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RESUMEN

Los plasticos son sustancias de alto peso molecular conocidas como polimeros,
las cuales son estructuras ligadas mediante enlaces repetitivos de unidades mas
pequefias 6 monémeros. La mayoria de las estructuras quimicas de los polimeros
sintéticos no son amigables con el medioambiente, debido a su propiedad de baja
degradabilidad en las condiciones de la biosfera.

La problematica ambiental por los residuos sélidos, principalmente por el uso de
plasticos desechables en Colombia, planteara en un futuro muy cercano, la
necesidad de optar por alternativas de reciclaje 6 de formulaciones que cumplan
con las condiciones de degradabilidad biologica y/o fotoquimica.

La determinacion de los acidos organicos producidos principalmente en el
metabolismo primario de los organismos vivos y segregados como material de
desecho, brinda una alternativa para el seguimiento de la biodegradacion de
materiales poliméricos, ya que esta liberacion sustenta su acople ambiental. Para
su cuantificacion se han empleado diversas técnicas analiticas siendo la
cromatografia liquida en fase reversa la que ha mostrado resultados 6ptimos. En
el presente trabajo, se estandarizo la técnica mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR) en fase reversa con detector UV, para identificar y
cuantificar cuatro acidos organicos (aceético, propionico, butirico y lactico), la cual
demostré ser lineal, (r = 0,998, 0,997, 0,999, 0,999, para los &cidos lactico,
acético, propionico y butirico respectivamente), presenté buena precision con
coeficientes de variacion inferiores al 5%, exactitud representada con errores
sisteméaticos pequefios, por debajo del 5%, buena sensibilidad basada en limites
de deteccion de 1,5, 1,9, 1,0, 0,8 ppm y limites de cuantificacién de 3,0, 3,9, 2,0y
1,7, para los acidos lactico, acético, propidnico y butirico, respectivamente. El
método se estandariz6 considerando ensayos de biodegradacion anaerobia,
segun protocolos realizados por el grupo de investigacion en quimica de productos
naturales (Q.P.N.), con la formacion por cada gramo de un polimero de almidén de
11,5 mg de acido acético, 0,37 mg de acido propionico y 2,87 mg de acido butirico
pasados 28 dias de biodegradacion.

El método estandarizado también se replico en el andlisis de muestras de un
proceso de ensilaje (producido a partir de residuos de pescado) obtenidas a
diferentes tiempos durante su fermentacion. Los &cidos acético, propionico y
butirico se analizaron después de extraerlos por arrastre con vapor y el acido
lactico en la solucién no destilada, detectando y cuantificando los acidos acético,
propionico y lactico. La técnica de cuantificaciéon de acidos organicos por CLAR,
mostré ser una herramienta Gtil en el andlisis de estas sustancias, ya que permitié
seguir el proceso de biodegradacion de un material polimérico a base de almidén y
la fermentacion de un proceso de ensilaje, mostrando asi la diversidad de
aplicaciones analiticas.
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INTRODUCCION

Los &cidos organicos son sustancias que se encuentran principalmente en el
metabolismo primario de los organismos vivos y son segregados como material de
desecho durante sus procesos catabdlicos, siendo aprovechados por la naturaleza
en cualquier otra ruta, ya sea de nutricion (de algunos microorganismos),
degradacion, mineralizacién, etc.; si una sustancia es degradada por medio de
estos procesos de descomposicion, se dice que es biodegradable [Lucas, N. et al.,
2008]. Materiales como los polimeros sintéticos, ampliamente utilizados en la
industria por sus diversas caracteristicas fisicas [Mcmurry, J., 2000], se creia que
podrian ser degradados en rellenos sanitarios; hoy se sabe que se degradan muy
poco en estos ambientes, debido a la falta de luz, aire, suficiente humedad y
nutrientes necesarios para mantener la acciéon microbiana encargada de los
procesos de biodegradacion, dando paso a la contaminacion por residuos solidos
[Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998]. Esta propiedad de descomposicion por rutas
metabolicas, ausente en los polimeros sintéticos, caracteriza a los materiales que
a través de los ciclos naturales sufren cambios en su estructura, transformandose
en compuestos mas simples y amigables con el medio ambiente como son el
diéxido de carbono, metano, 4cidos organicos, etc., las cuales reciben el nombre
de sustancias biodegradables.

Actualmente, varios grupos de investigacion de la Universidad del Cauca, trabajan
en la elaboracion de materiales termoplasticos biodegradables a partir de fuentes
naturales renovables (como harinas y almidones de yuca); no obstante, para
sustentar su aplicacion y bajo impacto ambiental, es necesario estudiar si
realmente estos materiales sufren un proceso de biodegradacion.

Existen varios parametros empleados como indicadores de la biodegradabilidad
de los materiales plasticos, como son los implementados por las normas ASTM
(American Society for Testing and Materials), las cuales mediante diferentes
procesos y teniendo en cuenta variables como son los cambios en el peso
molecular de la sustancia, produccién y cuantificacion de gases (CO2 y CHa),
incremento en la biomasa, entre otras, logran la evaluacibn de materiales
biodegradables. Estos indicadores representan una forma de estudiar el
seguimiento y comportamiento de un material termoplastico biodegradable, sin
embargo, una alternativa mas sencilla y que demanda menos tiempo en su
evaluacion, es la determinacién de &cidos orgénicos (acético, lactico, propiénico y
butirico), ya que con la liberacion de estas sustancias debidas a los
microorganismos, se demuestra el acople de los materiales poliméricos al
medioambiente [Lucas, N. et al., 2008]. Considerando lo anterior, la determinacién
y cuantificacion de acidos organicos representa una herramienta util para estudiar
este tipo de materiales.
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Técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con deteccion
UV [Bidartl, M. et al., 1993; Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Sanchez-Machado, D.
et al.,, 2008], permiten obtener resultados confiables para el analisis de acidos
organicos; su alta sensibilidad y selectividad, y la simple preparacion de muestra,
la hacen una de las técnicas mas ampliamente utilizadas, incluso al compararse
con la cromatografia de gases e i6nica [Giunchedi, P. et al., 1998].

Durante la biodegradacion de polimeros y dependiendo de las condiciones
establecidas, podrian encontrarse una infinidad de compuestos como resultado del
proceso entre los cuales los acidos acético, butirico, propionico y lactico estarian
presentes [Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998; Lucas, N. et al., 2008]; un ejemplo de
ello, es que estas sustancias también hacen parte de la descomposicion de
macromoléculas de caracter biolégico (proteinas, lipidos, polisacaridos, etc.) que
se encuentran en los alimentos [Swadesh, J., 2001], lo que indica que su
determinacion puede sustentar el estado y calidad de estos [Sanchez-Machado, D.
et al., 2008].

Dentro de este contexto, el método de analisis de &cidos organicos aparte de
sustentar la biodegradacion de un material polimérico, proporciona otras
alternativas de estudio haciéndolo una herramienta Util en el campo analitico, pues
estas sustancias pueden encontrarse en cualquier otro proceso natural en el que
sSu secrecion, produccion y/o adicion sean una variable de medida, como por
ejemplo la calidad en vinos, en procesos de ensilajes, estudios en fluidos
biolbgicos, etc. [Schneider, A. et al.,1987; Bidartl, M. et al., 1993; Chantragan, S. et
al.,1999; Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Karadeniz, F., 2004; Copes, J. et al., 2006
y Fei, L. et al., 2009].

En este proyecto se plantea un método para la determinacion de acidos organicos
por cromatografia liqguida de alta resolucion (CLAR) en procesos de
biodegradacion, con el objetivo de dejar normalizada una técnica de andlisis (de
estas sustancias) util en el laboratorio. Con el método implementado, se seguira
un proceso de biodegradacién de materiales termoformados, elaborados en el
proyecto PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE EMPAQUES
TERMOFORMADOS BIODEGRADABLES A PARTIR DE HARINA DE YUCA,
FIBRA DE FIQUE Y PLASTIFICANTE (ID 2254), realizado en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad del Cauca.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

La contaminacion debida a los materiales termoplasticos sintéticos, aumenta cada
dia mas, debido a su baja degradabilidad en el ambiente, cualidad que ha
impulsado la busqueda de nuevas alternativas, para mitigar este problema
medioambiental, mediante la elaboracion de nuevos materiales biodegradables;
sin embargo, es preciso citar por que estos materiales no son biodegradados en el
ambiente, para luego centrarse en la biodegradacion de polimeros y en su
seguimiento mediante la determinacidén de acidos organicos.

1.1 POLIMEROS

Son conocidos como sustancias de gran peso molecular, constituidas por
unidades mas pequefias mediante enlaces repetitivos 0 mondmeros. Estas
macromoléculas se diferencian principalmente por sus propiedades fisicas, y de
acuerdo con estas, son clasificadas como: fibras, elastomeros, resinas de
termofraguado y termoplasticos [Mcmurry, J., 2000]. Los Ultimos presentan gran
versatilidad y son ampliamente utilizados, y por ello se hara énfasis sobre estos.

1.1.1 Termoplasticos

Son materiales muy apetecidos industrialmente puesto que presenta la propiedad
de que son maleables con un cambio en la temperatura, permitiendo asi la
elaboracion de articulos de uso diario para la poblacion. Estos materiales deben
sus caracteristicas de maleabilidad a su estructura quimica y forma de
organizacion de las cadenas poliméricas (figura 1), ya que aportan diferentes
propiedades fisicas que se ven afectadas con la temperatura.

El cambio de estado de estos materiales del sélido al liquido mediante un aumento
en la temperatura, toma el nombre de temperatura de fusién (Tm), debido a que
las zonas cristalinas se hacen vulnerables con este aumento de energia y esto
permite la obtencion de un liquido viscoso y maleable; cuando el cambio en la
temperatura solo afecta las regiones amorfas del material, tiene lugar la
temperatura de transicion vitrea (Tg), la cual permite que tenga cierta
maleabilidad [Mcmurry, J. 2000]. Estos polimeros se caracterizan por tener una Tqg
alta, por lo que son duros a temperatura ambiente, permitiendo que se conserve la
forma como ha sido fabricado.
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Figura 1. Formas de organizacion de algunos termoplasticos (cristalitos del
polietileno en circulos punteados)

Fuente: Mcmurry, J., 2000, cap. 31

La quimica de estos polimeros sintéticos, no presenta afinidad con el medio
ambiente, ya que no presentan una descomposicion acelerada, poniendo de
manifiesto su baja degradabilidad, lo cual es uno de los principales factores de
contaminacion por residuos solidos. Como consecuencia de ello, se buscan
materiales nuevos que cumplan ciertas caracteristicas tales como resistencia y
longevidad controlada, similares a las de las sustancias sintéticas [Lucas, N. et al.,
2008], pero que no contaminen; estas caracteristicas estan en funcién de la
biodegradabilidad del polimero y esta a su vez depende de la copolimerizacion de
sustancias artificiales con naturales [Kister, G. et al., 2000]. Por estas razones, es
preciso hablar de biodegradacion y su comportamiento en el ambiente.

1.1.2 Materiales naturales para empaques biodegradables

El reemplazo total de los plasticos sintéticos por materiales biodegradables para la
elaboracion de empaques, no se ha logrado hasta el presente; no obstante, si se
han sustituido algunos polimeros sintéticos por otros naturales en aplicaciones
especificas, lo que ha permitido el desarrollo de productos con caracteristicas
especificas, relacionadas con las propiedades de barrera, mecanicas y térmicas
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de determinados empaques como peliculas, protectores, espumas, envolturas,
platos, tasas, cucharas, bolsas, etc. [Villada, H. et al., 2007]

Entre las sustancias biodegradables, encontramos polipéptidos de origen natural,
tales como la gelatina 6 el colageno, poliésteres bacterianos como el acido
polilactico (PLA), polihidroxialcanoatos y los polisacaridos como el almidon
[Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998].

Los polipéptidos conformados generalmente por secuencias de a-aminoacidos,
son susceptibles a rupturas de enlace por la hidrélisis de sus uniones peptidicas
(hidrélisis de amidas), principalmente por el uso de enzimas proteoliticas poco
especificas, deseadas para una biodegradacién dirigida.

Los poliésteres también se hidrolizan, pero a diferencia de los anteriores, son
aptos para reaccionar en medio basico, acido y enzimético, ya que en su
estructura quimica encontramos enlaces vulnerables a este tipo de ataques;
aprovechando esta caracteristica y con la copolimerizacion de estas sustancias,
puede lograrse un material polimérico biodegradable [Chandra, R. y Rutsgi, R.,
1998; Araujo, M. et al., 2004; Lucas, N. et al., 2008].

Una de las materias primas en abundancia para llevar a cabo este tipo de
procesos de copolimerizacion, es el almiddn, especificamente el que proviene del
maiz, ya que tiene propiedades termoplasticas cuando se realiza la disrupcion
estructural a nivel molecular, lo que resulta de una disminucion de los cristales
durante el proceso de maleabilidad o extrusién y de la accion de sustancias que
vuelven flexible a la pelicula como son los plastificantes, emergiendo asi un nuevo
tipo de material conocido como almiddén termoplastico (TPS).

La fuerza y flexibilidad de una pelicula también puede atribuirse a la presencia de
amilosa (un componente del almidon 1,4-a-D—glucano) en un 70% en almidones,
llamados amilo-maiz. La estructura ramificada de la amilopectina (otra forma
estructural del almidén), generalmente le confiere a la pelicula pobres propiedades
mecanicas [Villada, H. et al., 2007].

La adicion de polimeros naturales como el almidén, al interior del polietileno
(polimero sintético) en forma granular entre un 6 y 30%, es otra aproximacion en la
fabricacion de los empaques biodegradables. Las peliculas de almidon y
polietileno de baja densidad (LDPE) contienen hasta un 30% de almidon,
mostrandose como un material parcialmente biodegradable y asi conservan sus
caracteristicas fisicas, necesarias dentro del tiempo de uso, y los cuales son
facilmente degradados cuando se desechan.

Los empaques biodegradables que se obtienen de recursos naturales renovables,

pueden mejorar las propiedades de un material polimérico, ya que son amigables
al medio ambiente, ademas les otorgan la ventaja de biodegradacidn con respecto
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a los polimeros sintéticos usados a diario [Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998, Villada,
H. et al., 2007].

1.2 BIODEGRADACION DE POLIMEROS

La biodegradacion es definida como el proceso de descomposicion de las
sustancias por la accién de microorganismos, la cual lleva al conocido ciclo del
carbono, a la mineralizacion (CO2z, H20 y sales) de compuestos organicos y a la
generacion de nueva biomasa [Kolybaba, M. et al., 2003; Premraj, R. y Mukesh,
D., 2005]. El término “biodegradacion” hace referencia a actividad bioldgica, sin
embargo, en la naturaleza, factores bibticos y abidticos actian sinérgicamente
para descomponer la materia organica [Lucas, N. et al., 2008]. Adicionalmente,
varios estudios han demostrado que estos factores preceden la asimilacion
microbiana [Proikakis, C. et al., 2006], lo que afirma que los factores abio6ticos
aceleran o activan el proceso de biodegradacion.

1.2.1 Factores Abioticos

Son aquellos con los cuales los materiales poliméricos que estan expuestos a
condiciones medioambientales, pueden sufrir transformaciones mas o menos
importantes; se utilizan como factor sinérgico, 6 como iniciadoras de la
biodegradacion. Estos factores conducen a la degradacién por parte de las
transformaciones ocurridas en la biosfera (en las que no intervienen reacciones
metabdlicas), es decir, operan acciones mecanicas, térmicas, quimicas y por
radiacion, las cuales hacen que las propiedades fisicas y quimicas (como
elasticidad, dureza, cambios en el peso molecular, etc.) del material sean
modificadas, proporcionando la vulnerabilidad de la sustancia para una
degradacion dirigida [Proikakis, C. et al., 2006; Lucas, N. et al., 2008].

1.2.2 Factores Bioticos

Son aquellos referentes a seres vivientes y a su metabolismo, una maquinaria
quimica compleja idonea para degradar material de desecho. Este tipo de
degradacion depende de la composicibn quimica de los residuos soélidos
generados por basuras de materiales. Los principales autores de este tipo de
procesos son los microorganismos, bacterias y hongos, que buscan suplir sus
necesidades energéticas por medio de la ruptura de enlaces. Por estas rutas
metabdlicas y en sinergia con otros factores (como los abioticos), el proceso de
biodegradacion se hace menos complejo y puede originarse la transformacion a
estructuras mas sencillas [Kolybaba, M. et al., 2003; Premraj, R. y Mukesh, D.,
2005; Lucas, N. et al., 2008].

Las sustancias logran la biodegradacion mediante tres fases: biodeterioro,
biofragmentacion y asimilacion [Lucas, N. et al.,, 2008], dando lugar a la
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descomposicion de residuos sdlidos, y liberando al ambiente sustancias que no
presentan toxicidad alguna (figura 2).

Figura 2. Biodegradacion de polimeros (accion en condiciones ambientales)

Biomasa

Comunidades

i Material
microblalnas =
biodegradable

Otros Moleculas

microorganismos Materia poliméricas
organica ‘
] Moléculas e .,
— hidroliticas 4 Biofragmentacion
Mineralizacion

e e
del suelo

Fuente: Lucas, N. et al., 2008.

1.2.2.1 Biodeterioro
La accién microbiana actia mediante diferentes vias (fisica, quimica, enzimatica),
para dar inicio a la primera fase de la biodegradacion [Lucas, N. et al., 2008].

Via fisica: La proliferacion de microorganismos se da por la segregacion de
sustancias viscosas que estan compuestas principalmente de polisacaridos y
proteinas, que actlan como una especie de pegamento, el cual adhiere los
microorganismos al material, los protege contra condiciones desfavorables, e inicia
su deterioro mediante la formacién de apices (estructuras con picos) que
proporcionan un dafio fisico.

Via quimica: La secrecion de sustancias microbianas en la superficie del material,
actla como surfactante y que facilita el intercambio de sustancias con el medio,
dando mayores posibilidades de proliferacion. Estos microorganismos pueden
clasificarse como quimiolitotréficos, los cuales procesan materia inorganica
(liberando acidos minerales que incrementan la erosion del material) vy
quimioorganotréficos, que liberan acidos organicos que pueden ser asimilados por
otros microorganismos aumentando su crecimiento.
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Via enzimatica: El deterioro de los polimeros termoplasticos estd dado por dos
mecanismos de accion conocidos como erosion por superficie y erosion por
tamafio. Se ha demostrado que estos mecanismos son interconvertibles [Von
Burkersroda, F. et al., 2002], e independiente de cual prime, las enzimas pueden
dar paso a un (bio)deterioro.

1.2.2.2 Biofragmentacién

Para que las sustancias sean asimiladas, deben sufrir una serie de
transformaciones quimicas que lleven a una fragmentacion molecular del material
para la obtencién de oligdbmeros y mondémeros que tengan acceso a la matriz
celular. Esto se logra mediante la hidrélisis o ruptura de ciertos enlaces
encontrados en el material biodegradable, ya sea por via quimica o enzimética
(encontrando: oxidacién enzimatica, oxidacidon via radicales e hidrolisis
enzimatica), siendo esta ultima mas especifica [Lucas, N. et al., 2008].

Oxidacién enzimética: En los lugares en donde las reacciones son poco viables,
como por ejemplo en zonas muy cristalinas, hidrofébicas e impedidas
estéricamente, las enzimas deben actuar de otra manera, dando origen a la
formacion de enlaces hidroxilo o peroxilo que son mas susceptibles a la
fragmentacion; este tipo de reacciones se llevan a cabo por oxidoreductasas.

Oxidacién via radicales: Esta reaccién se da en procesos de putrefaccion, en
donde actuan principalmente hongos capaces de liberar peroxido de hidrégeno, el
cual conduce a la formacion del radical hidroxilo que inicia la propagacion de la
descomposicion de materia organica.

Hidrdélisis enziméatica: Este proceso quimico de fragmentacion molecular se da
por medio de polimerasas (en este caso, su mayoria son hidrolasas y
oxidoreductasas) que son capaces de romper enlaces especificos [Chandra, R. y
Rutsgi, R. 1998; Lucas, N. et al., 2008]. En la figura 3 se esquematiza el
mecanismo de reaccion enzimatica de un poliéster, obteniendo como productos de
esta, un alcohol y un acido orgénico.

1.2.2.3 Asimilacion

Esta ultima fase de la biodegradacion se lleva a cabo por la necesidad de los
microorganismos de tomar fuentes de nutrientes. Implica una previa
(bio)deterioracion y/o (bio)fragmentacion de la materia organica 0 el material
polimérico. Estas transformaciones facilitan el metabolismo por diferentes vias
catabolicas, resultando en la secrecién de sustancias organicas de menor peso
molecular (como por ejemplo los &acidos organicos). Dependiendo de las
habilidades microbianas de crecimiento en condiciones aerobias o anaerobias,
existen tres vias catabdlicas esenciales para la produccion de energia,
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manteniendo la actividad celular, reproduccion y estructura: respiracion aerobia,

respiracion anaerobia y fermentacién [Kolybaba, M. et al., 2003; Lucas, N. et al.,
2008].

Figura 3. Mecanismo general de una hidrélisis enzimatica para un poliéster.

e
0 S T AN Poliéster
l \

MO/QM Poliéster

NH: H o] Serina
SITIO H< | 0
ACTIVO 0\)\n’0 H — rlqu O NH,
O Serina HO WL H
0 [ o
O NH . NH e
N 2 Histidina H 0O Aspartato
HO NH | > .-"OJJVI\I(OH ENZIMA
Histidina  © [ O Aspartato
ENZIMA l
_~H
Alcohol o
0
Acil-enzima §|.5 Serina
NH

S\ 2
(O O-H 0
Ataque del agua Ha, o .H Acil-enzima [

i 0 NH 0-H
o 5
HO S 0 H Alcohl
NHy S

0 Aspartato | = 0

[fstdina " Enzima )H/\[N 9 NH,
HO OH
| \> ._.-le\“/
NH2 N ..‘.'
H*

o1 0

0  Serina

Histidina O Aspartato
ENZIMA

oM
Alcohol o . AWO/H
Acilenzima |‘> [
NH2 /W\OH
o070 O-H Acido NH2
H~ ) 0-H
e
O Serina - H Serina
Q H o 0
=l 9 N 0 NH,
HO B .:OWH HO I"{> '.OJJ\/HTOH
o NHy S Aspatat NHy '
Histidina B O Asparato Histidina Wi 0 Aspartato
ENZIMA ENZIMA

Fuente: Lucas, N. et al., 2008.

24



Respiracién aerobia: En esta ruta metabdlica, los microorganismos procesan
sustratos organicos que son catabolizados por diferentes vias (glucdlisis, B-
oxidacion, catabolismo de proteinas, etc.) y que obtienen energia de la
fosforilacion oxidativa en donde utilizan el oxigeno como aceptor final de
electrones, para su posterior reduccion a agua.

Respiracién anaerobia: Los microorganismos con este tipo de rutas metabdlicas
son incapaces de utilizar el oxigeno como aceptor final de electrones; en vez de
ello, utilizan un cierto grupo de moléculas (NOs?", SO4%, CO: etc.), con produccién
de altas cantidades de energia.

Fermentacién: Es una via de oxidacion incompleta y es la Unica forma de
produccion energética. Moléculas organicas enddgenas sintetizadas por la célula
son usadas como aceptores finales de electrones. Los productos de fermentacién
pueden ser sustancias organicas y/o inorganicas excretadas al ambiente (COq,
lactato, acetato, etanol). (Se daréd énfasis a esta etapa mas adelante, ya que es
donde hay segregacion de acidos organicos, seccion 1.3.1).

1.3 SEGUIMIENTO DE LA BIODEGRADACION

La degradacion de un material polimérico biodegradable depende del tipo del
medioambiente en donde sea desechado al completar su ciclo de uso. Debido a la
gran diversidad de ambientes que se encuentran en la biosfera, la evaluacion de la
biodegradabilidad debe tener en cuenta el fin de uso del polimero y el ambiente en
donde este se desarrolle [Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998].

Una secuencia para tomar una decisién acerca de como seguir la biodegradacion,
se muestra en la figura 4; esta expone dos rutas alternativas a seguir que estan
basadas en la adquisicion previa y la interpretacion de los datos arrojados por el
test de biodegradacion.

Segun el esquema de la figura 4, en la toma de la primera decision son requeridos
los datos de la concentracion liberada y el compartimiento del ambiente en el cual
el producto es generado; un ejemplo de ello seria si el material se va a estudiar
por medio de sustancias producidas bajo condiciones anaerobias (como los acidos
organicos), ya que sus determinaciones miden la biodegradacion del material, o
mediante la liberacion de gases (principalmente COz) producidos a partir de la
descomposicion del mismo en condiciones aerobias [Gil, A. et al., 2006]. Si no hay
probabilidad de que el polimero alguna vez entre en contacto con la biosfera,
entonces es insensato seguir una medida de la biodegradabilidad. Esto es, por
supuesto, una situacion hipotética, ya que la distribucion de polimeros
biodegradables en la biosfera es muy probable y deben definirse una o mas rutas
de exposicion.
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De lo anterior, puede escogerse una metodologia conveniente para el primer paso
de testeo, por ejemplo, si es necesario medir la biodegradacién de un determinado
material polimérico cuando las condiciones de biodegradacion de la sustancia se
llevan a cabo via anaerobia (etapa 7); una alternativa de seguir su biodegradacion
es la determinacion de acidos organicos, teniendo en cuenta que son uno de los
principales productos desprendidos en estos procesos [Chandra, R. y Rutsgi, R.
1998]. Su produccion implica acople con el ambiente y ademas garantiza que la
descomposicion sera mas rapida cuando el material sea desechado, entonces se
puede clasificar como un material biodegradable. Lo anterior puede aplicarse mas
especificamente en las etapas 6 y 7 del esquema, en donde la medicion de este
tipo de sustancias podria resolver si las condiciones de biodegradacion son
aceptables.

Figura 4. Toma de la decision para seguir la biodegradacion
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Fuente: Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998
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Si el polimero “pasa” este primer test (se biodegrada), entonces no es necesario
hacer una prueba mas extensa. “Fallando” la prueba (no se biodegrada), se toma
la decision para pasar a la siguiente etapa [Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998]. Por lo
tanto, dependiendo del comportamiento del material polimérico, se realizan varias
formas de biodegradacion en una serie de pasos (llevandolo en secuencias de
testeo), hasta que se pruebe la hipétesis de si el polimero es biodegradable o no.

En la tabla 1 se listan algunas de las pruebas mas utilizadas para este tipo de
procesos, segun Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998, y basadas en las normas
propuestas en Estados Unidos (ASTM), Alemania (DIN) y los estandares
internacionales (ISO).

Tabla 1. Formas de estudiar la biodegradacién en materiales poliméricos
biodegradables

Prueb_as P2 PEITEIESE Parametro de biodegradabilidad
biodegradables

Sturm modificada Medicion de CO: (por titulacion al COz?%)
Contenedor cerrado D.Q.O. (demanda quimica de oxigeno)

Proliferacion microbiana en superficie del

Cajas de Petri .
material

Caracterizacion fisica al material,
Entierro en suelo Proliferacion microbiana en superficie del
material

Fuente: Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998

En la tabla 2 se muestran los estandares utilizados para seguir la resistencia a
materiales poliméricos en medios de cultivo, usados por algunas de las pruebas
de la tabla 1. El comun denominador, exceptuando por su estado sdlido a la ultima
prueba mostrada en la tabla 1 (entierro en suelo), es utilizar el material polimérico
como unica fuente de carbono e inocularlo con un grupo de hongos y/o bacterias
en un medio liquido constituido por una solucibn mineral de nutrientes y una
incubacion a temperaturas cercanas al ambiente por alrededor de cuatro semanas
(entre 21 y 28 dias en la mayoria).
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Tabla 2. Estandares utilizados para las pruebas de resistencias de polimeros

: Autoridad estandar y
Titulo ;
miembro

Plasticos: Determinacién del comportamiento bajo la

accion de hongos y bacterias 1SO 846

Prueba medioambiental béasica para equipamiento BS2011 (parte 2.1)

electrénico.

Rgsstenmq de plastificantes al ataque de NEX41-513
microorganismos

Determmamon de la resistencia de plasticos a hongos DIN53-739
y bacterias

Pra_ctlca.estandar _para. Iq_detgrrpmamon de la ASTM G21-70
resistencia de material polimérico sintético a hongos.

Practica estandar para la determinacion de la

resistencia de material polimérico sintético a ASTM G22-76
bacterias.

Practica estandar para la determinacion de la ASTM G29-75

resistencia de material polimérico sintético a algas.

Nota: BS-British Standards Institute, DIN-German Standards Institute, ISO-International Standards
Organisation, NFX-French Standards Institute, ASTM-American Standard Testing Methods.

Fuente: Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998

Los parametros que se miden son respectivamente: CO2, DQO, crecimiento de
microorganismos y caracterizacion fisica del material, que son buenos indicadores
de la biodegradacion.

La mayoria de estas pruebas usan condiciones (aunque modificables) de
biodegradacion aerobia, que se encuentran en zonas donde hay buena aireacion,
sin embargo, en lugares donde el oxigeno no alcanza a migrar, se crean
condiciones anaerobias y segun la norma ASTM D 5526 — 94 (disefiada para la
biodegradacion anaerobia de materiales plasticos bajo condiciones aceleradas de
relleno), esto hace que ciertos microorganismos sean capaces de convertir los
residuos solidos en gases (como metano y dioxido de carbono) que son
estudiados para demostrar la biodegradacion del material bajo estas condiciones.
Otra alternativa para probar la descomposicion de materiales bajo condiciones
anaerobias de forma mas rapida, es la determinacion de acidos organicos
liberados en procesos de fermentacion, ya que su secrecidén sustenta el acople
ambiental. Por lo anterior, se hara énfasis en este proceso ya que es donde ocurre
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la segregacion de acidos organicos que seran estudiados como proposito del
andlisis de la biodegradacion del material polimérico.

1.3.1 Fermentacion (liberacién de sustancias organicas)

La fermentacion es una ruta catabdlica que se presenta en microorganismos que
carecen de un sistema de transporte de electrones, los cuales tienen una
oxidacion incompleta totalmente anaerdbica, siendo el producto final un
compuesto organico y su Unica posibilidad de produccién de energia [Lucas, N. et
al., 2008]. Teniendo en cuenta esta definicion y la necesidad de nutricion
microbiana existente en las zonas de rellenos sanitarios en donde el oxigeno del
aire no alcanza a difundir, la fermentacion es idonea para el seguimiento de la
biodegradacion de un material en condiciones anaerobias, ya que puede ser
sustentado en la determinacion de &acidos organicos liberados por
microorganismos que no tienen otra forma de nutrirse, mas que de la
descomposicion del material biodegradable, para suplir su demanda energética y
la secrecion de sustancias al medioambiente. Una forma experimental de
fermentacién para seguir la produccion de &cidos organicos, se lleva a cabo
mediante la adicion del material de prueba (polimero biodegradable este caso) en
medio liquido, al cual se le agrega una solucion nutriente de azlcar que es
inoculada con microorganismos a temperatura cercana al ambiente, y se ajusta el
pH para su monitoreo. Para una determinaciébn mas especifica, se toma una
alicuota de la mezcla fermentada y se somete a ultrasonido, se filtra e inyecta en
el cromatégrafo liquido (para un andlisis por CLAR), con el objetivo de determinar
los compuestos formados en el proceso, entre los cuales encontramos acidos
organicos, alcoholes, etc [Sanchez-Machado, D. et al., 2008].

Por otra parte, el proceso de fermentacién tiene muchas aplicaciones en la
industria; una de las mas interesantes es la produccion de nuevos materiales a
partir de productos derivados de polisacaridos, entre ellos, los de almidon tales
como dextrinas o glucosa. Estos son extensamente usados como materias primas
de medios fermentativos, en donde la glucosa, por ejemplo, puede ser fermentada
y convertida a acido lactico, el cual es polimerizado a una sustancia de alto peso
molecular como el &cido polilactico (PLA), cuyo uso como plastico biodegradable
es de considerable interés y demanda [Villada, H. et al., 2007]. Entre las diversas
aplicaciones de la fermentacion, las mejores son la adaptacion de procesos en el
cuidado del medioambiente.

1.4 ACIDOS ORGANICOS

Los acidos organicos se originan principalmente en el metabolismo primario de los
organismos vivientes, en donde la principal ruta de su formacion es el ciclo de
Krebbs o el ciclo del acido citrico (figura 5).
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Figura 5. Ciclo del acido citrico
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Estos también son encontrados en los alimentos como resultado del metabolismo
de moléculas de alto peso molecular (proteinas, lipidos, polisacaridos, etc.)
[Sanchez-Machado, D. et al., 2008], lo que indica que su determinacion puede

sustentar el estado y calidad de los alimentos.
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En diversos procesos de fermentacion se liberan estas sustancias como producto
del metabolismo de microorganismos quimiolitotroficos, que degradan la materia
organica tomandola como fuente de carbono, electrones y energia [Lucas, N. et
al., 2008]. Estas sustancias pueden ser liberadas en formas quimicas no tan
complejas (es decir los acidos de cadena corta), ya que ha ocurrido una oxidacion
incompleta del sustrato. Algunas de estas sustancias se observan en la tabla 3.

Tabla 3. Algunos acidos organicos, producidos en los procesos de fermentacion
(propiedades fisicoquimicas)

indice de

., Densidad
Estructura Nombre refraccion
(£0,02) (g/mL)+0,06
(0]
/H\ a’z‘é't?go 1,375 1,069 60,052
HsC OH

Acido
propiénico

\i
o)
HsC ‘ Acido
Y‘\OH oo 1,451 1,276 90,077
OH
0
Acido 1,411 0,987 88,105
butirico
HaC OH

Fuente: chemSketch Window, 2009.

1,397 1,019 74,078

Los &cidos organicos son estudiados como parametros para el analisis de
alimentos, ya que estos juegan un papel importante en el sabor y aroma de
productos de consumo y algunos autores utilizan el nivel de acidos organicos para
monitorear cuando se inicia la actividad y crecimiento bacteriano. Adicionalmente
el tipo de acidos indica el tipo de fermentacion [Sanchez-Machado, D. et al., 2008].
Adicionalmente, cumplen con un parametro muy importante en el analisis de vinos,
ya que de las concentraciones y tipo de estas sustancias depende la calidad del
producto [Kordis-Krapes, M. et al., 2001].
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Produccion de &cidos organicos por biodegradacién de polimeros de
almidon

La principal via por la que ocurre la produccion de estas sustancias organicas, es
por la fermentacién sobre moléculas de alto peso molecular como proteinas,
lipidos, polisacéaridos, etc. [Avancini, S. et al., 2007; Altaf Md. et al., 2008; Al-
Lahham, S. et al.,, 2010] ya que sucede por la accion catabolica de los
microorganismos, que liberan metabolitos como los acidos acético, propionico y
butirico. El proceso de descomposicion de las moléculas del polisacarido, empieza
con la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos por la accion de enzimas (a-amilasa,
B-amilasa, isoamilasa y glucoamilasa), dejando moléculas de azucar
(principalmente glucosa) libres en la solucion [Araujo, M. et al., 2004; Lehninger, A.
et al., 2008]; lo anterior da paso a que se activen las vias alternas de la
descomposicion, como se observa en la figura 6, en donde la formacion de los
acidos acético y lactico se da principalmente por la conversion del piruvato a
acetato o lactato respectivamente; la formacion del acido propionico se da por dos
rutas: la via de descarboxilacion del succinato y por la produccién de acrilato como
precursor, y la formacién de butirato a partir de compuestos (como succinil-CoA y
Oxaloacetato) formados en el ciclo de Krebbs.

Figura 6. Metabolismo microbiano en condiciones ambientales. Posibles vias de
formacion de los acidos organicos mediante rutas anaerobias
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Fuente: Al-Lahham, S., et al., 2010; Altaf, Md., et al., 2008
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1.4.1 Determinacién de acidos organicos

La evaluacion de acidos organicos ha sido utilizada en diferentes tipos de analisis
como son en el control de calidad de vinos [Schneider A., et al 1987; Kordis-
Krapes, M. et al., 2001], en el analisis de derivados de frutas frescas [Karadeniz,
F. 2004; Fei, L. et al.,, 2009], en estudios de orina [Bidartl, M. et al., 1993;
Chantragan, S. et al., 1999], entre otros.

En términos generales y como ya se ha mencionado, el estudio de &cidos
organicos constituye una herramienta importante en el seguimiento de procesos
de biodegradacion [Lucas, N. et al., 2008]; como un ejemplo, podria citarse la
fermentacion en residuos de animales marinos [Sanchez-Machado, D. et al.,
2008], en donde la evaluacién de estas sustancias por CLAR (0o HPLC),
particularmente la de acido lactico, arrojan resultados que superan las deficiencias
de otras técnicas, haciendo posible su cuantificacién de forma especifica, como se
observa en la figura 7.

Figura 7. Cromatogramas de CLAR obtenidos en la determinacion de acidos
organicos en: a) proceso de fermentacion de residuos de camarén y b)
estandares. Picos: 1) &cido lactico, 2) acido acético y 3) acido citrico

al

b}

Ahzorbancia (mlTA)

Tiempo (min)
Fuente: Sanchez-Machado, D. et al., 2008

Una prueba normalmente usada para el estudio de &cidos presentes en una
muestra, es la valoracion alcalina utilizando un indicador visual apropiado como
forma cualitativa. Sin embargo, las titulaciones en general no son selectivas ni
suficientemente sensibles 6 precisas para detectar pequefias cantidades.
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Los métodos instrumentales como los de cromatografia de gases y liquida de alta
resolucién (CLAR) han ganado importancia en este tipo de andlisis. Debido a la
rapidez, selectividad, sensibilidad y fiabilidad que involucra la CLAR, es una de las
técnicas mas ampliamente usadas. Su acople a diferentes tipos de detectores
como indice de refraccion, deteccion por UV y pulsacién electroquimica [Kotani, A.
et al., 2001], la hacen hoy en dia, uno los métodos analiticos mas adecuados en
analisis de estas sustancias organicas (mas especificamente la CLAR en fase
reversa) [Llorente, M. et al., 1991; Demiate, I. et al., 1999; Sdnchez-Machado, D.
et al., 2008].

En el campo de la biodegradacion de polimeros, la CLAR también muestra una
forma muy practica de testear la fragmentacion molecular de sustancias como los
poliésteres, estudiando la liberacion de acidos organicos como monomeros asi
como lo muestran Giunchedi, et al. en 1998. A diferencia de otros estudios por
otras técnicas instrumentales como gravimetria, viscosimetria, difraccion de rayos
X, calorimetria diferencial de barrido, microscopia diferencial de barrido,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H-RMN) entre otras, esta
muestra una gran ventaja ya que permite una cuantificacion mas sencilla y
especifica de un determinado compuesto [Giunchedi, P. et al., 1998]. La figura 8
muestra la biodegradacién in vitro de un poliéster, en donde se observa que la
concentracion de acidos organicos aumenta con el tiempo de incubacion,
demostrando asi la fragmentacion molecular del polimero.

Figura 8. Determinacion de acidos glicdlico (pico 1) y lactico (pico 2) liberados en
un medio de incubacion después de: a) 1 dia, b) 7 dias y c) 14 dias de
degradacion, en el seguimiento a la fragmentacion de poli-D,L-lactico-co-glicdlico
(PLGA)
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1.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

La cromatografia liquida consiste en la separacion basada en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles entre si, una fija (en la
mayoria de los casos sélida, ya que puede ser un liquido retenido sobre un gel o
un solido) y otra movil que se encuentra en estado liquido [Quattrocchi, O. et al.,
1992]. Su clasificacion puede darse en diversas formas, dependiendo del estado y
composicion de las fases estacionarias con las que se pretende realizar la
separacion, tal como se resume en la tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de cromatografia liquida segun su fase estacionaria

. Caracteristicas de la fase
Clases de cromatografia . .
estacionaria

Utiliza fases estacionarias polares,
tipicamente silicagel, y fases
moviles apolares como hexano

Cromatografia liquido-sélido (CLS) o de
adsorcién

La fase estacionaria es un liquido

Cromatografia liquido- . )
homogéneamente disperso en un

liquido (CLL i

Cromatografia SO soporte solido

de reparto Cromatoarafia de fase La fase estacionaria esta unida de
ligada (C?:L) forma quimica covalente a su
g soporte.

Rellenos constituidos por polimero 6
Cromatografia de intercambio i6nico (Cll)  silicagel, sustituidos con grupos
sulfénico o amonio cuaternarios

Cromatografia de exclusion por tamafio La fase estacionaria cosiste en
(CE) materiales de porosidad controlada

De las modalidades cromatogréficas clasificadas en la tabla anterior y teniendo en
cuenta la naturaleza quimica de los analitos que son acidos carboxilicos de
cadena corta, las cromatografias de reparto representan una buena alternativa,
destacandose la cromatografia ligada quimicamente [Giunchedi, P. et al., 1998;
Sanchez-Machado, D. et al., 2008]. Estas técnicas de fase ligada predominan
actualmente frente a la cromatografia liquido-liquido, ya que estas Ultimas
presentan ciertas desventajas, principalmente la pérdida de fase estacionaria por
dilucion en la fase mévil, lo que hace necesario un periédico recubrimiento de las
particulas del soporte. Por otra parte, este problema impide el uso de los rellenos
de fase liquida en la elucién con gradiente.

La cromatografia de reparto unida quimicamente, presenta mejores alternativas,
ya que se subdivide segun el tipo de relleno que utilice la fase estacionaria y a su
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vez depende de los grupos sustituidos en la cadena de silicatos como se observa
en la figura 9 [Skoog, D. et al., 2001].

Figura 9. Reaccidn general para la obtencion de un tipo de relleno para
cromatografia (diferenciacion del tipo de fase estacionaria)

— Si/—OH — Si\—OH
0 0 CH,
—8i—OH —8i—0—Si—R
\0 /CH} \0 N\
+ NCI—SiR — CH,
“—Si\ OH AN —=S§i—O0OH
o CH, \o CH,
/ .
—Si—OH —8i—0—Si—R
AN AN

Fuente: Skoog, D. et al., 2001 Cap. 28

Como se observa en la figura, dependiendo de la polaridad de los grupos R se
puede clasificar el tipo de relleno y la clase de cromatografia. Este paso es
importante, ya que de ello depende también la eleccion de la fase movil con la que
se piensa hacer la elusion.

Cromatografia de fase normal: Consiste en el uso de fases fijas cuyas
sustituciones del grupo R del siloxano son grupos funcionales polares como el
caso de los grupos ciano (—C2H4CN), diol (—C3HsOCH2CHOHCH20H), amino
(—CsHsNH2) y los dimetilaminopropil (CsHsN(CHs)2). Este tipo de cromatografia
usa fases moviles de polaridades bajas como hexano, isopropileter, entre otras,
sustancias de polaridad similar.

Cromatografia de fase reversa: Esta técnica usa fases fijas de bajas
polaridades, debidas a sustituciones del grupo R del siloxano por sustancias de
naturaleza apolar como n-octadecilo (Cis) 0 n-octilo (Cs). Las fases mdviles son de
naturaleza polar tales como metanol, acetonitrilo y agua. Tal vez las tres cuartas
partes de toda la cromatografia de liquidos (y la de alta resolucién, como se
expone mas adelante, seccion 1.5.1), se llevan a cabo actualmente en columnas
con rellenos de fase reversa.

Las aplicaciones de la cromatografia en fase reversa ligada quimicamente, han
aumentado de gran manera en los ultimos afos, debido al desarrollo de nuevas
tecnologias aplicadas a estas técnicas, ya que satisfacen las necesidades
crecientes por parte de la comunidad cientifica de mejorar los métodos para la
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caracterizacion de mezclas complejas, entre las cuales se encuentra la separacion
de acidos organicos presentes en multiples matrices. Una de las técnicas mas
ampliamente usadas por su versatilidad y aplicacion es la cromatografia liquida de
alta resolucién (CLAR), la cual se ha convertido en una herramienta eficaz frente a
este tipo de analisis y hoy representa uno de los instrumentos mas empleados en
el laboratorio analitico moderno, ya sea que esté dedicado a la investigacién
basica o aplicada, industrial, bioldégica o bromatolégica [Quattrocchi, O. et al.,
1992; Harris, D., 2003; Sdnchez-Machado, D. et al., 2008].

1.5.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) en fase reversa

La separacion se lleva a cabo por la inyeccion de muy poco volumen de la
muestra en un puerto o loop (valvula del inyector, segun la figura 10), ubicado en
la parte superior de la columna y utilizando altas presiones para lograr que esta
fluya. De esta manera, la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR), requiere de instrumental especial que permita trabajar con las altas
presiones requeridas, con el objetivo de mejorar la resolucion en las separaciones
y permita asi identificar y cuantificar solutos de manera confiable [Skoog, D. et al.,
2001].

Figura 10. Esquema de un aparato de CLAR (o HPLC)
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La cromatografia liquida como método cromatogréfico, tiene su centro en la parte
gue hace posible la separacion: la columna, que puede considerarse el corazén
del sistema cromatografico, alrededor del cual se monta un equipo de mayor o
menor complejidad (fig. 10). La tabla 5 muestra algunas de las partes esenciales
para una separacion.

Tabla 5. Partes esenciales de un cromatografo liquido de alta resolucion

Parte Descripcion

Reservorio de

Alimenta el sistema con la fase movil

solvente
Inyector Sistema que permite la introduccién de la muestra
Sistema para forzar el paso de la muestra y de la fase movil
Bomba .
a través de la columna

Sistema de monitoreo de la solucién que emerge de la

Detector
columna

Sistema de registro de datos provenientes del detector

Software

procesados por una computadora.
Fuente: Quattrocchi O. et al 1992

Como resultado del analisis se obtiene un cromatograma, el cual es un grafico que
relaciona la concentracion de soluto en funcion del tiempo de retencion, por medio
de sefales en forma de picos, estos proporcionan la informacién necesaria para
poder identificar y cuantificar las sustancias que fueron eluidas de la columna. Un
cromatograma tipico de CLAR se muestra en la figura 11.

Figura 11. Cromatograma tipico de una elucién por CLAR
UA
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Fuente: Skoog, D. et al., 2001 Cap. 28
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Es importante tener en cuenta que los picos que aparecen en éste grafico
(identificando especificamente, bajo condiciones estrictas, a las sustancias
eluidas) deben presentar caracteristicas de un pico normal (gaussiano), como los
de la figura 11, con simetria y resolucion, ademas de una altura apreciable,
evitando problemas comunes como el fronting o asimetria anterior, que es cuando
el pico presenta una leve desviacion a la derecha y tailing o asimetria posterior,
una de las “deformaciones” mas comunes, y es cuando el pico muestra una
asimetria a la izquierda conocida también como colas del pico [Quattrocchi, O. et
al., 1992].

1.5.1.1 Deteccion y fases estacionarias en CLAR de fase reversa

Un sistema conformado por un grupo carboxilo conocido como croméforo es el
rasgo estructural distintivo de los acidos organicos. Este grupo es el responsable
de la capacidad de absorcion de luz en la regién ultravioleta debida a transiciones
electrénicas caracteristicas de los electrones no apareados y del doble enlace del
carbonilo (transicion n—1" a los 204 nm) [Skoog, D. et al.,, 2001]. Por esta
caracteristica se emplean para su deteccion los detectores espectrofotométricos
en CLAR, por la alta sensibilidad y precision, y porque son capaces de seleccionar
una sola longitud de onda durante la separacion cromatografica [Llorente, M. et al.,
1991; Demiate, I. et al., 1999; Sanchez-Machado, D. et al., 2008].

La mayoria de las separaciones de acidos organicos reportada en la literatura,
involucra el uso de CLAR en fase reversa, en lugar de fase normal, debido a que
las interacciones con la fase estacionaria de este tipo de cromatografia dan
mejores tiempos de retencidon y la separacion es mejor en la fase movil que esta
técnica utiliza [Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Karadeniz, F., 2004; Sanchez-
Machado, D. et al., 2008; Fei, L. et al., 2009]. Las ventajas de la cromatografia en
fase reversa son resumidas en la tabla 6.

Tabla 6. Principales ventajas del uso de una fase estacionaria en fase reversa en
una separacion.

Compuestos idnicos, no iénicos e ionizables pueden ser
separados en la misma columna con la misma fase movil.

La fuerza de atraccién superficie no polar-soluto, es débil.

El modificador organico predominante, metanol, es adsequible en

Caracteristicas del calidad y precio.
uso de fase reversa El orden de elucion es predecible segun la hidrofobicidad del
analito.

Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de
un cambio de fase movil.

La fase mavil predominante es agua, abundante y econémica.
Fuente: Quattrocchi, O. et al., 1992
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Asi, CLAR en fase reversa representa una buena alternativa para el analisis de
sustancias organicas como son los acidos lactico, acético, propiénico y butirico, ya
que los parametros enunciados en la anterior tabla determinan que estos analitos,
compuestos ionizables con grupos polares en su estructura, pueden ser
separados facilmente en una fase estacionaria apolar, con la elucion de fase movil
de polaridad relativa media.

1.5.1.2 Analisis cuantitativo por CLAR en fase reversa

Las ventajas de la cuantificacion por CLAR, con respecto a otras técnicas, radica
en que puede realizar determinaciones de concentraciones en mezclas con un alto
grado de confiabilidad, cumpliendo con niveles de precisién tan bajos como el
0,5% y aun menores. En el analisis cuantitativo influyen factores como el
muestreo, preparacion de la muestra, inyeccion de la muestra, separacion
cromatografica, deteccion, integracion de la sefial y/o célculo de la concentracion
del analito [Quattrocchi, O. et al., 1992].

Hasta ahora se ha mencionado que los tipos de cromatografia liquida representan
una herramienta muy util en el laboratorio, sin embargo la Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (CLAR) (o High Performance Liquid Cromatographic (HPLC)),
es mucho mas utilizada debido a su idoneidad para separar sustancias no volatiles
o termolébiles ademas de su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, facilitando la estandarizacion de métodos analiticos [Quattrocchi, O. et
al., 1992; Skoog, D. et al., 2001; Sanchez-Machado, D. et al., 2008].

1.6 ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS

La necesidad de obtener informacion soportada y confiable hace que la
estandarizacion de un método analitico sea un proceso riguroso, que depende de
la técnica analitica, la matriz, el analito y la cantidad de pardmetros necesarios
para obtener una informacion completa. La estandarizacion busca tipificar sus
variables, optimizar los resultados y soportar la informaciéon para que una vez
establecido, pueda empezar a reportar datos con un alto grado de confianza.

Los criterios en los que se basa la confianza de un método analitico se sustentan
mediante la medicién de diferentes parametros establecidos bajo condiciones
experimentales estrictas que han sido determinadas; estos parametros son
sensibilidad, linealidad, precision y exactitud [Miller, J. et al., 2000; Skoog, D. et
al., 2001; Gonzélez, G. et al., 2006].

1.6.1 Sensibilidad analitica
La sensibilidad de un instrumento o de un método es una medida de su capacidad
de diferenciar pequefias variaciones en la concentracion del analito; los

40



parametros empleados para determinar la sensibilidad son los limites de deteccion
y cuantificacién [Skoog, D. et al., 2001].

1.6.1.1 Limite de deteccion

Es la menor concentracion de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones establecidas y
en un nivel de confianza dado; es aquella concentracion que proporciona una
sefal en el instrumento significativamente diferente de la sefial del blanco o ruido
de fondo. Se expresa en unidades de concentracion.

1.6.1.2 Limite de cuantificacion

Es la menor concentracion de analito que puede cuantificarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas. Se expresa en unidades de
concentracion.

1.6.1.3 Sensibilidad de Calibracion
La sensibilidad de calibrado se define como la pendiente de la curva de calibracion
(m) [Skoog, D. et al., 2001].

1.6.2 Intervalo lineal

El intervalo lineal de un método analitico va desde la concentracidbn mas pequefa
a la que se pueden realizar medidas cuantitativas (limite de cuantificacion) hasta la
concentracion a la que la curva de calibrado se desvia de la linealidad (limite de
linealidad) y dentro del cual se puede efectuar la cuantificacién por interpolacion
en una curva de calibracion [Skoog, D. et al., 2001].

1.6.3 Precision

Indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos para réplicas de
una misma muestra 6 patrén, aplicando el mismo procedimiento experimental bajo
condiciones prefijadas; usualmente se expresa en términos de desviacidon
estandar (s). Se evalla a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad, los cuales se describen a continuacion:

1.6.3.1 Repetibilidad

Es la precision obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en intervalos
cortos de tiempo (mismo dia), por el mismo analista, sobre la misma muestra
homogénea, usando los mismos equipos.
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1.6.3.2 Precisién Intermedia

Es la precision obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en intervalos
de tiempo diferentes (minimo cinco dias diferentes) por el mismo analista y sobre
la misma muestra homogénea, usando los mismos equipos.

1.6.3.3 Reproducibilidad

Expresa la precision entre resultados obtenidos mediante la aplicacion del mismo
método por diferentes operadores y usando diferentes equipos, sobre réplicas de
porciones analiticas 6 tiempos diferentes (minimo un mes).

1.6.4 Exactitud

La exactitud de un método es la aproximacion mas estrecha a un resultado o el
promedio de una serie de resultados que se aproximan al valor verdadero o
aceptado como real. Normalmente se expresa en términos de error teniendo como
referencia los patrones preparados en el laboratorio y un patron externo
certificado.

1.7 ESTADISTICA PARA LA ESTANDARIZACION DEL METODO

1.7.1 Estadistica descriptiva

La estadistica descriptiva es una herramienta simple y facil, pero muy importante,
gue nos permite tener una idea preliminar de los datos, antes de pasar a realizar
un tratamiento mas complejo de los mismos [Gonzalez, G. et al., 2006]. Aqui se
incluyen las medidas de posicion, como la media aritmética, armonica, ponderada,
la moda y la mediana, y medidas de dispersién o variabilidad de la muestra como
la varianza, la desviacion tipica (llamada también desviacién estandar) y el
coeficiente de variacion. De las medidas de posicidn, la mas utilizada es la media
aritmética (simbolizada con P cuando es de una poblacion y x [cuando es
muestral), debido a que es la que tiene un error estandar mas pequefio, es mas
facil de estimar, tiende hacia una distribucién normal y por dltimo es mas sensible
a cambios en la distribucion de los datos.

La media aritmética es conocida comunmente como promedio, y relaciona la suma
de todos los datos con el numero de estos, lo cual lo hace un céalculo muy sencillo
(ver ecuacion en anexo A). Determinar este parametro es importante para el
método, ya que en él se basan la mayoria de medidas realizadas para la
estandarizacion.

Para dar una mejor fiabilidad de la distribucion de los datos que han sido

obtenidos en el método, las medidas de posicidbn se ven acompafiadas por las
medidas de dispersion; estas tienen como funcién mostrar hasta qué punto las
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medidas de posicion representan bien el conjunto de datos en la distribucion. Es
necesario conocer parametros como la desviacion estandar (s), la varianza (s?) y
el coeficiente de variacion (CV) (ver ecuaciones en anexo A), para completar la
informacion que se obtiene a partir de la media. Estos Ultimos parametros son
indispensables para la estimacion de la precisidbn en un método analitico.

1.7.2 Contrastes de significacion

Aparte de la estadistica descriptiva, las pruebas de contrastes de significacion
para los datos, soportan fuertemente la distribucién que estos manejen. Para
lograr la estandarizacién de un método analitico, los resultados deben basarse en
la aplicacion de ciertas hipotesis, denominadas como nulas y denotadas como Ho
[Millar, J. et al., 2000]. Esta hipotesis es rechazada o aceptada al ser comparada
con un cierto valor critico tabulado (que debe ser un estadistico de contraste
apropiado al analisis), el cual se denomina como una variable aleatoria que sigue
una funcion de probabilidad [Gonzalez, G. et al., 2006; Miller, J. et al., 2000].

Para realizar un contraste de hipodtesis para el caso de variables cuantitativas, se
cuenta con dos tipos de andlisis conocidos como paramétricos (que requieren que
se cumplan los supuestos de normalidad de distribucion y la homogeneidad de
varianza dentro de cada poblacion a comparar) y los no paramétricos, que no
exigen supuestos para poder ser aplicados. La normalidad de una distribucién de
muestra, es ampliamente estudiada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, la cual es
muy recomendada sobre todo si se trabaja con un nimero pequefio de datos (n <
30). Esta prueba calcula un estadistico W que contrasta el ajuste a una recta
probabilistica normal (ver ecuacion anexo A).

Para evaluar la homogeneidad de varianza, se utiliza la prueba de Levene, debido
a que este test aplica para el contraste de la hipotesis nula (Ho) de la
homogeneidad de las varianzas, y ademas permite rechazar la Ho si la
significacidon de su estadistico es < que 0,05.

Entre las distribuciones de datos més utilizadas se encuentran la de distribucion
normal, t de student, chi-cuadrado, f-fisher-snedecor. De estas se escoge la que
sea mas propia al analisis y se hace la comparaciéon de significancia del dato con
la distribucién (en el analisis estadistico de este trabajo se escogi6 la t-student, por
su aplicacion sencilla y versatil).

De los parametros estadisticos mas utilizados, estan las pruebas de analisis de
varianza (ANOVA) [Gonzélez, G. et al., 2006]. Este es un método que sirve para
evaluar si existen diferencias estadisticamente significativas de los valores
promedio entre las muestras de poblaciones estudiadas.
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIALES Y REACTIVOS

La estandarizacion del método de determinacion de acidos organicos (lactico,
aceético, propiénico y butirico) por CLAR en fase reversa y su aplicacién en un
proceso de biodegradacion, utilizO reactivos y solventes grado analitico. A
continuacion, se listan los equipos y reactivos empleados para las diferentes
determinaciones.

2.1.1

Equipos

Balanza analitica Mettler, AJ-150

Bomba para vacio ROC-R

Campana de extraccion C4

Conductimetro ORION modelo 105

Centrifuga HEMLER, Z-200A

Cromatografo de liguidos HEWLETT PACKARD 1100, desgasificador G
1322A, bomba cuaternaria G 1311A, detector UV-VIS G1314A, columnas:
p-Bondapack Cis (3,9 x 150mm), Hypersil ODS Cis (5um x 4,0 x 250mm),
Agilent Zorbax SB Ci1sNH2 (5um x 4,6 x 250).

Deionizador D&E

Destilador Schott Gerate

Equipo de destilacion marca BUCHI

Espectrofotometro Ultravioleta-visible GENESIS 6

Incubadora PRECISA modelo 815

Micropipeta BRAND 25-250uL

Micropipeta BRAND 0,5-10pL

Mini vap- Supelco con pipa de nitrdgeno

Nevera HACEB

pH-metro FISHER SCIENTIFIC accumet BASIC AB15

Planchas CORNING PC-420

Reactivos

Acido fosforico, 85%

Estandar acido acetic, Sigma-Aldrich 3050 Spruce Street (SAINT LOUIS
MO 63103 USA)

Estandar &cido butirico, Sigma-Aldrich 3050 Spruce Street (SAINT LOUIS
MO 63103 USA)
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e Estandar acido L-(+)-lactico, Sigma-Aldrich 3050 Spruce Street (SAINT
LOUIS MO 63103 USA)

e Estandar &cido propionico, Sigma-Aldrich 3050 Spruce Street (SAINT
LOUIS MO 63103 USA)

e Gas nitrégeno, 99,999%

e Hidréxido de sodio, 99,9%

e Hipoclorito de sodio comercial, 5%

e Sales minerales (KH2PO4, 99%, Na2HPO4H20, 99,9%, (NH4)2SO4, 99,9%,
MgS047H20, 99,9%, MnS044H20, 99,5%, FeCl36H20, 99,9%)

2.1.3 Solventes grado HPLC
e Metanol, 99,98%
¢ Acetonitrilo, 99,99%

2.2 MUESTRAS

El método se aplicé a la determinacién de acidos organicos formados en procesos
de biodegradacion anaerobia de materiales poliméricos y en muestras de un
proceso de formacién de ensilaje, obtenidas segun se describe a continuacion:

2.2.1 Simulacion del proceso de biodegradacion

Se realiz6 a tres materiales poliméricos (oxo-biodegradable, no biodegradable y un
polimero a base de almiddon (Fig. 12)), bajo condiciones establecidas en el
laboratorio (ver anexo B), para obtener una matriz simulada; ya que las muestras
del material termoformado biodegradable a base de almidén de yuca del proyecto:
PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE EMPAQUES TERMOFORMADOS
BIODEGRADABLES A PARTIR DE HARINA DE YUCA, FIBRA DE FIQUE Y
PLASTIFICANTE, no se encontraban disponibles para el analisis.

Para ello, se aplicé la metodologia reportada en la literatura [Owens, J. et al.,
1993; Christodoulatos, C. et al., 1997; Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998; Massardier-
Nageotte, V. et al.,, 2006] y la norma ASTM D 5526-94 del afio 2000, a la
descomposicion de materiales poliméricos (descritos en la seccion 2.2.1.2).

Acondicionamiento de material de vidrio: Con el proposito de controlar la
proliferacion de microorganismos encargados de la degradacién de los materiales
poliméricos, el material de vidrio se someti6 a lavados con diluciones de hipoclorito
de sodio al 5,25%, agua deionizada y esterilizada (a 90°C) y secado a 105°C en
estufa.
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2.2.1.1 Preparacion de la solucion mineral (SM):

Con el fin de obtener un medio de cultivo constituido por minerales nutrientes, se
pesaron: KH2POs (5,75 g), Na:HPOsH20 (12,9 g), (NH4)2SOs4 (0,500 Qg),
MgS047H20 (0,205 g), MnS044H20 (0,015 g), FeClz6H20 (0,008 g), se disolvieron
y se aforaron a 1000 mL con agua deionizada y esterilizada en un balon
volumétrico previamente esterilizado con hipoclorito de sodio al 5,25%. El pH se
ajusto entre 7,0 — 7,1 con hidréxido de sodio al 10%, para acondicionar la solucién,
se burbujed gas nitrégeno y se almaceno a 35°C en incubacion por 24 horas.

2.2.1.2 Adicion del material polimérico
El proceso que se describe a continuacion se realizé a diferentes materiales de
prueba, (figura 12).

Figura 12. Material polimérico sometido a biodegradacion anaerobia. a) Polimero
biodegradable, b) polimero de almidén y c) polimero no biodegradable

Los materiales se clasifican como se listan a continuaciéon (segun normas de
estudio de biodegradacioén anaerobia [ASTM D 5526, 2000]):

a) Polimero oxo-biodegradable (como control negativo, para controlar condiciones
anaerobias)

b) Polimero de almidéon (material de prueba copolimerizado con etileglicol)

c) Polimero no biodegradable (polimero sintético como control negativo, a base
de polietileno PE)

d) Blanco (para controlar el proceso)

Preparacion del inoculo: El inoculo de microorganismos fue tomado de un suelo,

al cual se control6 condiciones de inundacion por una semana, con la adicion de 5

L de agua diarios (divididos en diferentes horas del dia). Se tomd una fraccion del

liquido resultante y se filtr6 por un embudo de cafia corta de plastico con papel
filtro corrugado. El liquido filtrado se burbuje6 con gas nitrégeno de alta pureza

46



(99,999%) y se dejé decantar en incubacion a 35°C por aproximadamente 24
horas.

Acondicionamiento de los materiales de prueba: El material polimérico fue
cortado en pequefos trozos con tijeras (fig. 12) [Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998],
de los cuales se tomaron 2,000+£0,001 g que fueron transferidos a botellas Winkler
de 300 mL, previamente lavadas con agua deionizada y esterilizadas con
hipoclorito de sodio al 5,25 % (fig. 13) [Owens, J. et al., 1993]. Se tomaron 10 mL
de inoculo y se adicioné a las botellas Winkler, junto con la soluciéon mineral (SM)
con la cual se lleno hasta el tope, con cuidado de no rebasar el borde;
adicionalmente a la mezcla resultante se le control6 el pH como se indica a
continuacion.

Control de la acidez: ademas del acondicionamiento del medio para controlar el
crecimiento microbiano, el pH se fij6 entre 7,0 — 7,1 también para monitorear el
proceso de formacion de los acidos organicos [Christodoulatos, C. et al., 1997],
mediante la adicion de NaOH al 10 % corroborando la lectura en el pH-metro.

Posteriormente, la solucién resultante se burbujeé gas nitrégeno para controlar las
condiciones anaerobias y se Incub6 a 35°C por 14, 28 y 42 dias [Massardier-
Nageotte, V. et al., 2006], por triplicado; considerando el dia 28 como culminacion
del proceso de fermentacion. Después de la incubacién, las muestras liquidas
fueron almacenadas en punto de congelacion hasta su analisis.

Figura 13. Material polimérico acondicionado y puesto en botellas Winkler, listo
para someter a la biodegradacion

| Fohm TOEPTTN 4
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2.2.2 Proceso de elaboracion de ensilaje (fermentacion de residuos de
pescado)

El método también se replico en el seguimiento de la fermentacién de un ensilaje
formado con restos de pescado (viseras y residuos de tejidos), trabajado en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad del Cauca, mediante la
cuantificacion de acidos organicos en muestras de ensilaje en los dias 0, 6, 12 y
18 del proceso. Para su determinacion se planteo la extraccion de los analitos con
arrastre de vapor con el objetivo de tener una mejor limpieza de la matriz.

Las muestras de ensilajes fueron entregadas por parte de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias trituradas y congeladas; constituidas por residuos (como escamas,
tejido 6seo etc.) y visceras de pescado, con tratamientos distintos en el proceso
de fermentacion. Las muestras entregadas se muestran a continuacion (tabla 7):

Tabla 7. Muestras de elaboracion de ensilaje, tratamientos y tiempos de
fermentacion

Muestras

(tratamientos)

Visceras tratadas con VY0 VY6 VY12 VY18
Yogurt
Visceras tratadas con VPO VP6 VP12 VP18
alga (plantarium sp)
Residuos tratadas con RYO RY6 RY12 RY18
Yogurt
Residuos tratadas con RPO RP6 RP12 RP18
alga (plantarium sp)

2.2.2.1 Tratamiento de la muestra

Antes del anadlisis, su conservacion se llevo a cabo en tubos para centrifuga
plasticos a una temperatura de 0°C. Para realizar el estudio de los é&cidos
organicos, se descongeld y se siguié con el tratamiento descrito en el apartado
2.5.

2.3 IMPLEMENTACION DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA

Se estandarizaron los parametros cromatograficos y estadisticos para la
determinacion de acido lactico acético propiénico y butirico. La optimizacion de
estos parametros se llevo a cabo teniendo en cuenta la preparacion de soluciones
con estandares de alta pureza de los analitos, la determinacion de las mejores
condiciones de separacidén cromatografica y el soporte estadistico necesario para
el analisis.

48



2.3.1 Preparacion de soluciones

A continuacion se describen los procedimientos de preparacion de las soluciones
con las que se realiz6 la estandarizacion del método analitico, teniendo en cuenta
una previa calibracion del material de vidrio con el que fueron preparadas (ver
anexo C).

2.3.2 Preparacion de la fase movil

La fase movil se prepar6é con acido fosférico al 85%, diluido en agua deionizada
con 0,4 uS de conductividad, a pH 3,5. Para ello, se tom¢ 21,5 L de acido al 85%
y se afor6 con agua deionizada a 1 L (1000 mL). De manera similar fueron
preparadas soluciones para pH de 2,5, 3,0 y 4,0, tomando 215, 67,9 y 6,78 uL
respectivamente.

2.3.2.1 Preparacion de las soluciones stock
Para cada estdndar de acido se tomd@ la cantidad correspondiente para la
preparacion de una solucion madre de 1000 ppm, como lo muestra la tabla 8.

Tabla 8. Cantidades requeridas de los estandares, para la preparacion de
soluciones de 1000 ppm

Acido acético, 99,8% 10,0 uL
Acido butirico, 99,5% 10,5 puL
Acido lactico, 98% 10,0 mg

Acido propidnico, 99,8% 10,1 pL

Las cantidades anteriores fueron transferidas a un balon volumétrico de 10 + 0,07
mL y aforadas con agua deionizada. Las soluciones patron resultantes fueron
almacenadas a una temperatura de 8°C. De estas soluciones de trabajo se
realizaron las diluciones correspondientes para su posterior analisis,
principalmente las que se usaron en las curvas de calibracién, tomando 30-250 pL,
que se aforaron a 10 mL, para los niveles de 3-25 ppm (tabla 9).
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Tabla 9. Volumenes de la solucion madre de 1000 ppm y concentraciones de las
soluciones estandar obtenidas con la dilucién a 10 mL

\{olumen i Concentracion de
estandar de 1000 la solucion
ppm
(uL) * 0,0133 (ppm) £ 0,0833
30 3
40 4
70 7
110 11
150 15
190 19
250 25

2.3.3 Condiciones cromatogréaficas para laimplementacién del método

Los parametros cromatograficos para la determinacion de los cuatro &cidos, fueron
optimizados por medio de ensayos experimentales, en donde se estudio la
longitud de onda en el detector de UV, el tipo de columna, la composicion de la
fase mévil, la velocidad de flujo, y los tiempos de retencion.

2.3.3.1 Seleccién de lalongitud de onda

La longitud de onda de méaxima absorcion se identific6 mediante un barrido en el
espectrofotometro con soluciones patron de 100 ppm de los acidos acético,
lactico, propionico y butirico, desde 190 hasta 250 nm, teniendo en cuenta valores
reportados en la literatura [Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Sanchez-Machado, D. et
al., 2008].

2.3.3.2 Seleccion de la columna

Se evaluaron tres columnas cromatograficas, Hypersil ODS Cis (5 pm x 4,0 x 250
mm), Agilent Zorbax SB Cis NH2 (5 um X 4,6 X 250 mm) y p-Bondapack Cis (10
um x 3,9 x 150 mm), escogiendo la mas pertinente para el analisis, teniendo en
cuenta que el tipo de fase estacionaria Cis ha dado buenos resultados en la
separaciéon de &cidos organicos [Sanchez-Machado, D. et al.,, 2008]. Fueron
también estudiados la influencia del empaquetamiento y tamafio de particula en la
simetria y resolucion de picos cromatogréficos, aprovechando las diferencias que
presentan las columnas.
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2.3.3.3 Composicion de la fase movil

Se optimizé mediante la variacién del pH del acido fosforico al 85% desde valores
de pH de 2,5 hasta 4,0 [°Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Sanchez-Machado, D. et
al., 2008]; se tuvieron presentes también las proporciones, y el tipo de solventes
organicos como metanol y acetonitrilo. Para ello se realizaron ensayos con las
siguientes fases mdviles; para evaluar la simetria y resolucion de los picos
cromatograficos:

HsPO4, pH 2,5 — solvente orgénico” (99:1)
HsPOa4, pH 3,0 — solvente organico (99:1)
H3PO4, pH 3,5 — solvente organico (99:1)
H3POa4, pH 4,0 — solvente organico (99:1)

*
Solvente organico: Metanol o acetonitrilo.

Los ensayos también se realizaron con las soluciones acuosas sin la fraccion de
solvente organico, con el objetivo de buscar diferencias en los tiempos de
retencién. No se considerd evaluar relaciones diferentes de fraccion organica, es
decir mayores al 1%, ya que los tiempos de retencidn para estos analitos puede
disminuir bajo estas proporciones, generando solapamiento entre los picos
cromatograficos [Quattrocchi, O. et al., 1992; Swadesh, J. 2001].

2.3.3.4 Velocidad de flujo

Su determinacion se llevé a cabo con una solucion patrén de 11 ppm, constituida
por una mezcla de los cuatro &cidos (lactico, acético, propidnico y butirico),
variando la velocidad de flujo (desde 0,7 hasta 1 mL/min, cada inyeccién por
quintuplicado); con este método fue posible determinar el flujo a la minima altura
de plato de la columna escogida.

2.3.3.5 Tiempos de retencién

La medicidon se llevé a cabo mediante la inyeccion de soluciones patrén con los
cuatro analitos mezclados e individuales, bajo las condiciones cromatograficas que
Se escogieron como optimas.

2.3.4 Figuras de merito para el método analitico

Con las condiciones experimentales establecidas, es indispensable buscar
fundamentos estadisticos que den la fiabilidad necesaria para el método de
determinacion de los &cidos organicos de interés en muestras que los contengan;
para ello se estudio la linealidad, precision, sensibilidad y exactitud del método
analitico.
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2.3.4.1 Linealidad

Se determind evaluando el intervalo de concentracion en el que la sefal del
detector es lineal y se reporté como el cuadrado del coeficiente de determinacion.
El rango lineal para el método se determiné empleando curva de calibracién con
patrén externo, realizada en un intervalo de 3 a 25 ppm (omitiendo el punto 4 de la
tabla 9), para los acidos butirico, lactico y propidnico, y de 4 a 25 ppm para acido
acético (tabla 9). Cada solucion estandar (es decir, cada punto de la curva) se
realiz6 con mezclas de los cuatro patrones, cada uno con la concentracion
correspondiente a cada nivel. Estas soluciones se prepararon en la fase movil que
resultd éptima (ver la seccion 3.2.1.3); seguidamente se microfiltraron a través de
una membrana de tamafio de poro de 0,45 pm y se inyectaron en el cromatégrafo,
registrando las areas de los picos obtenidos.

2.3.4.2 Sensibilidad

Se estimé por medio de los limites de deteccion y cuantificacion, calculados a
partir de la recta de regresion obtenida en el método de cuantificacion (curva de
calibracion por patron externo), mediante el estadistico Syx (anexo D) [Miller, J. et
al., 2000], tal como se describe a continuacion:

Limite de deteccidén. Se encontré calculando el area limite de deteccién por
medio de 3Syix + a, donde a es la ordenada de origen. Usando las curvas de
calibracion de los acidos orgéanicos en los niveles de 3, 7, 11, 15, 19 y 25 ppm
para &cido lactico, propionico y butirico y 4, 7, 11, 15, 19 y 25 ppm, para &cido
acético, se encontrd la concentracion limite de deteccidn, para cada uno de los
acidos organicos.

Limite de cuantificacién. Se definidé de forma similar al limite de deteccion, con el
uso de 6Syix + a para encontrar el area limite de cuantificacion, la cual se sustituy6
en las ecuaciones de las curvas de calibracién para encontrar la concentracién
limite de cuantificacion [Miller, J. et al., 2000].

La sensibilidad de calibracion se reporté como las pendientes de las cuatro rectas
de regresién obtenidas a partir de la linealidad a un nivel de confianza del 95%.

2.3.4.3 Precision

Para observar la concordancia entre los datos en el método, se evaluaron los
estadisticos de desviacion estandar (s) y coeficiente de variacion (CV). La medida
de la precision se dividié en tres pasos (diferenciados por el tiempo de medicion
de las soluciones) repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. Este
proceso se realizé con los estandares de alta pureza, segun se describe a
continuacion:

52



Repetibilidad. Se determiné mediante la lectura de las seis soluciones estandar
de la curva de calibracion (3, 7, 11, 15, 19, 25 ppm, para acido lactico, propioénico,
butirico, y 4, 7, 11, 15, 19, 25 ppm, para acido acético), cada una medida por
quintuplicado en lapsos de tiempo cortos (el mismo dia), de donde se evalud el
coeficiente de variacion (CV) del tiempo de retencion y del area de pico de las
soluciones de estandar.

Precision intermedia. Como otra alternativa de estimar la precision del método,
se determind la variacion de los datos en lapsos de tiempo diferentes; para ello, se
realizé la medida de las &reas de dos niveles de la curva de calibracion (de 11y
19 ppm), por quintuplicado en diez dias consecutivos. Estos se preparaban
diariamente con los estdndares de acidos lactico, acético, propionico y butirico.
Con los datos obtenidos se realiz6 el andlisis estadistico respectivo, promediando
las areas diariamente. Cada media fue promediada nuevamente para reportar un
anico valor que las relacionara y se le determind la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion.

Reproducibilidad. Se midié6 de forma anéloga a la precision intermedia, con la
Unica diferencia de que las inyecciones en el cromatdgrafo se realizaron de forma
aleatoria a lo largo de dos meses; fueron medidas las éreas de los patrones de 11
y 19 ppm, reportando los datos de los dias 2, 26, 37 y 48. Con los resultados
obtenidos se estudié el comportamiento de los datos y se estimaron posibles
variaciones en el tiempo de los mismos. Finalmente se realiz6 un analisis de
varianza de la precision intermedia con la reproducibilidad, mediante la prueba del
estadistico F, para comparar si existian diferencias en la precision de forma
significativa (ver anexo D).

2.3.4.4 Exactitud

Se define como la diferencia entre los resultados obtenidos aplicando el mismo
método con respecto a un valor aceptado como referencia [Miller J., et al. 2000]. El
dopaje con soluciones estandar de las muestras en la simulacién de la
biodegradacion y la extraccion de los analitos a partir de soluciones estandar por
medio del método de arrastre con vapor (para la extraccion en las muestras de
ensilaje), se tomaron como referencia y como criterio para determinar la exactitud.

Exactitud en la simulacién de biodegradaciéon. Se midi6 en términos de
exactitud del equipo mediante el dopaje de una alicuota de 200 pL de las
soluciones resultantes del proceso de biodegradacion, estimando un porcentaje de
error relativo. A cada alicuota se le adiciond, por separado, 30, 70 y 110 pL de
mezcla de estandares (concentraciones de los niveles de la curva de 3, 7, y
11ppm, respectivamente) y se afor6 a 10 mL. La solucién dopada se centrifugo a
5000 rpm por 10 minutos, se filtré por 0.45 pum e inyect6 en el cromatégrafo; cada
una de estas muestras dopadas se prepar6 e inyecto por triplicado.
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Exactitud en la extraccién de estandares por arrastre de vapor (para el
proceso de ensilaje). El criterio que se tomé como referencia para su
determinacion, fue la extraccion de los analitos en una solucién de mezcla de los
cuatro estandares en un equipo de destilacion; estimando la concentracién
resultante mediante la extrapolacion en la curva de calibracion y reportando un
porcentaje de recuperacion. Se realizé el t-student como prueba estadistica de
significancia, el proceso se describe a continuacion:

Teniendo en cuenta la volatilidad de tres de los acidos organicos estudiados (acido
aceético, propionico y butirico), fueron sometidos a arrastre con vapor soluciones
de mezclas de los estandares de 400 ppm (de los cuatro analitos), de las cuales
se tomé una alicuota de 2 mL que se adicion6 en un balén de tres bocas (solucion
nativa), acoplandolo a un montaje de destilacion por arrastre de vapor (ver
montaje en [Garcia, M., 2002]); por triplicado. Se evalu6 tiempos de destilacion de
30, 45 y 60 minutos.

El destilado se recogié en un balon de 100 mL y se afor6é con agua destilada
(solucién destilada); posteriormente, se filtrd por 0,45 um. La solucion anterior se
inyecto al cromatégrafo liquido para el analisis de los acidos acético, propionico y
butirico. La porcién que quedd en el balon de tres bocas (la solucion no destilada),
fue aforada con agua destilada a 100 mL, se filtr6 por poro de 0,45 um y se inyecto
al cromatografo para el analisis del acido lactico.

2. ACUANTIFICACION DE LOS ACIDOS ORGANICOS GENERADOS EN
PROCESOS DE BIODEGRADACION

La evaluacion de estas sustancias en las muestras de la simulacion de

biodegradacion anaerobia, se determind utilizando como parametro de analisis las

areas de los picos cromatograficos que resultaron de inyectar las muestras de

biodegradacion de los tres materiales poliméricos (ver seccion 2.2.1.2, figura 12).

Las muestras congeladas se llevaron a temperatura ambiente, posteriormente, se
siguid con el proceso de preparacion para el analisis en el cromatégrafo, como se
enuncia a continuacion:

Las soluciones obtenidas, fueron centrifugadas a 5000 rpm por 10 min;
seguidamente, fueron filtradas por papel filtro Watman N°1, y microfiltradas por
tamafio de poro de 0,45 pm. Del filtrado se tomaron alicuotas de 200 pL y se
llevaron a 10 mL con fase movil (HsPOs pH 3,5). Las soluciones resultantes
nuevamente se microfiltraron por filtro de PTFE (de 0,45 pum de tamafio de poro) y
finalmente se inyectaron en el cromatégrafo liquido.

La determinacion se realizé por comparacion de los tiempos de retencion de los

picos cromatogréficos correspondientes de cada uno de los estandares de acidos
organicos con los de los picos cromatogréaficos observados en los cromatogramas
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de cada prueba. Las soluciones de las muestras fueron dopadas con
concentraciones conocidas de cada patron y, de esta manera, mediante la
diferencia de areas observadas en los cromatogramas de las muestras, se logro la
identificacion de las sustancias de estudio. La cuantificacion se realizdé por
extrapolacion en las curvas de calibracion de las areas de los picos de cada
muestra.

2.5 CUANTIFICACION DE ACIDOS ORGANICOS PRODUCIDOS EN
PROCESOS DE ELABORACION DE ENSILAJES

Las muestras de ensilaje recibidas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad del Cauca (tabla 7), fueron analizadas mediante la extraccién de los

analitos por el método de arrastre con vapor y la extrapolacion en las curvas de

calibracion de las areas de pico resultantes de las inyecciones realizadas después

del siguiente tratamiento:

Se pes6 1,0000 g de muestra y se adiciond en un balén volumétrico de 10 mL
aforandolos con agua destilada. Se traspasaron a un tubo para centrifuga de 20
mL limpio y seco. Se centrifugd por 20 min a 5000 rpm, filtrando al vacio el
sobrenadante con papel filtro whatman N° 1. Se tomdé una alicuota de 2 mL
exactamente medida (solucion nativa) y se adicioné en un balon de tres bocas,
acoplandolo al montaje de destilacién por arrastre de vapor. Las soluciones fueron
inyectadas como se indico en el apartado 2.3.4.4 (solucion destilada: andlisis de
acido acético, propionico y butirico; solucion no destilada: analisis de &cido
lactico). Para la identificacion del pico de acido lactico, la solucion no destilada fue
dopada con una concentracion estandar de 11 ppm, para luego inyectarla al
cromatografo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
A continuacién se llevara acabo la interpretaciéon y el analisis de los datos
registrados durante el desarrollo experimental, iniciando por el andlisis de la
preparacion de las muestras, seguido por la implementacion de la técnica
cromatografica, y la determinacion de los analitos encontrados en las diferentes
matrices analizadas.

3.1 TRATAMIENTO DE MUESTRA

3.1.1 Proceso de biodegradacion

Se esperaba que las condicione establecias en el proceso de biodegradacion del
material polimérico de prueba, terminara en la formacion de acidos orgéanicos. El
acondicionamiento del material de vidrio; burbujeo de nitrdgeno en la solucion
mineral de nutrientes, que sirvi6 como medio al proceso y al inéculo del suelo
inundado que se utiliz6 como fuente de microorganismos; acondicionamiento del
material polimérico; incubacion a una temperatura monitoreada (35°C) y control de
pH del medio (entre 7,0 — 7,1) (ver metodologia, apartado 2.2.1), acondicionaron la
proliferacion bacteriana, capaz de utilizar como Unica fuente de carbono, el
material polimérico durante diferentes dias de incubacion (14, 28 y 42 dias,
escogidos asi para un monitoreo del proceso, considerando al dia 28 como
culminacién del mismo [Owens, J. et al.,, 1993; Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998;
Massardier-Nageotte, V. et al., 2006]), ya que el resultado fue su descomposicion
y la produccion de acidos organicos liberados en el proceso de fermentacion
[Sdnchez-Machado, D. et al., 2008].

Determinacion de la acidez en las muestras de biodegradacion

Los resultados del cambio del pH en las simulaciones de la biodegradacion de los
polimeros utilizados son mostrados en la tabla 10. En esta se observan los pH's
promedio, medidos al inicio del proceso de simulacion y al final, es decir, medidos
en el dia en que se detuvo la incubacion (el dia 14, o el dia 28 6 42). Con estos
resultados fue posible determinar las diferencias significativas entre los cambios
del pH a lo largo del proceso de fermentacion.

Tabla 10. Cambio del pH en las muestras de biodegradacion a los 14, 28, 42 dias
de incubacion
Solucién del blanco de biodegradacion (BL

pH promedio | pH promedio x
inicial £s final +s ts calculada

“BL 14 7,03 +0,01 7,02 +0,01 2,12
BL 28 7,06 + 0,05 7,04 +0,01 1,29
BL 42 7,04 + 0,05 7,04+ 0,01 0,76
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Solucion del polimero biodegradable (B

pH promedio | pH promedio "

"B 14 7,05+ 0,04 7,05+ 0,01 0,13
B 28 7,03 £0,01 7,02 +£0,01 1,22
B 42 7,02 £ 0,02 7,02 +0,01 0,32

Solucién del polimero no biodegradable (NB)

pH promedio | pH promedio *

“NB 14 7,05+ 0,04 7,03+0,01 0,92
NB 28 7,02 +0,01 7,03 +0,01 151
NB 42 7,03+0,01 7,03 £ 0,03 0,45

Solucién del polimero de almidéon (AL

pH promedio | pH promedio .

“AL 14 7,08 £ 0,02 6,26 + 0,04 32,58
AL 28 7,07 £0,01 6,16 + 0,03 61,04
AL 42 7,05+ 0,04 6,08 £ 0,01 40,22

*t4 para p = 0,05: 2,78, " BL: Blanco, B: polimero biodegradable NB: polimero no biodegradable,
AL: polimero de almidén; los pH promediados son el resultado de las medias de los triplicados de
cada solucién (el numero (14, 28, 42) indica los dias de incubacién)

Para determinar si hay diferencias significativas, se utilizo la prueba t, y como se
observa, la hip6tesis nula propuesta se rechaza (ver anexo D) para el polimero de
almidon, mostrando que los pH's son significativamente diferentes, por lo tanto,
podemos decir que éste ha disminuido (en la solucion del polimero de almidon) a
diferencia de los otros ensayos, por la presencia de acidos organicos como lo
indican varios estudios [Demiate, |. et al., 1999; Sanchez-Machado, D. et al.,
2008], en los cuales la disminucién del pH evidencia la formacion de estas
sustancias.

Otras caracteristicas que presentaron las soluciones obtenidas del proceso de
biodegradacion del polimero de almidon, muy comunes en los procesos de
fermentacion [Demiate, I., et al., 1999], son su olor (desagradable) y cambios en la
turbiez de la solucion, esto debido a la accion microbiana que logré metabolizar el
polimero de almidén, similar a como lo indican algunos autores en este tipo de
materiales [Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998; Lucas, N. et al., 2008]. Estas
caracteristicas no se presentaron en las otras pruebas de los materiales
estudiados (polimero oxo-biodegradable, polimero no biodegradable y blanco),
siendo coherente con los resultados del pH mostrados en la tabla 10.
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3.1.2 Proceso de elaboracion de ensilaje (fermentacidon de residuos de
pescado)

Los procesos de fermentacion fueron llevados a cabo en la facultad de ciencias
agropecuarias de la Universidad del Cauca. Para realizar un seguimiento del
proceso de formacion de acidos organicos, se evaluaron los dias 0, 6, 12, 18, para
muestras constituidas por residuos y visceras de pescado, tratadas con yogurt y el
alga plantarum sp., que se utilizaron como fermentos [Garcés, A. et al., 2000;
Copes, J. et al.,, 2006]. Las muestras congeladas, solidas y trituradas, fueron
llevadas a temperatura ambiente, y se realiz6 el tratamiento de muestra descrito
en la metodologia (apartado 2.5), ya que las soluciones que se obtenian
presentaban turbiedad y particulas en suspension. Posteriormente fueron
sometidas a arrastre con vapor para extraer, identificar y cuantificar los analitos de
estudio, mediante los picos cromatograficos. Los resultados son expuestos en la
parte 3.4 de este apartado.

3.2IMPLEMENTACION DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA
Los resultados de la optimizaciébn de la separacion de &cido lactico, acético,
propionico y butirico, y su soporte estadistico, se muestran a continuacion.

3.2.1 Condiciones cromatogréaficas para laimplementacion del método

3.2.1.1 Seleccién de lalongitud de onda

De los espectros de absorcion realizados entre 190 -250 nm de los patrones de
acidos organicos (acidos lactico, acético, propionico y butirico) en agua destilada,
se seleccion6 210 nm como longitud de onda Optima para la deteccion
cromatografica de los analitos. Este valor se concuerda con el rango estimado en
varios reportes bibliograficos [Schneider, A. et al., 1987; Bidart, M. et al., 1993;
Kordis-Krapes, M. et al.,, 2001; Karadeniz, F., 2004; Marconi, O. et al., 2007,
Sanchez-Machado, D. et al., 2008].

3.2.1.2 Seleccion de la columna

Estudios realizados por Llorente, et al, en 1991, Bidart, et al, en 1993; Giunchedi,
et al, en 1998; Kordis-Krapes, et al, en 2001 y Sanchez-Machado, et al, en 2008,
muestran que el uso de las fases estacionarias de Cis en la cromatografia ligada
en fase reversa, tienen una gran eficacia en la separacion de los acidos
carboxilicos, lo cual es debido a la distribucion de sus cadenas carbonadas, que
permiten la separacion de dos solutos de diferente tamafio molecular [Quattrocchi,
O. et al., 1992; Swadesh, J. 2001].

Teniendo en cuenta que el grupo de investigacion en Quimica de Productos
Naturales (Q. P. N.) cuenta con tres columnas tipo Cis, (apartado 2.3.3.2 de la

58



metodologia), se evaludé su eficiencia en la separacion de los analitos con
diferentes fases mdviles, por lo que se reporta solamente la que dio los mejores
resultados.

La figura 14 muestra los cromatogramas de las soluciones patron de los acidos
lactico (HLac), acético (HAc), propidénico (HPr) y butirico (HBut), en las 3 diferentes
fases estacionarias evaluadas en acido fosforico a pH 3,5; buscando la mejor
resolucién y simetria de pico [Skoog, D. et al., 2001].

El conjunto de cromatogramas agrupados en la figura 14, sirve para comparar la
simetria y resolucion de los picos que identifican a las sustancias de estudio, bajo
diferentes fases estacionarias. El primer cromatograma (fig. 14a), muestra picos
con baja simetria y resolucibn muy pobre, con un grado de solapamiento
considerable (en los picos con tiempo de retencién menor a los 5 min), ademas de
un tiempo de corrida relativamente extenso (alrededor de los 26 minutos). En el
segundo cromatograma (fig. 14b), solo se muestran tres de los cuatro picos a
analizar, ya que solo nos interesa por el momento su resolucion y simetria, estas
aumentaron respecto al primer cromatograma, sin embargo presentaron
problemas de tailing (o de colas), que afectan la simetria del pico [Quattrocchi, O.
et al., 1992].

Figura 14. Cromatogramas para las diferentes columnas evaluadas. Picos HLac:
Lactico, HAc: Acético, HPr: Propionico y HBut: Butirico

mal

HAC

1 HLac

HPr

a) Agilent Zorbax SB Cis NH2 (5um x 4,6 x 250 mm)

mir]

et HLac

HAC HPr
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b) Hypersil ODS Cis ( 5um x 4,0 x 250 mm)
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c) p-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm)

En el tercer cromatograma (fig. 14c), se observan los picos correspondientes a los
cuatro analitos de interés, con un aumento notable de simetria y resolucion, con
tiempos de retencion de 3,0, 3,4, 6,0 y 11,9 minutos para los acidos lactico,
acético, propionico y butirico, respectivamente. Segun lo obtenido en estos
ensayos, se escogio la columna p-Bondapack Cis (10 um x 3,9 x 150 mm) como la
mas adecuada para la estandarizacion del método, dejando claro que la fase movil
se analizé con mas detalle en esta columna.

Segun reportes literarios en los que comparan tiempos de retencion de sustancias
de caracter acido en diferentes fases estacionarias incluidas la Hypersil ODS y
algunas Zorbax [Quattrocchi, O., et al., 1992], la retencién es menor en columnas
p-Bondapack Cis, esto es coherente con los resultados observados en los
cromatogramas de la fig. 14; donde es claro que ésta columna puede separar los
acidos de interés con tiempos de andlisis relativamente cortos.

3.2.1.3 Eleccion de la fase movil

Mientras se seleccionaba la columna p-Bondapack Cis (10 um x 3,9 x 150 mm)
como fase estacionaria para el analisis cromatografico, de forma simultanea se
eligi6 la fase mévil mas adecuada, teniendo en cuenta estudios reportados [Bidart,
M. et al., 1992; Kordis-Krapes, M. et al., 2001; Sanchez-Machado, D. et al., 2008;
Fei, L. et al., 2009] y ensayos experimentales; buscando la mejor separacion de
picos con buena simetria [McMaster, C., 2007].

Tal como se observé en la figura 14c, el dltimo pico correspondiente al &acido
butirico, tiene un tiempo de retenciéon relativamente alto; y es probable que
cambios en la fase moévil no influyan en su resolucion con respecto a los demas
picos, por esta razon, los siguientes analisis se realizaron sélo con los tres
estandares que eluyen a tiempos de retencién cercanos (Lactico (HLac), Acético
(HAc) y Propidnico (HPr)).

Pruebas para cambio del pH

La elucién de los patrones de acido aceético, propionico y lactico (HAc, HPr, HLac,
respectivamente) diluidos en fase mévil de acido fosférico a pH de 2,5 (3,2x10-3M),
3,0 (1,0x103M) y 3,5 (3,2x10*M), se registra en la figura 15.

Puede observarse la influencia del aumento del pH (desde 2,5 hasta 3,5, figura
15), encontrando que la separacion realizada a pH de 3,5, permite una mejor
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resolucién con tiempos de andlisis relativamente menores, debido a que los
analitos interaccionaron mejor con la fase movil [Quattrocchi, O. et al., 1992;
McMaster, C., 2007].

Figura 15. Comparaciéon de los cromatogramas obtenidos por CLAR en una
columna p-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm), con cambios de pH en la fase
movil de a) 2,5, b) 3,0y c) 3,5

e pH 2 5

] HLac, ;HAc
’ _ M -
o4 ./\

El analisis de la separacion de los analitos con una fase mévil de acido fosforico
(HsPOa4) a pH 4 (figura 16), dio como resultado la disminucion en la simetria de los
picos cromatogréaficos, por lo tanto un aumento del pH en estas sustancias,
probablemente hace que cierto porcentaje de estas pasen a su forma ionizada,
eluyendo un poco mas rapido que el resto, generando problemas de fronting
[Quattrocchi, O. et al., 1992]. En la figura 16 se observa el cromatograma obtenido
bajo estas condiciones para los patrones de acido acético (HAc) y lactico (HLac).

Figura 16. Cromatograma CLAR para los acidos: Lactico (HLac) y Acético (HAc)
en fase movil de HsPO4 a pH 4 en una columna p-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x
150 mm)

mL HAC

HLac

1] 1 2 3 4 5_min

Influencia del solvente organico
Se determind el tipo de fraccion organica con la variacién del pH de la fase movil
(Fig. 17), para estudiar el comportamiento de elucion de los de los analitos en los

61



diferentes medios acidos propuestos (pH 2,5, 3,0 y 3,5). De los ensayos anteriores
(Fig. 15) es claro que la mejor simetria y resolucién es encontrada con la fase
movil a pH de 3,5, por lo que se consideré buscar condiciones que presenten
menores tiempos de retencion y que conserven la resolucion. Para ello las
soluciones acidas (pH 2,5, 3,0 y 3,5) se acondicionaron con 1% de solvente
organico (metanol o acetonitrilo), teniendo en cuenta que en este tipo de andlisis,
proporciones mayores de fraccion organica podrian ocasionar solapamiento de
picos [Quattrocchi, O. et al., 1992; McMaster, C., 2007]. Los cromatogramas
obtenidos se observan en la figura 17.

Figura 17. Influencia del tipo de solvente y variacion del pH en la elucién de los
acidos: lactico (HLac), acético (HAc) y propionico (HPr) por CLAR, cambiando la
fraccion organica en: a) acetonitrilo (ACN) y b) metanol (MeOH), en una columna
p-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm)

a) Pruebas con 1% de ACN
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En la figura 17a, se observa que los tiempos de retencion de los acidos organicos,
mas bajos los tienen las pruebas realizadas con 1% de ACN, sin embargo, el pico
de alrededor de 2,8 min (acido lactico, HLac), presenta un leve problema de
fronting, que disminuye su simetria [Quattrocchi, O. et al., 1992; Skoog, D. et al.,
2001]. En la figura 17b, se observa que en la proporcion de fase mévil a pH 3,5
con 1% de MeOH, la simetria y resolucion son mejoradas respecto a este tipo de
problemas y los tiempos de retencion de los estandares de acidos organicos no se
diferencian demasiado de los obtenidos con acetonitrilo. Adicionalmente el
metanol es un solvente muy economico y aventaja al acetonitrilo por su mayor
poder disolvente de sales y reactivos de apareamiento i6nico. Por estas razones
se eligio como modificador de la fase movil.

Con estos resultados se establecié que la separacion de los acidos organicos
lactico (HLac), acético (HAc) y propidnico (HPr), puede realizarse en la columna p-
Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm) y fase movil de acido fosférico a pH 3,5-
MeOH (99:1). En la figura 18 se observa el cromatograma correspondiente a la
elucion de los cuatro acidos organicos de interés.

Figura 18. Elucion de los &cidos lactico (HLac), acético (HAc), propionico (HPr) y
butirico (HBut) con acido a fosférico pH 3,5-MeOH (99:1) en una columna p-
Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm) a un flujo de 0,7 mL/min

mAl HLac
; HAC HPr

3.2.1.4 Seleccién del flujo 6ptimo

Teniendo en cuenta que el flujo (0,7 mL/min) con el que se establecieron las fases
movil y estacionaria fue un dato tomado por reportes literarios [Kordis-Krapes, M.
et al., 2001; Sanchez-Machado, D. et al., 2008], se decidié explorar la eficacia de
la columna mediante el analisis del flujo 6ptimo. Para encontrar la menor altura y
el mayor numero de platos tedricos, se realiz6 una curva de van Déemter (figura
19); encontrando que el flujo a la minima altura de plato tedrico de la columna p-
Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm) fue 0,85 mL/min para el patrén con mayor
tiempo de retencién (acido butirico).
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Figura 19. Curva de Van Déemter para la determinacion del flujo 6ptimo con una
columna p-Bondapack Cis (10 um x 3,9 x 150 mm) y fase movil compuesta por
acido fosférico pH 3,5 — MeOH (99:1)
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Bajo las condiciones estudiadas, los parametros Optimos para la determinacioén de
los &cidos organicos lactico, acético, propidnico y butirico (ver anexo F), son
resumidos en la tabla 11.

Tabla 11. Pardmetros oOptimos para la determinacion de los acidos organicos
lactico, acético, propidnico y butirico por CLAR

Parametro Condicién

Fase mévil HsPO, a pH 3,5 — MeOH (99:1)
Columna p-Bondapak Cig (10 pm)
Flujo 0,85 mL/min
Deteccion UV a 210nm

Con estas condiciones se obtuvieron picos gaussianos, con anchos de banda
menores a 0,33+0,03 min, demostrando una buena resolucién y simetria de los
picos para cada uno de los analitos estudiados (ver anexo F), con un tiempo de
analisis total de 12 minutos, como se observa en la figura 20.

Figura 20. Cromatograma de los patrones de acidos organicos (HLac) lactico,
(HAc) acético, (HPr) propionico y (HBut) butirico obtenidos por CLAR- UV-Vis, en
una columna p-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm) y fase movil acido fosforico
pH 3,5 -MeOH (99:1), con flujo de 0,85 mL/min

mall ] HLac
HAC ey
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3.2.1.5 Tiempos de retencidn

Estos parametros se determinaron con las soluciones de mezclas de los cuatro
patrones a una concertacion de 30 ppm, en las condiciones establecidas
previamente (tabla 11). Los resultados son mostrados en la tabla 12 acompafnados
de su respectiva desviacion estandar s.

Tabla 12. Tiempos de retencion de los acidos lactico (HLac), acético (HAc),
propionico (HPr) y butirico (HBut) analizados por CLAR (columna p-Bondapack
C1810 pm x 3,9 x 150 mm y fase mévil de &cido fosforico a pH 3,5 — MeOH (99:1)
a un flujo de 0,85mL/min)

Tiempo (min) +s°

Lactico (HLac) 2,3+0,01
Acético (HAc) 2,6 £0,03
Propionico (HPr) 4,6 £0,03
Butirico (HBut) 10,5+ 0,17

* B L 7
s: desviacion estandar

Los tiempos de respuesta expuestos en la tabla 12, son coherentes con la longitud
de la cadena carbonada de los acidos organicos, observando que a mayor tamafio
del grupo apolar, la superficie de contacto con la fase estacionaria sera mayor y se
retendra més. Por el contrario, cadenas muy cortas o con un grupo polar, como en
el caso de los acidos acético y lactico, disminuirian la retencién al presentar una
mejor afinidad con la fase maovil [Quattrocchi, O., et al., 1992; Swadesh, J., 2001].

Aunque los estandares tienen tiempos de retencion diferentes al compararlos con
otros estudios [Giunchedi, P., et al., 1998; Demiate, I., et al., 1999; Sanchez-
Machado, D., et al., 2008], en la mayoria se conserva el orden de elucién de la
columna; por ejemplo, el &cido lactico se caracteriza por tener el menor tiempo de
retencion debido a que posee una polaridad relativa mayor, proporcionada por el
grupo hidroxilo unido al carbono a (ver estructura en la tabla 3, pag. 31). Para los
demas analitos se observa que con el aumento del nimero de carbonos aumenta
su retencién en la columna.

3.2.2 Figuras analiticas de mérito para el método (anélisis estadistico)

El soporte estadistico necesario para determinar la fiabilidad del método, se
realizd por medio de la determinacion de parametros como la linealidad,
sensibilidad, precision y exactitud, arrojando los siguientes resultados:
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3.2.2.1 Linealidad

Se construy6 una curva de calibracidon para cada acido (lactico, acético, propiénico
y butirico) en la que se grafico el area bajo la curva del pico cromatografico en
funcién de la concentracion de cada una de las soluciones estandar bajo las
condiciones cromatogréaficas establecidas (tabla 11), teniendo en cuenta que el
area debe ser proporcional a la concentracion (figura 21). El criterio de linealidad
establecido es: r > 0,990; r? > 0,980, CV<5%; [Miller, J., et al., 2000]

Las curvas de cuantificacion de los acidos organicos se encuentran en un rango
de concentraciones entre 3 y 25 ppm, y corresponden a niveles adecuados para
evitar retenciones en la columna [Quattrocchi O. et al., 1992; Skoog, D. et al.,
2001]. Las curvas de calibracion para los cuatro acidos organicos se observan en
la figura 21.

De acuerdo a las curvas y a los coeficientes de determinacion obtenidos (r?>0,980)
(tabla 13), se demuestra la linealidad que presenta el area registrada en el analisis
cromatografico con el rango de concentraciones trabajadas. Por otra parte, las
pendientes de las rectas de regresion (tabla 13), muestran una alta sensibilidad
del calibrado y precision, debido a sus bajas desviaciones estandar (0,034-0,037),
indicando que el método puede determinar concentraciones en este rango lineal,
dentro de estos margenes estadisticos.

Figura 21. Curvas de calibracion para la determinacion los &cidos lactico, acético,
propioénico y butirico, por CLAR (u-Bondapack Cis (10 pm x 3,9 x 150 mm) y fase
movil acido fosforico pH 3,5-MeOH (99:1) a flujo de 0,85mL/min)
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Tabla 13. Parametros de calibracién para los acidos organicos analizados por
CLAR con una columna p-Bondapack Cis y fase movil acido fosforico pH 3,5—
MeOH (99:1) a flujo de 0,85 mL/min

Lactico y =1,2307X + 4,3437 0,9969 1,307 0,343
Acético y = 1,0169X+ 4,9551 0,9945 1,169 0,376
Propiénico y =0,8376X+ 2,5458 0,9986 0,376 0,155
Butirico y =0,8263X - 0,1041 0,990 0,263 0,129

*r2; coeficiente de determinacién b: pendiente de la recta, spv: desviacion estandar de la pendiente,

Ademas, se contrasto la prueba t para corroborar la correlacion lineal significativa
entre dos variables (&rea versus concentracion). En la tabla 14 se observa que la t
tabulada es menor que la t calculada para un grado de confianza de 95% y N-2
grados de libertad, y segun la definicion (ver anexo D), la hipotesis nula se
rechaza indicando una correlacion lineal significativa.

Tabla 14. Coeficientes de correlacion y test estadistico t, como indicador de
significancia de la correlacion lineal entre el area del pico y la concentracion del
estandar

t Calculado | ts Tabulado’

Lactico (HLac) 0,9980 27,33 3,18
Acético (HAc) 0,9970 22,29 3,18
Propiénico (HPr) 0,9990 38,69 3,18
Butirico (HBut) 0,9995 54,74 3,18

*para 95% de confianza, r: coeficiente de correlaciéon

3.2.2.2 Sensibilidad

Este parametro se relacion6 directamente con las pendientes de las curvas de
calibracion y se determind mediante el limite de cuantificacion y deteccién del
método utilizando Sy [Miller, J. et al., 2000] (tabla 15).

Tabla 15. Limites de deteccion y cuantificacion establecidos para los acidos:
lactico, acético, propiénico y butirico.

Lactico (HLac) 6,2 1,5 8,1 3,0
Acético (HAc) 6,9 19 8,9 3,9
Propidnico (HPr) 34 1,0 4,2 2,0
Butirico (HBut) 0,6 0,8 1,3 1,7
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Estos limites de deteccién fueron similares a los reportados en otros estudios
[Demiate, I. et al., 1999; Ewaschuk, J. et al., 2004; Sanchez-Machado, D. et al.,
2008], muestran que la metodologia propuesta presenta buena sensibilidad en la
deteccién de este tipo de compuestos por UV en cromatografia liquida de alta
resolucion.

3.2.2.3 Precision

Este pardmetro de confiabilidad, mide la concordancia entre los datos que han
sido replicados exactamente de la misma forma [Skoog, D., et al., 2001]. Para su
determinacion, se estudio la repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Repetibilidad. Se realiz6 bajo las mismas condiciones de operacién, en intervalos
cortos de tiempo (en el mismo dia), por el mismo analista, sobre la misma
muestra, usando el mismo equipo. Se determiné por medio del coeficiente de
variacion (CV) que resultdé de la medida de los seis niveles de la curva de
calibracion por quintuplicado, inyectados en lapsos de 12 minutos entre réplicas.
En la tabla 16 (a y b) se observa que los CV para las areas estimadas y los
tiempos de retencidn de los cuatro acidos analizados son inferiores al 5%,
demostrando asi la repetibilidad del método bajo un nivel de confianza del 95%.
Para los tiempos de retencion, los coeficientes de variacion estuvieron entre 0,21y
0,68 % y para las areas entre 1,23 y 4,18 %, indicando que el método es repetible
ya que el try el &rea no presentaron desviacion considerable (datos de todas las
areas en anexo E).

Tabla 16. Medidas para determinar la repetibilidad en a) areas y b) tiempos de
retencion, expresados como porcentaje del coeficiente de variacién (%CV)

a) Coeficientes de variacién de las areas de pico para cada uno de los seis niveles
de la curva de calibracién de los acidos organicos analizados por CLAR"

CV™ (%) para cada nivel de la curva

0
Lactico (HLac) 223 123 2,77 194 142 0,754
Acético (HAc) 228 2,23 364 409 310 3,18

Propi6nico (HPr) 1,62 2,88 247 3,83 190 1,89
Butirico (HBut) 4,18 124 298 3,63 1,48 234
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b) Repetibilidad de los tr de los &cidos organicos, analizados por CLAR

promedio (min

Lactico (HLac) 2,33 4,86E-03 0,21
Acético (HAc) 2,54 5,57E-03 0,22
Propionico (HPr) 4,62 3,14E-02 0,68
Butirico (HBut) 10,60 2,81E-02 0,26

“Para ver los datos y las areas completas ver anexo E; **ppm: concentracion en partes por millén, s: desviacion estandar,
B ] . .z Fokk . o] ot
%CV: porcentaje del coeficiente de variacion; este nivel es de 4 ppm para acido acético

Precision intermedia. En la tabla 17 se muestra que los valores del coeficiente de
variacion bajo un pardmetro de confianza del 95% son bajos, por lo que el método
para la cuantificacion de los acidos organicos lactico, acético, propionico y butirico,
presentd concordancia de los datos obtenidos bajo las mismas condiciones de
operacion en lapsos de 24 horas, por el mismo analista, sobre la misma muestra y
usando el mismo equipo.

Tabla 17. Coeficientes de variacion de las areas reportadas de dos estandares (11
y 19 ppm) medidos por 10 dias consecutivos”

Estandar 11 Estandar 19
Acido ppm ppm

Lactico (HLac) 16,63 4,70 28,22 4,73

Acético (Hac) 1589 455 2397 4,21
Propi6nico (HPr) 11,54 4,55 1793 4,54
Butirico (Hbut) 8,91 2,27 1562 1,35

e Los datos complementarios se encuentran en el apéndice E; “X: media de medias de las areas
reportadas por cada dia. %CV: coeficiente de variacion

Reproducibilidad. Como se observa en la tabla 18, se reportan los datos de los
dias 2, 26, 37, 48; los cuales indican que existe reproducibilidad del método de
cuantificacion de los acidos orgénicos analizados, ya que presentan un coeficiente
de variacion (CV) menor al 5% [Miller J., et al. 2000].
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Tabla 18. Areas para los estandares de 11y 19 ppm medidos aleatoriamente
durante dos meses
Estandar de 11 ppm

i Loes ousslonsr Lowal < Lo

Léactico 16,2 16,0 15,7 17,4 16,3

Acético 15,3 14,9 15,7 16,3 15,6 3,9
Propio6nico 11,3 11,1 11,2 11,8 11,3 2,8
Butirico 8,8 8,7 8,5 8,7 8,7 1,5

Estandar de 19 ppm

e Lo o Lo Lol Lo

Lactico 28,5 28,3 28,5 27,1 28,1

Acético 23,7 23,7 23,5 23,2 23,5 0,9
Propi6nico 18,1 16,9 17,0 18,0 17,5 3,5
Butirico 15,6 15,5 14,9 15,6 15,4 2,0

X media de medias, %CV: Coeficiente de variacion

De los tres parametros anteriores, repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad, encontramos que las medidas de las areas de pico para los
acidos: acético, lactico, propionico y butirico se encuentran dentro del margen
estadistico, lo que permite concluir que el método es una herramienta Gtil para
cuantificar con un alto grado de concordancia.

3.2.2.4  Exactitud
Los resultados de los procesos de exactitud, se estudiaron mediante el dopaje de
muestra y extraccion por arrastre de vapor.

= Dopaje de muestras de la simulacion de biodegradacion. Debido a que fue
posible determinar dos de los cuatro acidos en estas muestras (acético y
butirico, Pag. 74), se realiz6 el dopaje con tres puntos de la curva de diferentes
concentraciones (mezcla de 3, 7 y 11 ppm de cada estandar) que permitieron
establecer el error relativo relacionado con el equipo. La tabla 19 expone la
exactitud estimada por medio de este parametro.
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Tabla 19. Porcentaje de error relativo para los acidos, a) acético y b) butirico
formados en la simulacion de biodegradacion del polimero de almidén

a) % error para acido acetico

. Media de * CVv [ppm] [ppm]

DP3ppm 1451 0,20 1,40 9,40 9,05 3,87

DP 7ppm 18,76 0,22 1,18 13,58 13,05 4,07

DP 11ppm 22,96 0,43 1,87 17,72 17,05 3,93
b) % error para acido butirico

) Media de * CV | [ppm] [ppm] |,

DP 3ppm 11,73 0,23 1,99 14,22 14,47 1,77
DP 7ppm 14,81 0,43 2,89 17,94 18,47 2,87
DP 11ppm 17,77 0,21 1,17 21,52 22,47 4,23

*s: Desviacién estandar, %CV: Coeficiente de variacion, [ppm] exp: concentracion en ppm (mg/L)
experimentales, [ppm] tedrica: concentracién en ppm (mg/L) teérica

Se observa que el valor obtenido de las concentraciones de tres soluciones de
muestras dopadas cada una analizada por triplicado, arroja resultados del
porcentaje de error relativo por debajo del 5%, lo que es aceptable para la
técnica de cuantificacion [Miller J., et al. 2000]. Ademas las desviaciones
estandar (s) entre 0,20 — 0,43 y los coeficientes de variacion (CV) menores al
3%, muestran concordancia entre los datos, proporcionando mayor soporte y
fiabilidad al método de cuantificacion.

= Extraccion de estandares por arrastre de vapor. La determinacion de la
exactitud de este procedimiento, se realiz6 por medio de la extraccién de los
estandares de soluciones preparadas en el laboratorio. Los resultados y
porcentajes de recuperacion son mostrados en la tabla 20. En esta también se
observa el contraste de significacion dado por el test estadistico t student, en el
cual es aceptada la hipétesis nula (ver anexo D), cerciorandose de que los
porcentajes de recuperacion promedio (%R) no difieren significativamente del
100% a un 95% de confiabilidad (incluso se acepta hasta en un 99% confiable
con N-1 grados de libertad), indicando que el método de arrastre con vapor es
exacto para la extraccion de los tres acidos organicos mencionados. Ademas la
desviacion estandar (s), como el coeficiente de variacion (%CV), muestran que
el método de extraccidn presenta precisibn aceptable dentro del margen
estadistico [Miller, J., et al., 2000].
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Tabla 20. Porcentajes de recuperacion del arrastre de vapor para acido acético,
propidénico y butirico

0,
.

Acético 91,34 4,58 5,02 3,27 N
Propiébnico 93,84 4,35 4,63 2,45 NDS
Butirico 99,28 2,49 251 0,50 NDS

tza 95% de confianza = 4,3, "NDS: No difiere significativamente al 100%, %R: porcentaje de
recuperacion, s: Desviacion estandar, %CV: Coeficiente de variacion

Para optimizar la recuperacion de los estandares de acidos organicos, se
estudié el tiempo de destilacién que tuvo lugar en ensayos de 30, 45y 60
minutos, mostrando que el tiempo optimo de extraccion fue de 45 minutos,
ya que las diferencias de las recuperaciones entre los 45 y 60 min no fueron
significativas (ver el test estadistico en el anexo D y su contraste en el
anexo E).

Las pruebas estadisticas realizadas a la estandarizacion del método demuestran
que es adecuado para identificar y cuantificar los acidos organicos, acético
propidnico y butirico con exactitud y precision.

3.3 CUANTIFICACION DE LOS ACIDOS ORGANICOS GENERADOS EN
PROCESOS DE BIODEGRADACION

Se baso6 en la determinacion de estas sustancias en muestras de simulacion de
biodegradacion anaerobia de diferentes materiales poliméricos puestos a
diferentes tiempos de incubacion segun bibliografia consultada [Owens, J. et al.,
1993; Christodoulatos, C. et al., 1997; Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998; Massardier-
Nageotte, V. et al., 2006] como lo indica la parte 2.2.1 de la metodologia. La
determinacion se realiz6 por medio de la extrapolacién de las areas de pico
resultantes en las curvas de calibracion.

Las soluciones que resultaron de los procesos de biodegradacion fueron
centrifugadas para eliminar particulas que se encontraban suspendidas y
sedimentadas, posteriormente filtradas por papel whatman N° 1, poro 0,45 pm 'y
filtro de PTFE; como parte final de este proceso se obtuvo una solucion traslucida,
la cual se diluyo e inyect6 una alicuota de 20 pL en el cromatoégrafo.

Los picos de cada sustancia se identificaron segun su tiempo de retencion y por
dopaje de la muestra con estandar. La concentracion se determind por medio de la
extrapolacion de sus areas en las curvas de calibracién, como lo muestran varios
estudios [Marconi, O. et al., 2007; Sanchez-Machado, D. et al., 2008], en donde se
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usa el mismo método. En la figura 22 se observan los cromatogramas registrados
bajo las condiciones indicadas en la tabla 11.

La identificacion de tres de los analitos se observa en el cromatograma del
polimero de almidén (fig. 22d.), a los tiempos de retencion de 2,3 + 0,006, 4,6 +
0,01y 10,6 + 0,02 min, correspondientes a los acidos acético, propionico y butirico
respectivamente; el acido lactico no se identific6 en ninguna de las muestras de
biodegradacion y se observa un pico de una sustancia desconocida. En los deméas
cromatogramas no aparecen picos a los tiempos de retencion con los que se
identificaron los analitos.

Figura 22. Cromatogramas de las soluciones de biodegradacion de los polimeros
estudiados a los 28 dias de incubacion. Picos: HAc: Acético, HPr: Propionico,
HBut: Butirico, D: Desconocido
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d) Solucion del polimero de almidén

mad HAc

] HPr O HEut

Tabla 21. Concentraciones de los acidos acético y butirico de la simulacion de
biodegradacion del polimero de almidén a los 14, 28 y 42 dias de incubacion

Tiempo de

sodegradacion | MO ASHUEOi0 Gomere | ma Butncolo Gofmere
(dias) = =
14 1,51+0,15 1,26 + 0,17
28 11,74 £ 0,47 2,87 +0,23
42 1,64 +0,19 1,86+ 0,10

*s: Desviacion estandar

En la tabla 21 se observa que en la solucion del polimero de almidén, se
cuantificaron los acidos acético y butirico. El &cido propionico solo se detecto, ya
que su éarea no alcanzé a ser cuantificada. Para una estimacion de su
concentracion, se realizd el dopaje con una cantidad de estandar (11 ppm)
conocida, puesto que no se solucioné con disminuir el factor de dilucién. El area
reportada se extrapolé a la ecuacion de la curva de &acido propidnico y por
diferencia, se logré su cuantificacion; los resultados pueden verse en la tabla 22.

Tabla 22. Cuantificacion del acido propionico de la muestra de biodegradacion del
polimero de almidén por dopaje de la muestra con estandar (11 ppm), a los 14, 28
y 42 dias de biodegradacion

mg Propidnico/g (polimero almiddn) + s*

14 dias 0,23 £ 0,02
28 dias 0,37 £ 0,07
42 dias <LC"

*<LC: Menor al limite de cuantificacion, Esto indica que la sustancia no alcanzo a cuantificarse con
exactitud, por lo que su area no sobrepaso el limite de cuantificacion, ‘s: Desviacién estandar.
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El andlisis de los otros procesos de biodegradacién, permitieron establecer que no
hay formacion de &cidos organicos, puesto que su composicién no facilita la
degradacion via anaerobia. Lo anterior indica que el material no biodegradable
cumpli6 como control negativo a la prueba, ya que su estructura molecular
representada de forma mayoritaria por polietileno (PE), no presentd afinidad con
los procesos bioquimicos desarrollados en estas condiciones [ASTM D 55-26,
2000; Villada, H., et al., 2007]. De manera similar, el polimero oxo-biodegradable
principalmente constituido por la mezcla de polimeros sintéticos y prooxidantes
(como por ejemplo polietileno y metil-cetonas [Chiellini, E. et al., 2007]), utilizado
como control de las condiciones anaerobias, confirmd que estas se cumplieron, ya
que no afectaron su estructura molecular y no se transformo en otras sustancias
[ASTM D 55-26, Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998]; esto permite concluir que estos
materiales no fueron biodegradados bajo las condiciones establecidas por el
experimento, cumpliendo con el objetivo propuesto.

Por otra parte, la concentracion reportada de los acidos acético, propionico y
butirico a los 28 dias de biodegradacion (tablas 20 y 21), es mayor que en los
otros ensayos (incubaciones de 14 y 42 dias), sefialando que las concentraciones
de acidos aumentaron entre los dias 14 y 28, y disminuyeron entre los dias 28 y
42, ya que el proceso de fermentacién ha culminado [Demiate, I. et al., 1999]; Su
concentracion probablemente disminuy6 por volatilizacion de las sustancias o por
degradacion de las mismas hasta una mineralizacion completa, dando residuos
como CO2 y CHs[Chandra, R. y Rutsgi, R. 1998; Lucas, N. et al., 2008].

Aunque es posible que la produccién de acido lactico se presentara, no se detecto
debido a que la poblacién de bacterias generadoras, se incrementan durante los
primeros cinco dias del proceso de fermentacion [Mestres, C. et al.,, 1997] y su
produccion continta hasta el dia 20; al final del proceso, generalmente a los 30
dias, la cantidad de bacterias y de acido lactico es relativamente baja [Demiate, I.
et al.,, 1999]. La produccion de &cido lactico también se ve afectada por la
temperatura de incubacion; a los 20°C, se da como componente mayoritario y a
los 35°C prima la produccion de &cido butirico [Demiate, I. et al., 1999]. En la
metodologia, se utilizd6 una temperatura de 35°C y un inoculo extraido de un suelo
inundado bajo condiciones anaerobias; es posible que la sustancia se haya
metabolizado por el basto numero de microorganismos que se generan en
in6culos como estos [Lucas N. et al., 2008].

Con el método, fue posible la determinacion de tres de los cuatro analitos
estudiados en una matriz acuosa. Las concentraciones que fueron estimadas por
la metodologia empleada en las muestras de biodegradacion del polimero de
almidon demuestran que con el método se puede identificar y cuantificar los
acidos organicos de manera confiable, ya que se encuentran dentro de los limites
estadisticos.
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3.4 CUANTIFICACION DE ACIDOS ORGANICOS PRODUCIDOS EN

PROCESOS DE ELABORACION DE ENSILAJES
Con el fin de explorar otras aplicaciones del meétodo estandarizado, se
cuantificaron los &cidos organicos producidos en la elaboracion de ensilajes
provenientes de residuos de pescado. El ensilaje se obtiene por la fermentacion
de los carbohidratos solubles por medio de bacterias que producen acidos
organicos (como lactico) en condiciones anaerdbicas. Este proceso permite
almacenar alimento y su objetivo es lograr la conservacién de su valor nutritivo
durante la preservacion [Garcés, A. et al., 2000; Copes, J. et al., 2006]. Con la
determinacion de los acidos organicos (lactico, acético, propidnico y butirico) se
pretende estudiar el avance de la fermentacion durante el proceso de formacion
del ensilaje para diferentes muestras constituidas por residuos y visceras de
pescado.

Debido a la complejidad de la matriz, otros analitos (interferencias) podrian estar
presentes y teniendo en cuenta que los acidos organicos estudiados son volatiles,
se optd por utilizar arrastre de vapor (ver proceso de extraccion en el apartado
2.3.3.4, Pag. 53). Estos son extraidos de otras matrices por este método que
aprovechan sus caracteristicas de volatilidad, un ejemplo de ello son los analisis
en vinos [Kordis-krapes M. et al., 2001].

La extraccion de los analitos a partir de las muestras de ensilaje, se llevé a cabo
por la destilacion de las muestras en un tiempo de 45 min, en el arrastre con
vapor, como lo indica la metodologia (apartado 2.5, P4g. 55). Se estudiaron los
dias de fermentacion 0, 6, 12 y 18, de los procesos de elaboracion de ensilaje (ver
tabla 7, P4g. 48). Con el método de arrastre con vapor, se observo limpieza de las
interferencias en las muestras, como lo muestra la figura 23 (muestra constituida
por visceras de pescado fermentados con yogurt).

Figura 23. Cromatogramas de la muestra de visceras fermentadas con yogurt a)
antes del arrastre, b) después del arrastre de vapor (solucion destilada) y c)
solucion nativa después del arrastre (solucion no destilada), para una mejor
cuantificacion de las sustancias. Picos: HAc: Acido acético, HLac: lactico HPr:
Acido Propiénico

a)
mall - 3 Hac HLac

-

HPr
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En la figura 23, se registran los cromatogramas que resultaron de la extraccién de
los acidos organicos por arrastre de vapor. La figura 23a representa la muestra
nativa, es decir, sin el proceso de extraccion. En esta se observan diversos picos
desconocidos que pertenecen a sustancias interferentes que solapan algunos
analitos (lactico y acético). La figura 23b representa el extracto que resultd del
arrastre por vapor (o solucién destilada); donde se observa una limpieza de la
matriz, necesaria para mejorar la cuantificacion de las sustancias que fueron
identificadas como acido acético y propionico. En la figura 23c se observa la
solucion nativa después del proceso de extraccién, es decir la soluciébn no
destilada, en donde se logro la identificacion del pico de &cido lactico.

Los picos identificados en el extracto presentan tiempos de retencion de 2,3 £ 0,01
y 4,6 £ 0,03 min, los cuales corresponden a los estandares de acido acético y
propionico respectivamente. Para la determinacion de acido lactico, la solucion
nativa fue dopada después del arrastre (solucién no destilada) con un estandar de
11 ppm de &cido lactico (ver seccion 2.5), para identificarlo por diferencia de areas
y tiempo de retencién (fig. 23c).

La recuperacion de los acidos organicos por arrastre de vapor, permitié la
cuantificacion de acido acético y propionico con exactitud y precision, (tabla 20,
Pag. 72), en las muestras de ensilaje. El acido lactico se cuantifico directamente
de la solucién nativa resultante después del proceso de extraccién por medio de
extrapolacion a la curva. En la tabla 23 se muestran las concentraciones promedio
encontradas para estas sustancias.
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Tabla 23. Concentraciones de acidos organicos encontradas por el CLAR en las
muestras de ensilaje constituidas por visceras y residuos de pescado, a partir de
tratamientos con yogurt y plantarum sp.

mg

aceéticol/g mg . Mg
Muestras o propionico/g | lactico/g
ensilaje Y o
e, ensilaje £ s |ensilaje s

0 <LC* 5,45 + 0,30 <LC*

Visceras tratadas 6 0,97 +0,12 3,89+0,70 <LC
con Yogurt 12 1,41+024 2,03+0,17 0,06 0,02
18 0,90+0,18 0,80+0,18 0,56 + 0,15

) 0 <LC 6,12 + 0,30 <LC
Visceras t{atadas 6 047+013 147+0,13 031+0,13
(placnotgr%?nasp) 12 070+0,18 0,74+013 3,63 +0,24
18 048+0,17 052+0,17 3,96+0,15
. 0 <LC 0,10 +0,13 5,17 +0,30
trathzlg:?:z .8 <LC 048+0,15 455+0,13
Yogurt 12 0,19+0,13 051+024 423+0,17
18 0,22+0,02 028+0,13 3,12+0,24
. 0 <LC <LC 5,63 + 0,17
rat 'zes'duos | 0,43+0,18 027+0,18 4,23+0,13
r(a;) Iaa n?;ﬁjom” :p%a 12 <LC <LC 5,26 + 0,30
18 0,50 + 0,02 <LC 4,54 + 0,02

*s: desviacion estandar, “<LC: Menor al limite de cuantificacion (LC: 0,003; 0,04 y 0,002 mg/g para
lactico, acético y propidnico respectivamente)

Las muestras de ensilaje formadas a partir de residuos y visceras de pescado, con
tratamiento de yogurt y alga plantarium sp., arrojaron los datos de la tabla 23. Si
se comparan los productos de fermentacion de las muestras de visceras (con los
tratamientos de yogurt y alga), se observa que la concentracién de acido acético
alcanzé un valor mayor en el dia 12, seguido por una disminucién hasta el dia 18;
el acido propionico, disminuyé su concentracion a lo largo del proceso de
fermentacion, en los dos tratamientos. Estos fendmenos podrian explicarse por
volatilizacion o mineralizacién de los compuestos, tal y como lo exponen ciertos
estudios de biodegradacién [Chandra, R. y Rutsgi, R., 1998; Lucas, N. et al.,
2008].

El acido lactico se cuantifico a partir de estas muestras en los dias 6 y 12, esto es
debido a que probablemente la activacién de las bacterias que lo generan se da
por esta etapa del proceso, tal como lo explican Copes, et al., en 2006 en el
estudio de ensilajes de pescado para productores pequefios, en donde se hace un
conteo de ciertos microorganismos, encontrando que tienen un asenso desde el
dia 15, un maximo de crecimiento por el dia 20, y empiezan su disminucién hasta
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los dias 30 y 35 del proceso. Este comportamiento, podria explicar que el acido
lactico aumente por estos dias hasta el dia 18 en el proceso de fermentacion.

En las muestras de fermentacién de residuos de pescado (con tratamientos de
yogurt y alga), se observa que los acidos cuantificados (tabla 23) tienen un
comportamiento variable en la concentracion durante el proceso de fermentacion,
esto podria explicarse a una falta de homogenizacion en la molienda de los
residuos (principalmente constituidos por tejidos éseos, escamas, etc.), ya que
esta es una de las etapas mas importantes en la elaboraciéon de un ensilaje
[Copes, J. et al., 2006].

La ausencia de 4&cido butirico probablemente indica que el proceso de
fermentacion se dio en temperaturas menores al los 30°C como lo reportan
también Demiate, I. et al., en 1999, ya que estos procesos normalmente se hacen
a temperatura ambiente y no alcanzan una temperatura Optima para la produccion
de esta sustancia, pues como se observé en las muestras de biodegradacion
(apartado 3.3.1) el acido butirico prima en temperaturas alrededor de los 35°C
[Demiate, I. et al., 1999].

Con el estudio de estas muestras, se logr6 implementar un método de
recuperacion de los acidos acético, propidnico y butirico exacto con una precision
aceptable (tabla 20, Pag. 72), que permite considerar su aplicacion en matrices
diferentes, siempre y cuando se consideren como acuosas y no volatiles, ya que
podrian generarse interferencias en el proceso de extraccion.
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4. CONCLUSIONES

Se estandariz6 el método para determinar y cuantificar los acidos organicos
lactico, acético, propidnico y butirico por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) en procesos de biodegradacién y formacion de ensilajes, evaluando la
longitud de onda de mayor sensibilidad (210 nm), la fase moévil mas eficiente
(H3PO4 a pH 3,5 — MeOH (99:1)) y el flujo 6ptimo (0,85 mL/min), en una columna
p-Bondapak Cis (3,9x150 mmx10 pm).

El soporte estadistico para el método, refleja linealidad, presentando coeficientes
de regresion cercanos a 1, precision con coeficientes de variacién por debajo del
5%, exactitud representada con errores sistematicos pequefios por debajo del 5%
y porcentajes de recuperacion mayores al 93% (que no difieren significativamente
del 100% de recuperacion); ademéas de una buena sensibilidad basada en limites
de deteccion alrededor de 1 ppm para los cuatro acidos organicos. Logrando
implementar un método que esta dentro del margen estadistico

La aplicacion del método en la solucion resultante de la simulacion de la
biodegradacion, permitié cuantificar los acidos organicos acético, propionico y
butirico demostrando la aparicion de 11,74, 0,37 y 2,87 mg acido/g de polimero
respectivamente, en el dia 28 de la biodegradacion de un material polimérico a
base de almidon.

La técnica estandarizada permitié seguir el proceso de biodegradacién de un
material polimérico a base de almidon a lo largo de 42 dias, concluyendo que el
polimero estudiado tendria un buen acople con el ambiente. Ademés de ello, el
método se controld con los demas ensayos de biodegradacion. El blanco, el
polimero no biodegradable, ni el material oxo-biodegradable (catalogados como
controles negativos) presentaron formacién de acidos organicos. Con esto se da a
entender que la formacion de los acidos organicos se debi6 a la biodegradacién
del material a base de almidon.

Las condiciones anaerobias planteadas, fueron estudiadas mediante el ensayo
con el polimero oxo-biodegradable. Los resultados indican que probablemente,
hubo ausencia de oxigeno, pues segun reportes literarios [Chiellini, E. et al., 2007]
este material lo requiere (entre otros factores) para lograr su oxo-biodegradacion.

La cuantificacion de los &acidos lactico, acético y propidnico en las muestras de
ensilaje, demuestra que la determinacién de &cidos organicos podria estudiar
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procesos de fermentacion o descomposicién de sustancias que involucren este
tipo de compuestos, dependiendo de la composicién de la matriz (que sea acuosa
y no volatil).

Adicionalmente con estos resultados se elaboré una norma de determinacion de
acidos organicos por CLAR para los grupos de investigacion en Quimica de
Productos Naturales y en Biotecnologia, Calidad Medioambiental y Seguridad
Agroalimentaria (ver anexo B).
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ANEXOS

ANEXO A. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Media Aritmética (X)
Es una medida de posicién central que se conoce simplemente como media o
promedio, se calcula por medio de la siguiente formula:

n
2%
— =1

S —
1
donde X son cada una de los valores i de la variable y n el numero de datos

[Gonzélez, G. et al., 2006].

Desviacién Estandar (S) y Varianza (S?)

Son formas de medida de la dispersion de una serie de datos, las cuales
comparan a cada uno de ellos con la media de la serie, estan definidas por las
siguientes ecuaciones:

< 2
Z(xi - x)
i=1
n-—1
donde X son cada una de los valores i de la variable, n el numero de datos y X
la media de la serie. Generalmente para tener las medidas de las dispersiones en

las mismas unidades que la media se suele utilizar la desviacion estandar (s), ya
gue la varianza se usa para evitar valores negativos [Gonzéalez, G. et al., 2006].

§2=

Coeficiente de Variacion (CV)

Es una medida de dispersion que relaciona la desviacion estandar con la media de
una serie de datos, calculando el porcentaje que representa la dispersion respecto
a la posicién. Viene dado por la siguiente ecuacion:

CV =2 x 100%
X
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donde X y s son la media y la desviacion estandar de la serie de datos,
respectivamente.

CONTRASTE DE SHAPIRO WILK

Es la prueba mas recomendable para testar la normalidad de una muestra, sobre
todo si se trabaja con un nimero pequefio de datos (n<30).El estadistico de
contraste se expresa por medio de la siguiente ecuacion:

h 2
PR B} s WIS
Z(xj _ “)2 J=1

J=1
donde n es el nimero de datos, X; es el dato en orden ascendente de muestra que
ocupa el lugar j, p es la media, h es n/2 si n es par o (n-1)/2 si n es impar y ajn es
un valor tabulado. La hipétesis nula se acepta cuando W calculado es mayor a W
tabulado.
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ANEXO B. PROTOCOLO: DETERMINACION DE ACIDOS ORGANICOS (VFA's)
POR CLAR

OBJETO

Esta norma tiene por objeto establecer los pasos a seguir para la determinacién de los
acidos organicos acético, lactico, propionico y butirico por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR).

ALCANCE

Esta norma aplica para muestras originadas en procesos de fermentacion anaerobia, en
los cuales haya produccion de uno o varios de los acidos organicos ya mencionados.

CONTENIDO

Materiales y equipos

- Balones Volumétricos de 10, 100 y 1000mL

- Equipo de filtracién al vacio (Erlenmeyer y embudo bunchen)

- Espatula

- Frasco lavador

- Micropipeta

- Montaje arrastre de vapor (Balon de tres bocas, condensador y manguera (ver
referencia 3))

- Papelfiltro (Watman No 1 y de poro 0.45um)

- Pipeta graduada de 10 mL

- Tubo para centrifuga

- Vaso de precipitados de 100 mL

- Vidrio reloj

- Balanza analitica (0,0001g precision)
- Bomba para vacio

- Centrifuga

- Conductimetro

- Cromatografo liquido

- Equipo de destilacion tipo BUCHI

- Deionizador

- pH-metro

Procedimiento
Acondicionamiento para el cromatdgrafo
Tratamiento del agua: Tomar agua destilada y pasarla por un deionizador, de tal forma

gue su conductividad final sea de 0.4uS. Posteriormente filtrar al vacio por papel de 0.45
pum de tamafio de poro.
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Preparacion de la fase mévil: Preparar a partir de &cido fosférico una diluciéon en agua
deionizada con 0.4uS de conductividad, de tal forma que el pH sea 3.5. Para ello, tomar
21,5uL de acido fosférico 85% y aforar con agua deionizada a 1L (1000mL). Filtrar la
solucion resultante por papel de 0.45 pum.

Preparacion del metanol: Filtrar el metanol grado CLAR por papel de 0.45 pm.

Condiciones cromatograficas: acondicionar el cromatdgrafo bajo los parametros indicados
en la tabla a continuacion:

Condiciones para la determinacion de &cidos orgénicos
Pardmetro | Condicién

Fase movil | H3PO4 a pH 3.5 — MeOH (99:1)
Columna u-Bondapak C18 3.9x150 mmx10 mp
Flujo 0.85 mL/min

Deteccion | UV a 210nm

Preparacion para muestra solida

e Pesar 1.0000 g de muestra y adicionarlos en un bal6n volumétrico de 10 mL,
aforar con agua destilada.

e Pasar con cuidado de no desperdiciar, a un tubo para centrifuga limpio y seco,
tapar y agitar.

e Centrifugar por 20 min a 5000 rpm, filtrar al vacio el sobrenadante por papel filtro
watman N° 1.

e Tomar una alicuota del filtrado de 5 mL, adicionarla en un baldén de tres bocas y
ponerlo en un montaje de destilacion por arrastre de vapor (ver montaje en
referencia 3). Se deja destilar por 45 minutos, el destilado se recoge en un balén
de 100 mL, se afora y posteriormente se filtra por papel filtro de 0.45 pm.

e La solucion anterior se inyecta al cromatdgrafo liquido para andlisis de los acidos
acético, propionico y butirico.

e Tomar la parte que queda en el balén de tres bocas, y aforarla con agua destilada
a 100 mL, filtrar por poro de 0.45 pm e inyectar al cromatografo para el andlisis del
acido lactico.

Preparacion para muestra liquida

e Centrifugar la muestra como se indicé en el paso 4.3.2.3, si esta trae particulas
suspendidas o presenta alta turbiedad.

e Filtrar por papel watman N° 1 y luego por papel filtro de 0.45 um, de tal forma que
quede una solucion traslucida libre de turbiedad.

¢ Diluir si es necesario e inyectar al cromatégrafo liquido. Si la dilucion es necesaria,
es indispensable volver a filtrar por poro de 0.45 um antes de la inyeccion.
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Registro de datos

A continuacién se muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones de la
tabla del apartado anterior, para patrones de alta pureza de los acidos orgéanicos.
Cromatograma de los patrones de &cidos organicos 1) lactico, 2) acético, 3)

propiodnico y 4) butirico

mal ] 1
E 2
] 3

mir

e Tomar apunte de las areas integradas en el cromatdgrafo de los picos de
acuerdo a los tiempos de retencidon mostrados en la siguiente tabla. (Tener
en cuenta que las areas correspondientes a las muestras deben ser
mayores a los limites que se muestran en la misma).

Tiempos de retencion y é&reas detectables y cuantificables para los é&cidos

organicos
. . . Area de pico Areade pico
Patron Tiempo (min) Detectable Cuantificable
Acido lactico 2,3 5.8 8.6
Acido acético 2,6 6.6 8.2
Acido propidnico 4,6 3.3 5.2
Acido butirico 10,5 0.8 2.6

Célculos

Los calculos para la cuantificacion de los acidos organicos se realizan por la sustitucién
de las areas de los picos de las muestras en las siguientes ecuaciones.

Célculos para porcentaje de acido acético

[ﬂ -4972

:|}<D,1

1.01%
Sooacido acetico

en la muestra ~—
Donde:

Feso de la muestraxy

V = volumen en mL de la alicuota que se toma para el arrastre de vapor.

A = Area resultante para el pico de &cido acético.
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Célculos para porcentaje de acido butirico

[M] % 01
0826

Feso de la muestraxy

B0 acido butirico
en la muestra ~—

Donde:
V = volumen en mL de la alicuota que se toma para el arrastre de vapor.
B = Area resultante para el pico de acido butirico.

Célculos para porcentaje de &cido propiénico

P-2545 |y
03237

FPeso de la muestraxy/

Yo acido propidnico
enlamuestra =

Donde:
V = volumen en mL de la alicuota que se toma para el arrastre de vapor.
P = Area resultante para el pico de acido propiénico

Célculos para porcentaje de acido lactico

[ﬂ] %01
1,230

FPeso de la muestraxy

Yo acidolactico
enla muestra =

Donde:
V = volumen en mL de la alicuota que se toma para el arrastre de vapor.
L = Area resultante para el pico de acido lactico.
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ANEXO C. CALIBRADO DEL MATERIAL

A continuacion se muestran las medidas que se tuvieron en cuenta para estimar
los errores sistematicos del material de laboratorio con el que se trabajé durante la
preparacion de las soluciones, mediante el calculo de los parametros estadisticos
pertinentes.

Calibracién para balones aforados de 10, 25y 50 mL

MAS DENSIDA Vreal

BALON50mL+005A x s cv T Dt
395 395 -2
° 395 5 39, 0,00E+0 0,00E+0
VACIO = 5 o A
395 395 %
o 499 09998 49,935
89,4 894 OO
LLEN oo O 156E-14 1,74E-14
89,4 894 OO
4
DENSIDAD V real
BALON 10 mL 40,06  x s cvomasAa DT
VACIO 167 167 167 | " 1056 oo oo
16,7 16,7 16,7 03
100 09998 10,002
LLENO 2.7 26,7 26.7 56 7 T.S3E- 5 g0k 03
267 267 267 ' 04 %
DENSIDAD V real
BALON25mL+006B  x s CV MASA D)3 2AP Ve
vacio 235 235 235 . 5/16E- 2,20F-
235 235 23,5 04 03
250 09998 25,000
leno 485 485 485 837E- LT3E-
485 485 485 0 04 03

Calibracion para las micropipetas utilizadas. Voliumenes maximos de 10, 250 y
1000 pL

u-PIPETA 1000pL X s cV
099 098 0,99
099 099 0,99
099 099 0,99
099 099 0,99

DENSIDAD VOLUMEN
23°C REAL (uL)

0,99 4,10E-03 0,41 0,9998 991,53
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0,99 100 1,00

1,00 0,99 0,99

DENSIDAD VOLUMEN

H-PIPETA 250 uL X s Cv 230C REAL (pL)

025 0,25 0,26

0,25 0,23 0,25

0,23 0,26 0,24

025 026 025 0,25 1,33E-02 5,31 0,9998 250,05

0,25 0,28 0,27

0,24 0,23 0,25

DENSIDAD VOLUMEN

U-PIPETA 10 uL X s Ccv 23°C  REAL (pL)

0,0090 0,0098 0,0097

0,0100 0,0097 0,0098

0,0096 0,0110 0,0099

,010 8,78E-04 8,77 , 10,01
0,0098 0,0096 0,0099 0,010 8,78E-04 8 0,9998 0,0

0,0099 0,0096 0,0099

0,0100 0,0098 0,0132
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ANEXO D. CONTRASTES ESTADISTICOS

Diferencia significativa entre media experimental y valor conocido
Para decidir si la diferencia entre X y yu (media y valor conocido, respectivamente),

es significativa, es decir para contrastar Ho: la media de la poblacion = [, se
calcula el estadistico t:

t=(x-unn/s
Si [t| calculada es mayor que la t tabulada entonces se rechaza Ho.

Correlacién significativa
Para comprobar si una correlacion es significativa, es decir, Ho = correlacion cero,
se calcula:

o ‘r‘«fn—Z
N A= 72

Si el valor de t calculado es mayor que el tabulado, entonces se rechaza la
hipétesis nula, concluyendo que si hay correlacién significativa.

A continuacién se muestran las t calculadas para las curvas de calibracion,
indicando que en todas hay una correlacion significativa.

t calculadas para las correlaciones de las curvas de calibracion de los acidos
lactico, acético, propiénico y butirico
ttab P

Ai 2 . _r2 _ _r2
Acido r || n2 1-r2 n-2 V1-r2 tcal 0.05

Lactico 0,996 0998 3,00 0,004 1,73 0,06 27,33 3,18
Acético 0,994 0997 3,00 0,006 1,73 0,08 22,29 3,18
Propiobnico 0,998 0,999 3,00 0,002 1,73 0,04 38,69 3,18
Butirico 0,999 0999 3,00 0,001 1,73 0,03 54,74 3,18

Comparacion de dos medias experimentales
Para decidir si la diferencia de dos medias experimentales muestrales X, y X, es

significativa, es decir, contrastar Ho: pl1 = p2, se calcula:

= (% X))
1.1
S| —G—
n1 r]2
Donde S se calcula a partir de



82 _ (nl—l)&z + qu_DSzz
(”ﬁnz — 2)

y ttiene n1 + n2 - 2 grados de libertad.
Si el valor de t calculado es mayor que el tabulado, entonces se rechaza la

hipotesis nula, concluyendo que si hay diferencia significativa.

Limites de deteccién y cuantificacion segun el estadistico Sy
Para estimar los errores aleatorios en la direccion del eje y, se calcula

Donde y, son los puntos sobre la recta de regresion calculada correspondientes a
los valores individuales de x.

Para estimar los limites de deteccion y cuantificacion puede utilizarse el
estadistico sy, usandolo como la desviacion estandar del blanco y el valor de la
ordenada de origen (a) como sustitucion de la sefial del blanco, para calcular las
areas limites de deteccién y cuantificacion, es decir:

AREA LD = a + 3 syx
AREALC=a+6 Sy/x
Donde a esla ordenada de origen dada por la regresion de la curva.

El &rea que resulta de las ecuaciones anteriores, se sustituye en las ecuaciones

de las curvas de regresion lineal para poder calcular la concentracién limite de
deteccion y cuantificacion, respectivamente.
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ANEXO E: DATOS Y RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Diferencias significativas entre medias de los procesos de reproducibilidad y
precision intermedia

A continuacién se muestran varias areas de los picos de los acidos escogidas de
forma aleatoria y se comparan para ver si existen diferencias significativas,
obteniendo que en todas, la hipétesis nula se acepta, evidenciando que no hay
diferencias significativas entre las medias experimentales.

Prueba de las diferencias significativas entre medias de la reproducibilidad y
precision intermedia del método.

t8
(tab)
p=0,01

sustancia X X S1 S2 ni ny 1/n; 1/n, s2 S calc

L 16,46 16,16 0,60 0,33 5,00 5,00 0,20 0,20 0,24 0,48 0,97 3,36
A 16,43 16,18 0,67 0,42 5,00 500 0,20 0,20 0,31 0,56 0,69 3,36
P 11,70 11,60 0,32 0,21 5,00 5,00 0,20 0,20 0,07 0,27 059 3,36
B 8,74 8,72 0,30 0,18 5,00 5,00 0,20 0,20 0,06 0,24 0,13 3,36

Se acepta en todas, no hay diferencia significativa

Diferencias significativas entre los pH de la biodegradacion
De manera similar se realizo el estudio estadistico para las diferencias
significativas entre los pH’s obtenidos en la biodegradacion.

Prueba de las diferencias significativas entre los pH promedio de las muestras de
biodegradacion

pH pH s S S S t

ini  final inic final cuadrado Calc.
BL14 7,03 7,04 0,01 0,01 3,33E-05 0,01 2,12
BL28 7,06 7,02 0,05 0,01 1,45E-03 0,04 1,29
BL42 7,04 7,02 0,05 0,01 1,42E-03 0,04 0,76
AL14 7,08 6,26 0,02 0,04 9,50E-04 0,03 32,58
AL28 7,07 6,16 0,01 0,03 3,33E-04 0,02 61,04
AL42 7,05 6,08 0,04 0,01 8,67E-04 0,03 40,22
B14 7,05 7,05 0,04 0,01 1,02E-03 0,03 0,13
B28 7,03 7,02 0,01 0,01 1,00E-04 0,01 1,22
B 42 7,02 7,02 0,02 0,01 1,67E-04 0,01 0,32
NB14 7,05 7,03 0,04 0,01 9,67E-04 0,03 0,92
NB28 7,02 7,03 0,01 0,01 1,17E-04 0,01 1,51
NB42 7,03 7,03 0,01 0,03 3,33E-04 0,02 0,45

*t4 parap = 0,05: 2,78, ™ BL: Blanco, B: polimero biodegradable NB: polimero no biodegradable,
AL: polimero de almidén (el numero indica los dias de incubacion)

Sustancia
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Como se observa en la tabla, el Unico ensayo que rechaza la hip6tesis nula es el
de los almidones (AL 14, 28 Y 42), mostrando que hay diferencia significativa.
Para los demas ensayos, la hipétesis se acepta, lo que explica que no hubo
cambio en el pH de forma significativa.

PRUEBA F DE DOS COLAS PARA SIGNIFICANCIA DE LA PRECISION

Concentracion 11ppm

S?p Sr F F(10,1) Interpretacion
Lactico 0,61 0,58 1,05 968,60 N. D. S.
Acético 0,52 0,37 1,42 968,60 N.D.S
Protonico 0,28 0,10 2,70 968,60 N.D.S
Butirico 0,04 0,02 2,28 968,60 N.D.S

Concentracion 19ppm

S?p Sr F F(9,1) Interpretacion
Lactico 1,78 0,58 3,08 963,30 N.D. S.
Acético 1,02 0,05 20,15 963,30 N. D. S.
Protonico 0,66 0,35 1,91 963,30 N.D.S
F(2,8)
Butirico 0,04 0,12 2,65 6,06 N.D. S.

N. D. S. : No Difiere Significativamente
D. S. : Difiere Significativamente

S2p: varianza precision intermedia

S2r: varianza reproducibilidad
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DATOS COMPLEMENTARIOS PARA LA PRECISION DEL METODO

Datos reportados para la repetibilidad del método

NIVEL Acido LActico X s CV
3,0 8,7 8,7 8,8 86 83 86 02 22
7,0 12,8 12,9 13,0 13,1 12,7 129 0,2 1,2
11,0 17,4 17,8 16,6 17,7 176 174 05 2,8
150 229 21,9 22,7 23,0 228 22,7 04 19
19,0 27,7 27,2 269 268 268 27,1 04 14
25,0 36,0 35,9 36,1 358 354 358 0,3 0,8

Nivel Acido acético X s CV
4,0 9,4 93 9,2 8)9 92 92 02 20
7,0 12,3 125 12,1 120 11,8 12,1 0,3 2,2
11,0 16,1 17,2 15,8 159 16,7 16,3 0,6 3,6
15,0 199 194 19,2 21,1 20,7 20,1 0,8 4,1
19,0 23,4 241 23,7 225 225 232 0,7 3,1
25,0 320 30,1 300 319 316 31,1 10 3,2

Nivel Acido Propi6nico X s CV
3,0 51 52 53 51 52 52 01 16
7,0 8,3 80 84 81 86 83 02 29
11,0 12,2 115 116 12,0 11,7 11,8 0,3 25
15,0 15,2 16,3 149 15,1 149 153 0,6 3,8
19,0 18,2 185 17,7 18,0 17,7 180 0,3 19
25,0 23,7 245 235 234 235 237 04 19

Nivel Acido butirico X s CV
3,0 2,7 25 25 27 27 26 01 472
7,0 5,8 57 57 57 56 57 01 172
11,0 8,8 90 83 88 88 87 03 30
15,0 125 114 123 12,3 119 121 04 3,6
19,0 156 15,6 153 154 159 156 0,2 15
25,0 205 212 21,4 205 20,3 208 05 23
x: media, s: desviacion estandar, %CV: porcentaje del coeficiente de variacion;
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Datos reportados para la precision intermedia del método

a) Estandar de 11ppm

Dia

Réplicas de &reas para acido

lactico

Cv

O© 0N 0Ol WN PP

[EEN
o

17,30
17,40
16,62
17,50
17,50
17,30
15,50
15,80
16,90
15,70

16,10
17,80
15,80
17,40
17,50
17,80
15,20
15,90
17,00
16,10

16,00
16,60
16,30
17,60
16,80
17,60
15,40
15,60
17,20
16,00

16,00
17,70
16,20
17,30
17,70
17,40
15,40
15,60
16,60
15,30

16,90
17,60
15,90
17,50
17,40
17,70
15,30
15,60
16,80
16,30

16,46
17,42
16,16
17,46
17,38
17,56
15,36
15,70
16,90
15,88

0,60
0,48
0,33
0,11
0,34
0,21
0,11
0,14
0,22
0,39

3,66
2,77
2,03
0,65
1,97
1,18
0,74
0,90
1,32
2,46

Y
o

Réplicas de &reas para acido

acético

X

S

Cv

© 0o ~NO O WDNPR

=
o

15,7
16,1
159
15,7
15,8
16,7
15,9
16,3
16
13,6

16
17,2
16,5
15,8
16,1
16,1

16
16,5

16
14,1

15,7
15,8
16,1
15,8
16
16,4
15,6
16,3
16,1
14,1

16,5
15,9
17,1
16,3
16,4
16,1
16,5
16,3
15,7
13,2

154
16,7
153
15,2
15,6
16,7
16,2
16,6
153
14,1

15,9
16,3
16,2
15,8
16
16,4
16
16,4
15,8
13,8

0,42
0,59
0,67
0,39
0,3
0,3
0,34
0,15
0,33
0,41

2,62
3,64
4,16
2,48
1,9
1,83
2,1
0,91
2,07
2,96

1
)

Réplicas de areas para acido
propidnico

Ccv

© 0o ~NO O WDN PP

=
o

11,2
12,2
11,9
11,9
11,7
11,7
11,4
10,5
11,6
11,3

11,5
11,5
111
11,3
11,5
11,4
11,8

10
10,7
10,9

12,4
11,6
11,8
11,8
11,8
11,6
11,7
10,3
11,7
10,7

11,7

12
11,5
12,5
11,5
11,5

12
10,5
11,6
11,2

11,7
11,7
11,7
12,7
11,3
11,1
12,3
10,3
11,8
10,6

11,7
11,8
11,6

12
11,6
11,5
11,8
10,3
11,5
10,9

0,44
0,29
0,32
0,56
0,19
0,23
0,34

0,2
0,44

0,3

3,77
2,47
2,73
4,68
1,69
2,01
2,84
1,99
3,87
2,79
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1
)

Réplicas de areas para 4cido

butirico

Ccv

© 0o ~NO O WNBE

=
o

8,3
8,8
8,6
8,4
8,3
9,6
91
8,5
9
8,9

8,7
9,1
9,2
8,8
9,1
9,2
9,5
9,1
9,2
8,8

9,1
8,3
8,8
8,9
9,4
9,1
8,9
8,7
8,8
8,7

8,9
8,8
8,5
9,2
9,1
9,4
9,0
8,7
8,6
8,2

8,7
8,8
8,91
9,5
8,7
9,3
91
8,7
8,9
8,8

8,74
8,74
8,76
8,96
8,92
9,24
9,1
8,72
8,9
8,64

0,3
0,26
0,21
0,42
0,43
0,26
0,23
0,18
0,22
0,36

3,39
2,98
2,39
4,64
4,78
2,82
2,58
2,05
2,51
4,22

b) Estandar de 19 ppm

Dia

Réplicas de areas para 4cido

lactico

Cv

© 00 ~NO UL~ WDN P

[ =Y
o

27,7
28,7
29,9
28,2
27,4
26,9
25,8
25,6
27,1
27,7

27,2
29,9
30,7
28,8
28,4
28,2
27,5
27,2
27,5
27,2

26,9
29,5
30,9
26,9
26,8
28,2
26,7
27,5
27,6
26,9

26,8
29,8
30,0
29,9
27,9
26,9
27,5
27,5
27,5
26,8

26,8
29,9
32,0
29,4
26,9
27,6
27,5
27,6
27,3
26,8

27,1
29,6
30,7
28,6
27,5
27,6
27
27,1
27,4
27,1

0,38
0,51
0,85
1,16
0,68
0,65
0,75
0,84
0,2
0,38

1,42
1,72
2,75
4,06
2,46
2,36
2,8
3,1
0,73
1,42

Dia

Réplicas de areas para acido

acético

Cv

© 00O ~NO O WDN B

=
o

23,4
24,2
24,0
23,3
23,6
24,1
23,5
23,6
22,1
23,1

24,1
24,8
27
23,5
23,9
25,1
24,3
24,1
22,3
23,7

23,7
24,7
26
22,6
23,5
25,2
24,1
24,7
22,5
23,3

22,5
24,8
26,9
23,4
24,1
24,5
24.8
24,5
22,5
23,4

22,5
22,7
26
23,8
24.8
24,7
24,2
24,8
21,7
23,4

23,2
24,2
26
23,3
24
24,7
24,2
24,3
22,2
23,4

0,72
0,9
1,2

0,44

0,52

0,45

0,47

0,49

0,33

0,22

3,1
3,7
4,64
1,9
2,15
1,82
1,93
2,03
1,51
0,93
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Réplicas de &reas para acido
propidnico
18,2 18,5 17,7 18 17,7 18 0,34 19
19,6 19,1 19,3 19,3 20,6 19,6 0,6 3,05
ir9 178 17,2 178 17,6 17,7 0,28 1,58
17,4 18 19,3 18,2 17,3 18 0,8 4,44
18,2 18,6 17,9 18,2 18,7 18,3 0,33 1,79
17,5 171 171 17,7 17,3 17,3 0,26 15
1v5 176 178 17,2 17,2 17,5 0,26 1,49
16,5 16,3 16,6 16,5 16,5 16,5 0,11 0,66
1v,7 17,7 189 17,7 17,4 17,9 0,58 3,27
18,3 18 186 19,1 19,1 18,6 0,49 2,61

O
D

© 00 ~NO OB WN PP

=
o

Réplicas de &reas para acido
butirico

15,6 15,6 153 154 159 156 0,23 1,48
15,6 16,1 15,7 16 15,7 15,8 0,22 1,37
16,1 15,6 16 155 16,5 159 04 253
155 16,3 154 16,3 155 158 0,46 29
15,5 15,8 159 156 154 156 0,21 1,33
15,1 15,6 16 149 159 155 0,48 3,13
14,8 15,8 151 155 15,3 153 0,38 2,49
146 155 153 156 155 153 0,41 2,65
15,5 15,6 158 15,6 15,7 156 0,11 0,73
15,8 15,7 15,2 15,8 15,7 15,7 0,25 1,58

1
)

X S CcVv

© 0o ~NO O WDN PP

=
o

PRUEBAS DE NORMALIDAD PARA LOS DATOS DE LA PRECISION POR EL
PAQUETE ESTADISTICO SPSS.

Significancia de la normalidad para acido acético.

11 ppm 19 ppm
Acético - -
Kolmqgorov Shapiro-Wilk Kolmc_)gorov
Smirnov Smirnov

Shapiro-Wilk

DIA Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig.
0,25 0,20 0,93 0,62 0,25 0,20 0,88 0,33
0,26 0,20 0,89 0,38 0,30 0,17 0,74 0,02
0,15 0,20 1,00 0,99 0,31 0,14 0,84 0,17
0,26 0,20 0,93 0,61 0,28 0,20 0,91 0,46
0,15 0,20 0,99 0,99 0,21 0,20 0,91 0,46
0,24 0,20 0,82 0,12 0,20 0,20 0,95 0,73
0,15 0,20 1,00 0,99 0,23 0,20 0,96 0,80

N o ok WwDN R
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8 0,23 0,20 0,94 0,69 0,23 0,20 0,91 0,59
9 0,31 0,13 0,85 0,20 0,20 0,20 0,88 0,31
10 0,35 0,04 0,77 0,05 0,24 0,20 0,90 0,42

Prueba de homogeneidad de la varianza para acido acético

Basandose en la media

11 ppm 19 ppm
Estadistico de Levene Sig. Estadistico de Levene Sig.
0,96 0,49 1,21 1,21
Significancia de la normalidad para &cido butirico
11 ppm 19 ppm
BUTIRICO  Kolmogorov- o o e Kolmogorov- o i Wik
Smirnov Smirnov
DIA Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig.
1 0,25 0,20 0,96 0,78 0,23 0,20 0,94 0,69
2 0,39 0,01 0,80 0,07 0,31 0,13 0,87 0,27
3 0,18 0,20 0,95 0,72 0,20 0,20 0,95 0,71
4 0,16 0,20 0,99 0,98 0,34 0,05 0,75 0,06
5 0,14 0,20 0,99 0,97 0,18 0,20 0,95 0,75
6 0,22 0,20 0,90 0,42 0,20 0,20 0,91 0,46
7 0,30 0,16 0,81 0,10 0,11 0,20 1,00 1,00
8 0,34 0,05 0,86 0,24 0,30 0,16 0,77 0,05
9 0,13 0,20 1,00 1,00 0,24 0,20 0,96 0,81
10 0,37 0,06 0,73 0,06 0,33 0,08 0,78 0,07
Prueba de homogeneidad de la varianza para &cido acético
Basandose en la media
11 ppm 19 ppm
Estadistico de Levene  Sig. Estadistico de Levene Sig.
1,61 0,14 2,06 0,06
Significancia de la normalidad para &cido lactico
) 11 ppm 19 ppm
LACTICO  Kolmogorov- g i il KOImOgorov- g aivo wilk
Smirnov Smirnov
DIA Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig.
1 0,32 0,09 0,81 0,09 0,28 0,20 0,82 0,12
2 0,28 0,20 0,82 0,11 0,28 0,20 0,77 0,05
3 0,19 0,20 0,96 0,79 0,21 0,20 0,91 0,47

102



4 0,24 0,20 0,96 0,81 0,15 0,20 0,96 0,83
5 0,32 0,10 0,83 0,13 0,20 0,20 0,93 0,61
6 0,18 0,20 0,95 0,75 0,24 0,20 0,82 0,12
7 0,24 0,20 0,96 0,81 0,35 0,05 0,77 0,06
8 0,36 0,03 0,77 0,06 0,36 0,04 0,69 0,05
9 0,13 0,20 1,00 1,00 0,29 0,19 0,91 0,44
10 0,22 0,20 0,95 0,76 0,20 0,20 0,92 0,50

Prueba de homogeneidad de la varianza para acido lactico

Basandose en la media

11 ppm 19 ppm
Estadistico de Levene  Sig. Estadistico de Levene Sig.
3,64 0,06 1,56 0,16

Significancia de la normalidad para acido propioénico

11 ppm 19 ppm
Propionico  Kolmogorov- Shapiro-Wilk Kolmogorov-
Smirnov P Smirnov

Shapiro-Wilk

DIA Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig. Estadistico Sig.

1 0,30 0,16 0,92 0,51 0,23 0,20 0,91 0,46
2 0,23 0,20 0,93 0,58 0,29 0,20 0,80 0,08
3 0,22 0,20 0,91 0,48 0,29 0,19 0,85 0,18
4 0,20 0,20 0,95 0,74 0,22 0,20 0,90 0,42
5 0,22 0,20 0,95 0,76 0,24 0,20 0,92 0,54
6 0,20 0,20 0,94 0,69 0,22 0,20 0,90 0,42
7 0,15 0,20 0,99 0,99 0,24 0,20 0,90 0,42
8 0,26 0,20 0,86 0,24 0,37 0,09 0,83 0,14
9 0,41 0,06 0,72 0,07 0,42 0,08 0,73 0,06
10 0,20 0,20 0,92 0,55 0,18 0,20 0,94 0,64

Prueba de homogeneidad de la varianza para acido propiénico

Basandose en la media

11 ppm 19 ppm
Estadistico de Levene  Sig. Estadistico de Levene Sig.
1,02 0,44 1,49 0,19

Las tablas anteriores muestran que la significancias de los estadisticos respectivos
son mayores a 0,05 (es decir tienen una P>0,05), indicando la normalidad de los
datos y la homogeneidad de las varianzas.

103



Exactitud del arrastre de vapor

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO
[lexp [Jteorica %R [Jexp [Jteorica %R [Jexp [Jteorica %R
486 518 93,66 895 9,27 96,56 10,82 11,22 96,40
489 518 94,30 8,23 9,27 88,82 11,30 11,22 100,72
446 518 86,06 891 9,27 96,13 11,30 11,22 100,72

ACIDO proanedio s  9%CV tcalc ;25(;: Decision
A 91,34 458 5,02 3,27 4,30 NDS
P 93,84 4,35 463 245 4,30 NDS
B 99,28 249 251 050 4,30 NDS

NDS: No difiere Significativamente del 100%

Diferencias significativas entre los tiempos de extraccion por arrastre de
vapor

Diferencias entre los 30, 45 y 60 min de extraccion por arrastre de vapor

ACIDO Entre los 30 y 45 min Entre los 45 y 60 min
X30 X45 t calc X60 Xa5 t calc
3,50 4,73 8,29 4,90 4,73 1,12
Acético 4,04 4,59 3,16 4,83 4,59 1,30
3,88 4,37 2,90 4,62 4,37 1,47
6,33 8,72 10,31 8,97 8,72 1,08
Propionico 7,48 8,63 5,83 8,72 8,63 0,26
7,45 8,60 8,91 8,83 8,60 1,61
8,50 11,14 15,52 11,03 11,14 0,65
Butirico 9,90 11,30 6,48 11,38 11,30 0,43
9,85 11,10 6,53 11,22 11,10 0,80

t 4 para una probabilidad del 0,05% es de 2,134.
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MUESTRAS DE ENSILAJE CUANTIFICADAS POR EL METODO

En la siguiente tabla se reportan los datos de las muestras de ensilajes de
pescado, mostrando los gramos de acidos organicos encontrados por cada 100
gramos de muestra, en las diferentes etapas del proceso de fermentacion (0, 6,
12, 18 dias).

MUESTRA DIA ACETICO PROPIONICO LACTICO

vi 0 >0.019 0.55 >0.015
fem'nsecnetgsas 6 0.10 0.39 0.01
con Yogurt 12 0.14 0.20 0.16
18 0.09 0.08 0.33

vi 0 >0.019 0.61 >0.015
fem'nsecnetgsas 6 0.05 0.15 0.31
con alga 12 0.07 0.07 0.36
18 0.05 0.05 0.40
Resid 0 >0.019 0.01 0.49
feme;'n t‘;‘ziz ; 6 0.00 0.05 0.45
con Yogurt 12 0.02 0.05 0.43
18 0.02 0.03 0.45
Resid 0 >0.019 >0.01 0.50
feme;'n t‘;‘zf(') ; 6 0.04 0.03 0.43
con alga 12 >0.019 >0.01 0.50
18 0.05 >0.01 0.45
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ANEXO F. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Factor de capacidad

KT =
tm
Donde:
tr es el tiempo de retencion
tm es el tiempo muerto.
Factor de separacion
k/
a=—>=
kl
Donde K- y Ky son los factores de capacidad de los picos 2 y 1
respectivamente.

Resolucion (Rs)
Rs — 2('[2 _tl)

(W, + W)
Donde t: tiempos de retencién de los picos 1y 2, y W: anchos de los picos 1y 2
A continuacién se muestran los resultados de los parametros cromatograficos

calculados con las condiciones mostradas en la tabla 11, en la seccion de
discusion y resultados

Parametros cromatograficos calculados bajo las condiciones implementadas (tabla
11)

tr V linea tm
(min) (cm/min)l (min) K 9L @A aP aB

L 2,30 6,52 1,80 0,28 1,00 1,60 5,60 17,80
A 2,60 5,77 1,80 0,44 160 1,00 3,50 11,13
P 4,60 3,26 1,80 1,56 5,60 3,50 1,00 3,18
B 10,70 1,40 1,80 4,94 17,80 11,13 3,18 1,00

Acido

Resolucion
Acido tr w RsL RsSA RsP RsB
L 230 0,12 0,00 2,50 15,33 37,33
A 260 0,12 250 0,00 13,33 36,00
P 460 0,18 15,33 13,33 0,00 23,92
B 10,70 0,33 37,33 36,00 23,92 0,00
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