidn y la interferencia con

otros radionucleidos con energias de emisién similares. En general, se puede resumir el
procedimiento radioquimico en las siguientes etapas: a) pretratamiento de la muestra, b)
separacion radioquimica, c) preparacion de la fuente alfa de medida, y d) medida de la
fuente mediante espectrometria alfa.

Dependiendo del tipo de matriz, la etapa de pretratamiento de la muestra difiere
mientras que la separacion radioquimica y la preparacién de la fuente alfa siguen el
mismo método para todas las matrices. A continuacion, se detalla cada una de las etapas
aplicadas a diferentes matrices:

a) Pretratamiento de la muestra

Esta etapa tiene como objetivo la concentracion (en caso de muestras liquidas) o
disolucién (para muestras sélidas) de los radionucleidos de interés, que suelen ir
acompafiados de otros radionucleidos que posteriormente seran eliminados.

Ademas, en esta primera etapa se afiade una actividad conocida de 232U y 209Po, que
son los trazadores internos de los isétopos de uranio y polonio respectivamente, y
permiten calcular el rendimiento quimico del proceso.

En las muestras de agua se tomoé un volumen entre 0,5y 1 L, se afiadié una cantidad
conocida de los trazadores 232U y 209Po, y se llevé a cabo la coprecipitacién de los actinidos
(U, Th) y Po con hidréxido de hierro en medio basico (Holm y Fukai, 1977; Bolivar, 1995). El
precipitado se separd de la fase acuosa mediante centrifugacion.

En el caso de las muestras de agua de lixiviado, fue necesario optimizar esta etapa
debido al elevado contenido de materia organica ya que genera interferencias y reduce
el rendimiento quimico del proceso. Una vez afiadidos los trazadores, las muestras se
concentraron mediante evaporacién en plancha a 80 °C, y se digirieron utilizando H,0,
(200 vol). Una vez eliminada la materia organica, se afiadieron 4 mL de FeCl; (5 mg L' Fe*3)
y se ajust6 el pH entre 8-9 mediante la adiciéon de amoniaco concentrado (NH,OH, 30 %),
produciéndose la precipitacién del Fe(OH); y la coprecipitacién de polonio y actinidos.

En el caso de las muestras sélidas, se llevé a cabo una digestién acida asistida por
microondas utilizando un equipo digestor AnaltytikJena TOPWAVE. Se pesaron 0,5 g de
muestra (fertilizante, suelo o espinaca) en los vasos de reaccién del equipo de microondas
y se agregaron 5 mL HCl (37 %), 2 mL de HNO; y 1 mL de HF (40 %). La digestion total de
las muestras se realizd aplicando programas especificos para cada matriz. Después de la
digestion, la solucion obtenida se llevd casi a sequedad y finalmente se diluyd con agua tipo
1, realizando la coprecipitacion de los actinidos y polonio con hidréxido de hierro en medio
basico. Esta Ultima etapa es similar a la realizada en las muestras de agua de lixiviado.

En las muestras de suelo con alto contenido en materia organica y en las muestras de
fertilizante fue necesario afiadir H,0,(200 % vol) antes de llevar a cabo la coprecipitacion
de Uy Po.
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b) Separacién radioquimica

La separacion y el aislamiento de los radionucleidos presentes en las muestras se realizd
mediante la técnica de extraccidn liquido-liquido (Vera et al., 2002), empleando diferentes
solventes como tributilfosfato (TBP), xileno + acido clorhidrico (HCI, 37 % v/v) y agua tipo 1,
para conseguir la separacién secuencial de polonio, torio y uranio respectivamente (Holm

y Fukai, 1977). En la Figura 2 se muestra un esquema del método de separacién secuencial
aplicado. La fraccion de torio, a pesar de no ser de interés en este trabajo, debi6 ser separada
porque algunas zonas de su espectro alfa podian solaparse al espectro alfa del uranio.

Muestra liquida Muestra sélida
(Preacondicionada) (Preacondicionada)
Afadir patrén
(209Pg, 232, 229Th)
Coprecipitacion Digestion 4cida
de Po con Fe3* (Microondas)

| ) Preconcentraciény ¢ |
disolucién en HNO; (8M)

Fase
TBP + HNO; (8M) = inorganica
* contiene Po

Fase
Xileno + HCI (1,5 M) = inorganica
contiene Th

Fase
H,O destilada = inorganica
contiene U

FIGURA 2. Esquema de la separacién secuencial de Po, Th y U en diferentes matrices.
c) Preparacion de la fuente alfa

La fraccion que contiene polonio se evapor6 hasta sequedad y el residuo obtenido se
disolvié en 5 mL de HCI (37 %) para pasar a medio clorhidrico. Este paso de evaporacion se
repitié dos veces mas y el residuo final se redisolvié en 50 mL de HCI 1,5 M (preparado a
partir del HCI concentrado 37 % v/v). Se afiadi6 0,1 g de acido ascérbico para la reduccién
de Fe*3y Cr+, evitando asi posibles interferencias.

Se utilizaron planchetas de plata para la autodeposicién de polonio durante 4 horas
en HCI 1,5 M, y a una temperatura maxima de 80 °C siguiendo la técnica de Flynn (Flynn,
1968). La adicién de acido ascérbico evita el recubrimiento de hierro sobre la hoja de plata.
Ademas, el proceso de autodeposicion también aisla el polonio de otras interferencias
potenciales y lo prepara para ser medido mediante espectrometria de particulas alfa.

La fraccion de uranio, una vez aislada, se llevo a residuo seco y se redisolvié en
H,S0, (96 %) para su electrodeposicién en planchetas de acero inoxidable siguiendo
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el método de Garcia-Tenorio y Hallstadius (Hallstadius, 1984; Garcia-Tenorio, 1986). La
electrodeposicidn se basa en la deposicién forzada de uranio gracias a la electrolisis sobre
una plancheta de acero inoxidable.

La electrolisis se realizé en medio sulfdrico afiadiendo 1 mL de sulfato sédico para
evitar la adsorcion de los actinidos en las paredes de la celda de electrodeposicion. La
induccién de corriente por la disolucién se produce creando una diferencia de potencial
entre la plancheta metalica (catodo) donde se depositan los radionucleidos que se van a
medir y un alambre de platino (dnodo) que se sitda a una distancia de aproximadamente
5 mm de la plancheta. La corriente provoca la deposicidn de los radionucleidos de interés
sobre la superficie de la plancheta que queda expuesta a la disolucion (electrolito) en la
celda de electrodeposicidn (Diaz-Francés, 2014).

Las condiciones optimizadas para la electrodeposion del uranio fueron las siguientes:
voltaje 7V, intensidad 1,2 Ay 5 mm de separacion entre la plancheta y el alambre de
platino. La electrodeposicidn se llevé a cabo durante 1 hora.

d) Medidas de las fuentes de polonio y uranio

Se definieron los siguientes parametros para el correcto funcionamiento del
espectrometro alfa Alpha Duo, Ortec: voltaje aplicado de 50 V, vacio generado en la
camara de 500 mTorr, rango de energia empleado aproximado de 3 a 8 MeV.

Para determinar la actividad mediante espectrometria alfa fue necesario realizar una
calibracion del sistema en energia y eficiencia. Para la calibracién en energia se utilizé
una fuente triple certificada de 2Am, 27Np y 244Cm, cuyas energias estan en el rango de
interés de los isétopos de uranio y polonio estudiados. Para la calibracién en eficiencia de
cada detector se preparé una fuente de 209Po con la misma geometria que las muestras
a medir, depositando 200 pL de 209Po (concentracién de actividad = 10,49 + 0,08 Bg/g) en
una plancheta de plata y dejando evaporar a temperatura ambiente.

Las fuentes preparadas se midieron en el espectrometro alfa ente 3y 5 dias,
dependiendo de la actividad de las muestras, hasta obtener un error relativo menor al 10 %.

La actividad minima detectable (MDA) para una medida realizada por espectrometria
alfa se calcula a partir del limite de deteccién en cuentas (Lp), la eficiencia de recuento
de deteccion (g), el tiempo de conteo por muestra (t) y el rendimiento quimico (Rq) ,
siguiendo la expresién (Mantero, 2013):

Lp
MDA= ———— (1)
I-E-T-Rg

Suponiendo una recuperacion quimica media del 50 %, la actividad minima detectable
(MDA) con un nivel de confianza del 95 % fue alrededor de 0,5 mBqg/kg para los diferentes
radionucleidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacion del método

Para comprobar la idoneidad del método se evalué el rendimiento quimico en cada
muestra mediante la técnica de dilucién isot6pica, determinando la recuperacién del
trazador afiadido al comienzo del procedimiento. La Figura 3 refleja la frecuencia (nimero
de muestras) frente al rendimiento quimico (agrupado en incrementos del 10 %) para el
polonio y uranio en las muestras analizadas.

Los promedios del rendimiento quimico fueron de 69 + 7 % para el analisis de polonio
y 46 + 10 % para el uranio, obteniendo el mejor desempefio para la determinacion
de polonio. Los resultados obtenidos son similares a los reportados en la bibliografia
(Hurtado-Bermudez, et al., 2017; Mantero et al., 2019).

Podemos confirmar que las modificaciones realizadas en la etapa de pretratamiento
de muestras permiten aplicar el método en muestras complejas. Sin estas modificaciones,
el alto contenido en materia organica dificulta la separacion de los radionucleidos,
obteniéndose rendimientos quimicos muy bajos.

Polonio Uranio
w14 4 w12 4
o o
n B 0
é 12 é 10 4
@ 10 ] 8 4
° 8 4 <
[} [
6 -
E 6 E
£ g,
S 44 =
5] 5]
z 2 s 2
o o
o 0 - [V 0 -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Rendimiento quimico (%) Rendimiento quimico (%)

FIGURA 3. Histograma con rendimientos quimicos (%) para los elementos Po (izquierda) y
U (derecha) en muestras pertenecientes a un sistema agricola.

Verificacion del método
En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de materiales de

referencia certificados de la IAEA, permitiendo la verificacién del método. Los resultados
estan de acuerdo con los certificados dentro de la incertidumbre calculada.
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TABLA 1. Resultados obtenidos al analizar tres materiales de referencia de la IAEA, siendo
“A Lab" los valores de concentracién de actividad (Bg/kg) obtenidos en el laboratorio al
aplicar el método verificado y “A Referencia”, los valores de concentracién de actividad

(Bg/kg) reportados en el material de certificado.

Material de referencia Matriz Radionucleido A Lab (Bg/kg) A Referencia (Bq/kg)

210pg 2851+7,3 289+ 20
IAEA-447 Suelo 28y 21,7+£1,1 22,2408

24 20,6+1,1 21,8+0,8

210pg 611,7 £ 18,1 680 + 58
IAEA- 434 Fosfoyeso 28 116,9+4,5 120+ 11

64y 117,3+4,6 1209

28 0,98 + 0,09 0,95+ 0,05
IAEA - 330 Espinaca

4y 1,05+0,11 1,02+0,07

Determinacion de polonio y uranio
en muestras de un sistema agricola

Después de la verificacion del procedimiento, el método de separacion secuencial de
radionucleidos que se describe en este trabajo fue aplicado a diferentes matrices de un
sistema agricola: fertilizantes, suelos de cultivo, agua gravitacional con lixiviado y espinacas.
En la Tabla 2 se muestran las concentraciones de actividad de polonio y uranio
obtenidas en 8 muestras de fertilizantes utilizados en Uruguay. Los resultados obtenidos
se encuentran por encima de la MDA para los tres radionucleidos de interés, y la
amplitud del rango depende principalmente del tipo y origen del fertilizante. Los valores
encontrados son del mismo orden que los reportados en la bibliografia (Plaza et al., 2006).

TABLA 2. Concentracion de actividad de 21°Po (Bqg/kg), 28U (Bg/kg) y 34U (Bg/kg) en
muestras de fertilizantes comercializados en Uruguay, en peso seco.

Fertilizante 210po (Bq/kg) 23U (Bq/kg) 24y (Bg/kg)
Fert-1 3325+£11,3 555,6 + 20,7 593,9+22,0
Fert-2 425,2+10,2 1922,9 +45,5 1938,9+45,9
Fert-3 152,6 £4,2 662,4 +18,0 686,1+18,6
Fert-4 373+1,9 80,0£2,5 84,7+2,7
Fert-5 78+0,9 732,6+19,4 748,2+19,8
Fert-6 11,8+09 195,0+5,6 212,5+6,0
Fert-7 434,4+10,0 646,8 + 16,8 650,3+16,9
Fert-8 368,5+8,9 489,4+11,4 482,8+11,3
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Los resultados de 238U (Bg/kg) obtenidos en fertilizantes por espectrometria alfa
fueron comparados con los valores de U en ppm obtenidos por Espectrometria de Masas
con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS). Estos valores se pueden comparar ya que,
dada la abundancia isotépica del uranio natural, casi el 100 % del uranio reportado por la
técnica de ICP-MS es de hecho 238U, pudiendo convertir los ppm de uranio a Bg/kg.

La Figura 4 muestra esta comparacién en un conjunto de 8 fertilizantes, mostrando
una buena concordancia entre técnicas (con r2 = 0,9982), aunque es evidente que para
asegurar esta correlacidn se necesita una muestra de mayor numero de fertilizantes y un
mas profundo tratamiento estadistico.

2200
2000 -| y = 1,0459x + 4,9276 Boa
1800 4 R2=0,9982

1600
1400
1200
1000
800 a*

281 via ICP-MS (Bq/kg)

600 | L
400 A
200 4 .=

0

0 500 1000 1500 2000

238U via espectrometria alfa (Bq/kg)

FIGURA 4. Comparacion de la actividad de 238U determinada mediante espectrometria alfa
y con ICP-MS en muestras de fertilizantes.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para las muestras de agua de
lixiviado, suelos y espinacas.

Los valores mas bajos de concentracién de actividad se obtuvieron en las muestras
de agua, con rangos desde 0,68 + 0,10 a 11,3 £ 0,5 mBqg/kg para el 2°Po, 0,94 + 0,15 a
29,7+ 4,3 parael 28U yentre1,2+0,2y 36,7 + 5,1 mBg/kg para el 24U, encontrandose
un desequilibrio entre el 234U y 238U, lo que suele reportarse en la literatura (Ivanovich y
Harmon, 1992; Mantero et al., 2019).

Los valores de concentracién de actividad obtenidos en las muestras de suelo en peso
seco oscilaron entre 33,2 + 3,8 y 214 + 14 Bq/kg para el 2°Po, 9,5 £ 1,1y 14,6 £ 1,1 Bg/kg
parael 28Uy 11,3+1,0y14,9 + 1,3 Bg/kg para el 224U, dependiendo del tipo de sueloy la
concentracion y el fertilizante aplicado, siendo del mismo orden que los reportados por
Al-Masri et al. (2008).

En el caso de las hojas de espinaca, los valores de 2°Po variaron entre 11,4 £ 0,8
y 17,1+ 0,8 Bg/kg de peso seco. Para el uranio, las concentraciones oscilaron entre
0,3+0,1y 0,4+ 0,1 Bg/kg de peso seco de 228Uy 0,4+ 0,1y 0,6 + 0,1 Bg/kg de peso seco
de 234U. En todos los casos, los valores obtenidos son superiores al MDA y coinciden con
otros estudios publicados en espinaca (Diaz-Francés, 2014). En este caso, el aumento
de las concentraciones de 20Po se debié al hecho de que la principal fuente de 21°Po
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es atmosférica como fruto de la descomposicion del gas radén y de sus productos de
descomposicién como 219Po y 210Pb (Al-Masri et al., 2008; IAEA, 2017).

TABLA 3. Concentracion de actividad de 21°Po, 238U y 234U en muestras de agua de lixiviado
(mBg/kg), suelo (Bg/kg, peso seco) y espinaca (Bg/kg, peso seco).

Matriz 210po (Bq/kg) 23U (Bq/kg) 24y (Bg/kg)
28+0,2 09+0,1 1,2+0,2
3,102 1,3+£0,2 1,6+0,2
11,3+0,5 38+03 45403
Agua de lixiviado 43+0,3 1,240,2 1,5+0,2
(mBarkg) 0,7£0,1 58406 5705
52%0,3 29,7+43 36,7+5,1
1,0£0,1 57106 59+0,6
59+04 51+0,3 47403
333%1,6 9,5+1,1 123+1,2
214,0+6,0 11,2+£0,9 139+11
359+2,1 11,7+1,0 11,3+£1,0
396+1,9 121+11 11,9+£11
Suelo (Bg/kg)
383114 12,8112 149+1,3
37,723 146+11 140+1,0
332+38 13,209 11,4+0,9
40,7+1,9 16,7+1,3 11,9+1,2
11,4108 0,3+0,1 0,6+0,1
Espinaca (Bg/kg) 17,1108 041+0,1 06+0,1
124+1,3 0,3+ 0,1 04+0,1
CONCLUSIONES

Se optimiz6 e implementd la separacién radioquimica de radionucleidos en matrices
complejas.

Los resultados obtenidos en los patrones certificados de la IAEA son comparables
con los valores certificados, indicando que la separacién radioquimica desarrollada
es adecuada para la determinacién de los radionucleidos de uranio y polonio por
espectrometria alfa en las matrices estudiadas. Como trabajo futuro se espera aplicar
estas metodologias a otras matrices de interés.
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RESUMEN

Existe una creciente preocupacion respecto al contenido de cadmio (Cd) en los productos
derivados del cacao, como la cocoa en polvo; lo que ha llevado al establecimiento de
valores de ingesta maxima tolerable de este metal y a la disminucién de los niveles
maximos (NM) aceptados. En este sentido, es necesario realizar un control sobre los
niveles de Cd en estos alimentos, contando con métodos analiticos confiables y amigables
con el medio ambiente. Con ese objetivo se desarroll6 y validé un método analitico para la
determinacién de Cd en cocoas puras y en su preparacion con leche, la forma de consumo
mas popular en nuestro pais. El método resulté adecuado para el fin definido y presenté
como ventaja un menor consumo de acidos concentrados que el método de referencia de
la AOAC International (2016b). Se aplicé para un sondeo del contenido de Cd en muestras
disponibles en el mercado local de Montevideo, Uruguay. Si bien todas las muestras
tuvieron concentraciones detectables de Cd, resultaron inferiores al NM establecido.

Palabras clave: contaminantes inorganicos, espectrometria atdmica, seguridad alimentaria.
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ABSTRACT

There is a growing concern regarding the cadmium (Cd) levels in cacao products and
cocoa derivates. This concern led to the establishment of a tolerable intake and to
decrease of the maximum levels (ML). For this reason, levels of Cd on these foods need to
be monitored and it is necessary to have reliable and environmentally friendly analytical
methods. To fit with this purpose, an analytical method for the determination of Cd in
cocoa powder and its preparation with milk was developed and validated. The method
turned out to be adequate for the objectives, with the advantage of a minor consumption
of acid during the sample preparation that the AOAC International (2016b). This method
was applied for the determination of Cd concentration in samples from the local market
in Montevideo, Uruguay. Although all samples have a detectable Cd concentration, all
where bellow the maximum levels accepted.

Keywords: inorganic contaminants, atomic spectrometry, food safety.

RESUMO

Nos ultimos anos tem aumentado a preocupacdo respeito ao contedido de cadmio (Cd)
nos produtos derivados do cacau, como por exemplo, o cacau em pé. Essa preocupagao
levou a fixar uma ingesta maxima toleravel do metal e a diminuir os niveis maximos (NM)
aceitos. Por esses motivos, torna-se necessaria a realizagdo de controles dos niveis de Cd
nos alimentos mencionados, e para isto, contar com metodologias analiticas de confianca
e amigdveis com o meio ambiente. Com esse objetivo se desenvolveu e validou uma
metodologia para a determinacdo de Cd em cacau em p6 puro e preparado com leite,
principal forma de consumo no nosso pais. A metodologia provou-se adequada para o
fim proposto e apresentou como vantagem um menor consumo de acidos concentrados
em comparagdo com a metodologia oficial da AOAC International (2016b). A metodologia
foi aplicada na realiza¢do de uma sondagem da quantidade de Cd em amostras do
mercado local da cidade de Montevideu, Uruguai. Embora todas as amostras tiveram
concentragdes detectaveis de Cd, todas foram inferiores ao NM estabelecido.
Palavras-chave: contaminantes inorganicos, espectrometria atbmica, seguranca alimentar.

INTRODUCCION

El cacao (fruto de la planta Theobroma cacao L.) y sus productos derivados son
ampliamente consumidos a nivel mundial. El cultivo del cacao es una practica tradicional
y de suma relevancia para el comercio en varios paises de América Latina y el Caribe (LAC)
(Alcivar et al., 2022). Esta practica se realiza desde Brasil hasta México y ocupa cerca de 1,8
millones de hectdreas en la regién (Sanchez Arizo et. al, 2019).

El consumo regular y moderado de cacao o sus derivados ha sido relacionado con
beneficios para la salud debido a su alto contenido de polifenoles, como los flavonoides.
Se ha reportado que su ingesta tiene un papel relevante en la prevencion y el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, y sobre la resistencia a la insulina, entre otros efectos
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benéficos (Hooper et al., 2012). Sin embargo, existe preocupacion respecto al aporte a la
dieta humana de metales potencialmente tdxicos que podrian contener estos alimentos,
ya que la planta de donde se obtiene el cacao es capaz de acumular diversos metales
(Chavez et al., 2016). Un contaminante inorganico que ha ganado relevancia en los tltimos
afios es el cadmio (Cd), cuya presencia en las distintas partes de la planta ocurre en

mayor o menor medida, dependiendo de factores como el tipo de suelo y la utilizacién de
fertilizantes fosforados, entre otros (Gramlich et al., 2017).

El Cd es un metal que no tiene ninguna funcién biolégica en los seres vivos. Esta
presente en el ambiente debido al aporte de fuentes naturales, como la actividad
volcanica, y fuentes antropogénicas, como la quema de combustibles, la mineria, la
manufactura y el uso de fertilizantes que contienen Cd (World Health Organization, 2019).
También se utiliza en la industria de pinturas, plasticos, soldaduras y compone las baterias
de niquel-cadmio (Alcivar et al., 2022).

La ingesta es la principal via de exposicidn al Cd. Y si bien la absorcién gastrointestinal
de este elemento es baja -aproximadamente 5 % (Godt et al., 2006; Vanderschueren et al.,
2022)-, la preocupacién respecto a este contaminante ha crecido en los ultimos afios.

La exposicién crénica al metal puede causar dafios en los rifiones, huesos y pulmones
debido a su similaridad con otros metales como zinc y calcio, pudiendo afectar sus
metabolismos (Godt et al., 2006).

Desde hace algunos afios existe una gran controversia respecto a la contribucion de
la cocoa en polvo y otros productos derivados del cacao a la exposicién alimentaria al Cd,
sobre todo en nifios, quienes son los principales consumidores de este tipo de productos.
Mientras que en 2013 el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) (World Health Organization y FAO, 2013) concluyé que los productos derivados
del cacao no tienen una contribucién relevante de Cd a la dieta, otro organismo europeo
como la European Food Safety Authority (EFSA) publicé el afio anterior un informe
donde se afirma que si lo hacen (European Food Safety Authority, 2012; World Health
Organization y FAQ, 2013).

Debido a esto, la EFSA establecié una ingesta semanal tolerable de 2,5 pg Cd kg~
de peso corporal. Por otra parte, el JECFA instaurd un valor provisional mensual mucho
menos severo de 25 pg Cd kg de peso corporal (resultando una ingesta semanal
tolerable de aproximadamente 6 pg Cd kg de peso corporal).

En 2014, la Comisién Reguladora de la Unidn Europea establecié niveles maximos
(NM) permitidos de Cd en productos derivados del cacao (European Commission, 2014).
Estos NM fueron adoptados por el Codex Alimentarius algunos afios mas tarde (Codex
Alimentarius Commission, 2018).

Recientemente, el Codex Alimentarius, mediante el Comité de Contaminantes
en Alimentos, disminuyd aun mas los NM de Cd en productos derivados del cacao,
entre ellos la cocoa en polvo. Se fijé un limite maximo de 2 mg Cd kg-' en cocoa que
contenga o declare 100 % del total de sélidos de cacao sobre la base de materia seca
(Codex Alimentarius Commission, 2021a). Esta reduccién en el NM causé nuevamente
controversia debido al aumento en la taza de rechazo de las exportaciones, y sus
consecuencias para el mercado y para los paises productores de cacao, principalmente
para los exportadores de LAC (Codex Alimentarius Commission, 2021b).
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La discusion generada en torno a los nuevos niveles evidencid la falta de datos
cientificos sobre el contenido de Cd en productos derivados del cacao y su aporte a
la ingesta total. La necesidad de contar con estos datos demuestra la relevancia del
desarrollo de métodos analiticos confiables para estas determinaciones.

Este trabajo presenta el desarrollo y la validacién de un método analitico para la
determinacién de Cd en cocoa en polvo y una evaluacion preliminar de la concentracién
de Cd en cocoas presentes en el mercado local de la ciudad de Montevideo, Uruguay. Por
otra parte, teniendo en cuenta que la cocoa en polvo no es consumida directamente y que
su principal forma de consumo es en preparaciones con leche, se realiz la determinacién
de Cd en una mezcla de cocoa con leche para realizar una estimacién primaria de la
transferencia de Cd a una preparacién de leche chocolatada.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Los patrones de calibracién se prepararon a partir de una disolucién estandar de Cd
comercial para absorcién atémica de 1000 mg L (Fluka, NY, USA) y utilizando acido nitrico
(HNOs) 4,5 mol L, preparado a partir de HNO; 67 % v/v (Merck, Darmstadt, Alemania).

Se utilizé una disolucién de Pd(NOs), 500 mg L' como modificador de matriz, preparada
a partir de una disoluciéon comercial de Pd(NOs), 10 g L' (Merck, Darmstadt, Alemania).

Se empled agua ultrapura de resistividad 18,2 MQcm (ASTM Tipo I), obtenida mediante
un purificador Millipore Direct-Q 3 U (Millipore, Bedford, MA, USA).

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica o superior. El material
empleado se descontamind previamente utilizando acido nitrico 10 % v/v y se enjuagé
exhaustivamente con agua ultrapura.

Muestras

Se analizaron 5 muestras de cocoa en polvo que cumplian con la definicidn de “cocoa
en polvo que contiene o declara el 100 % del total de sélidos de cacao sobre la base de
materia seca, lista para el consumo”, disponibles en el mercado local de la ciudad de
Montevideo, Uruguay.

Tratamiento de muestras

Cocoa preparada con leche

La leche chocolatada se prepar6 siguiendo las indicaciones de preparacion sugeridas en
los paquetes de las muestras, 3 g de polvo de cocoa se disolvieron en 50 mL de leche

entera a 60 °C, se homogeneizd y se dejé llegar a temperatura ambiente. Posteriormente
se realiz6 la toma en peso correspondiente para la digestion.
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Digestion

Se realizé una digestion acida asistida por microondas utilizando un equipo digestor
CEM, Mars 6, provisto con 12 vasos del tipo Easy Prep Plus® (Matthews, NC, USA). Se
pesaron 0,5 g de muestra (cocoa en polvo en base tal cual o cocoa preparada como leche
chocolatada) en los vasos de reaccién del equipo de microondas y se agregaron 10mL de
HNO; (4,5 mol L"). La digestion de muestras complejas utilizando acido diluido ha sido
previamente reportada por nuestro grupo de investigacion, como una alternativa al uso
de reactivos concentrados, disminuyendo asi la cantidad y peligrosidad de los residuos
(Machado et al., 2016, Pistdn et al., 2019, Iaquinta et al., 2021).

Se utilizé un método de digestién disefiado para alimentos provisto por el equipo.
Consiste en una rampa de calentamiento que alcanzé una temperatura de 210 °Cy
luego se mantuvo a esta temperatura durante 15 min. Después del enfriado se realizé
un transvase cuantitativo del producto de la digestidn y se llevé a un volumen final de
13,00 mL con agua ultrapura.

Determinacion de cadmio

Las determinaciones analiticas se realizaron mediante la técnica de espectrometria de
absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (ETAAS), utilizando un equipo Thermo
Scientific iCE 3500 equipado con médulo atomizador de horno de grafito calefaccionado
transversalmente (GFS35Z) y un médulo automuestreador (GFS33) (Cambridge, Reino
Unido). Se us6 5 pg de paladio como modificador de matriz, la longitud de onda de
medida fue de 228,8 nm. En la Figura 1 se presenta el programa de optimizacién de las
temperaturas de pirdlisis y atomizacién obtenidos.

0,16 0,12 -
0,14 0,10 4
0,12
0,10 - 0,08 1
3 3
& 0,08 £ 0,06 -
0.06 7 0,04
0,04 -
0,02 4 0,02 -
0,00 T T ; 0,00 T T T
700 800 900 1200 1400 1600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(a) (b)

FIGURA 1. Programas de optimizacién de las temperaturas de pirdlisis (a) y atomizacién (b).

De acuerdo con esta optimizacién se seleccionan las condiciones experimentales que
se presentan en la Tabla 1.
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TABLA 1. Programa de temperatura para la determinacién de cadmio.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) Flujo de gas (L min-)
Secado 110 °C 40 03
Pirdlisis 700 °C 12 0,3
Atomizacién 1200 °C 3 Apagado
Limpieza 2500 °C 5 0,3

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y se determinaron en simultaneo los
blancos de reactivos.

Validacion del método analitico

Para la evaluacién de la metodologia desarrollada se determinaron las principales cifras
de mérito recomendadas por la guia europea de validacién Eurachem: linealidad, limites
de deteccién y cuantificacién, precisién y veracidad (Magnusson y Ornemark, 2014).

Los limites de deteccidn (LD) y cuantificacién (LC) fueron expresados como el contenido
del analito correspondiente a 3y 10 veces la desviacién estandar de la concentracién del
blanco (criterio 3sy 10s). La linealidad fue evaluada mediante inspeccién visual de las curvas
de calibracién, el valor del coeficiente de determinacion (R?) y el estudio de aleatoriedad
de los residuales. La precisién fue estudiada como desviacion estandar relativa porcentual
(RSD %) utilizando réplicas de muestra (n = 5). La veracidad fue evaluada como porcentaje
de recuperacion a partir de material de referencia certificado de leche descremada en polvo
para elementos traza (ERM-BD150, valor certificado 0,0114 + 0,0029 mg Cd kg") y de harina
de arroz (1568a NIST, valor certificado 0,022 + 0,002 mg Cd kg") y a partir de fortificaciones
sobre muestra (3 g L0 78 pg kg', n = 4).

RESULTADOS Y DISCUSION
Validacién del método analitico
Los resultados de la validacion se presentan en la Tabla 2.

TABLA 2. Cifras de mérito obtenidas.

Limite de deteccién (mg kg en base hiumeda / pg L) 0,003/0,103
Limite de cuantificacién (mg kg-1 en base himeda / pug L") 0,009/ 0,342
Veracidad (% recuperacion) (n = 4)* 69 - 106
Precision (RSD %) (n = 5) 2,3%
Linealidad (0 - 4 pg L) R2>0,99

*Rango obtenido considerando analisis de CRM ERM-BD150, CRM 1568a NIST y fortificaciones
sobre muestra a 3 pg L*

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2023, N.° 25 (e633)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

48


https://orcid.org/0000-0001-6015-0105
https://orcid.org/0000-0003-2244-2363
https://orcid.org/0000-0002-6820-9332
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/623

RODRIGUEZ, SILVA, IAQUINTA, PISTON
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE CADMIO...  DOI: 10.26461/25.03

Si bien las cifras de mérito estarian indicando que el método analitico es adecuado
para el fin propuesto, en analisis de alimentos se deben considerar los criterios de calidad
fijados por la AOAC. Estos criterios se establecen para métodos de rutina destinados
a la vigilancia de metales pesados en alimentos y bebidas, segin la monografia AOAC
2012.007 (AOAC International, 2016a).

Respecto a la detectabilidad, la AOAC establece que el limite de deteccién debe
ser menor a 10 ug kg expresado en la matriz sélida, criterio que el método propuesto
cumple ampliamente. Ademas, considerando el NM establecido para Cd (2 mg kg), es de
destacar que los limites de deteccidn y cuantificacién del método propuesto son inferiores
por varios 6rdenes, por lo que la detectabilidad resulté adecuada para esta aplicacion.
Asimismo, son del orden de los obtenidos por reportes anteriores, como el de Lo Dico
et al. (2018), para un estudio similar.

Para la evaluacion de la precisidn, se establece que el RSD % en condiciones de
repetibilidad debe ser menor al 15 % para los niveles de concentracion considerados, una
exigencia mayor a la que surge de la distribucién de Horwitz, cercana al 20 % para la
concentracion de trabajo (Rivera y Rodriguez, 2010). El método propuesto presenta una
precisién superior, considerando cualquiera de los criterios. Por ultimo, segun la AOAC, la
veracidad evaluada como porcentaje de recuperacion (ya sea de materiales de referencia
o de muestras fortificadas) se debe encontrar entre 60 y 115 %; los valores obtenidos por
el método propuesto estan dentro de ese rango, por lo que se consideran adecuados para
nuestros niveles de trabajo.

Es asi que el método desarrollado cuenta con las caracteristicas de desempefio
adecuadas para el objetivo planteado. Ademas, se utiliza solamente acido nitrico diluido
como reactivo para la digestién, lo que ofrece una ventaja respecto al método de
referencia de la AOAC 999.10:2005 (AOAC International, 2016b).

Determinacion de Cd en muestras

En esta evaluacién se encontré gran variabilidad en las concentraciones de Cd en las
distintas muestras, que puede deberse a sus diferencias de origen. Factores como el pH
del suelo, la cantidad de materia organica, el contenido de iones como zincy calcio -que
dependiendo de sus niveles compiten con la absorcién de Cd- también pueden afectar
la cantidad y distribucién del Cd en la planta. Ademas, las condiciones de plantacién

y manejo del cacao, asi como el uso de fertilizantes, también generan variabilidad
(Gramlich et al., 2017). Solamente dos de las muestras analizadas indicaban su origen,
siendo una de ellas de Brasil y la otra de Peru.

Por otra parte, para todas las muestras analizadas el contenido de Cd hallado fue
menor al NM establecido por el Codex Alimentarius (2 mg kg) (Codex Alimentarius
Commission, 2021a). No obstante, todas las muestras contenian Cd en valores
cuantificables, lo que justifica ampliamente el monitoreo de este alimento para recopilar
datos y realizar estudios sobre cdmo afectaria a la salud el consumo habitual del
metal durante un largo periodo de tiempo, aunque sea en muy pequefias cantidades.
Resulta muy importante también considerar la forma en que se consume este producto,
generalmente en otras preparaciones derivadas, lo que puede disminuir su verdadero
acceso a los organismos vivos.
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Respecto a la evaluacién de la transferencia del Cd desde la cocoa hacia una
preparacién como una leche chocolatada, se realizé un ensayo simple en el que la
transferencia resulté ser menor al 21 %. Si bien es necesario tener en cuenta que pueden
existir variaciones en la transferencia debido a otros factores, como el tipo de leche o
la cocoa utilizada, esto muestra que el contenido del elemento realmente ingerido es
bastante inferior al contenido total. Cabe aclarar que la leche utilizada en la preparacién
fue analizada en forma independiente para determinar el posible aporte de Cd, y el metal
no fue detectado.

Estos estudios de transferencia no suelen ser reportados, pero son una primera
aproximacién de relevancia ya que estiman de mejor manera la cantidad que
efectivamente es ingerida. Es claro que si la materia prima de partida esta dentro de los
NM admitidos se espera que los derivados sean seguros, pero hay que tener presente
también los intereses comerciales de los paises productores, quienes se veran muy
afectados por las tasas de rechazo de sus productos.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras analizadas se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3. Concentracion de cadmio en muestras del mercado local.

Muestra Concentracion * s (mg kg-)

1 0,086 + 0,001
2 0,240 + 0,006
3 0,052 + 0,006
4 0,364 +0,011
5 0,418+ 0,016
Cocoa preparada con leche (n = 6) <0,003

s: desviacién estandar de duplicados de muestra.
Concentracién: valor promedio de duplicados de muestra.

Aproximacion a la contribucion a la ingesta semanal tolerable

A modo de ejemplo, solamente para reafirmar la importancia de los monitoreos, los cuales
se pueden realizar utilizando el método propuesto, se considerd una situacién hipotética:
el consumo de cocoa preparada con leche entera siguiendo la preparacion sugerida por los
fabricantes (2 cucharadas o0 12 g de cocoa en polvo por taza de preparacion); considerando
que el polvo de cocoa tuviese una concentracién media de Cd, como la de los resultados
obtenidos (0,240 mg kg), y suponiendo un consumo semanal de 7 tazas de leche
preparada con esta cocoa (1 taza al dia). El consumo de Cd en estas condiciones seria de

20 pg, lo que representaria un 40 % de la ingesta semanal tolerable establecida por la EFSA
(2,5 pg Cd kg de peso corporal) para un nifio promedio de 6 afios y 20 kg de peso corporal.
Esta situacion hipotética considerd un 100 % de transferencia del Cd desde la cocoa a la
leche chocolatada consumida, lo cual es una situacion conservadora.
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En el sondeo realizado, la transferencia de Cd desde una de las cocoas hacia la
preparacion resulté ser muy inferior; este hallazgo sugiere una menor contribucion a la
ingesta semanal tolerable. Sin embargo, no hay estudios que indiquen como afectara
este consumo en pequefias cantidades a lo largo de la vida, ya que el Cd estd presente en
estos alimentos y seguramente en otros que se consumen en la dieta total.

Cabe destacar que la ingesta semanal tolerable es la maxima cantidad, en este
caso de Cd, que puede ingerir una persona semanalmente, durante toda su vida, sin
manifestar efectos adversos (European Food Safety Authority, s.d.). Ademas, para el
establecimiento de este valor es necesario realizar estudios que contemplen variables
que van desde el contenido total de Cd en los distintos alimentos hasta los habitos de
consumo regionales y por edades, y considerando factores como la transferencia o
pérdida de elemento durante la preparacion o la absorcién del elemento al organismo
luego de todos los procesos gastrointestinales. Los factores mencionados ponen de
manifiesto que se necesitan mas estudios para evaluar la contribucién de Cd a través de
la dieta en las personas, y sus consecuencias a la salud.

Es claro que estos estudios deben realizarse con mayor nimero de muestras para
confirmar tendencias y obtener conclusiones que aporten en la toma de decisiones.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y validéd un método analitico para la determinacién de Cd en cocoa en polvo
y su preparacion con leche que cumplié con todas las especificaciones requeridas para ser
considerado una alternativa confiable de andlisis de estos alimentos. Ademas, el método
desarrollado es mas amigable con el ambiente dado que disminuye el consumo de acido
concentrado respecto al método de referencia de la AOAC para analisis de alimentos.

Se realiz6 una evaluacién preliminar del contenido de Cd en cocoas en polvo
disponibles en el mercado local de Montevideo, constatandose una variacién importante
en las concentraciones halladas y encontrandose todos los valores muy por debajo del
nivel maximo establecido por el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius Commission,
2021a). Complementariamente, se discutié sobre el posible aporte de Cd de este alimento
alaingesta semanal tolerable. En este sentido, es importante que se realicen monitoreos
de los niveles de este contaminante en productos derivados del cacao, ya que el producto
estudiado contiene niveles detectables del metal. Si bien las cantidades halladas son
pequefias, es un producto de consumo a largo plazo. El monitoreo colaboraria a la
generacion de una base de datos para evaluar el posible efecto de una ingesta prolongada.
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RESUMEN

Los oleogeles son especialmente importantes ya que pueden ser empleados como
reemplazo de materiales grasos para uso alimentario, aunque su utilizacién queda
condicionada por su vida util. En este marco, se estudiaron las propiedades térmicas

de los oleogeles de aceite de girasol comun (AG) con ceras de abeja (CA) y de carnauba
(CC) como estructurantes, a distintas concentraciones, por calorimetria diferencial de
barrido, y el deterioro oxidativo a temperatura ambiente en funcién del tiempo de
almacenamiento. De acuerdo con los termogramas de fusién de los oleogeles, el aumento
de la concentracion de estructurante provocé un incremento en las temperaturas de pico.
Los rangos asociados a la temperatura de desestructuracién variaron entre 26.3y 60.8 °C,
y 35.9y 86.1 °C, mientras que las entalpias correspondientes variaron desde 1.5a 6.5)/g y
3.3a13.3)/g para CAy CC, respectivamente. Los resultados de los parametros asociados
al deterioro oxidativo de los oleogeles con CC fueron los mas elevados. Ello indica que

los oleogeles con CA tienen una mayor resistencia a la oxidacién y, por ende, mayor
estabilidad oxidativa. En conclusién, los oleogeles estudiados solo podrian ser utilizados
en alimentos con una vida Util menor a 6 meses.

Palabras clave: ceras, estructuracion, estabilidad.
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ABSTRACT

Oleogels are particularly important as they can be used as a replacement for fatty
materials for food use, although their use is conditioned by their shelf life. In this context,
thermal properties of sunflower oil (AG) oleogels with beeswax (CA) and carnauba wax
(CC) as structurants at different concentrations were studied by differential scanning
calorimetry, and their oxidative deterioration at room temperature as a function of
storage time. According to oleogels melting thermograms, the increase of the structurant
concentration caused an increase in the peak temperatures. The ranges associated with
the destructuring temperature were between 26.3 and 60.8 °C and 35.9 and 86.1 °C while
the corresponding enthalpies ranged from 1.5 to 6.5 J/g and 3.3 to 13.3 J/g for CA and CC,
respectively. The results for oxidative deterioration were higher for the CC oleogels. This
indicates that CA oleogels have a higher resistance to oxidation and thus higher oxidative
stability. In conclusion, the oleogels studied could only be used in foods with a shelf life of
less than 6 months.

Keywords: waxes, structuring, stability.

RESUMO

Os oleogeles sdo particularmente importantes porque podem ser utilizados como
substitutos de materiais gordos para uso alimentar, embora a sua utilizagdo esteja
condicionada pelo seu prazo de validade. Neste contexto, as propriedades térmicas dos
oleogeles de dleo de girassol (AG) com cera de abelha (CA) e cera de carnauba (CC) como
estruturantes em diferentes concentra¢des foram estudadas por calorimetria diferencial
de varrimento, e a sua deteriora¢do oxidativa a temperatura ambiente (20 °C) em fungdo
do tempo de armazenamento. De acordo com os termogramas de fusdo dos oleogeles,
0 aumento da concentragdo estruturante provocou um aumento das temperaturas de
pico. Os intervalos associados a temperatura de desestrutura¢do situavam-se entre

26,3 e 60,8 °C, e 35,9 e 86,1 °C enquanto as entalpias correspondentes variaram de 1,5 a
6,5)/g e 3,3a13,3)/g para CA e CC, respectivamente. Os resultados para a deterioragdo
oxidativa foram mais elevados para os oleogeles CC. Isto indica que os oleogeles CA tém
uma maior resisténcia a oxidagdo e, portanto, uma maior estabilidade oxidativa. Em
conclusao, os oleogeles formados s6 poderiam ser utilizados em alimentos com prazo de
validade inferior a 6 meses.

Palavras-chave: cera, estruturacdo, estabilidade.

INTRODUCCION

Los geles son formulaciones semisdélidas conformadas por dos componentes basicos, un
componente liquido (solvente) y un agente gelificante (o estructurante) que se caracteriza
por su capacidad para generar una red tridimensional en el seno del liquido. Los geles

se forman tipicamente mediante el “atrapamiento” de la fase de solvente dentro de

la red 3D del agente gelificante. Se denomina organogel al gel donde el liquido es un
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solvente organico apolar (Shakeel et al., 2019), y oleogel a un tipo de organogel donde
el liquido es un aceite. Por lo tanto, los oleogeles son materiales que parecen sélidos y
que reoldgicamente se comportan como tales, aunque una gran parte de su contenido
permanece liquido (mas del 90 % es aceite). Son anhidros, termorreversibles, mantienen
su forma y son materiales viscoelasticos estructurados por redes supramoleculares
tridimensionales de moléculas de oleogelante unidas entre si (Doan et al., 2015). La
oleogelacién se genera mediante la dispersion del oleogelante en el aceite en caliente
hasta obtener su solubilidad total, seguida por el enfriamiento del sistema por debajo
de cierta temperatura a la cual el oleogelante desarrolla una fase sélida en el aceite
(Dassanayake et al., 2011).

Conocer el comportamiento de los oleogeles desde el punto de vista de la estabilidad
oxidativa es de gran importancia cuando se plantea su uso en productos alimentarios,
ya que se debe asegurar la calidad de los alimentos. Es de esperar que los oleogeles se
oxiden a menor velocidad que un aceite almacenado debido a que el aceite contenido
se encuentra atrapado en una red de estructurante (Hwang et al., 2018). En este sentido,
Sobolev et al. (2022) reportaron que el uso de cera de abeja como estructurante para
la preparacién de oleogeles puede mejorar su estabilidad oxidativa. Otros autores han
reportado que los compuestos minoritarios presentes en los agentes estructurantes
pueden ser promotores de un incremento en la estabilidad oxidativa de los oleogeles (Luo
et al., 2019; Giacintucci et al., 2018). Ademas, algunos de estos componentes minoritarios
contribuyen a la estabilidad estructural durante la formacién de los oleogeles (Martins
et al., 2022; Gaudino et al., 2019).

De esa manera, en este trabajo se propone como objetivo el estudio de las
propiedades térmicas y oxidativas de los oleogeles formulados con aceite de girasol
comuny ceras de abeja y carnauba utilizadas a diferentes concentraciones, en funcién del
tiempo de almacenamiento (6 meses) a temperatura ambiente (20 °C).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de oleogeles y determinacion
de la concentracion critica de oleogelante

Se prepararon 10 gramos de mezclas de aceite de girasol comun refinado (AG) de
origen comercial (COUSA) con ceras de abeja (CA) y carnauba (CC) suministradas por
Sigma-Aldrich, Alemania. Para ello se pesé una cantidad de aceite en un tubo de 22

mL sellado y luego se agregé la cantidad necesaria de cera, de tal forma de alcanzar
porcentajes masicos desde 1.0 % hasta 5.0 %. Se colocé en estufa a 90 °Cy se agito6
para homogeneizar la mezcla hasta la completa disolucién de la cera. La mezcla
homogeneizada se dejé en reposo a temperatura ambiente (20 + 2 °C) durante 24
horas. Luego de transcurrido el tiempo de reposo, el tubo se invirtié para observar si su
contenido deslizaba por la pared o no (Sagiri et al., 2015; Blake y Marangoni, 2014). La
concentracién critica es la minima concentracién de cera a la cual la mezcla no desliza por
las paredes del tubo.
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Preparacion de oleogeles para el estudio
de las propiedades térmicas y oxidativas

Una vez determinada la concentracion critica del agente estructurante, se establecieron
distintas concentraciones de CAy CC para la preparacion de los oleogeles.

La preparacién se realizé mediante el método descrito anteriormente, agregando
cantidades de agente estructurante al aceite en concentraciones de 2.0, 4.0y 6.0 % m/m
para CA,y 3.0, 5.0 y 7.0 % para CC. Posteriormente, se retiré de la estufa y se dejé en
reposo a 20 + 2 °C durante un periodo de tiempo de 6 meses.

Propiedades térmicas

Para el andlisis térmico se pesaron aproximadamente 35 mg de oleogel fundidos en
capsulas de aluminio y posteriormente se analizaron en un DSC Shimadzu 60A Plus.

Las muestras se fundieron en el DSC a 100 °C para borrar la memoria cristalina. Luego
fueron enfriadas hasta 5 °C a -10 °/min para después llegar a los -50 °C a la maxima
velocidad alcanzada por el DSC, permaneciendo a dicha temperatura durante 30 minutos.
Finalmente se calentaron a una velocidad de 5 °/min hasta los 100 °C.

Composicién en acidos grasos

El aceite se derivatizo a sus ésteres metilicos segun la técnica IUPAC 2.301 (IUPAC, 1987)
mediante metilacién a temperatura ambiente con KOH-metanol 2 N. Posteriormente, los
ésteres metilicos de los acidos grasos se analizaron mediante cromatografia de gases
utilizando un cromatografo marca Shimadzu, modelo 2014, equipado con una columna
SP2560 (100 metros de largo, 0.25 mm de diametro y 0.20 pm de espesor de film), y

con un detector de ionizacién de llama. La identificacién de los acidos grasos se realizé
utilizando una mezcla estandar de 37 ésteres metilicos de acidos grasos suministrada por
Sigma-Aldrich (FAME mix, C4-C24). El programa de temperatura utilizado fue el siguiente:
un plateau inicial de 90 °C durante 2 minutos, seguido por un calentamiento empleando
una rampa lineal de 20 °/min hasta alcanzar 175 °C, permaneciendo a dicha temperatura
durante 35 minutos; y finalmente un calentamiento utilizando una rampa lineal de 15 ¢/
min hasta alcanzar los 240 °C, permaneciendo a dicha temperatura durante 25 minutos.
La inyeccion fue de 1 pL en modalidad split (relacion 1:50), el gas portador fue nitrégeno,
la temperatura del inyector fue de 260 °C, y el detector de ionizacién de llama (FID) se
termostatizé a 340 °C.

Valor de perdxidos
El valor de peréxidos se determind utilizando el método oficial de AOCS Cd 8-53 (Americal

Oil Chemists’ Society, 1990). Las determinaciones se realizaron por triplicado y se informé
el promedio correspondiente.
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Coeficientes de extincion en el UV (K232 y K270)

Los coeficientes de extincion se determinaron con un espectrofotdémetro Shimadzu
UVmini-1240 a las longitudes de onda de 232 nm y 270 nm mediante el método oficial
COI/T20 Doc N° 19 (Consejo Oleicola Internacional, 2019). Las determinaciones se
realizaron por triplicado y se informé el promedio correspondiente.

Analisis estadistico
Los resultados obtenidos correspondientes al valor de peroxidos y a los coeficientes de
extincion en el UV fueron analizados mediante el programa Infostat versién 2020 (Di

Rienzo et al., 2020) para el célculo del valor medio y el anélisis de varianza (LSD Fischer)
con un nivel de confianza de 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION
Como se observa en la Tabla 1, el aceite de girasol estudiado presenté un contenido
elevado en acidos grasos poliinsaturados y monoinsaturados, por lo que se esperaba que

tuviera un bajo punto de fusion.

TABLA 1. Composicién en acidos grasos del aceite de girasol.

Acido graso Contenido (%)

14:0 0.1

16:0 5.7

16:1 n-7 cis 0.1

18:0 3.5

18:1 n-9 cis 42.1

18:2 n-6 cis 46.7

20:0 0.3

18:3 n-3cis 0.3

20:1 n-11 cis 0.2

22:0 0.8

24:0 0.2

Acidos grasos saturados (SFA) 10.6
Acidos grasos monoinsaturados (MUFA) 42.4
Acidos grasos poliinsaturados (PUFA) 47.0
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La Figura 1 muestra los termogramas de cristalizacion y fusion para AG, CAy
CC. El termograma de fusion obtenido para AG se presenta en la Figura 1a, donde
se observa un pico a la temperatura de -22.2 °C (T,.ac) correspondiente a la fusién
de varios tipos de triglicéridos, en su gran mayoria del tipo U3 (formado por tres
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados) (Firestone, 2006) ya que contiene
una elevada cantidad en MUFA y PUFA (Tabla 1). Se observé que el aceite a 0 °C se
encuentra completamente liquido, lo cual era de esperar debido a su composicién
rica en triglicéridos del tipo U3. Ello concuerda con lo esperado para un aceite que fue
winterizado, ya que en dicho proceso fueron removidos compuestos de alto punto de
fusion (ceras, triglicéridos saturados, etcétera).
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FIGURA 1. Termogramas de fusion (a) y cristalizacion (b) para CA, CCy AG.

Por otra parte, los termogramas de fusién de ambas ceras no presentaron picos a
temperaturas por debajo de los 10 °C, por lo que se encuentran completamente sélidas
a temperaturas inferiores. La temperatura de comienzo de fusién para CA fue de 23.0 °C,
presentando un primer pico a 53.0 °C y otro de mayor intensidad a 62.8 °C. En el caso
de CC se observé que comienza a fundir a 48.5 °C, presentando un pico a 83.4 °C. A
su vez, la temperatura de finalizacién de fusion para CAy CC fue de 67.2 °C y 86.8 °C,
respectivamente. En consecuencia, los rangos de fusion se encuentran alrededor de
23.0°Cy 67.2 °C para CA, y entre 48.5 °C y 86.8 °C para CC. Blake y Marangoni (2014)
mencionan para la cera de carnauba un punto de fusién de 80 °C a 85 °C, mientras que
Buchwald et al. (2008) refieren para la cera de abeja un punto de fusién de 63 °C a 68 °C.
Es importante tener en cuenta que las diferencias en la composicién que existen entre
las ceras de un mismo origen pueden modificar los valores mencionados. Asimismo, los
resultados obtenidos se encuentran en los rangos mencionados o muy cercanos a ellos.

Las entalpias de fusién para CAy CC fueron de 158.5 + 4.7 J/g y 167.4 + 5.0 /g,
respectivamente; por lo que no mostraron diferencias significativas entre si. Yilmaz
y Ogiitcii (2014) reportaron valores de entalpias de fusién para la cera de carnauba
de 199.7 J/g. Estos valores son marcadamente diferentes al obtenido para el aceite de
girasol (57.5 + 2.4 J/g). Ello evidencia que las estructuras cristalinas formadas luego del
enfriamiento de las ceras son notoriamente mas estables que las formadas en el caso del
aceite, ya que requieren de una mayor energia por unidad de masa para su fusion.
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El comportamiento térmico durante el enfriamiento desde 90 °C a 10 °C (Figura

1b) mostré que CA'y CC comenzaron a cristalizar a una temperatura de 61,7 °Cy

78,6 °C, respectivamente. Yilmaz y Ogiitcii (2014) reportaron un valor de 77.9 °C para

la temperatura de comienzo de cristalizacién de la cera de carnauba. Tal como era de

esperar, el aceite no presenté ningun pico vinculado a un proceso de cristalizacién en

dicho rango.

Con respecto a la formacion de los oleogeles, se encontré que la concentracion critica
de los oleogeles de SFO fue de 2.0 % para CAy de 3.0 % para CC a 20 °C. Para el estudio
de las propiedades térmicas de los oleogeles de AG, con CAy CC como oleogelantes,

se utilizaron las concentraciones criticas obtenidas anteriormente, asi como también
concentraciones superiores, 4.0y 6.0 % de CA, y 5.0 y 7.0 % de CC.

La Figura 2 muestra los termogramas de fusién y cristalizacion de los oleogeles

estructurados con CAy CC a las concentraciones de 2.0, 4.0 y 6.0 %, y 3.0, 5.0 y 7.0 %,

respectivamente, a tiempo inicial (t0) y luego de 6 meses (t6) de almacenamiento a 20 °C.
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FIGURA 2. Termogramas de fusién (ay b) y cristalizacion (c y d) para los oleogeles

estructurados con CAy CC a tiempo 0y 6 meses.

Se observé que los termogramas de fusién (Figura 2a y b) presentaron dos zonas:

una primera zona entre -43 y 10 °C, correspondiente a la fusion del aceite, y otra zona
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a temperaturas por encima de los 10 °C, asociada a la desestructuracién del oleogel
formado como consecuencia del agregado de cera. La zona de desestructuracion

del oleogel es caracteristica del tipo de estructurante utilizado. La Tabla 2 muestra

las temperaturas de pico y los rangos de desestructuracion de los oleogeles de AG
preparados con cera de carnauba y abeja a tiempo inicial. En el caso de la CA, se observé
una zona de fusién asociada a la desestructuracion del oleogel que presentd un rango
aproximado entre 26 y 61 °C, mientras que para la CC fue entre 36 y 86 °C. Estos rangos se
aproximaron a los rangos de fusién que presentaron las ceras puras, tal como se vio en
la Figura 1a. Por otra parte, se observé que a medida que disminuyd el contenido de cera
en el oleogel, las temperaturas de pico (Tyea) Y l0s rangos de temperatura asociados a la
desestructuracion se desplazaron hacia temperaturas menores.

TABLA 2. Temperatura de pico y rangos de desestructuracion para los oleogeles de AG
formados con CCy CA a tiempo 0.

Fraccion en masa (%)

CC (%) 3.0 5.0 7.0
Rango de fusién (°C) (35.9-84.4)+0.2 (37,6-85.0) £ 0.2 (38.2-86.1) £ 0.2
I 42.7+0.1 46.7+0.1 49.9+0.1
T peak (oc)
I 73.7+0.1 75.1+0.1 76.6 +0.1
CA (%) 2.0 4.0 6.0
Rango de fusién (°C) (26.3-56.8) £+ 0.2 (27.9-59.6) £ 0.2 (28.4-60.8) £ 0.2
T peak (°C) 44,8+ 0.1 47.7+0.1 50.0£0.1

A su vez, se observo que los rangos de temperatura para la desestructuracion de
los oleogeles no se vieron afectados apreciablemente luego de transcurridos los 6
meses de almacenamiento (Figura 2a y b). La Figura 3 muestra las entalpias de fusién
para los oleogeles de AG estructurados con CA'y CC a tiempo inicial y a los 6 meses de
almacenamiento. Se comprobd que la entalpia de fusion para los oleogeles a lo largo del
tiempo no se vio drasticamente modificada en la mayoria de los casos. Solo el oleogel
estructurado con CC al 7.0 % present6 una disminucién importante en la entalpia de fusién.
Este resultado evidencia que existe un marcado cambio en la estructura del oleogel que
podria deberse a un incremento en su deterioro oxidativo (Hwang, 2020).
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FIGURA 3. Entalpias de fusion para los oleogeles de AG preparados con CCy CA a tiempo 0
y a los 6 meses de almacenamiento.

Los termogramas de cristalizacién de los oleogeles estructurados con CAy CC
(Figura 2c y d) presentaron diferentes perfiles térmicos que variaron segun el tipo y
la concentracion de cera utilizada. La Figura 4 muestra como vari6 la temperatura
onset (Tonser) de cristalizacidn para los oleogeles preparados con ambas ceras en
concentraciones diferentes en funcién del tiempo de almacenamiento. Esta temperatura
refleja el inicio de la formacién del oleogel, lo cual depende del tipo y la concentracion
de cera utilizada. El incremento de la concentracién de cera provocé un aumento de
la Tonser de cristalizacién, lo cual es concordante con lo reportado por Toro-Vazquez et
al. (2007). Durante el enfriamiento a temperaturas muy inferiores a las de fusién de la
cera (superenfriamiento), los componentes se separan en fases cristalinas que forman
agregados y se interconectan para conformar una red tridimensional que atrapa
fisicamente el aceite en una estructura de gel (Patel et al., 2015). Entonces un aumento en
la concentracién de ceras genera mas interacciones entre las moléculas del oleogelante,
lo que conlleva a la formacién temprana de la estructura del gel con respecto a los geles
que contienen una concentracién menor.
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FIGURA 4. Temperaturas onset para la cristalizacion de los oleogeles estructurados con CA
y CC a tiempo 0y 6 meses.

La Figura 5 muestra las entalpias de cristalizacion de los oleogeles de CAy CC a
tiempo 0 y 6 meses. La entalpia o calor de cristalizacidn representa el area comprendida
en una zona de temperatura, que puede involucrar uno o mas picos exotérmicos,
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obtenida del termograma de cristalizacion. Para ello se consider6 el rango de
temperatura entre el inicio de la cristalizacién del oleogel y 10 °C. En la Figura 2c y d se
observa que concentraciones mayores de ceras mostraron areas mas grandes debajo

de la curva del termograma, lo que implica que las entalpias de cristalizacion durante

la formacién del oleogel fueron mayores a mayor concentracién de cera (Figura 5). Este
comportamiento es concordante con la tendencia de la entalpia de fusién en funcién de
la concentracion de oleogelante (Figuras 3y 5). Luego de 6 meses de almacenamiento, la
entalpia de cristalizacién no presenté cambios para la mayoria de los oleogeles.
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FIGURA 5. Entalpias de cristalizacion de los oleogeles estructurados con CA'y CC a tiempo
0y 6 meses.

Por otro lado, se evalud el deterioro oxidativo de los oleogeles en funcién del
tiempo de almacenamiento, para lo cual se determinaron el valor de peréxidos (VP) y los
coeficientes de extincion al UV (Tabla 3).

TABLA 3. Valores de indice de peroxidos y coeficiente de extincién para los oleogeles
estructurados con CAy CC con sus correspondientes desviaciones estandar.

AG sin

CC3% CC5% CC7% CA2% CA4% CA6%
estructurar

t0| 1.9x0.1n 4.8+0.12 4.9+0.12 55+0.22 8.6+0.3¢ 7.1+£0.20 7.0+0.2°
VP

t6 Nd 323+£0.8¢ | 42.1+0.69 37.7£1.5° 37.4+£03F | 28.8+1.3d 36.7 £0.3f

t0| 3.14+£0.03* | 7.75+0.09¢ | 6.17+0.35c | 8.23+0.947 | 3.63+£0.02° | 3.77+0.01> | 3.52 + 0.062
Kas,

t6 Nd 8.25+0.08" | 8.80+0.089 | 9.35+0.20" | 6.69+0.02¢ | 6.08 £0.04¢ | 7.29 +0.08¢

t0| 2.10+0.01> | 2.31£0.05¢ | 2.31£0.04c | 3.24+0.44" | 1.01+0.02> | 1.08+0.012 | 0.99 +0.022
Kzno

t6 Nd 2.05+0.02> | 2.60+0.02¢ | 2.99+0.05¢ | 1.03+0.01= | 1.02+0.012 | 1.05+0.032

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Nd: no fue determinado.
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EI' VP es una medida del contenido de hidroperdxidos totales presentes en la
muestra. La absorbancia a 232 nm (K232) determina fundamentalmente la presencia de
hidroperéxidos del acido linoleico (dienos conjugados). La absorbancia a 270 nm (K270)
determina la presencia de productos obtenidos de la oxidacién secundaria y de trienos
conjugados presentes en aceites refinados. De acuerdo con la Tabla 3, los oleogeles
estructurados con CA presentaron valores de VP significativamente superiores a los de
CCat0, y asuvez al del aceite sin estructurar. Ello indica que los oleogeles presentaron
mayor grado de deterioro oxidativo como consecuencia de su proceso de obtencion.

Los valores iniciales de peréxidos para los oleogeles se encontraron entre 4.8 y
8.6 meq O, activo/kg de muestra, mientras que luego de 6 meses alcanzaron valores
significativamente mas elevados, comprendidos entre 28.8 y 42.1 meq O, activo/kg
de muestra. Los oleogeles estructurados con CC presentaron un incremento mayor
del contenido de hidroperoxidos totales que los estructurados con CA en funcién del
tiempo de almacenamiento, lo que indica un mayor grado de deterioro oxidativo para
los oleogeles de CC. A su vez, no se observé una tendencia definida en la variacién de los
valores de VP con la concentracion de estructurante, sino que estarian relacionados mas
con el tipo de estructurante utilizado como se discutié anteriormente.

Todos los oleogeles a t6 superaron el maximo valor de VP establecido por la normativa
bromatoldgica vigente para aceites comestibles refinados (10 meq 0,/Kg) (Uruguay.
Ministerio de Salud Publica, 1994). Los valores del coeficiente de extincién a 232 nm (Kys,)
también presentaron un incremento significativo luego de 6 meses de almacenamiento
para todos los oleogeles, siendo mayor para los de CA. Esto es consistente con la
tendencia general en los valores de VP, aunque se esperaba que tal incremento fuera
mayor para los oleogeles estructurados con CC. El comportamiento de los coeficientes de
extincion (K232) resulta llamativo ya que desde el inicio (t0) los oleogeles de CC mostraron
valores de K232 mas altos que los oleogeles de CA, siendo que estos ultimos fueron
los que presentaron los valores de hidroperéxidos totales mas elevados. Por lo que es
posible que existan algunos componentes caracteristicos de la CC que absorban a 232 nm,
interfiriendo principalmente con la medida de los hidroperéxidos del linoleico.

Por otra parte, los coeficientes de extincién a 270 nm de los oleogeles estructurados
con CA permanecieron constantes durante el periodo de almacenamiento e
independientes de la concentracion de cera, a diferencia de los oleogeles estructurados
con CC. De todas maneras, los valores de los coeficientes de extincién no pueden ser
comparables entre oleogeles estructurados con diferentes tipos de oleogelantes, debido
a que es una medida dependiente de la composicidn del material graso completo. Si
bien el aceite es el mismo las ceras son de distinta naturaleza, por lo que presentan una
composicion quimica diferente. Por lo tanto, a diferencia de los VP, no seria correcto
considerar los resultados de K232 y K270 para obtener una conclusion valida.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, los oleogeles estructurados con CC
presentaron un grado de deterioro oxidativo mas alto que los estructurados con CA en
funcién del tiempo de almacenamiento. Por lo tanto, se podria decir que los oleogeles
estructurados con CA evidenciaron mayor resistencia a la oxidacion y, por lo tanto, mayor
estabilidad oxidativa.

Frolova et al. (2021) aseguran que los oleogeles presentan una estabilidad menor a los
aceites de partida, habiendo encontrado valores de periodo de induccién a 90 °C menores
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para los oleogeles preparados que para el aceite de partida. También mencionan que
seguramente la menor estabilidad oxidativa puede deberse a componentes minoritarios
presentes en las ceras. Estos comentarios son razonables debido a que las ceras poseen
una alta complejidad en diversos compuestos quimicos.

CONCLUSIONES

Todos los oleogeles preparados mostraron un marcado deterioro oxidativo luego de

6 meses de almacenamiento, el cual esta mas vinculado con el tipo de estructurante

que con su concentracion. Los oleogeles estructurados con CC presentaron un grado

de deterioro oxidativo mas alto que los estructurados con CA en funcién del tiempo de

almacenamiento. Por lo tanto, se podria decir que los oleogeles estructurados con CA

presentaron mayor resistencia a la oxidacién, y por lo tanto mayor estabilidad oxidativa.
El periodo de almacenamiento no afectd el comportamiento térmico de los oleogeles,

ya que se mantuvieron las caracteristicas térmicas propias de acuerdo con el tipoy

la concentracién de estructurante utilizado; con lo cual seguramente los oleogeles

conserven su utilidad desde el punto de vista térmico. Sin embargo, los pardmetros

oxidativos estudiados estarian indicado la necesidad de un estricto control y seguimiento

de las materias primas utilizadas, asi como de los oleogeles preparados, a los efectos de

asegurar su calidad con el propésito final de su consumo.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el estudio de los parametros cinéticos de la cristalizacién
isotérmica de fases grasas a distintas temperaturas mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC, por su sigla en inglés). Las fases grasas consistieron en mezclas de
aceite de salvado de arroz completamente hidrogenado (FHRBO) y aceite de soja (SBO)
en diferentes proporciones (20, 25, 30, 35y 40 % de FHRBO), siendo ambos materiales
previamente purificados. Ademas, se seleccionaron algunas de las mezclas y se les
adiciond una cantidad conocida de fitoesteroles. Los parametros cinéticos fueron
obtenidos aplicando el modelo de Avrami, el cual determina el periodo de induccién
(generacion de nucleos cristalinos, t), el mecanismo de nucleacidn (exponente de Avrami,
n)y el grado de crecimiento cristalino (constante cinética de velocidad, k). Se observo
que a mayor contenido de FHRBO y menor temperatura de cristalizacion, t; se reduce
y k aumenta, llevando a una cinética mas rapida, lo cual era esperable por el aporte de
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triglicéridos tri-saturados y un mayor grado de sobreenfriamiento. En la mezcla con 35 %
de FHRBO, el agregado de fitoesteroles enlenteci6 la cinética (aumento de t; y reduccion
de k); sin embargo, en la de 20 % de FHRBO aument6 tanto t; como k.

Palabras clave: modelo de Avrami, sobreenfriamiento, composicién lipidica, componentes menores.

ABSTRACT

The aim of the work was to study the kinetic parameters of the isothermal crystallization
of fat blends at different temperatures by differential scanning calorimetry (DSC). The

fat blends are composed of fully hydrogenated rice bran oil (FHRBO) and soybean oil
(SBO) at different proportions (20, 25, 30, 30, 35 and 40 % FHRBO), being both materials
previously purified. In addition, some blends were selected and added a known amount
of phytosterols. Kinetic parameters were quantified by applying the Avrami model that
determines the induction period (generation of crystal nuclei, t), nucleation mechanism
(Avrami exponent, n) and crystal growth (kinetic constant, k). It was observed that higher
percentage of FHRBO and lower crystallization temperature t; decrease and k increase.
The faster kinetics observed is due to the contribution of tri-saturated triglycerides

and a higher degree of supercooling. In the blend with 35 % of FHRBO, the addition of
phytosterols at the concentrations studied promoted an increase in t;and a reduction in k,
prolonging nucleation and generating a slow crystal growth. However, for the blend with
20 % of FHRBO an increase in t;and k was observed.

Keywords: Avrami model, supercooling, lipid composition, minor components.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar os parametros cinéticos da cristalizagdo isotérmica
de misturas graxas em diferentes temperaturas por calorimetria diferencial de varredura
(DSC). As misturas graxas consistiam em 6leo de farelo de arroz totalmente hidrogenado
(FHRBO) e ¢leo de soja (SBO) em diferentes proporgdes (20, 25, 30, 30, 35 e 40 % FHRBO),
sendo ambos os materiais previamente purificados. Além disso, algumas das misturas
foram selecionadas e uma quantidade conhecida de fitoesterois foi adicionada a elas.

Os parametros cinéticos foram quantificados pela aplicagdo do modelo de Avrami

que determina o periodo de inducdo (geracdo de nucleos cristalinos, t;), 0 mecanismo

de nucleacgdo (expoente de Avrami, n) e o grau de crescimento do cristal (constante
cinética, k). Observou-se que quanto maior e a propor¢de de FHRBO e menor a
temperatura de cristaliza¢do t;diminui e k aumenta, levando a uma cinética mais rapida, o
que é consistente com a contribuicdo de triglicerois tri-saturados e maior grau de super-
resfriamento. Na mistura com 35 % de FHRBO, a adicdo de fitoesterdis promoveu um
aumento de t; e reduc¢do de k, prolongando a nucleag¢do e retardando o crescimento dos
cristais. Por outro lado, na mistura com 20 % de FHRBO observou-se aumento de t; e k.
Palavras-chave: modelo do Avrami, super-resfriamento, composicao lipidica, componentes menores.
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INTRODUCCION

Las grasas y los aceites comestibles son basicamente mezclas complejas de triglicéridos
(TAG), compuestos mayoritarios constituyentes de estos materiales en aproximadamente
un 95 % (Marangoni, 2013a). Por este motivo, la composicion en acidos grasos y la manera
en la que se distribuyen en los TAG son el factor determinante sobre sus propiedades

de cristalizacién (Marangoni, 2013a). Cuando un material graso cristaliza, se lleva a cabo
un proceso complejo que implica la formacion de una red cristalina. Las caracteristicas

de esa red cristalina dependen del comportamiento de cristalizacién, el cual esta
influenciado por los tipos de TAG presentes, y por cdmo interactdan y se empaquetan
espacialmente (Basso et al., 2010).

Antes del comienzo de la cristalizacién de un TAG en el material graso, este ultimo
debe estar en una condicién termodinamica favorable para promover la generacion
de un sélido a partir de una fase liquida (Toro-Vazquez et al., 2002). Esta condicién es
conocida como sobreenfriamiento, la cual ocurre a partir de temperaturas por debajo
de la temperatura de cristalizacion del material graso sin que la cristalizacién se haya
iniciado. En esa condicidn, los TAG forman pequefios agregados cristalinos no estables
en equilibrio con la fase liquida (Marangoni, 2013b). Para que se promueva la obtencién
de agregados estables (nucleos cristalinos) se requiere tiempo, siendo por lo general un
proceso lento. Una vez que se obtienen los agregados estables, el proceso de cristalizacién
ocurre de forma espontanea (Marangoni, 2013b). Estos agregados contindan creciendo,
formando asi los cristales. Los cristales formados pueden generar interacciones entre ellos,
conduciendo a la conformacién de la red cristalina (Basso et al., 2010).

La cristalizacién cumple un rol muy importante en productos como el chocolate,
las cremas para untar y las margarinas (Sato, 2001; Hubbes et al., 2018). Si bien las
caracteristicas de la red cristalina obtenida en este tipo de productos influyen en la
texturay las propiedades viscoelasticas, estudiar la cinética de la cristalizacién permite
conocer mas en detalle los fendmenos anteriormente mencionados que ocurren durante
el desarrollo de dicha red.

Por lo general, los materiales grasos que se destinan para su uso en alimentos suelen
presentar caracteristicas particulares. La mas importante es que no presenten acidos
grasos trans de origen industrial, ya que diversos estudios nutricionales han demostrado la
relacién directa entre el consumo de estos acidos grasos y el incremento en los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
provocando un aumento en el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular (Oteng y
Kersten, 2020). La industria alimentaria ha tenido que recurrir a cambios en los materiales
grasos para cumplir con este aspecto. En términos generales, alternativas tecnolégicas
como la hidrogenacion completa, el mezclado y la interesterificacién han mostrado ser
convenientes y versatiles para el disefio de materiales grasos comestibles cero-trans (Ribeiro
et al., 2009; Zuher et al., 2018; Segura y Jachmanian, 2020; Callejas et al., 2021).

Las mezclas suelen estar constituidas por materiales grasos en diferentes
proporciones, generalmente un aceite y otro material que aporte un contenido de acidos
grasos saturados, de modo tal que les confiera estructura y consistencia. De esta forma
la mezcla resultante presenta el suficiente contenido de sélidos para dar estabilidad a
la red cristalina formada. Dentro de los aceites se destaca el aceite de soja (SBO) por ser
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econodmico, por estar disponible en grandes cantidades, por sus cualidades nutricionales
(alto aporte de acidos grasos linoleico y linolénico) y por su alta funcionalidad, lo que lo
convierte en una materia prima interesante (Ribeiro et al., 2009).

Dentro de los materiales grasos con alto grado de saturacidn, el aceite de palma,
la grasa vacuna y los aceites vegetales completamente hidrogenados han funcionado
exitosamente como materia prima (Zuher et al., 2018; Segura y Jachmanian, 2020; Callejas
et al., 2021). Estos ultimos, a diferencia de los aceites parcialmente hidrogenados, no
contienen acidos grasos trans.

La cinética de la cristalizacién es caracteristica de cada material graso y depende de
las propiedades fisicoquimicas del material y del tratamiento de enfriamiento aplicado
(Mursalin et al., 2016). Mediante el analisis de la cinética de cristalizacion es posible
obtener parametros cinéticos importantes tales como el mecanismo de nucleaciény la
velocidad de crecimiento cristalino (Mursalin et al., 2016).

El proceso de cristalizacion en materiales grasos puede ser estudiado a través
de diferentes modelos (Toro-Vazquez et al., 2002). Sin embargo, el que se utiliza mas
frecuentemente es el modelo de Avrami (Narine et al., 2006). El modelo de Avrami fue
desarrollado originalmente para describir la cinética de transicion de liquido a sélido en
metales (Avrami, 1941). Luego se aplicé a la cristalizacion de polimeros (Sharples, 1966);
mientras que en lipidos, los primeros estudios se realizaron para describir la nucleacion y
cristalizacién del aceite de palma (Kawamura, 1980).

La expresion basica en condiciones isotérmicas de la ecuacién del modelo de Avrami
esta dada por:

n

Ft=1-e-k't (1)

Donde F, es la cristalizacion relativa y representa la fraccién de una variable vinculada
al estado solido de la muestra, definida generalmente como la relacién entre la variable a
tiempo “t"y su valor maximo a la temperatura de cristalizacién. La constante k representa
la velocidad de crecimiento cristalino y es funcién de la temperatura. El exponente
de Avrami (n), también referido como indice de cristalizacién, indica el mecanismo de
crecimiento cristalino. Dicho parametro es una funcién combinada que depende del
tiempo, el tipo de nucleacién (esporadica o instantanea) y el nimero de dimensiones en
el cual tiene lugar el crecimiento cristalino (Hubbes et al., 2018).

Los parametros cinéticos del modelo se obtienen por medio de datos experimentales
alo largo del tiempo. Segun Mursalin et al. (2016), los datos experimentales que se
utilizan para ajustar el modelo son obtenidos por medio del contenido de sélidos (SFC),
determinado por resonancia magnética nuclear de pulsos (p-RMN); o por la entalpia de
cristalizacién, determinada por calorimetria diferencial de barrido (DSC). La técnica mas
adecuada para caracterizar el proceso de cristalizacion es p-RMN (Foubert et al., 2003). Sin
embargo, la técnica de DSC presenta como ventajas un estricto control de temperatura
y un pequefio tamafio de muestra que reduce la influencia de agentes externos en la
cristalizacién (Foubert et al., 2003). Por lo mencionado anteriormente, la técnica de DSC,
muy utilizada en el area de los lipidos, es capaz de proporcionar datos cinéticos confiables
y reproducibles a partir de los termogramas de cristalizacién isotérmica (MacNaughtan
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et al., 2006). Sumado a lo anterior, permite determinar propiedades asociadas con la
fusién del material graso (Supaphol y Spruiell, 2000).

Si bien la presencia de compuestos minoritarios (fosfolipidos, glicéridos parciales
y compuestos con caracter antioxidante) en los materiales grasos es baja, presentan
una mayor polaridad y en algunos casos un comportamiento anfifilico con respecto
a los triglicéridos. Estos compuestos han sido considerados agentes que afectan la
cristalizaciéon (Metin y Hartel, 2005; Smith et al., 2011; Buscato et al., 2018).

Los fitoesteroles muestran un gran interés comercial debido a las implicancias
positivas en la salud humana (reduccién del LDL) y se encuentran presentes, en
contenidos muy bajos, en los aceites vegetales, granos y frutos (Daels et al., 2018).
Katan et al. (2003) reporté que los fitoesteroles son responsables de la disminucién de
aproximadamente un 10 % del LDL en la sangre humana. Debido a eso, resulta atractiva
la adicién de esta clase de compuestos en los materiales grasos como ingrediente para
formulaciones de alimentos funcionales. En la industria alimentaria, los fitoesteroles se
agregan en formulaciones de margarinas (Belitz et al., 2009). Sin embargo, su adicién
podria influenciar el comportamiento de la cristalizacién y generar problemas durante el
proceso de produccidn o en las propiedades mecanicas (Daels et al., 2017).

En este estudio, las mezclas preparadas fueron enfriadas rapidamente hasta alcanzar
diferentes temperaturas de cristalizacion a los efectos de promover su cristalizacion
isotérmica. El objetivo fue determinar el efecto de la temperatura de cristalizacion,
la composicién quimica de las mezclas y el agregado de diferentes contenidos de
fitoesteroles sobre la cinética de cristalizacion. La ecuacién del modelo de Avrami fue
utilizado para obtener los parametros cinéticos asociados al mecanismo de nucleacion y
al crecimiento cristalino.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos materiales grasos: aceite de soja refinado (SBO), marca Rio de la Plata
(Uruguay), el cual fue adquirido en un comercio local; y aceite de salvado de arroz
completamente hidrogenado (FHRBO), obtenido previamente mediante un proceso
de hidrogenacién completa en un reactor Parr de 250 mL (4570HP/HT Parr Instrument
Company, Illinois, USA), montado y puesto a punto en el Area Grasas y Aceites del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Quimica
(Udelar), para dicho fin (Callejas et al., 2021). La hidrogenacion fue realizada bajo 15 bar de
presion de H, y 120 °C, utilizando un 5 % en peso de un catalizador comercial (PRICAT 9910,
de Johnson Matthey, London, UK). Luego de 3 horas de reaccion el FHRBO fue obtenido,
verificandose que la reaccién fuera completa por anadlisis de la composicion en acidos
grasos (método descrito mas adelante), que muestra la ausencia de acidos grasos trans
en el material graso. Los fitoesteroles consistieron en una mezcla de Brassicasterol (11 %),
Campesterol (39 %) y B-sitoesterol (51 %), provistos por Sigma-Aldrich.

Previo a la obtencién de las mezclas, ambos materiales grasos fueron purificados
con el propésito de remover el contenido de compuestos minoritarios como tocoferoles,
fitoesteroles, acidos grasos libres, monoglicéridos y diglicéridos. Para esto, se hizo fluir
por gravedad cada material graso por una columna con alimina neutra activada segun el
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método AOCS (American Oil Chemist’s Society, 2009a). Como resultado de la purificacién
se verificd la remocion de un 99 % de tocoles totales (tocoferoles + tocotrienoles). Este
analisis indirecto permitié inferir que la columna con alimina fue capaz de remover en
gran medida otros compuestos con grupos quimicos de similares caracteristicas a las de
los tocoferoles (como los fitoesteroles y glicéridos parciales).

Preparacion de las mezclas

Cinco mezclas con contenidos de FHRBO desde 20 hasta 40 %, en incrementos del 5 % en
peso, fueron preparadas mezclando cada material graso en viales de 4 mL hasta alcanzar
una masa final préxima a los 2 gramos de mezcla. Luego fueron venteadas con nitrégeno
y cerradas herméticamente para ser transferidas a un agitador orbital a 200 rpm durante
15 minutos a 70 °C para su completa homogenizacion.

Mezclas con agregado de fitoesteroles

A las mezclas con 20 y 35 % de FHRBO se les agregaron diferentes contenidos de
fitoesteroles (1%, 2 % y 4 % en peso). Para esto se prepararon 8 gramos de mezcla,

luego se separaron 2 gramos a los cuales se les adiciond el contenido de fitoesteroles
correspondiente, obteniéndose tres sistemas compuestos por una mezcla de composicién
definida con diferentes niveles de fitoesteroles. Luego todas las mezclas con fitoesteroles
fueron venteadas con nitrégeno y cerradas herméticamente para ser transferidas a un
agitador orbital a 200 rpm durante 15 minutos a 70 °C hasta su completa solubilizacién y
homogenizacién.

Determinacién de la composicién en acidos grasos

Los materiales grasos (SBO y FHRBO) fueron previamente derivatizados a sus
correspondientes ésteres metilicos segun AOCS (American Oil Chemist’s Society, 2009b).
Los ésteres fueron luego analizados por GC utilizando un cromatégrafo Shimadzu modelo
14B equipado con FID y una columna capilar Supelco SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 pm).
El programa de temperatura inicié a los 160 °C, se aumentd la temperatura hasta los

225 °C a una velocidad de 5 °C/min, y luego se mantuvo a dicha temperatura durante 10
minutos. Se utiliz6 nitrégeno como gas portador. La identificacion de los acidos grasos
se llevo a cabo por comparacién de los tiempos de retencién con los correspondientes

al analisis de un estandar de ésteres metilicos de los 4cidos grasos (provistos por
Sigma-Aldrich), bajo las mismas condiciones cromatograficas. Los analisis fueron
realizados por duplicado y el promedio de los valores, informado.

Determinacion de la composicion en triglicéridos

Los materiales grasos (SBO y FHRBO) fueron disueltos en acetona (30 mg/mL), y

la separacién de los triglicéridos y su composicion fueron analizadas directamente
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en un cromatégrafo Shimadzu
Prominence modelo 20A seguin AOCS (American Oil Chemist’s Society, 2009c), con
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algunas modificaciones. El sistema se equip6 con un detector de indice de refraccién
(RID) Shimadzu modelo 10A y dos columnas Supelcosil TM C18 (25 cm x 4.6 mm x 5 um),
y se inyectaron 40 pL de muestra. El analisis partié de una mezcla inicial de acetona/
acetonitrilo/cloroformo 47, 5:47, 5:5, que se mantuvo constante durante todo el tiempo
de andlisis (45 minutos) a un flujo de 1 mL/min. La identificacion se llevé a cabo utilizando
estandares puros de TAG y materiales grasos de composicién conocida considerando el
orden de elucion de acuerdo con el nimero equivalente de carbono (ECN). Los andlisis
fueron realizados por duplicado y el promedio de los valores, informado.

Obtencion de los termogramas de fusion

Los termogramas de fusion se determinaron mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) en un calorimetro marca Shimadzu modelo 60A plus, equipado con un sistema de
refrigeracion Thermo scientific EK90/SH segin AOCS (American Oil Chemist’s Society,
2009d). Para esto se colocaron entre 10-15 mg de muestra dentro de una capsula de
aluminio, la cual fue calentada hasta los 90 °C para asegurar la fusiéon completa, seguido
de un enfriamiento a 10 °C/min hasta -50 °C. Luego se mantuvo a esa temperatura por
30 minutos y finalmente se llev a cabo una etapa de calentamiento a 5 °C/min hasta

la fusién completa. En esta Ultima etapa se registré el flujo de calor endotérmico de la
muestra, obteniéndose asi el termograma de fusion correspondiente. El procesamiento
de los datos se realizé utilizando el software correspondiente (Shimadzu Corporation,
2009). Para la calibracién del equipo se utilizé un patrén de Indio de alta pureza
suministrado por Sigma-Aldrich. Los analisis fueron realizados por duplicado.

Obtencion de las isotermas de cristalizacion

Usando la misma capsula con la muestra con la que se obtuvo el termograma de fusion

fue posible realizar un seguimiento de la cristalizacion isotérmica. Para esto, previo a su
enfriamiento, la muestra fue sometida a una etapa de calentamiento a 90 °C, que se mantuvo
durante 10 minutos, para remover los cristales que pudiera tener presente con el fin de
borrar la memoria cristalina del material graso. Luego se la enfri6 rapidamente (a la maxima
potencia que puede suministrar el sistema de refrigeracién) hasta alcanzar la temperatura

de cristalizacion (35, 38, 40 y 42 °C). Una vez alcanzada dicha temperatura, se mantuvo
constante hasta finalizar el proceso de cristalizacion. En esta etapa se registrd el flujo de calor
exotérmico de la muestra obteniéndose la isoterma de cristalizacién correspondiente a cada
muestra. El procesamiento de los datos se realizé utilizando el software correspondiente
(Shimadzu Corporation, 2009). Los andlisis fueron realizados por duplicado.

Analisis estadistico
Algunos datos fueron sujetos a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software

correspondiente (Di Rienzo et al., 2020). Diferencias significativas entre los valores medios
fueron comparadas utilizando el test de Tukey con un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

-

Composicién en acidos grasos y triglicéridos

En la Tabla 1 se muestra la composicién en 4cidos grasos de los materiales grasos de
partida (FHRBO y SBO) y de las mezclas preparadas con diferentes contenidos de FHRBO.
En el SBO, el acido graso presente en mayor proporcion fue el linoleico, sequido del oleico
y el palmitico. Dicha composicién concuerda con resultados reportados por otros autores
en diferentes estudios (Ali et al., 2019; Ribeiro et al., 2009). En relacién con el FHRBO, los
principales acidos grasos fueron el palmitico y el estedrico. Dicha composicién es reflejo
de la composicion inicial del aceite de salvado de arroz (RBO) y la conversién de todos los
acidos grasos insaturados de 18 dtomos de carbono presentes a su acido graso saturado
correspondiente durante el proceso de hidrogenacién completa (Callejas et al., 2021). Es
de destacar la ausencia de 4cidos grasos trans en este tipo de materiales, lo que confirma
la efectividad del proceso de hidrogenacién completa.

TABLA 1. Composicién en 4cidos grasos (% m/m) de los materiales grasos de partida
(FHRBO y SBO) y sus respectivas mezclas con diferentes contenidos de FHRBO.

Mezcla FHRBO/SBO

Acido graso

Acido palmitico (16:0) 18,5+0,5 | 109+0,1 | 13,9+0,2 | 13,6+0,2 | 13,2+0,1 | 129+0,3 | 12,5+0,2

Acido estearico (18:0) 79,1£0,1 3,4+0,1 | 33,7+£0,1 | 299402 | 26,1+0,2 | 223+0,1 | 18,6+0,1

Acido oleico (18:1) nd 25,1+0,1 | 151+0,2 | 16,3+0,1 | 17,6+0,1 | 18,8+0,2 | 20,1+0,2
Acido linoleico (18:2) nd 52,7+0,2 | 31,6+0,1 | 342+03 | 368+0,4 | 395+0,1 | 42,2+0,3
Acido linolénico (18:3) nd 6,5+0,2 3,9+0,1 4,2+0,1 4,6+0,1 49+0,1 52+0,1

Acido araquidico (20:0) 1,05+0,01 | 0,45+0,01 | 0,69+0,02 | 0,66+0,03 | 0,63+0,02 | 0,60+0,01 | 0,57+0,05

Acido behénico (22:0) 0,21+0,01 | 0,43+£0,02 | 0,34+0,01 | 0,35+£0,02 | 0,37+0,05 | 0,38+0,03 | 0,39+0,03

Acido lignocérico (24:0) 0,31+£0,02 | 0,18+0,02 | 0,23+0,01 | 0,23+0,01 | 0,22+0,02 | 0,21+0,02 | 0,21+0,02

Acidos grasos saturados (SFA) | 99,1+0,5 | 155+0,2 | 489+0,5 | 448+0,3 | 40,6+0,1 | 364+0,2 | 32,2+0,1

Acidos grasos

) nd 25,1+0,1 | 151+0,1 | 16,3+0,1 | 17,6+0,1 | 188+0,2 | 20,1+0,2
monoinsaturados (MUFA)

Acidos grasos

nd 59,2+0,1 | 355+0,1 | 385+0,2 @ 41,4+0,2 | 44,4+0,2 | 47,4+0,2
poliinsaturados (PUFA)

nd: no detectado

En relacién con las mezclas FHRBO/SBO, la incorporacion de FHRBO llevd a cambios
inherentes en la composicién en acidos grasos, los cuales ocurrieron progresivamente en
funcién del porcentaje de FHRBO agregado. Se observé que al incrementar el porcentaje
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de FHRBO desde 20 a 40 %, el contenido en acidos grasos insaturados y poliinsaturados
(18:1, 18:2 y 18:3) disminuyd; en contraposicion, los niveles de SFA aumentaron.

La Tabla 2 muestra la composicién en TAG individuales del FHRBO, SBO y de las
mezclas preparadas con diferentes contenidos de FHRBO, asi como también los diferentes
grupos de TAG asociados segun los tipos de acidos grasos saturados o insaturados
que los constituyen. De esta forma, se obtuvieron 4 tipos de TAG (tri-saturados, Ss;
di-saturados, S,U; di-insaturados, U,S y tri-insaturados, Us). Los TAG LLL, OLL y PLL fueron
mayoritarios en el SBO, lo cual coincide con lo reportado por otros autores (Gunstone
y Harwood, 2007; Ribeiro et al., 2009). En el FHRBO fueron identificados Unicamente los
TAG tri-saturados, siendo StStSt el mayoritario, sequido de PStSty PStP. LLL y OLL fueron
los TAG mayoritarios en las mezclas con 20 y 25 % en FHRBO, mientras que LLL y StStSt
lo fueron en la mezcla con 30 % en FHRBO. En cambio, los TAG StStSt y PStSt fueron los
predominantes en las mezclas con 35y 40 % en FHRBO.

La sumatoria de TAG del tipo S; y Us (mayoritarios en ambos materiales grasos)
constituyé mas del 70 % en todas las mezclas, predominando los TAG del tipo U, a
excepcion de la mezcla con 40 % en FHRBO.

TABLA 2. Composicidn en triglicéridos (% m/m) de los materiales grasos de partida (FHRBO
y SBO) y sus respectivas mezclas con diferentes contenidos de FHRBO.

Mezcla FHRBO/SBO

54 StStSt 50,1+0,8 nd 20,0+09 | 17,5+04 | 150+0,8 | 12,5+0,2 | 10,0£0,3
52 PStSt 39,2+0,6 nd 15,7+0,3 | 13,7+0,8 | 11,8+0,1 | 9,8+05 | 7,8+0,4
50 PStP 9,2+0,9 nd 3,701 3,2+0,2 2,8+0,1 2302 | 1,8%03
50 St00 nd 0,51+0,05 | 0,30+0,02 | 0,33£0,01 | 0,35£0,02 | 0,38+0,01 | 0,41+0,03
50 LStSt nd 1,6£0,1 | 095+0,04  1,0£0,1 1,1£0,1 1,2+0,2 1,3+0,1
50 POSt nd 0,51+0,03 | 0,31+0,01 | 0,33+0,05 | 0,36+0,01 | 0,38+0,02 | 0,41+0,01
48 POO nd 3,9+0,1 2,3+£0,1 2,5+0,2 2,7+0,2 29+0,1 3,1+0,2
48 StOL nd 2,740, 1,6+0,2 1,7+0,1 1,9+0,1 2,0+£0,2 2,1+£0,1
48 000 nd 4,7+0,1 2,8+0,1 3,0+02 | 3303 3,5+0,1 3,701
46 StLL nd 1,9+0,1 1,2+0,2 1,3+0,2 1,4+0,2 1,5+0,1 1,5+0,2
46 POL nd 10,8+0,1 | 6,5%0,2 69+02 | 7504 81+0,2 | 86+0,3
46 ooL nd 9,8+0,1 59+0,5 | 6404 69+0,2 | 7,4£0,5 79+0,2
44 PLL nd 13,4+0,2 | 8,0+0,3 8,7+0,3 94+06 | 10,0£0,5 | 10,7+0,3
44 OLL nd 16,8+0,2 | 10,104 | 10,8+0,1 | 11,7£0,2 | 12,6+0,4 | 13,4+0,2
42 OLLn nd 3,0£0,1 1,8+0,1 1,9+0,1 2,1+0,2 2,301 24+0,2
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42 LLL nd 206+0,2 | 12,4+0,5 | 13,4+0,2 | 144+0,5 | 155+0,2 | 16,5+0,3
40 LLLn nd 7,0+£0,1 4,2+0,1 46+0,3 49+0,3 53+04 56+0,1
38 LLnLn nd 1,2+0,1 | 0,71+£0,02 | 0,77+0,04 | 0,83+0,05 | 0,89+0,02 | 0,95+0,03
TAG
tri-saturados | 98,5+1,1 nd 39,4+0,6 | 345+0,5 | 296+0,8 | 246+0,4 | 19,7+0,3
(Ss)
TAG
di-saturados nd 2,1+£0,1 1,3+0,1 1,4+0,2 1,5+0,3 1,6+0,2 1,7+0,1
(S:.U)
TAG
di-insaturados nd 33,2+0,2 | 19,9+0,7 | 21,6+0,8 | 23,2+0,3 | 249+0,7 | 26,6+0,5
(U,5)
TAG
tri-insaturados nd 63,2+04 | 37,9+0,2 | 41,1+0,5 | 443+04 | 47,4+0,5 | 50,6+0,4
(Us)

P: acido palmitico, St: 4cido estedrico, O: &cido oleico, L: 4cido linoleico, Ln: &cido linolénico.
nd: no detectado.

Propiedades térmicas y comportamiento de fusion

Se obtuvieron los termogramas de fusion (grafico de potencia vs temperatura o tiempo),
en los cuales apartamientos positivos o negativos de la sefial de potencia de la linea de
base (cero) se vinculan a procesos exotérmicos (cristalizacién) o endotérmicos (fusion)
ocurridos en el material graso. La Figura 1 muestra los termogramas de fusién obtenidos
de las mezclas FHRBO/SBO preparadas con diferentes contenidos de FHRBO. La Tabla 3
presenta algunos parametros de interés obtenidos a partir de los termogramas.

Los termogramas de fusion de las mezclas presentaron dos regiones endotérmicas
bien definidas con temperaturas de pico relacionadas a la fusién de la fraccién de TAG de
bajo y alto punto de fusién (T,). Una regién correspondiente a los TAG caracteristicos del
SBO con Ty aproximadamente en -25 °C, de baja temperatura de fusion, representados
fundamentalmente por TAG del tipo U, y la otra correspondiente a los TAG caracteristicos
del FHRBO con Ty, entre 58 y 62 °C aproximadamente, de alta temperatura de fusion,
representados por TAG del tipo Ss.

La temperatura de inicio de la fusion (T;) no mostré una variacién importante
al aumentar el contenido de FHRBO en las mezclas. Otro efecto observado fue la
disminucién y el incremento de las entalpias de fusion AH, y AH,, respectivamente, a
medida que aumentd el agregado de FHRBO a las mezclas. Es posible afirmar que las
mezclas combinaron propiedades térmicas de ambos materiales grasos, pareciéndose
mas a aquel que contienen en mayor proporcion.
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FIGURA 1. Termogramas de fusién de las mezclas FHRBO/SBO con diferente contenido
de FHRBO. T,: temperatura de fusién de pico 1y 2 correspondientes a baja y alta
temperatura, respectivamente.

La temperatura de fusiéon completa (Tg) mostré una tendencia a incrementarse
cuando aumento el contenido de FHRBO. Si bien lo mencionado result6 esperable, un
aspecto a considerar es que la variacion de la Ty al pasar del 20 % al 40 % en FHRBO
aumentd solo 4,4 °C. Estos resultados obtenidos coinciden con otros trabajos basados
en mezclas con un aceite completamente hidrogenado (Ribeiro et al., 2009; Callejas et al.,
2021; Ornla-ied et al., 2021).

TABLA 3. Parametros obtenidos de los termogramas de fusion de las mezclas FHRBO/SBO
con diferente contenido de FHRBO: temperatura de inicio de pico (T), temperatura de
pico (Ty), entalpia de fusién del pico (AH;) y temperatura de fusién completa (T).

FH“::;‘,?BO T (°0) Ty (°C) AH, ()/g) To(°C) BH, (J/g) T (°C)
20/80 -30,1+0,3A -25,3+0,2A 46,7+1,84A 57,7+0,24A 33,5+0,5~ 60,1+0,8~
25/75 -301£014 2524024 | 362£22°% | 591+018 | 397:04% | 61,9£07¢
30/70 -30,8+0,28 -25,4+0,1A 35,3+0,98 60,2+0,2 8¢ 55,6+0,6 ¢ 63,0+0,3 8¢
35/65 -30,9+0,2¢8 -25,4+0,3A 29,0+1,4¢ 60,9+0,4¢p 58,7+0,3° 63,7+0,4¢
40/60 -31,1+0,18 -25,5+0,24 24,4+2,0¢ 61,6+0,80 73,1+0,6E 64,5+0,50

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las mezclas a un p <0,05.

Estos resultados estarian indicando que la interaccion entre ambos materiales grasos
de la mezcla es muy pobre, confiriéndole a la mezcla las caracteristicas propias de cada
uno, atenuadas por su dilucién frente al otro componente.

En todas las mezclas se observé un pequefio pico exotérmico (entre los 20 y 30 °C
aproximadamente), que indica una transicién polimérfica de alguna fraccién de los
sélidos del sistema. Este tipo de comportamiento también fue observado en mezclas de
FHRBO con aceite de salvado de arroz (Callejas et al., 2021).
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Cinética de la cristalizacion

La Figura 2 muestra un termograma tipico de cristalizacién isotérmica para la mezcla
FHRBO/SBO 30/70 a una temperatura de cristalizacion (T,) de 42 °C. Durante la
cristalizacién de los materiales grasos bajo condiciones isotérmicas se asume que el flujo
de calor exotérmico es directamente proporcional a la masa de la muestray a la entalpia
de cristalizacién (AH.) (Supaphol y Spruiell, 2000). Es posible obtener un parédmetro
denominado cristalizacion relativa (F) que representa la fraccién del material graso al
estado sélido a lo largo del tiempo, el cual puede ser obtenido por integracién parcial a
partir del termograma mostrado en la Figura 2. Para esto, se supone que la cristalizacion
a una determinada temperatura finaliza cuando no se observa un cambio significativo en
el valor de AH.a un determinado tiempo luego de que la muestra cristaliza por completo
(Supapholy Spruiell, 2000).

F en funcién del tiempo se puede obtener segun la siguiente expresion:

AHe:
Ft=——"

= (2)
AHc,total

Donde AH,; y AH.,ta representan el drea entre el pico exotérmico y la linea de base
desde el punto inicial hasta el tiempo ty el area total, respectivamente (Lu et al., 2021).

Tc=42°C
1,8 7 Mezcla FHRBO/SBO 30/70 1
£ 16 09
z 14- 08
g 1,2 07z
g 1 06§
g 05§
o 08+ 2
s 04 &
S 067 033
I 3
9o 0,4+ 02 %
=]
=02+ 0,1 Termograma
0 T : : -0 Cristalizacion relativa (F)
0 2 4 6 8

Tiempo (min)

FIGURA 2. Termograma tipico de la cristalizacién isotérmica de la mezcla FHRBO/SBO
30/70y su correspondiente curva de cristalizacion relativa (F).

Para el andlisis cinético del modelo de Avrami, los datos obtenidos de la cristalizacion

relativa (F) se ajustan de acuerdo con la ecuacién de Avrami (Ecuacién 1) a través de su
linealizacién segun la siguiente expresion:

In(-In(1-Ft))=Ink+n.Int 3)
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De esta manera, al graficar In (-In(1-F,)) contra In t es posible obtener de la pendiente
el exponente de Avrami (n) y de la ordenada en el origen la constante de Avrami (k).
Ambos representan los pardmetros cinéticos de mayor interés.

Efecto de la composicion de las mezclas y la temperatura de cristalizacion sobre
los parametros cinéticos: la Tabla 4 resume todos los pardmetros cinéticos (t, ny k) y el
sobreenfriamiento (ATs) de las mezclas FHRBO/SBO con diferente contenido de FHRBO a
diferentes temperaturas de cristalizacion (T).

TABLA 4. Valores del periodo de induccidn (t), los parametros k y n obtenidos mediante el
modelo de Avrami y el sobreenfriamiento (ATs) de las mezclas FHRBO/SBO con diferente
contenido de FHRBO a diferentes temperaturas de cristalizacion (T.).

T, (°C) Pk ti(min) k; (min)» k; (min)n k (min)n AT, (°C)
FHRBO/SBO
20:80 - - - - - - - 181
25:75 2,07+0,024 - - - - 2,98+0,0648 | 0,00072+0,000184 | 19,9
42 30:70 1,20+0,07¢ - - - - 2,81+0,1148| 0,00265+0,00078 & 21
35:65 0,97+0,03° - - - - 2,70+0,068¢ | 0,00610+0,00090 ¢ 21,7
40:60 0,39+0,06 ¢ - - - - 2,34+0,13¢P 0,084+0,009 225
20:80 2,09+0,04~ - - - - 3,76+0,17F | 0,00036+0,000124 | 20,1
25:75 1,58+0,018 - - - - 3,52+0,02€F | 0,00105+0,000088 | 21,9
40 30:70 0,41+0,06¢ - - - - 2,01+0,120 0,079+0,013° 23
35:65 0,21+0,01F | 2,10£0,1048 | 0,36+0,064 | 1,21+0,104 | 1,83+0,124 - 2,19+0,04*¢€ 237
40:60 0,09+0,03%¢ | 1,92+0,118¢ | 1,27+0,138 | 1,42+0,054 | 3,74+0,35¢8 - 501+0,49*F 24,5
20:80 0,91+0,040 - - - - 3,22+0,29AF 0,010+0,001 & 221
25:75 0,44+0,07¢ - - - - 2,19+0,18° 0,065+0,015° 239
38 30:70 0,09+0,01%¢ | 1,5940,04° | 0,46+0,084 | 1,88+0,118 | 0,69+0,06¢ - 1,154£0,15*H 25
35:65 0,05+0,01¢ |1,74£0,15¢0 | 2,07+0,06¢ | 2,27+0,08¢ | 1,85+0,084 - 3924014 %! 25,7
40:60 - - - - - - - 26,5
35 20:80 0,17+0,03%¢ | 2,33+0,164 | 1,08+0,088 | 2,15+0,10¢ | 1,16+0,09¢ - 2,24+0,18*¢ 25,1

*En caso de cinética multiple (my, ki y ny, ky) es posible determinar, por razones practicas, una constante
de velocidad global del proceso (k), que se calcula como la suma de las constantes involucradas (Hubbes
et al.,, 2018). Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las mezclas
aunp<0,05.

El periodo de induccion (t) en condiciones isotérmicas es definido como el tiempo
necesario para la aparicién de nucleos cristalinos a partir de los cuales se desencadena
la cristalizacion (Himawan et al., 2006). Su determinacion depende del tipo de método
utilizado (Metin y Hartel, 2005), definiéndose en este caso como el tiempo para el cual
F alcanza un valor de 0,01. Tal como puede observarse en la Tabla 4 e independiente del
T. estudiado, los valores de t; disminuyeron conforme aument6 el contenido de FHRBO
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en la mezcla, dado que aporta TAG del tipo S, lo que favorece la aparicién temprana de
nucleos cristalinos. Ademas, las mezclas requieren de un grado de sobreenfriamiento
para favorecer la cristalizacién. El sobreenfriamiento (ATs) se puede estimar como la
diferencia entre la temperatura de fusiéon completa de las mezclas (T¢, determinado a
partir de los termogramas de fusion) y la T.. El contenido de FHRBO de las mezclas tuvo
influencia sobre la T¢; por lo tanto, para una misma T,, un menor contenido de FHRBO en
las mezclas llevé a un sobreenfriamiento menor. Lo anterior es coherente y reafirma la
relacién inversa entre el t; y el contenido de FHRBO.

Al analizar una mezcla de composicion fija de FHRBO a diferentes T, se observé que
a mayor sobreenfriamiento, t;disminuye. El sobreenfriamiento juega un rol fundamental
ya que es la fuerza motora de la cristalizacién. Un alto grado de sobreenfriamiento lleva a
una disminucién de la energia libre de activacién para la formacién de cristales estables,
resultando en una rapida nucleacion (Hubbes et al., 2018). Lo anterior explica por qué en
la Tabla 4 existen mezclas a determinadas T, en las cuales no se pudo analizar su cinética.
La cristalizacion requiere de un adecuado grado de sobreenfriamiento y composicién
en TAG para verse favorecido. En condiciones de bajo sobreenfriamiento (T.= 42 °C), la
cristalizacién no se ve favorecida salvo que la mezcla se enriquezca en TAG de alto punto
de fusion. Es por esto que la mezcla con 20 % de FHRBO no mostré un pico exotérmico a
lo largo de un tiempo muy prolongado (se dejé la muestra en el DSC durante mas de 2
horas, pasado dicho tiempo se decidié finalizar el analisis).

Para la mezcla con 40 % de FHRBO y a una T, = 38 °C, ambas condiciones favorecieron
la cristalizacion de forma tan rapida que la presencia del pico exotérmico se desarroll6
mucho antes de alcanzar condiciones isotérmicas. Esto explica por qué para una T.= 35 °C
solo la mezcla con 20 % de FHRBO mostré una cristalizacion isotérmica.

Para obtener los parametros cinéticos por medio de la linealizacién, segun la Ecuacién
3, se debe tener presente que no se aplica en todos los datos experimentales de la curva
de F. En este caso, el criterio que se considerd fue tomar la mayor cantidad de valores
posibles, de modo tal que el coeficiente de correlacion (r?) sea superior a 0,98 en todos los
casos (Narine et al., 2006; Hubbes et al., 2018). Se tom4 inicialmente una regién de F entre
0,25y 0,75 (Toro-Vazquez et al., 2002), la cual se fue incrementando proporcionalmente
entre los extremos y calculando el r2. Cuando el r2cay6 por debajo de 0,98; la regién se
consider¢ finalizada.

Con respecto a los valores de k, se observé que disminuyeron gradualmente al
disminuir el porcentaje de FHRBO en las mezclas, lo que indica una velocidad de
cristalizacion mas lenta. Esto esta relacionado con la disminucion de los TAG del tipo Ss,
que se caracterizan por presentar una cristalizacion practicamente instantanea (Marangoni,
2005). También, y al igual que lo observado para el t, el ATs fue determinante sobre la
velocidad. Se observéd que el incremento del ATsllevé a un aumento de la constante de
velocidad. Seguin Marangoni de Oliveira et al. (2015), el agregado de materiales con alto
grado de saturacion (llamados hard fats) en niveles de 1 al 5 % mostré cambios drasticos
en el proceso de cristalizacion, con menores t; y mayores k a medida que se incrementé su
contenido. En particular, determinaron que la tripalmitina (PPP) promovié el crecimiento
del cristal, permitiendo una mayor acumulacién y desarrollo de cristales. Si bien las
mezclas preparadas no contenian PPP, si presentaron un contenido considerable de StStSt
de similares caracteristicas, diferenciado Unicamente en la longitud de cadena del acido
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graso que lo conforma. Por lo que es muy probable que StStSt sea el TAG que promovié
mayormente la alta velocidad de crecimiento cristalino en las mezclas, y por esta razén se
increment6 considerablemente la k.

El exponente de Avrami “n” define la forma en que ocurre la nucleacién y el
crecimiento cristalino. Por lo tanto, cambios en dicho parametro sugieren cambios en el
modo de crecimiento de los cristales. Segun Lu et al. (2021), un valor de n = 4 o inferior
indica una nucleacién heterogénea y crecimiento tipo esferulitas (esférico) a partir de un
nucleo esporadico, donde el nimero de nucleos se incrementa linealmente con el tiempo.
De forma similar, un valor de n = 3 indica crecimiento tipo esferulitas, pero a partir de
un nucleo instantaneo. Un n = 2 indica crecimiento tipo platos o discos mayormente a
lo largo de dos dimensiones, y un n =1 representa crecimiento tipo agujas a partir de
nucleos instantaneos. En la Tabla 4 se observé que, al igual que ocurre conel tylak, nse
modifica en funcién de la composicién de las mezclas y T.. Un aumento en el contenido
de FHRBO llevé a una disminucién en el valor de n, pasando de una cristalizacién con
crecimiento tipo esferulitas a uno mayormente del tipo platos. En ninguno de los
casos se obtuvieron valores de n enteros. El principal motivo estd asociado a que el
crecimiento de cristales de diferentes caracteristicas morfoldgicas puede ocurrir de
manera simultanea debido a una cristalizacién heterogénea o a que cristales de similar
morfologia se desarrollan bajo un diferente tipo de nucleacién (esporadica o instantanea).
Distintos estudios realizados con mezclas de distintos materiales grasos (incluidos aceites
completamente hidrogenados) han mostrado comportamientos similares en relacién con
el valor de n (Ribeiro et al., 2009; Lu et al., 2021).

Como se observa en la Tabla 4, algunas mezclas a determinadas T. presentaron
dos valores de n (n; y n,) y dos valores de k (k,y k;) debido a que los termogramas de
cristalizacién mostraron la presencia de dos picos exotérmicos, obteniéndose curvas de F
como la Figura 3.

09 -
08
0,7
0,6
05
04 |

0,3 Tc=38°C
- Mezcla FHRBO/SBO 30/70

Cristalizacién relativa

0,2

0 T T T
0 1 2 3
Tiempo (min)

FIGURA 3. Curva de cristalizacion relativa (F) obtenida a partir de un termograma de
cristalizacién con dos picos exotérmicos de la mezcla FHRBO/SBO 30/70.

Esto sugiere la co-cristalizacidn de los TAG que conforman la mezcla, especialmente
TAG del tipo Ssen combinacién con los S,U. También puede estar indicando
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transformaciones polimérficas (Marangoni, 2013b). En los materiales grasos existe

un fenémeno conocido como polimorfismo, que involucra la existencia de diferentes
estructuras cristalinas (formas a, By B, en orden creciente de estabilidad) con la

misma composicién quimica (Sato, 2001). Durante el proceso de cristalizacién, la forma
polimérfica menos estable (a) sera la mas favorecida cinéticamente (de menor barrera
energética para su formacion y por lo tanto la menos limitada estructuralmente). Con el
tiempo, las moléculas podran reorganizarse dando lugar a formas termodinamicamente
mas estables (8" y B), de menor estado energético (Marangoni, 2013c). Lo anterior
constituye una “transformacién polimérfica”, siendo procesos exotérmicos que tienen
lugar hasta que se obtiene la estructura mas estable (Marangoni, 2013c).

Este tipo de comportamiento se hace mas evidente cuando las mezclas son ricas en
FHRBO y se incrementa el ATs. Cuando el ATs es pequefio, el agregado de TAG al nucleo
cristalino ocurre de manera lenta (bajos valores de k). Por lo tanto, los TAG tienen un
tiempo suficiente para que el empaquetamiento se desarrolle bajo la configuracién mas
apropiada y es de esperar que el polimorfo que se forme sea el mas estable (cristalizacién
bajo un dnico pico exotérmico).

A altos ATs ocurre todo lo contrario. La incorporacion de TAG al nucleo cristalino es
demasiado rapida, lo que provoca un empaquetamiento poco eficiente debido a la formacién
de diferentes cristales (cristales mixtos) y la coexistencia de distintos tipos de polimorfos
(cristalizacion bajo dos o mas picos exotérmicos). Cinéticas de cristalizacion de este tipo se
han visto en materiales como la grasa lactea cristalizada a 10 °C (Marangoni, 2013b).

Efecto del agregado de fitoesteroles en las mezclas sobre los parametros
cinéticos: la Tabla 5 muestra los mismos pardmetros cinéticos que la Tabla 4 para algunas
mezclas de interés (FHRBO/SBO 35/65 y 20/80), con diferentes contenidos de fitoesteroles
adicionados (1, 2y 4 %) a dos T, (38 y 40 °C). En el caso de la mezcla con 35 % de FHRBO,
se observo que el incremento de la concentracién de fitoesteroles aumentd el t; y redujo
la k a ambas T.. Esto indica que la presencia de fitoesteroles genera una cinética de
cristalizacién mas lenta. Los componentes menores pueden afectar la nucleacién, el
crecimiento cristalino o ambos aspectos (Smith et al., 2011). El incremento del tiempo
para la generacién de nucleos cristalinos en este tipo de materiales grasos depende
mayormente de la nucleacién heterogénea. La presencia de un componente como los
fitoesteroles, estructuralmente diferentes a los TAG, puede actuar como “blindaje” de
los nucleos heterogéneos presentes, haciendo que estos sean menos eficientes como
iniciadores de la cristalizacion (Smith et al., 2011).
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TABLA 5. Valores del periodo de induccién (t;), los parametros k y n obtenidos mediante
el modelo de Avrami y el sobreenfriamiento (ATs) de dos mezclas FHRBO/SBO con
diferente contenido de FHRBO y contenido de fitoesteroles (x % F) a dos temperaturas de

cristalizacion (T,).

Mezcla . . A A
T.(°C) FHRBO/SBO t;(min) n, ki (min)» n, k; (min)n n k (min)~ AT(°C)
35:65 0,214£0,01~ 2,10+0,104 0,36+0,06~ 1,21+0,10~ | 1,83+£0,124 - 2,19+0,04 %A
35:651%F 0,18+0,014 1,670,308 0,40+0,034 |1,40+0,2448 | 1,27+0,238 - 1,67+0,21*8
40 237
35:652%F 0,20£0,014 | 1,80+0,2348 0,35+0,05~ |1,49+0,1148| 1,01+0,068 - 1,35+£0,01*¢
35:654%F 0,37+£0,028 - - - - 2,00+£0,124| 0,17+0,08°
35:65 0,05+£0,01¢ | 1,74£0,1548 2,07+0,068 2,27+0,08¢0 | 1,85+0,08~ - 3,92+0,14 *¢
35:651%F | 0,083+0,0030¢ | 1,80+0,1248 1,29+0,09¢ 1,40+0,0648 | 2,23+0,04¢ - 3,52+0,13 *F
38 257
35:652%F | 0,085+0,0040¢| 1,62+0,108 1,89+0,09° 2,04+£006° | 1,27+0,068 - 3,16+0,04*6
35:654%F | 0,14£0,034 | 1,77+0,0648 | 1,29+0,10¢ 1,600,088 | 1,58+0,084 - 2,87+0,18*6
20:30 0,91+0,04¢ - - - - 3,22+0,298 | 0,010+0,001H
20:801%F | 1,20+0,03F | 3,54+0,08¢ | 0,0040+0,0005¢ | 2,59+0,05€F | 0,023+0,004 ° - 0,026+0,004 *!
38 20:802%F | 1,39+0,056 3,47+0,05¢ 0'0046t0'0006 2,82+0,11F | 0,05+0,01° - 0,05+0,01 *1 21
20:804%F | 1,34+0,026¢ 3,59+0,08 ¢ 0,0039t0,0008 2,46+0,06¢€ | 0,16+0,03F - 0,16+0,03 %P

*En caso de cinética multiple (ny, k; y ny, k;) es posible determinar, por razones practicas,
una constante de velocidad global del proceso (k), que se calcula como la suma de las
constantes involucradas (Hubbes et al., 2018). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas entre las mezclas a un p < 0,05.

El efecto mencionado se hace mas notorio a altas concentraciones de fitoesteroles.
En términos generales, el agregado de 1y 2 % no modificé practicamente el t; sin
embargo, con un 4 % si se observé un aumento. También explicaria por qué la cinética de
crecimiento cristalino es mas lenta, ya que al estar los fitoesteroles ocupando mas sitios
dentro del nucleo cristalino formado se inhibe la transferencia de masa de los TAG de
mayor punto de fusién hacia el mismo.

También se observé que el efecto de los fitoesteroles sobre la cinética tuvo mayor
influencia a bajos ATs. Si se compara la variacién porcentual de disminucién de la
constante cinética a 38 y 40 °C de la mezcla sin agregado de fitoesteroles con respecto
a la mezcla con un 4 % de fitoesteroles, fue de 27 y 92 %, respectivamente. Este tipo de
comportamiento se ha observado para componentes menores o aditivos en materiales
grasos (Cheong et al., 2009). El bloqueo de los fitoesteroles depende mayormente
de que se adsorban en el nucleo cristalino, promoviendo un enlentecimiento del
crecimiento cristalino. A un bajo AT, se les brinda a las moléculas un tiempo adecuado
para que puedan adoptar un empaquetamiento eficiente, siendo mas probable que
los fitoesteroles se adsorban y de esta forma actden como un “bloqueador” para el
crecimiento cristalino. En cambio, a altos AT, la cristalizaciéon de los TAG es mas favorable
y los fitoesteroles tienen menos oportunidad de adsorberse en el ndcleo cristalino.
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Con respecto a los valores del exponente n, la adicién de los fitoesteroles no modifico
en forma apreciable la morfologia cristalina, presentando en general un rango entre 1-2.
Esto indica la presencia de morfologia de tipo aguja y platos con una nucleacién que varia
entre esporddica e instantanea.

En la mezcla con 20 % de FHRBO y agregado de fitoesteroles a una T.= 38 °C,
los fitoesteroles generaron un aumento de t; (como ocurrié con la otra mezcla);
mientras que la k aumento. Lo anterior indica que el efecto de los fitoesteroles
depende de la concentracién de TAG presentes con alta tendencia a cristalizar
(fundamentalmente TAG S;). A bajas concentraciones de Ss, los fitoesteroles estarian
actuando como inductores de la cristalizacién.

La concentracion requerida para lograr un determinado efecto en la cinética de
cristalizacién difiere dependiendo del mecanismo por el cual actia (Smith et al., 2011).
Diferentes trabajos han reportado efectos similares de otros componentes menores
(lecitinas, mono y diglicéridos) en la cinética de cristalizacién, influyendo en los t, ky
n obtenidos a partir del modelo de Avrami (Basso et al., 2010; Claro Silva et al., 2014;
Miyasaki et al., 2016).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que por medio de DSC es posible obtener
informacion de interés en el estudio de la cinética de cristalizacion isotérmica en mezclas
FHRBO/SBO con distintos contenidos de FHRBO y fitoesteroles a diferentes temperaturas
de cristalizacién. El modelo de Avrami resulté atil y aplicable para la descripcion de la
cinética de cristalizacién en funcién de la cristalizacion relativa determinada a partir de la
entalpia de cristalizacion.

Se observé que el aumento en la proporcién de FHRBO en las mezclas produjo
una gradual disminucién del periodo de induccién (t) y un aumento de la velocidad de
crecimiento cristalino (k). La concentraciéon de FHRBO es determinante sobre la velocidad
de formacién de nucleos cristalinos y su crecimiento posterior, lo que se atribuye al alto
aporte de TAG del tipo S; de alto punto de fusidn. El grado de sobreenfriamiento (ATs)
también es un factor determinante sobre la cinética de la cristalizacion de las mezclas: a
mayor grado, la cinética fue mas rapida (menor t; y mayor k al comparar la misma mezcla
a diferentes temperaturas de cristalizacion). Esto confirma la importancia del ATs sobre la
tendencia a la cristalizacién de los materiales grasos.

El exponente de Avrami (n) no presentd, en ninguno de los casos, nimeros enteros y
se observaron en todas las mezclas y temperaturas de cristalizacién analizadas cambios
en dicho parametro. Esto sugiere cambios en la morfologia y tipo de nucleacién.

Dependiendo del mecanismo involucrado, la concentracién de fitoesteroles puede
influir en la cinética de cristalizacion. Ya sea por medio de la nucleacién (ocupando
sitios en el nucleo cristalino), el crecimiento (limitando la transferencia de masa de
los TAG hacia el nticleo) o una combinacién de ambas, se evidenciaron cambios en
todas las concentraciones estudiadas. Se observé un aumento de t; y reduccién de k,
por lo que los fitoesteroles contribuyen a promover una cinética de cristalizacién mas
lenta, presentando un mayor efecto cuanto mayor es la concentracion. El ATs influencia
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fuertemente el efecto de los fitoesteroles, especialmente al analizar la k a diferentes
concentraciones. Cuanto mayor es el AT, el efecto de los fitoesteroles se reduce.

Finalmente se determiné que, dependiendo de la mezcla estudiada, los fitoesteroles
muestran un comportamiento diferente. La mezcla con 20 % de FHRBO provocé un
incremento de t;y de k a medida que aumenté la concentracién de fitoesteroles. En
términos generales se observé que la concentracién de FHRBO y de fitoesteroles en las
mezclas afectaron los parametros cinéticos obtenidos por el modelo de Avrami a partir
de la cristalizacion isotérmica determinada por DSC. Por lo tanto, si bien los resultados
obtenidos deben considerarse primarios y aplicados sobre determinadas condiciones,
resulta un importante punto de partida para continuar investigando. Esto ultimo es
relevante en lo que se refiere al agregado de fitoesteroles, ya que se observaron cambios
en el comportamiento de la cinética de cristalizacién. Los estudios realizados sugieren
analizar con mayor profundidad el aporte de los fitoesteroles como ingrediente funcional
y su influencia sobre la cinética de la cristalizacién que afectan las propiedades tecno-

funcionales (textura y reologia) de mezclas de materiales grasos y sus posibles aplicaciones.

Lo mencionado anteriormente serd de sumo interés para la industria alimentaria ya que
permitira tener un mejor disefio y control de las fases grasas comestibles.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta el disefio de un dispositivo de bajo costo apto para el alcance
de las determinaciones que se llevan a cabo en la Facultad de Quimica de la Universidad
de la Republica y el Instituto Polo Tecnolégico de Pando, de esta facultad, que permite
calificar o caracterizar medios isotermos con placas econémicas basadas en el entorno
de desarrollo Arduino. El dispositivo construido permite la lectura simultanea de la
temperatura en 9 puntos y mediante la conexién a internet por medio del Wi-Fi de la
placa se transmiten las lecturas a servidores de la Facultad de Quimica, donde queda
registrada la telemetria que posteriormente puede ser descargada para su analisis. Al
mismo tiempo, los datos son enviados a un dashboard (tablero virtual) que permite la
lectura de las mediciones en tiempo real. Conectado a la alimentacién eléctrica y con un
Wi-Fi estable se pueden realizar mediciones 24/7 en forma remota. El dispositivo permiti¢
calificar varios medios isotermos, informandose algunos valores representativos de la
potencialidad de este tipo de desarrollos.

Palabras clave: MQTT (Message Queuing Telemetry Transport), metrologia, temperatura.
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ABSTRACT

This work presents the design of a low-cost device, suitable for the scope of the
determinations that are carried out in the Facultad de Quimica of the Universidad de

la Republica and the Instituto Polo Tecnolégico de Pando allowing the qualification

of isothermal media, with low-cost microcontroller boards based on the Arduino
development environment. The device also allowed the simultaneous temperature
readings at 9 points, and by connecting to the internet through its integrated Wi-Fi, the
results were transmitted to Facultad de Quimica servers, where the telemetry is recorded
and can later be downloaded for analysis. Simultaneously the data were sent to a
dashboard that allows the reading of the measurements in real time. Being connected to
the power supply and with a stable Wi-Fi connection, measurements can be taken 24/7
remotely. The device allowed the qualification of several isothermal media, reporting
some representative values of the potential of this type of development.

Keywords: MQTT (Message Queuing Telemetry Transport), metrology, temperature.

RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um dispositivo de baixo custo,
adequado ao escopo das determinacdes que sdo realizadas na Faculdade de Quimica de
la Universidad de la Republica e no Instituto Polo Tecnoldgico de Pando desta faculdade,
que permite a qualificacdo de performance de meios isotérmicos com placas econémicas
baseadas no ambiente de desenvolvimento Arduino. O dispositivo desenvolvido permite a
leitura simultanea da temperatura em 9 pontos, e por meio da conexdo a Internet através
do Wi-Fi da placa as leituras sao transmitidas para servidores da Faculdade de Quimica,
onde é armazenada a telemetria, dados que posteriormente podem ser descarregados
para a sua analise. Ao mesmo tempo, os dados sdo enviados para um painel que permite
a leitura das medicdes em tempo real. Estando conectado a fonte de alimenta¢do e com
uma conexdo Wi-Fi estavel, é possivel realizar medi¢des remotamente 24 horas por dia, 7
dias por semana. O dispositivo permitiu qualificar diversos meios isotérmicos, reportando
alguns valores representativos das potencialidades deste tipo de empreendimento.
Palavras-chave: MQTT (Message Queuing Telemetry Transport), metrologia, temperatura.

INTRODUCCION

La calibracién o caracterizaciéon de un medio isotermo consiste en la determinacion de la
correccién de la temperatura alcanzada, su fluctuacion (estabilidad) y/o el gradiente de
temperatura (uniformidad) del espacio de trabajo (EURAMET, 2017).

El espacio de trabajo estara definido por el area efectiva, es decir, en el que la
temperatura permanece en condiciones estables para realizar los ensayos. Normalmente
los limites del drea efectiva son paralelos a los limites del area interna del equipo.

El método general de caracterizacién consiste en la medicién -utilizando varias sondas
patrén- de la temperatura en un cierto volumen, o zona de trabajo, durante un determinado
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tiempo (Figura 1). Con las medidas de esas sondas se determinan las caracteristicas del
medio o los parametros, generalmente la estabilidad y homogeneidad (uniformidad).

En forma genérica, los diferentes tipos de equipos principales -o dispositivos de
ensayo climaticos- que se pueden encontrar son: hornos y estufas, incubadoras, cdmaras
climaticas, refrigeradores, bafios termostaticos o termostatizados, bafios de bloque seco
y autoclaves de esterilizacion.

Los requisitos o parametros por caracterizar dependeran del tipo de ensayo climatico
a realizar en los medios isotermos, siendo los mas habituales: |la estabilidad (temperatura
0 humedad), la uniformidad (temperatura o humedad), la correccién de la indicacién
(temperatura o humedad), u otros parametros temporales como, por ejemplo, la inercia
térmica, el tiempo de recuperacion, el tiempo de transferencia o decrecimiento térmico y,
para el caso de autoclaves, los tiempos de esterilizacién, el mantenimiento y el equilibrio.

Para llevar a cabo la caracterizacion se requiere disponer de un conjunto de sensores
a fin de determinar la uniformidad del medio y la estabilidad. La estabilidad podria
determinarse con una sola sonda, haciéndola variar en distintas posiciones, pero para
calcular la homogeneidad es necesario leer varios sensores a la vez, por lo que se necesita
disponer de varios conjuntos de TLD (termdmetros de lectura directa: sondas Pt100,
termopares con un indicador o similares).

{
2 3
1 c 4
7 8
6 9,
)

FIGURA 1. Medicién en 9 puntos. Ubicacién de los sensores para caracterizar un medio
isotermo (EURAMET, 2017).

El tipo de sensor a ser utilizado dependera de la temperatura de caracterizacién de la
estufa-horno. En el caso de estufas con temperaturas de trabajo menores a 250/300 °C,
por lo general se utilizan sensores tipo Pt100, y para caracterizar medios isotermos de
temperaturas mayores a 300 °C, se usan termopares tipo N (Nicrosil-Nisil), ya que son
mucho mas estables que los de tipo K (Cromel/Alumel). En este trabajo se utilizé el
intervalo de temperatura -20 °C - 125 °C, para lo cual se incorporé el uso de sensores
digitales DS18B20 (Maxim Integrated, inc, Estados Unidos). Se trata de un sensor digital de
temperatura con encapsulado de tipo TO-92 similar al empleado en transistores pequefios.
Con este sensor se pueden medir temperaturas a partir de -55 °C y hasta 125 °C, con una
resolucién programable desde 9 hasta 12 bits (entre 0.5 °C y 0.0625 °C respectivamente), y
una exactitud de 0.5 °C entre -10 °C y 85 °C. El sensor se caracteriza por ser utilizable para
la medicién de temperatura tanto en ambientes domésticos como industriales. A su vez,
sus caracteristicas permiten crear redes con un gran nimero de sensores.

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2023, N.° 25 (e631)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

92


https://orcid.org/0000-0003-0277-757X
https://orcid.org/0000-0003-1979-3285
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/623

LORENZO

DISENO DE UN CARACTERIZADOR DE MEDIOS ISOTERMOS BASADO EN ESP32 Y DS18B20 ... DOI: 10.26461/25.05

El equipamiento requerido para la medida de los sensores consiste, por lo general, en
multicalibradores; es decir, sistemas de adquisicion de datos organizados de tal forma que
puedan leer todos los sensores a la vez para hacer posible la determinacién del parametro
de homogeneidad. Este tipo de sistemas presenta como dificultad su costo relativamente
elevado. En la Tabla 1 se compara el sistema propuesto con algunos modelos comerciales.

También podrian emplearse 9 dataloggers distintos en forma simultanea. Esto

implicaria descargar los datos de cada uno de los 9 instrumentos por separado para

luego componerlos en una planilla que combine las distintas lecturas.

En este trabajo se llevé a cabo el disefio y la construccién de un multicalibrador de

bajo costo, usando sensores DS18B20, para calificar medios isotermos disponibles en la
Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica.
Si bien en la literatura es frecuente encontrar dispositivos basados en ESP32, ESP8266

0 Arduino junto a uno o mas sensores DS18B20 como dataloggers, no es habitual el uso

de estos instrumentos como multicalibradores.

TABLA 1. Evaluacion de dos opciones comerciales cableadas en comparacion
con el calificador propuesto en este trabajo.

Calificador Calificador Calificador Comentarios
de este trabajo comercial modelo comercial modelo
2
Precio (USD) <500 5.200 >30.000 No aplica.
Numero Lo deseable para este tipo
9 8 12 <
de canales de mapeo es 9 0 més.
Resolucién de 0.0625 0.02/0.001 0.01 La resolucién de 0.0625 °C es
las sondas (°C) aceptable para nuestro alcance.
Tipo de sensor DS18B20 Termopar/ ) Termopar No aplica.
termorresistencia
Incertladumbre 013 0.26/0.02 No se informa La |n§enldumbre de0.13°Ces
(°Q) apropiada para nuestro alcance.
El tratamiento de datos con
el calificador es realizado por
personal del laboratorio. Si
bien contar con un software
St CFR 21/11 de pro'c.esamlento y descarga
automatico de los datos resulta
Software , (U.S. Food and Drug R N X
- No Si S ventajoso, es posible realizar
incluido Administration,
2023) esas tareas en forma manual y es
apropiado para nuestro alcance.
Tampoco es necesario que
cumpla con CFR 21 Parte 11
(U.S. Food and Drug
Administration, 2023).
Rango de
temperatura -20a125 0a50 -20 a 200 El rango de temperatura es
0) apropiado para nuestro alcance.
Si bien el calificador propuesto
es el mas lento, la frecuencia
Frecue.naa de 9canales/6s 1lectura/s 48 canales /s de muestreo es apropiada para
registro nuestro alcance (recordar que
se toma una serie de datos
cada 60 s).
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MATERIALES Y METODOS

El sensor de tipo DS18B20 (Utmel Electronic, 2019) emplea un bus de comunicacién
denominado 1-Wire. La principal ventaja del bus 1-Wire es que necesita un unico
conductor para realizar la comunicacién, sin contar el conductor de tierra. Por otra parte,
los dispositivos pueden ser alimentados directamente por la linea de datos o mediante
una linea adicional con una tensién de entre 3.0 y 5.5 V.

Es de destacar que dentro del mismo bus 1-Wire es posible instalar tantos sensores
como sea necesario. Ademas, permite emplear cables més largos que otros sistemas sin
que se deteriore la comunicacion.

En su disefio, el sensor de tipo DS18B20 esta formado por un procesador con
multiples médulos que se encargan de controlar la comunicacién, medir la temperatura y
gestionar el sistema de alarmas.

Tal como se mencioné anteriormente, la presencia del bus de comunicacién 1-Wire
permite realizar la transmisién empleando Unicamente un cable de datos. Para ello,
1-Wire esta basado en un complejo sistema de timings en la sefial, entre el dispositivo
emisor y el receptor.

La mayor desventaja del sistema es que requiere de un cédigo complejo, lo que a su
vez supone una alta carga del procesador para consultar el estado de los sensores. El
tiempo de adquisicién total de una medicién resulta ser de 750 ms para cada sensor.

Sin embargo, 1-Wire permite que todos los dispositivos conectados al bus se
alimenten a través de la linea de datos, para lo cual dispone de un condensador que
almacena energia mientras la linea de datos esta en HIGH. Este modo se denomina

“modo parasito”. En caso de no usar el modo parasito, los dispositivos deben ser
alimentados con una tensién de entre 3.0 Vy 5.5V, como se mencioné mas arriba.

Independientemente del modo en que sea alimentado, el bus 1-Wire requiere de
una resistencia de pull-up de 4,7 kQ entre las lineas de datos y la alimentacién para que
funcione correctamente.

Para poder disponer de multiples dispositivos en un bus 1-Wire, cada sensor contiene
una memoria ROM que es grabada de fabrica con un nimero de 64 bits. Los 8 primeros
bits corresponden a la familia (0x28 para el sensor DS18B20). Los siguientes 48 bits son
unicos y corresponden al nimero de serie. Los Ultimos 8 bits son un cédigo CRC (cyclic
redundancy check). Esto significa que potencialmente se podrian llegar a tener 2748
(mas de 218 billones) de DS18B20 conectados en una misma red 1-Wire, ademas de otros
tantos dispositivos de otras familias (2428, unos 268 millones de familias de dispositivos
posibles). A efectos practicos, esto supone disponer de infinitos dispositivos.

En este sentido, para el sistema que fue construido en el Taller de Instrumentos de la
Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Figura 2), los 9 sensores con los
que se trabaja estan conectados a los mismos terminales de la tarjeta y son identificados
por este numero caracteristico.

La adquisicion de datos de los 9 sensores se realiza cada 60 segundos, intervalo mas
que suficiente para el tiempo de respuesta de conversion de temperatura mas exigente
de cada sensor (750 ms en 12 bits, resolucion 0.0625 °C). Los parametros de estabilidad
y homogeneidad o uniformidad se toman con un minimo de 10 valores (en el caso en
que sea necesario medir a varias temperaturas de la escala) y un maximo de 8 horas
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(cuando las mediciones se realizan a una temperatura fija) del medio a caracterizar.
Estos tiempos se comienzan a contar a partir de la estabilizacion de la temperatura en el
medio a caracterizar. Los valores de aceptacion se toman del manual del medio, segun el
fabricante o en base a criterios previamente establecidos y consensuados.
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FIGURA 2. Conexiones eléctricas entre los sensores DS18B20 y la placa ESP32.

La placa de microcontrolador utilizada en este trabajo es un modelo de desarrollo de
ESP32. El chip ESP32 se esta volviendo cada vez mas popular en el entorno de desarrollo
Arduino (IDE, Integrated development environment). Tratdndose de un procesador de
32 bits, es una placa potente con muy buen soporte. Entre otras prestaciones, puede
comunicarse via Wi-Fi y Bluetooth ya que estos mddulos vienen incluidos en la placa
por defecto. De este modo, los datos de los sensores pueden ser enviados por internet
a un servidor Mosquitto de la Unidad Académica de Informatica Quimica (Facultad de
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Quimica-Universidad de la Republica). El valor de cada sensor se envia como un tépico en
el protocolo MQTT (Message Queuing Telemetry Transport) (Wankhede y Gaikwad, 2021).
EI MQTT es un protocolo de mensajeria sencillo y ligero. De hecho, su mecanismo de
publicacién/suscripcion esta disefiado para que no sea dificil de ejecutar (Shao et al., 2018).

En resumen, para programar la placa ESP32 se usé el entorno de programacion de
Arduino IDE (Arduino, 2011). El cédigo ha sido desarrollado para permitir la conexién del
dispositivo a una red Wi-Fi del entorno, la conexion al servidor MQTT, la lectura de los
sensores cada 60 segundos y el envio de los datos al servidor.

El paquete Node-RED (Open]S Foundation & Contributors, 2012), que corre en otro
servidor de la Facultad de Quimica, fue el encargado de almacenar los datos en una
base de datos SQLite (Hipp, Wyrick & Company, Inc, 2000) y en enviar los valores a un
dashboard en la nube. De esta forma, es posible realizar un monitoreo de los valores en
tiempo real en cualquier computadora o teléfono celular (Figura 3).

La placa se alimenta a través de un puerto micro USB, utilizando un cargador de 230 V
a5V, 25A

DS18BZO

m\ Servidor MQTT
A P

| Node-RED
(] 7

| DS18B20 I /f SQLIte

DS18820
[[bsisB20 | /

Dashboard

(tablero virtual)

FIGURA 3. Flujo de la telemetria.

En la metodologia disefiada, la herramienta de programacién visual Node-RED
(Open]S Foundation & Contributors, 2012) (Figura 4), a través del nodo mgqtt in, toma los
9 valores de temperaturay los envia por separado a un dashboard gratuito (Cayenne)
utilizando el nodo cayenne sensor. El dashboard puede observarse en cualquier navegador
web (Figura 5). Al mismo tiempo, se utiliza el nodo join para combinar los multiples
mensajes que llegan desde cada sensor en un Unico mensaje que contiene la fechay
hora junto a los valores de cada sensor. Asi, el mensaje con las temperaturas y el tiempo
puede almacenarse en la base de datos a través de una funcién y el nodo sqlite. Los
valores almacenados en la base de datos pueden ser descargados en multiples formatos
(por ejemplo, csv) y pueden importarse con MS Excel. Con la hoja de cdlculo se realizé el
tratamiento estadistico y el calculo de incertidumbres para informar los resultados.

Calculos

A continuacién, se presenta un resumen de los calculos utilizados, ya que un enfoque mas
detallado escapa al objetivo de este trabajo.
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Estabilidad:
Para cada punto de ensayo (j) se calcula la estabilidad y se toma el valor maximo.

medio = MAX (| MaX (x;) - min (x;)])/2 (1)

Uniformidad u homogeneidad:
Se trabaja con la media de los valores tomados en cada uno de los patrones.

UNpedio = | MAX (X;) - min (X;)| /2 2

Calculo de incertidumbres

Estabilidad:
€medio 2
U2(8X9)=U2,es+ (—/2) (3)
3
Uniformidad:
u”medio/z 2
uZ( 6Xun) =u? temp.media + (T) (4)
Donde:

U2 tempmedia €S la incertidumbre tipica debida al calculo de la temperatura media.
u? s es la incertidumbre tipica debida a la resolucién del termémetro patrén.

Ambas componentes deben ser expandidas por el factor de cobertura k = 2.

" CALIBRADORO1/1 Calificador Ch1 )))

® connected

)) ® RWO

® connected

‘ CALIBRADORO1/2 Calificador Ch2

® connected ® connected

r— Crea query en sqlite

‘ CALIBRADORO1/3 m.
' connected Calificador Ch3 ))

‘ CALIBRADORO1/4 ® connected \,

[ cauBraDORO1/S --connected Calificador Ch5 9

A s
® connected N Join ® connected

|| CALIBRADORO1/6 Calificador Chs )
® connected

& connected : . =
[ causraporo17 Calificador Ch7 ) p msg.payload E [

® connected

‘ CALIBRADORO1/8

® connected

| CALIBRADORO1/9

® connected

® connected
funcién

Calificador Ch8 )))
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nodo mqtt in

nodo cayenne sensor

Calificador Ch9 ))) nodo join

® connected r‘ nodo sgqlite

FIGURA 4. Flujo de Node-RED utilizado.
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FIGURA 5. Visualizacién de datos en la web de Cayenne.

Calculo de costos

El costo de los materiales del calificador se muestra en la siguiente Tabla 2.

TABLA 2. Desarrollo de costos del dispositivo (precios afio 2020, en plaza).

Componente Cantidad Costo individual (USD) Costo (USD)
Tarjeta ESP32 1 28 28
Sensor DS18B20 9 5 45
Resistencia 4,7 kQ 1 <1 <1
Tarjeta prototipo de cobre 1 1 1
Caja registro estanco 1 7 7
Cargador 1 18 18
Adaptador para cargador 1 5 5
Calibracion 1 379 379

Luego de finalizada su construccién y superadas las etapas de prueba, el equipo
fue calibrado en un laboratorio acreditado en la magnitud temperatura (ServiMET,
Uruguay). La calibracién se realizé en el rango de temperaturas entre -20 °C y 120 °C. Las
incertidumbres expandidas obtenidas estuvieron entre un maximo de 0.30 °C a-20°C y un
minimo de 0.13 °C entre 0 °C y 100 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

El sistema desarrollado ha demostrado ser apropiado para caracterizar distintos medios
isotermos. En cuanto al disefio, los resultados obtenidos de la calibracién de las sondas
DS18B20 en un laboratorio acreditado en temperatura muestran incertidumbres para el
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intervalo 0-100 °C de 0.13 °C. Este dato, junto a la resolucién a la que estan configuradas
(0.0625 °C) las sondas, permite llevar a cabo la mayoria de las caracterizaciones
necesarias en los medios isotermos para los que el instrumento fue concebido. Si bien
no llegan a los valores de resolucién e incertidumbre de termopares o termorresistencias
(estos ultimos son por lo menos un orden menor a las DS18B20), son mas que suficiente
para las aplicaciones en laboratorios universitarios.

Para evaluar el desempefio en campo, en la Tabla 3 se adjuntan algunos ejemplos
representativos de diferentes caracterizaciones llevadas a cabo. El ejemplo 1 corresponde
a una cadmara climatica de punto consigna 40.0 °C. El ejemplo 2 corresponde a otra cdmara
climatica, esta vez fijada a 25.0 °C. El ejemplo 3, a un horno operando a 105.0 °C. El ejemplo
4, a un refrigerador cuya temperatura consigna es de 5 °C. Los 4 ejemplos cubren un
amplio rango de temperaturas y modos de funcionamiento (calefaccion y refrigeracién), lo
cual permite apreciar la versatilidad del calificador y su comportamiento en el rango.

TABLA 3. Ejemplos de desempefio del instrumento en la vida real.

m Promedio minimo 39.72 °C Sensor 7
Promedio méaximo 40.16 °C Sensor 3
Sensor N° ID Minimo (°C) Maximo (°C) | Promedio (°C)| Delta (°C)
1 28D681373819015B 39.92 40.04 39.98 0.12
2 28CB183B3819011C 40.02 40.08 40.05 0.06
3 2893F428381901D8 40.15 40.21 40.16 0.06
4 28FFB6A301170371 40.15 40.21 40.15 0.06
5 28FF916F8114029A 40.02 40.15 40.08 0.13
6 28D3B(C31381901D1 39.85 39.92 39.90 0.07
7 28FF29C724170396 39.72 39.78 39.72 0.06
8 282A8200381901D4 39.90 39.96 39.96 0.06
9 286DE21D38190190 39.71 39.77 39.77 0.06
Pardmetro Valor (°C) Incertidumbre (°C)
Estabilidad 0.07 0.04
Homogeneidad 0.22 0.14
Correccion 04 03
temperatura
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23.8°C Sensor 7
Promedio maximo 24,9 °C Sensor 3
Sensor N° ID Minimo (°C) Maximo (°C) | Promedio (°C)| Delta (°C)
1 28D681373819015B 24.48 24.60 24.54 0.12
2 28CB183B3819011C 24.70 24.83 24.77 0.13
3 2893F428381901D8 24.83 24.96 24.90 0.13
4 28FFB6A301170371 24.77 24.89 24.83 0.12
5 28FF916F8114029A 24.25 24.58 24.31 0.33
6 28D3B(C31381901D1 24.66 24.73 24.71 0.07
7 28FF29C724170396 23.72 23.84 23.80 0.12
8 282A8200381901D4 24.52 24.71 24.62 0.19
9 286DE21D38190190 24.46 24.46 24.46 0.00
Parametro Valor (°C) Incertidumbre (°C)
Estabilidad 0.17 0.10
Homogeneidad 0.55 0.33
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102.13 °C Sensor 1
Promedio maximo 104.36 °C Sensor 2
Sensor N° ID Minimo (°C) Maximo (°C) | Promedio (°C)| Delta (°C)
1 28D681373819015B 101.90 102.27 102.13 0.37
2 28CB183B3819011C 104.23 104.48 104.36 0.25
3 2893F428381901D8 102.69 103.06 102.81 0.37
4 28FFB6A301170371 102.24 102.92 102.37 0.69
5 28FF916F8114029A 103.67 103.92 103.79 0.25
6 28D3B(C31381901D1 103.92 104.23 104.06 0.31
7 28FF29C724170396 103.36 103.67 103.47 0.31
8 282A8200381901D4 102.41 103.16 102.70 0.75
9 286DE21D38190190 102.86 103.86 103.11 1.00
Parametro Valor (°C) Incertidumbre (°C)
Estabilidad 0.50 0.29
Homogeneidad 1.12 0.65
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Promedio minimo 2.83°C Sensor 3
Promedio méximo 6.13°C Sensor 8
Sensor N° ID Minimo (°C) Maximo (°C) | Promedio (°C)| Delta (°C)
1 28D681373819015B 3.50 431 3.87 0.81
2 28CB183B3819011C 4.44 5.31 491 0.87
3 2893F428381901D8 2.25 3.44 2.83 1.19
4 28FFB6A301170371 2.69 3.69 3.18 1.00
5 28FF916F8114029A 4.88 5.38 5.12 0.50
6 28D3B(31381901D1 5.38 6.13 5.75 0.75
7 28FF29C724170396 5.19 5.88 5.52 0.69
8 282A8200381901D4 5.81 6.44 6.13 0.63
9 286DE21D38190190 4.75 5.44 5.10 0.69
Parametro Valor (°C) Incertidumbre (°C)
Estabilidad 0.59 0.34
Homogeneidad 1.65 0.96
Correccién 1 5
temperatura

Como se puede apreciar en estos ejemplos, el dispositivo permitié caracterizar medios
de variadas caracteristicas en distintas condiciones de temperatura. Fue capaz de detectar
las importantes variaciones de temperatura en los ejemplos 3y 4, lo cual se refleja en
el alto valor de homogeneidad. A su vez, se pudo evidenciar la distinta estabilidad de
los medios 3y 4 respecto alos 1y 2, lo cual no es casual ya que el refrigerador es un
modelo comercial, el horno de laboratorio del ejemplo 3 es de una marca de tercer
orden, mientras que los ejemplos 1y 2 son cdmaras industriales de una marca de primera
linea. Las incertidumbres alcanzadas (fuertemente relacionadas con las propiedades
del medio a caracterizar) llegaron a ser considerablemente bajas (estabilidad, 0.04 °C;
homogeneidad, 0.14 °C), reflejdndose también en ellas el comportamiento de los medios
caracterizados. Con equipos con una buena homogeneidad y estabilidad, se obtienen
bajas incertidumbres. El instrumento responde adecuada y coherentemente al medio que
estd caracterizando.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que las prestaciones del
caracterizador de medios disefiado y construido en el Taller de Instrumentos de la
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Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica son adecuadas para garantizar
la trazabilidad y la calidad metroldgica de los distintos medios que se utilizan en los
laboratorios. Esto permite asegurar la calidad de los resultados analiticos en los que
intervenga. La herramienta ha resultado eficiente y econdmica, y constituye una
aplicacion novedosa de las placas programadas en el entorno de Arduino.
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RESUMEN

La potenciometria y la conductimetria son los métodos electroanaliticos mas comunes

en los laboratorios. Una de las ventajas de los métodos electroquimicos es la posibilidad
de construir instrumentacién no comercial de bajo costo, ya que la interaccion fisicay la
respuesta fisicoquimica del sistema son de naturaleza eléctrica. La instrumentacién no
comercial de bajo costo permite el acceso a los métodos tanto para la investigacién como
para la ensefianza; ademas, facilita la adecuacién para disefios experimentales o procesos
con requerimientos especificos tales como el monitoreo en tiempo real. Varios autores
han trabajado en el desarrollo de instrumentacién potenciométrica y conductimétrica

de bajo costo, implementando sistemas que contemplan desde los electrodos hasta el
instrumento de medicidn. En este trabajo se presenta una revision sobre los métodos
potenciométricos y conductimétricos no comerciales de bajo costo, partiendo de
instrumentacién muy sencilla hasta circuitos electrénicos mds avanzados. Los trabajos
que se discuten demuestran que es posible la construccién de instrumentacién
potenciométrica y conductimétrica con resultados analiticos dentro de los requerimientos
establecidos para el analisis quimico.

Palabras clave: potenciometria, conductimetria, no comercial.
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ABSTRACT

Potentiometry and conductometry are the most common electroanalytical methods

in laboratories. One of the advantages of electrochemical methods is the possibility

to construct low-cost, non-commercial instrumentation since the physical interaction
and the physico-chemical response of the system are electrical in nature. Low-cost,
non-commercial instrumentation provides access to methods for both research

and teaching; it also allows adaptation to experimental designs or processes with
specific requirements such as real-time monitoring. Several authors have worked on
the development of low-cost potentiometric and conductometric instrumentation,
implementing systems that contemplate from the electrodes to the measuring
instrument. In this work, a review of low-cost, non-commercial potentiometric and
conductometric methods is presented, starting from quite simple instrumentation to
more advanced electronic circuits. The works discussed demonstrates that it is possible
to construct potentiometric and conductometric instrumentation with analytical results
within the requirements for chemical analysis.

Keywords: potentiometry, conductometry, non-commercial.

RESUMO

A potenciometria e a condutimetria sdo os métodos electroanaliticos mais comuns nos
laboratérios. Uma das vantagens dos métodos electroquimicos é a possibilidade de
construir instrumentos de baixo custo e ndo comerciais, uma vez que a interaccao fisica

e a resposta fisico-quimica do sistema sdo de natureza eléctrica. A instrumentagdo de
baixo custo e ndo comercial permite o acesso aos métodos tanto para a investigagdo
como para o ensino; também facilita a adaptagdo a desenhos experimentais ou processos
com requisitos especificos, tais como a monitorizagdo em tempo real. Varios autores
trabalharam no desenvolvimento de instrumentos potenciométricos e condutimétricos
de baixo custo, implementando sistemas que vdo desde os eléctrodos até ao instrumento
de medicdo. Este documento apresenta uma revisao dos métodos potenciométricos e
condutimétricos de baixo custo e ndo comerciais, desde instrumenta¢do muito simples
até circuitos electrénicos mais avancados. Os trabalhos discutidos demonstram que é
possivel construir instrumentagdo potenciométrica e condutimétrica com resultados
analiticos dentro dos requisitos estabelecidos para a analise quimica.

Palavras-chave: potenciometria, condutimetria, ndo comercial.

INTRODUCCION

La potenciometria y la conductimetria son los métodos electroanaliticos mas comunes
en los laboratorios quimicos. La potenciometria se basa en medir la diferencia de
potencial entre dos electrodos en una celda: uno de referencia y otro indicador sensible
y selectivo al analito. El mas clasico ejemplo de este método es la medicién de pH
utilizando un electrodo de membrana de vidrio. El electrodo indicador debe responder a
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la concentracion o, estrictamente, a la actividad de la especie que se determina (Skoog
et al., 2017; Shah et al., 2020; Pincus et al., 2021). La determinacién electroanalitica
potenciométrica estd basada en la variacion de la diferencia de potencial de una celda en
funcién de la concentracién, segun la ecuacion de Nernst. En este método, el electrodo
indicador juega un papel fundamental debido a que la cuantificacién depende de la
capacidad de reconocimiento selectivo y cuantitativo que este tenga sobre el analito. El
desarrollo de electrodos selectivos a iones, moléculas organicas y gases es toda un area
de investigacion dentro de la quimica analitica (Wang et al., 2021; Elbalkiny y Samir, 2022;
Silva et al., 2022; Wadie et al., 2022). Los electrodos selectivos pueden ser de membrana
sélida, membrana liquida o membranas especiales (Covington, 1979; Mikhelson, 2013).

El instrumento que procesa la sefial transducida se llama potencidémetro, el cual se
denomina pH-metro especificamente para la medicién de pH (Skoog et al., 2017).

La potenciometria es el método electroanalitico por excelencia debido a su sencillez
operativa, lo que hace que se requiera de poca especializacién para el andlisis. Algo
contrario a lo que sucede con métodos mas potentes, como la voltamperometria, que
requieren de conocimientos mas especializados en electroquimica. La potenciometria
ha permitido la cuantificacién de iones como CN-, F, Cl, NOs;, I, Ag*, Hg?*, Cd?+, Pb2+,
Ca?*, NH4*y H*, entre muchos otros (Bakker y Pretsch, 2005; Hein et al., 2020; Isildak y
Ozbek, 2021); también ha posibilitado la cuantificacién de gases disueltos y biomoléculas
(Pasierb y Rekas, 2009; Karimi-Maleh et al., 2021). La rapidez de las mediciones, asi como
la confiabilidad analitica, ha convertido a este método en una herramienta de preferencia
en los laboratorios de alta demanda como los industriales o los de servicios cientifico-
técnicos. La elevada selectividad de los electrodos potenciométricos los hace idéneos
para muestras complejas, como las de naturaleza bioldgica, ya que evita los tratamientos
de muestra que se requieren para la cuantificacion mediante métodos 6pticos como la
espectrofotometria UV-visible. La potenciometria se usa cominmente como un método
de indicacién del punto final de una valoracidn, lo que se conoce como potenciometria
indirecta (Néher-Neumann, 2009).

Por otro lado, la conductimetria se basa en medir la resistencia eléctrica de una
disolucién o muestra liquida en general al imponer un campo eléctrico alterno entre dos
electrodos que se encuentran a una distancia fija (Skoog et al., 2017; Shah et al., 2020). El
inverso de la resistencia multiplicado por una constante que refleje las caracteristicas
geométricas de la celda es la conductividad especifica de la muestra (McNaught y
Wilkinson, 1997; U.S. Geological Survey, 2019). El instrumento que mide la conductividad
eléctrica de una muestra liquida se llama conductimetro. Los conductimetros reportan
directamente el valor de la conductividad especifica. El método emplea un campo
eléctrico alterno para evitar la electrdlisis de las especies.

La conductimetria es un método limitado en aplicaciones cuantitativas; de manera
directa se usa para medir la conductividad eléctrica, la cual puede correlacionarse con
la cantidad de sélidos disueltos, pero no con alguna especie o sustancia en particular, a
no ser que especificamente en alguna muestra toda la conductividad se deba a alguna
sustancia (Thirumalini y Joseph, 2009; Rusydi, 2018). Sin embargo, la conductimetria
es un método basico para estudios medioambientales (Das et al., 2006; Bhateria y Jain,
2016), control de procesos (de Souza Antas et al., 2018), control de cultivos agricolas
(Sarabia Meléndez et al., 2011; Cerna-Cueva et al., 2022), estudios en disolucién acuosa
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(Ortega-Hernandez et al., 2022) y otros donde la cantidad de sales disueltas debe ser
controlada. Al igual que la potenciometria, la conductimetria se utiliza para la indicacion
del punto final de una valoracién; de hecho, la deteccién conductimétrica es mas rapida
porque requiere de menos puntos experimentales, arrojando resultados igualmente
exactos (Obaya Valdivia et al., 2019).

En general, la principal dificultad para implementar los métodos instrumentales
de andlisis quimico es el costo de la instrumentacion. La ventaja de los métodos
electroquimicos es que la sefial de perturbacién sobre el sistema y la sefial de respuesta
son de naturaleza eléctrica, lo que hace mas facil la construccién de instrumentos no
comerciales de bajo costo. Por esto, varios autores se han enfocado en construir este tipo
de instrumentacion, el cual es mas facil de desarrollar en el caso de los potenciémetros
y conductimetros dado que son instrumentos relativamente sencillos (Calero Caceres
y Bonilla, 2011; Jin et al., 2018; Corredor Le6n y Prieto Saenz, 2019). La construccion de
instrumentacion de bajo costo permite tener acceso a estos métodos en los casos donde
no es posible adquirir la instrumentacién comercial; ademas permite la adecuacién a
requerimientos especificos de determinados procesos o disefios experimentales, asi
como la miniaturizacion del sistema de medida que posibilita la descentralizacion
analitica. En la ensefianza de los métodos electroquimicos, este tipo de instrumentacién
puede ser particularmente Util ya que es posible el acceso a la actividad docente
experimental a muy bajo costo. Las aplicaciones en investigacion y control de procesos
son igualmente posibles y validas.

En este trabajo se presenta una revision de la instrumentacion no comercial de bajo
costo para el desarrollo de la potenciometria y la conductimetria. Se trata de una forma de
contribuir a una investigacion y ensefianza mdas econdmicas y, por tanto, mas accesibles.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una busqueda y revisién de articulos sobre instrumentacién de bajo costo

para la implementacién de la potenciometria y la conductimetria. Las publicaciones
presentadas se extienden desde 2003 hasta 2022. No existe reporte de una revision sobre
el tema analizado, por lo que se pretende mostrar a los investigadores que existen varias
opciones para acceder a la instrumentacién necesaria para estos métodos, pero a un
costo mucho menor que el que se presenta comercialmente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Métodos potenciométricos de bajo costo

La instrumentacién para el desarrollo de la potenciometria es muy sencilla. Debido

a que los electrodos indicadores de membrana presentan una alta resistencia
eléctrica, un potenciémetro es basicamente un medidor de voltaje de alta impedancia
de entrada (Garcia Torres, 1991). Los parametros de desempefio analitico de un
método potenciométrico tales como la linealidad, selectividad, veracidad y precisién
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dependen en gran medida del electrodo selectivo (Arada Pérez, 2020); a diferencia de

la voltamperometria, donde el potenciostato es clave en los parametros de desempefio
analitico porque dependen de condiciones instrumentales como el tipo de barrido de
potenciales, la velocidad de barrido y el tiempo de adquisicién de la corriente, entre otras
(Skoog et al., 2017). Por esto, las investigaciones en el campo de la potenciometria se

han enfocado mayormente en interfases electroquimicas selectivas a especies de interés
ambiental, industrial y cientifico. Con ese objetivo, se han desarrollado diferentes tipos de
transductores potenciométricos que se agrupan fundamentalmente en los electrodos de
membrana sélida, electrodos de membrana liquida, electrodos de membranas sensibles a
gases y electrodos enzimaticos de membrana (Arada Pérez, 2020).

Los electrodos selectivos a ion hidronio (electrodos para pH) se comenzaron a
desarrollar a inicios del siglo XX. Posteriormente, los estudios se extendieron a la
selectividad para otros iones en disolucidn, lo que condujo a la introduccién del término

“electrodo selectivo a ion”, para luego llegar a los electrodos sensibles a gases y a
biomoléculas (Arada Pérez, 2020).

La ventaja de los electrodos potenciométricos es que son relativamente sencillos de
construir cuando existe alguin material capaz de interactuar selectiva y cuantitativamente
con la especie quimica de interés. La interaccién es cuantitativa si la respuesta
instrumental de diferencia de potencial sigue la ecuaciéon de Nernst. La evaluacion de la
respuesta a iones interferentes es indispensable en el desarrollo de un electrodo selectivo
potenciométrico. Por esto, en la practica se utiliza la ecuacién de Nikolsky, una extension
de la ecuacion de Nernst que toma en cuenta las interferencias (Ecuacion 1) (Bieg et al.,
2017; Arada Pérez, 2020).

E=K+S~Iog[aA+ Kf:t~a;‘/zﬂ] m

Donde:

E es el potencial de la celda potenciométrica (mV).

K es la constante que incluye el potencial estandar del electrodo indicador, el potencial
del electrodo de referencia y el potencial de unién liquida (mV).

S es la pendiente referida al cambio decadico de concentraciéon (mV/década).

a, es la actividad del ion principal o primario (mol/L).

ap es la actividad del ion interferente (mol/L).

Z, es la carga del ion principal, incluido el signo.

Zg es la carga del ion interferente, incluido el signo.

K es el coeficiente potenciométrico de selectividad.

Varios autores han trabajado en el desarrollo de potenciémetros de bajo costo,
llegando algunos a construir adicionalmente electrodos no comerciales. Estos trabajos se
discuten a continuacion.

Calero Caceres y Bonilla (2011) presentan el desarrollo de un método
micropotenciométrico para la determinacion de acidez valorable en bebidas alimentarias.
Toda la instrumentacidn, incluyendo los electrodos, fue de bajo costo y reportada
previamente por Baeza (2003a, 2003b). Se construyé una microbureta que consistié en
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dos jeringas tipo insulina acopladas perpendicularmente (Figura 1). La jeringa horizontal
tiene la funcion de suministrar la disolucion valorante a la jeringa principal (vertical). El
sistema de agitacién fue construido ensamblando un ventilador de computadora en una
caja de acrilico con dos terminales eléctricos a los que se conecta una fuente de poder.
Este ventilador tiene soldado un iman en su parte superior, el cual queda cubierto por la
tapa de la caja de acrilico; esto permite la agitacién al introducir en la disolucién un iman
de agitacién comdn.

FIGURA 1. Sistema micropotenciométrico de bajo costo usado por Calero Caceres y

Bonilla (2011): 1) Soporte de acrilico, 2) Jeringa tipo insulina, 3) Jeringa para suministrar

la disolucién valorante a la jeringa tipo insulina, 4) Llave para alternar la entrada de
disolucidn a la jeringa tipo insulina, 5) Tapa de la celda de valoracién potenciométrica, 6)
Electrodo indicador de pH, 7) Electrodo de referencia, 8) Agitador magnético de bajo costo,
9) Conectores para fuente de poder para el agitador, 10) Ventilador de computadora.

Como electrodo sensible al ion hidronio se utilizéd una barra de tungsteno (>99.5 %)
soportada en una punta de pipeta. Se evaluaron dos electrodos de referencia, el primero
consistié en una barra de cobre sumergida en agua descarbonatada (sistema 1); y el
segundo también en una barra de cobre, pero sumergida en una disolucién de CuSO,

1 mol/L (sistema 2). Estos sistemas se representan junto con el electrodo indicador en las
Ecuaciones 2y 3. El electrodo de referencia se mantuvo separado de la disolucién usando
una punta de pipeta con algodén como barrera permeable (Figura 2). Los valores de
potencial se midieron con un multimetro comercial de bajo costo.

Sistema 1: Cu|H,O| |[W 2

Sistema 2: Cu|CuSO, (1 mol/L)| |[W (3)
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FIGURA 2. Celda potenciométrica de bajo costo: 1) Barra de tungsteno, 2) Silicona en barra,
3) Puntas de micropipeta, 4) Alambre de cobre, 5) Solucién de CuSO,4 1 mol/L o agua
destilada descarbonatada, 6) Algodén, 7) Vaso de 15 mL. Fuente: Calero Caceres y Bonilla
(2011), reproducida con autorizacién de los autores.

La validacién del método se realiz6 mediante la determinacion de los parametros de
desempefio analitico: limite de deteccién y cuantificacién (LD y LC), exactitud, precisién y
sensibilidad. Ademas, se realiz6 un estudio comparativo con respecto a la potenciometria
comercial con electrodo de membrana de vidrio, analizando la acidez de 30 muestras de
jugos y bebidas en un amplio intervalo de concentraciones.

Los resultados mostraron una buena relacion lineal entre el potencial medido y
el pH de la disolucién para ambos sistemas (sistema 1y sistema 2), con coeficientes de
correlacion superiores a 0.990. El sistema 1 fue mas estable para valores elevados de
pH, y el sistema 2 lo fue para valores bajos. En un estudio de estabilidad de cuatro dias
sin cambiar la solucién/agua de los electrodos de referencia, se observé evaporacién a
partir del tercer dia en el electrodo que contenia agua; mientras que en el electrodo de
referencia con CuSO, 1 mol/L ocurrié la corrosién del cobre a partir del tercer diay la
cristalizacién en el tapén de algoddn a partir del cuarto dia. Todo esto provocé que, para
los dos sistemas, la sensibilidad solo fuera estable hasta los tres dias sin recambio del
electrodo de referencia.

Los dos sistemas mostraron buena linealidad del potencial en funcion del pH. Con
el correr de los dias, esta relacion fue mas estable en el sistema 2 que en el sistema 1, lo
que indica que la pérdida del agua de llenado del electrodo de referencia del sistema
1 es mas significativa que los fenémenos de corrosidn y cristalizacién en el sistema
2. Sin embargo, Calero Caceres y Bonilla (2011) muestran preferencia por el sistema 1
debido a que para la renovacién del electrodo de referencia del sistema 2 se requiere la
preparacién de una nueva solucion de CuSO, 1 mol/Ly la sustitucion del alambre de cobre,
mientras que en sistema 1 solo es necesario sustituir el agua y la barrera permeable de
algodén, acompafiado de un lijado del contacto del alambre de cobre con el multimetro.
El método micropotenciométrico fue preciso, demostrado estadisticamente mediante
una prueba t para 9 repeticiones a diferentes niveles de acidez desde el 0.1 % hasta el
10 %. EI LD fue del 0.02 %y el LC fue del 0.03 %. El método fue exacto, con coeficientes de
variacion entre el 1.5 % y el 6.54 %; asi como una recuperacion sobre analito afiadido del
100 % al 107 %. Finalmente, los investigadores realizaron la determinacién de acidez en
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tres bebidas mediante valoracién acido-base con la instrumentacion de bajo costo y con
instrumentacion comercial a escala convencional usando un electrodo de membrana de
vidrio para pH. Se observé una elevada correlacién entre los valores cuantificados por
ambos métodos para un rango de acidez muy amplio.

El trabajo de Calero Caceres y Bonilla (2011) es particularmente interesante, puesto
que es de las pocas investigaciones que realiza una amplia validaciéon analitica de
un método potenciométrico de bajo costo que contempla desde el transductor
electroquimico (electrodos) hasta los materiales volumétricos y el equipo de agitacion
magnética. Los resultados demuestran que la instrumentacién propuesta es competitiva
con el método comercial a escala convencional.

Papadopoulos y Jannakoudakis (2016) muestran la construccién de un pH-metro
basado en un microcontrolador y amplificadores operacionales. El desarrollo esta
focalizado en una actividad de aprendizaje para alumnos, por lo que los autores hacen
énfasis en aspectos basicos de la electronica de este tipo de sistemas, algo que puede
ser Util para principiantes en la construccién de instrumentacién potenciométrica.

Los amplificadores operacionales son de marcada importancia para los sistemas de
adquisicion de datos sobre celdas electroquimicas ya que permiten la amplificacién, la
amortiguacion, el filtrado y otras funciones que hacen posible la digitalizacién de la
sefial de salida desde un sensor electrométrico. Por su parte, los microcontroladores
permiten el procesamiento de los datos, la transferencia hacia un aparato de computo y
la visualizacién de la informacion.

Los investigadores utilizaron una placa utilizaron una placa de desarrollo de bajo
costo marca Tiva (Texas Instruments). Un convertidor analdgico-digital (ADC) permitié
la adquisicién de sefial desde el sensor hasta el microcontrolador. La programacién se
realiz6 en el entorno de desarrollo integrado Code Composer Studio (CCS Team, 2016). El
procesamiento de la sefial analdgica fue posible usando ASLK PRO (ASLK PRO Team, 2016).
El disefio del circuito analdgico se realizd con el entorno de simulacién Tina (TINA Team,
2016). Los datos adquiridos por el ADC se almacenan en una memoria y luego pueden
ser mostrados en una pantalla o transferidos a la PC; la comunicacién con esta ultima se
consigui6 con un terminal RS-232. Los autores muestran una interfaz grafica sencilla e
intuitiva que permite la manipulacion del instrumento y la visualizacién de los valores de
medicion de pH empleando un electrodo comercial de membrana de vidrio. Este trabajo
es una excelente guia para la construccién de un pH-metro de bajo costo con prestaciones
comparables a las de los instrumentos comerciales.

Jin et al. (2018) muestran la construccién de un potenciémetro inaldmbrico de bajo
costo y de codigo abierto. Los autores mencionan que en un sistema potenciométrico de
dos electrodos existe una alta impedancia en el rango de 10 MQ y 4 GQ. Esto exige el uso
de instrumentos de medicidn con una alta impedancia de entrada de aproximadamente
102 Q) 0 una corriente de polarizacion de entrada del orden de pA. Es importante el
analisis de ecuaciones fisicoquimicas, a partir de la ecuacién de Nernst, que realizan
Jin et al. (2018) para llegar a la ecuacién que explica la medicién de pH mediante
un sistema potenciométrico con un electrodo indicador de pH y un electrodo de
referencia. El desarrollo de ecuaciones depende del sistema galvanico, es decir, de las
reacciones de media celda en el electrodo indicador y en el de referencia. Los autores
usaron dos electrodos sensibles a pH, uno de membrana de vidrio y otro de Pd/PdO; el
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electrodo de referencia fue de Ag/AgCl. La expresién matematica para la determinacién
potenciométrica de pH se muestra en la Ecuacién 4.

E= kT — kT (pH— pH7) 4)

Donde:

E es el potencial galvanico medido entre el electrodo indicador y el de referencia (mV).

k; es el coeficiente de calibracién a pH 7 (mV/K).

k; es el coeficiente de calibracién para medio acido o basico (mV/pH-K).

T es la temperatura (K).

Los coeficientes de calibracién se extraen de los datos generados en las mediciones
sobre los buffer dcido o basicoy de pH 7.

El instrumento propuesto por Jin et al. (2018) utiliza un microcontrolador Arduino
Nano, un buffer electrénico para medir el potencial galvanico en el electrodo de pH,
un buffer para ajustar el potencial del electrodo de referencia de Ag/AgCl, dos filtros
pasa-bajo, un mddulo ADC para convertir la sefial analdgica de voltaje a una digital
y un médulo de Bluetooth para la conexién inaldmbrica. Los autores destacan que la
conexién inalambrica del instrumento tiene dos ventajas: una radica en que la adquisicion
inaldambrica de datos puede eliminar el ruido de la alimentacion eléctrica, el cual afecta
la precisién del voltaje medido, y la otra ventaja es que abre la posibilidad del control
remoto del instrumento usando un smartphone.

El software para controlar el instrumento y visualizar los resultados se desarrollé en
Python. Se construy6 una interfaz gréfica para la manipulacién de los parametros y la
visualizacién de las mediciones. Por ejemplo, con la interfaz es posible seleccionar si la
comunicacion se realizard mediante USB o mediante Bluetooth. La Ecuacién 4 indica la
dependencia del potencial galvanico con la temperatura, algo tomado en cuenta por Jin
et al. (2018), quienes introdujeron un sistema de compensacion del pH. El instrumento
tiene una elevada frecuencia de muestreo de temperatura y pH, asi como de actualizacién
de los datos mostrados al usuario. En la validacién de la instrumentacidn se utilizé una
fuente de energia de corriente directa para simular el voltaje de salida desde el electrodo
de pH. Se utilizé un multimetro como instrumento de referencia sobre el voltaje impuesto
desde la fuente de poder. El voltaje impuesto fue barrido desde 100 hasta 3200 mV en
pasos de 100 mV, colectando 20 muestreos para cada voltaje impuesto. Una grafica de
la diferencia del voltaje medido y el impuesto contra el voltaje impuesto mostré poca
diferencia entre los valores medidos con el instrumento y con el voltimetro de referencia,
demostrando que la medicion es exacta.

A partir de aqui, se estudid la respuesta de los electrodos mediante dos ciclos
reversibles de pH 4-7-10-7-4. El electrodo de Pd/PdO mostré mayor sensibilidad
(65.3+0.2 mV/pH vs. 57.8 + 0.9 mV/pH para el de vidrio), mejor respuesta (15 s vs. 75 s para
el de vidrio) y mayor precisién (+ 0.003 pH vs. + 0.015 pH para el de vidrio). Sin embargo,
el electrodo de vidrio mostré mejor reversibilidad. Este trabajo propone un instrumento
potenciométrico de bajo costo y de facil construccién, y muestra la posibilidad de utilizar
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dos tipos de electrodos de pH, brindando oportunidades de desarrollo no comercial tanto
del instrumento como del propio transductor electroquimico.

Zambrano Sanchez et al. (2019) muestran el disefio y la construccién de un instrumento
que permite el monitoreo de pH en procesos agricolas. El equipo supone una disminucién de
costos del 50 % con respecto a la instrumentacion comercial utilizada para la comparacion
de las mediciones. El dispositivo fue construido en tres mddulos: (1) alimentacién, (2)
procesamiento y (3) visualizacion. El primer médulo se ocupa de brindar la energia eléctrica
necesaria para el funcionamiento del aparato mediante una bateria recargable de litio. El
sistema de alimentacién implementado permite la utilizacién del instrumento mientras se
carga mediante un circuito de carga compartida. El sequndo mddulo se encarga de captar y
adecuar la sefial del sensor de pH para ser procesada por un microcontrolador. El tercero se
encarga de mostrar los resultados de la medicién en tiempo real. El electrodo es un sensor
de pH comercial de encapsulamiento metdlico, el cual es mas adecuado para mediciones en
suelos. El circuito de medicién esta basado en amplificadores operacionales y a través del
microcontrolador se consigue la visualizacion de los resultados en una pantalla LCD 16x2. El
programa para el microcontrolador fue desarrollado en lenguaje C.

Los investigadores inicialmente realizaron simulaciones para voltajes
correspondientes a una diferencia de potencial en medio acido, neutro y basico, a
fin de comprobar el disefio de cada uno de los médulos del instrumento. A partir de
aqui realizaron mediciones reales de pH. En una primera muestra, los resultados de 4
mediciones en el tiempo mostraron desviaciones con respecto al instrumento comercial
entre el 18.70 % y el 26.85 %, siendo la desviacién promedio del 24.02 %. Por ejemplo, para
una medicién de pH de 5.61 usando el pH-metro comercial, el instrumento de bajo costo
midi6 7.67, siendo una importante diferencia en términos analiticos. En otra muestra,
también para 4 mediciones en el tiempo, se obtuvieron menores desviaciones entre el
6.32 %y el 13.50 %, y un promedio de 8.83 %. Los autores atribuyen estas desviaciones
al hecho de que las mediciones se realizaron en muestras himedas, algo distinto a la
utilidad con la que se concibié el instrumento de medicién. Finalmente, llevaron a cabo
mediciones de pH en muestras de suelo. En general, se observé que el instrumento
presenta importantes desviaciones con respecto al instrumento comercial a valores de pH
acidos, por lo que los autores establecieron un rango de trabajo para el pH-metro de
bajo costo entre 4y 8, destacando que los valores de pH de un suelo de siembra suelen
encontrarse entre 5y 7, lo que hace util al instrumento para la finalidad que se concibié.

Ozer et al. (2022) muestran un prototipo de bajo costo para la deteccion
potenciométrica de iones Na* y K* mediante electrodos selectivos impresos 3D. Para la
fabricacion de los electrodos selectivos, una capa intermedia de negro de humo y una
membrana selectiva a iones se depositaron mediante drop-casting robotizado en la
superficie de un electrodo de plantilla impresa de carbono. Segun los autores, el uso
del robot mejora la robustez de los electrodos y disminuye el tiempo de modificacion.
Para las mediciones potenciométricas se desarrollé un potenciémetro inaldmbrico de
bajo costo (menos de 25 délares) controlado mediante smartphone. La respuesta de los
electrodos mostrd una pendiente nernstiana de 58.2 + 2.6 mV/década para iones sodio y
56.1+ 0.7 mV/década para iones potasio. El limite de deteccién del sistema desarrollado
fue de 10-5mol/L. Se realizaron aplicaciones de la instrumentacién en muestras de orina y
en muestras artificiales de sudor a concentraciones clinicas.
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Métodos conductimétricos de bajo costo

La construccién de un conductimetro puede ser sencilla ya que es posible utilizar un
clasico puente de Wheatstone (Figura 3), el cual es un circuito que consta de cuatro
resistores: dos de resistencia conocida, uno de resistencia variable y uno de resistencia
desconocida. Esta Ultima seria la de la muestra analizada.

R1 R3

Rx
R2

FIGURA 3. Puente de Wheatstone de cuatro resistencias con fuente de corriente alterna.

Una relacion entre resistencias permite hallar el valor de la resistencia desconocida
(Ecuacién 5). La resistencia variable se usa para establecer el equilibrio entre las corrientes
que circulan en el puente, de modo que cuando se mide un voltaje nulo entre los puntos Cy D
el valor de la resistencia variable es igual al de |a resistencia desconocida (muestra analizada).

Ry _ Rx
e (5)
R R

La conductancia especifica, o conductividad eléctrica de la muestra, se calcula a partir de
la resistencia mediante la Ecuacion 6. L/A se conoce como constante de la celda, puesto que
es una relacién que debe permanecer invariable entre la calibracién y las mediciones en la

muestra. Esto se consigue manteniendo los electrodos conductimétricos en una posicion fija.

K=o ®)

Donde:

K es la conductancia especifica (S/cm, s = Q).

R es la resistencia medida (Q).

L es la distancia entre los electrodos (cm).

Aes el area transversal entre los electrodos (cm?).

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2023, N.° 25 (€626)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

114


https://orcid.org/0000-0001-5172-7136
https://orcid.org/0000-0002-1613-8333
https://orcid.org/0000-0001-9262-2066
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/623

VILASO, GONZALEZ, PINA, ARADA

METODOS POTENCIOMETRICOS Y CONDUCTIMETRICOS DE BAJO COSTO: UNA REVISION DOI: 10.26461/25.01

Los dispositivos modernos de medicién de conductividad eléctrica se basan en
circuitos que emplean amplificadores operacionales, microcontroladores y otros
componentes. Algunos de estos circuitos pueden estar basados en el puente de
Wheatstone (Rajendran y Neelamegam, 2004) y otros no (Skoog et al., 2017), pero en
general la sefial eléctrica medida es la resistencia, y la conductividad eléctrica se puede
calcular mediante la Ecuacion 6.

Lépez-Cerdefia et al. (2005) muestran la realizacién de valoraciones
microconductimétricas de HCl con NaOH empleando instrumentacién no comercial
de bajo costo. Para las valoraciones se usaron microelectrodos de acero inoxidable
acoplados de manera fija a una celda de 5 mL. Se siguid la resistencia de la celda con
cada adicién de agente valorante. Como hemos descrito, la resistencia de la disolucién
estd relacionada con la conductividad. Durante una valoracién conductimétrica, segun
va transcurriendo la reaccién de neutralizacion por las sucesivas adiciones de valorante,
la conductividad total de la disolucién debe disminuir debido a que la cantidad de iones
presentes es menor, lo cual es instrumentalmente medible como un aumento de la
resistencia de la disolucién (Figura 4).

—— Conductividad eléctrica de la disolucién

=== Resistencia de la disolucién

V final V(mL)

FIGURA 4. Variacién de la conductividad eléctrica y la resistencia de una disolucién durante

una valoracién conductimétrica acido-base.

Después del punto de equivalencia, la resistencia debe disminuir nuevamente
debido a que con cada adicién de valorante en exceso hay mayor cantidad de iones
presentes en la disolucién. Los autores mencionan que la técnica microconductimétrica
se aplicé también para muestras de aspirina, naproxeno y alcaloides de tabaco en medio
acético. Los resultados obtenidos fueron comparados con determinaciones usando
instrumentacién comercial y no se observaron diferencias significativas.

Nasser y Hamoudeh (2020) presentan la fabricacién de una celda conductimétrica
usando dos electrodos de acero inoxidable 316 de dimensiones 1x4 cm y un grosor de
0.5 mm; estos se acoplaron en una celda metalica separados a una distancia fija de 1 cm.
Los electrodos se conectaron a un puente de Wheatstone de cuatro resistores, dos de
5 kQ y uno de resistencia variable. El cuarto resistor del puente fue el par de electrodos

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2023, N.° 25 (€626)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

115


https://orcid.org/0000-0001-5172-7136
https://orcid.org/0000-0002-1613-8333
https://orcid.org/0000-0001-9262-2066
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/623

VILASO, GONZALEZ, PINA, ARADA
METODOS POTENCIOMETRICOS Y CONDUCTIMETRICOS DE BAJO COSTO: UNA REVISION DOI: 10.26461/25.01

inmersos en la disolucién analizada. El puente se conect6 a un transformador de
corriente alterna para suministrar la sefial a los electrodos. El calculo de la resistencia de
la disolucién se realiz segun la relacion entre resistencias de un puente de Wheatstone.
Los autores calcularon dos coeficientes de correccion de la conductividad con la
temperatura, usando como temperatura de referencia los 25 °C. A partir de estos valores
se realiz6 la calibracién con disoluciones de KCl de concentraciones 0.1 mol/L, 0.01 mol/L
y 0.001 mol/L; logrando un coeficiente de correlacién de 0.9999 entre la conductividad

y la concentracién del electrolito. La celda conductimétrica construida fue aplicada a la
medicién directa de conductividad en una disolucién de NaCl con una calibracién previa
para diferentes concentraciones de esta sal. Los resultados fueron comparables a los
obtenidos con un aparato comercial. También se realizaron valoraciones conductimétricas
de HCl con NaOH, y de AgNO; con KCl. En todas las valoraciones se obtuvieron
resultados consistentes con los obtenidos usando un aparato comercial para la
indicacion conductimétrica. Este estudio es un claro ejemplo de cdmo la instrumentacion
conductimétrica sencilla permite arrojar resultados confiables y significativamente
comparables a los obtenidos con un instrumento comercial.

Con un circuito mas avanzado que los anteriores, Wurm et al. (2019) presentan la
construccién de un instrumento para el monitoreo en tiempo real de la conductividad
eléctrica en la solucién de nutrientes de cultivos hidropdnicos. El monitoreo de la
conductividad permite mantener los sistemas hidropdnicos en las condiciones 6ptimas
de salinidad. Para la construccién del conductimetro se integrd un circuito electrénico a
una placa Arduino Mega. Los electrodos fueron de carbono, construidos con escobillas
de motores monofasicos, siendo mas estables que los electrodos de acero inoxidable
y mas baratos que los electrodos comerciales de platino platinizado. El instrumento se
alimenta con 9 V; un circuito con un regulador LM317 establece una tension de referencia
de 4.5V que permite las etapas de adaptacién de impedancia, amplificacién y rectificacion
con amplificadores operacionales. La sefial alterna impuesta sobre los electrodos
conductimétricos tiene una frecuencia de 730 Hz, la cual se genera en la placa Arduino.
La sefial de respuesta de los electrodos es amplificada, rectificada y transformada en una
sefial continua mediante un filtro pasa-bajos. Este tipo de filtros atenua las frecuencias
mas altas de una sefial, permitiendo el paso solamente de bajas frecuencias. El voltaje
de esta sefial continua est4 relacionado cuantitativamente con la conductividad de
la disolucién. El desarrollo de una aplicacién permitié el monitoreo y la visualizacién
gréafica de los datos de conductividad en tiempo real. Este trabajo es muy interesante, y
es un ejemplo de las potencialidades que pueden brindar los métodos electroanaliticos
de bajo costo cuando se desarrollan enfocados en una necesidad cientifica o
tecnoldgica especifica. En este caso, se integraron conocimientos de electroquimica con
conocimientos de electrénica y desarrollo de software para lograr el monitoreo en tiempo
real de un pardmetro de control en sistemas hidropdnicos.
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CONCLUSIONES

Es posible construir instrumentacién de bajo costo para la implementacién de la
potenciometria y la conductimetria. Se pueden crear instrumentos muy sencillos
basados en circuitos eléctricos, y mas sofisticados basados en circuitos electrénicos con
amplificadores operacionales, microcontroladores y otros componentes que permiten

el control mediante computadora. Los instrumentos no comerciales arrojan resultados
comparables a los que se obtienen con la instrumentacién comercial, la cual es mas
costosa. La construccién de instrumentos también permite la adecuacién de los métodos
para procesos tecnoldgicos o disefios experimentales de requerimientos especificos. En
general, la instrumentacién potenciométrica y conductimétrica de bajo costo se traduce
en una mayor accesibilidad para la investigacion en laboratorios quimicos y la ensefianza
de estos métodos en lugares de adquisicion limitada.
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