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Physical-thermal characterization of the degradation process during the manufacturing of an 
LLDPE film to produce bags 

Caracterització físic-tèrmica del procés de degradació durant la transformació d'un film de 
LLDPE per la fabricació de bosses 
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SUMMARY 

The aim of this study is to analyze the behavior of a 
commercial LLDPE, which is used to make bags, when 
submitted to a thermo-oxidative degradation process. 
The samples of LLDPE have undergone 10 cycles of 
degradation by means of a laboratory test which sim-
ulates the industrial process of bag manufacturing. A 
characterization by means of thermal analysis (DSC and 
TGA) and chromatography of exclusion of sizes (GPC) 
has been made. The thermo-oxidative degradation of 
the samples has been detected in two steps.  In the 
first one, corresponding to the early transformation 
cycles there is practically no alteration of the molecular 
structure of the polymer, thanks to the action of anti-
oxidants.  In the second step, starting on the 3rd cycle, 
there is a rupture of polymeric chains and formation 
of crosslinking. The results show that the antioxidants 
prevent degradation in the initial stages of the process 
but this protection is lower in the subsequent cycles.

Keywords: thermo-oxidative degradation, LLDPE, 
Polyolefines, thermal analysis

RESUMEN

Con este estudio se pretende analizar el comporta-
miento que presenta un LLDPE comercial, que se 
utiliza para la fabricación de bolsas, frente al proceso 
de degradación termo-oxidativa que sufre cada vez 
que se somete a un ciclo de procesado. La muestra de 
LLDPE se ha sometido a 10 ciclos mediante un ensa-
yo en laboratorio con el que se pretende simular un 

proceso industrial, caracterizando las muestras me-
diante análisis térmico (DSC y TGA) y cromatografía 
de exclusión de tamaños (GPC). Se ha observado un 
comportamiento de degradación termo-oxidativa en 
dos fases, una primera durante los primeros ciclos de 
procesado en la que prácticamente no hay alteración 
de la estructura molecular del polímero gracias a la 
acción de los antioxidantes. Una segunda fase, a partir 
del 3er ciclo, en la que hay rotura de cadenas y forma-
ción de entrecruzamientos. Esto significa que en los 
primeros ciclos el polímero no sufre degradación, sino 
que se consumen los antioxidantes.

Palabras clave: degradación termooxidativa, LLDPE, 
poliolefinas, análisis térmico

RESUM
 

Amb aquest estudi es pretén analitzar el comporta-
ment que presenta un LLDPE  comercial, que s'utilitza 
per la fabricació de bosses front el procés de degradació 
termo-oxidativa que pateix el material cada vegada 
que es sotmet a un cicle de processat. La mostra de 
LLDPE s'ha sotmès a 10 cicles mitjançant  un assaig 
de laboratori amb el que es pretén simular un procés 
industrial de fabricació de bosses, caracteritzant els 
resultats mitjançant anàlisis tèrmica (DSC y TGA) i 
cromatografia d'exclusió de grandàries (GPC). S'ha 
observat un comportament de degradació termo-oxi-
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dativa en dues fases, una primera durant els primers 
cicles de transformació en els que pràcticament no 
hi ha alteració de l'estructura molecular del polímer, 
gràcies a la acció dels antioxidants. Una segona fase, a 
partir del 3er cicle, en la que hi ha ruptura de cadenes 
i formació d'entrecreuaments. Això significa que en los 
primers cicles el polímer no pateix degradació, degut 
a que els antioxidants actuen.

Paraules clau: degradació termooxidativa, LLDPE, 
poliolefines, anàlisi tèrmic

1.- INTRODUCCIÓN

Hoy en día, el consumo de plástico ha aumentado 
exponencialmente a un ritmo de producción anual 
mundial estimado de casi 400 millones de toneladas 
1, por ello es necesario redefinir un nuevo modelo de 
sociedad que nos permita un método de desarrollo sos-
tenible. El sistema socioeconómico actual se basa en un 
sistema de economía lineal, que se resume en fabricar, 
consumir y desechar, lo que implica una generación 
excesiva de residuos, gasto energético y una notable 
degradación del ecosistema 2. La Unión Europea ha 
liderado la transición hacia la generación de recursos 
eficientes desarrollando lo que se denomina economía 
circular regenerativa. La cual no sólo pretende reducir 
el impacto negativo, sino generar impactos positivos y 
regenerativos hacia el ecosistema 3, presentando en 2019 
una Directiva del Parlamento Europeo que se refiere a 
la reducción del impacto de determinados productos 
plásticos en el medio ambiente, promoviendo enfoques 
que dan prioridad a los productos y sistemas sostenibles 
de reutilización y no tóxicos, en lugar de productos 
de un solo uso, con el objetivo principal de reducir la 
cantidad de residuos generados4.

Uno de estos enfoques consiste en el aumento del por-
centaje de consumo de plástico reciclado, lo que impulsa 
a transformadores y recicladores a realizar un estudio 
más exhaustivo de las consecuencias que conlleva su 
uso. Sería de gran utilidad poder conocer y controlar 
cómo afectan los procesos térmicos y mecánicos de 
reciclado que implican una degradación del material, 
produciendo un cambio físico-químico, afectando a 
las propiedades físicas y mecánicas del film producido.

Las técnicas de análisis térmico (DSC y TGA) para 
la caracterización de procesos de degradación termo-
oxidativa de distintos termoplásticos han sido utilizadas 
por distintos grupos de investigación. D'Amato et al.5 
han analizado la degradación mediante DSC de distintos 
polietilenos y han observado que el LLDPE es el más 
sensible a estos procesos termo-degradativos.  Subhi et 
al. han utilizado TGA, DTGA, y DSC para estudiar el 
comportamiento de la degradación termo-oxidativa del 
PS  analizando la evolución de la Energía de Activación 
(Ea) mediante el método propuesto por Coats-Redfern 6. 
Otros autores como Contat-Rodrigo7 y Colom et. 8 han 
analizado el comportamiento del HDPE cargado con 
aditivos biodegradables o con celulosa y han observado 
que en ambos casos la presencia de estas cargas acelera 

el proceso de degradación los análisis TGA muestran 
una mayor presencia de residuos sólidos.               

Con este estudio se pretende analizar el compor-
tamiento que presenta un LLDPE comercial, que se 
utiliza para la fabricación de bolsas, frente al proceso 
de degradación termo-oxidativa que sufre cada vez 
que se somete a un ciclo de procesado. El análisis de 
estos 11 (1+10) ciclos servirá de patrón para un estudio 
posterior y se podrá relacionar con la degradación que 
sufre en el proceso real de extrusión y reciclado. Esto se 
consigue mediante la realización de los mismos ensayos 
para el material que sale de la extrusora tras una única 
extrusión y así relacionar cuantos ciclos teóricos de 
laboratorio equivalen a un proceso de extrusión real.

2.- MATERIALES Y MÉTODOS

El material que se ha utilizado es un polietileno lineal 
de baja densidad LLDPE (Dow 2645.01G) suministrado 
por Dow Chemical Ibérica. Se trata de un material con 
una densidad de 0,921 g/cm3 y un MFI (190ºC/2,16Kg) 
de 0,9 g/10min en el que están presentes diferentes 
antioxidantes, primarios, de la familia de los fenoles y 
secundarios compuestos principalmente por fosfitos 
que prolongan el tiempo de vida útil del material y 
evitan su degradación.

El LLDPE se ha sometido a diez ciclos de procesado en 
laboratorio, tratando de simular un conjunto de procesos 
de extrusión y reciclado consecutivos. En un proceso 
industrial, el material es extrusionado y los rechazos 
de producción reciclados.  Este reciclado se vuelve a 
incorporar a un nuevo proceso de extrusión para volver 
a generar nuevas bolsas y así de forma sucesiva. 

El procesado del polímero y las diferentes muestras 
se han realizado utilizando un plastómetro ATS FAAR 
TWEL VINDEX - IDM.  Como temperatura de trabajo 
en el plastómetro se ha fijado 215º C ya que esta es 
la temperatura del polímero en la extrusión a escala 
industrial.

El LLDPE ha sido sometido a ciclos consecutivos de 
procesado en el plastómetro de tal manera que el mate-
rial obtenido en el ciclo X-1 ha sido el material utilizado 
para el ciclo X así hasta un numero de ciclos de 10.

El material resultante tras cada ciclo ha sido anali-
zado según las técnicas analíticas que se describen a 
continuación y sus resultados son los que se exponen 
en los diferentes apartados de este artículo.

Para el procesado se introducen 4 g de material pro-
cedente del ciclo X-1 el horno del plastómetro, some-
tiéndolo a un empuje de 2,16 Kg, peso seleccionado 
en función la fluidez del material virgen 0,9 g/10 min. 

Cada muestra se deja precalentando en el horno del 
plastómetro durante seis minutos con el objeto de que 
todo el material alcance la temperatura de ensayo. 

Transcurridos los seis minutos de precalentado, el 
material que ha fluido por la boquilla del plastómero 
se desecha.  A partir de ahí se establece un tiempo de 
corte de un minuto durante los siguientes diez minutos 
generándose una muestra formada por diez ejemplares.  
Estos se dejan enfriar, se pesan y se recogen. 
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Figura 1.- Esquema del plastómetro.

La determinación del valor de fluidez se ha realizado 
en el plastómetro descrito anteriormente, a una tem-
peratura de 215ºC y un peso de 2,16 Kg.  

Los valores de fluidez calculados mediante el pesaje 
de los ejemplares obtenidos y se expresan en g/10min. 
El resultado obtenido para cada muestra de la X1 a X10, 
es la media aritmética de los valores obtenidos de 100 
ejemplares.

La determinación de la densidad se realiza sobre los 
ejemplares de cada muestra en un densímetro Alfa 
Mirage MD-300S por método de inmersión siguiendo 
la norma ISO 1183-1.  La diferencia de pesaje fuera y 
dentro de agua destilada nos permite obtener el valor 
relativo de densidad como resultado del cociente entre 
la densidad del polímero y la de referencia, el agua 
destilada.

Los valores obtenidos de cada muestra X1 a X10, son 
la media aritmética de los valores obtenidos de 10 
ejemplares de cada muestra.

La caracterización térmica se realiza mediante la 
técnica de calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
en un termo-analizador DSC 1 de Mettler Toledo. 
La versatilidad que aporta la técnica DSC, permite la 
realización de diferentes tipos de análisis facilitando 
el conocimiento del nivel de degradación del material 
sometido a los diferentes ciclos de procesado. Los pa-
rámetros térmicos que se han analizado son: tempera-
tura de fusión, grado de cristalinidad, temperatura de 
descomposición y entalpía de inducción a la oxidación.

El análisis termogravimétrico (TGA) de las muestras 
LLDPE se ha llevado a cabo mediante un equipo TGA/
SDTA850e Mettler Toledo. La muestra se ha calentado 
en un rango de temperatura de 30-600ºC a 20 ºC/min 
en atmósfera de aire, determinando la pérdida de masa 
en función de la temperatura.

El peso molecular del polímero se caracteriza por 
cromatografía de permeación en gel con triple detector 
infrarrojo a alta temperatura (PolymerChar 3D-HT-
GPC-IR). Se utiliza 1,2,4 triclorobenzeno como disol-
vente, a una velocidad de 1 mililitro/minuto a 145 ºC

3.- RESULTADOS EXPERIMENTALES

3.1.- Determinación de la fluidez a 215 ºC.
Los valores de fluidez a 215ºC, así como las barras de 

error para cada una de las muestras en función de cada 
uno de los ciclos de procesado se observan en la Figura 2.  

Tal como se observa el valor de la fluidez del LLDPE 
muestra un grado de dispersión significativo. Esto se 
debe a que la estructura interna del material es muy 
aleatoria con una gran variabilidad en cuanto a rami-
ficaciones y pesos moleculares.  Tras el primer ciclo, 
las cadenas se reorganizan de manera que el material 
queda más homogéneo, con un grado de dispersión 
prácticamente nulo. Inicialmente la fluidez media de la 
muestra es de 1,2, y hasta el tercer ciclo de procesado, 
ésta se mantiene prácticamente constante con un valor 
de 1,3 g/10 min. Esto se debe a la presencia de antioxi-
dantes, ya que durante estos primeros ciclos protegen 
al polímero de los mecanismos de degradación. Es a 
partir del cuarto ciclo cuando empieza a decrecer de 
forma significativa la fluidez hasta valores de 0,8 en el 
8º ciclo y amortiguándose ligeramente hasta 0,6 en el 
10º que equivale a un decrecimiento del 55%. Sin duda, 
este comportamiento reológico pone de manifiesto 
que el material se degrada y que estructuralmente 
sufre cambios significativos que se observan con este 
decrecimiento del 55%. Estos cambios en esta segunda 
fase del proceso de degradación termo-oxidativa son 
debidos a mecanismos de tipo Norrish I y II que com-
portan incremento de ramificaciones, rotura de cadenas 
y formación de entrecruzamientos 9-11.

Figura 2. Representación gráfica de los resultados 
obtenidos de fluidez a 215ºC en función de los ciclos de 

procesado. 

3.2.- Densidad
Los valores de densidad obtenidos para cada uno de 

los ciclos de procesado realizados se muestran en la 
Figura 3. 

Los datos muestran un ligero aumento de la densidad 
a medida que los ciclos de procesado se van acumulan-
do. Estos valores se corresponden con los propios de la 
fluidez, a medida que se van degradando las muestras 
de LLDPE el grado de reticulación aumenta, con un 
incremento progresivo de la masa del polímero por 
unidad de volumen 12. De manera similar a lo que ocurre 
con los valores de la fluidez, en los primeros ciclos hay 
una desviación de la tendencia, con un decrecimiento 
durante los primeros ciclos debido a la presencia de 
los antioxidantes y a partir del 3 ciclo presenta un 
crecimiento progresivo hasta el ciclo 10 debido a que 
empiezan a romperse y reticularse las cadenas.
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Figura 3. Representación gráfica de los resultados 
obtenidos de densidad en función de los ciclos de procesa-

do. 

Comparando la evolución del índice de fluidez y la 
densidad (Figura 2 y 3) se observa una correlación 
entre ambas, donde un decremento de la fluidez se 
corresponde con un aumento de la densidad. Se puede 
observar un primer grupo con valores de fluidez > 1, 
donde hay una correlación más directa entre densidad 
y fluidez, donde las muestras con mayor fluidez son las 
que tienen una densidad más baja y un segundo grupo 
con fluidez < 1 que se corresponden con alta densidad 
(0,926). El aumento de la fluidez es debido a una mayor 
facilidad en el movimiento de las cadenas poliméri-
cas, una menor compactación y menor densidad, lo 
que explica el comportamiento del primer grupo. El 
segundo grupo   el aumento de la reticulación implica 
mayor compactación, aumento de la densidad y una 
disminución de la fluidez. 

3.3.- Análisis Térmico de las muestras de LLDPE
Calorimetría diferencial de Barrido (DSC)          
El ensayo se realiza en atmósfera de aire en presencia 

de oxígeno y el método consiste en un primer calenta-
miento para borrar la historia térmica de la muestra 
hasta 180ºC, seguido de un enfriamiento lento con lo 
que la muestra vuelve a cristalizar, hasta 30ºC. En el 2º 
calentamiento se determina la entalpia y temperatura 
de fusión, así como la temperatura de inducción a la 
descomposición térmica y la temperatura máxima de 
descomposición. Para todas las muestras analizadas 
se ha obtenido la Tf, Tc y se ha calculado el grado de 
cristalización de acuerdo con la siguiente ecuación (1): 

 

donde ∆Hm corresponde a la entalpía de fusión obtenida para cada muestra, ∆H0 

corresponde a la entalpía de fusión del LLDPE 100% cristalino con un valor de 
293 J/g. 13 

Tras la segunda fusión, se observa una desviación de la línea base al producirse 
la transición entre el proceso endotérmico (fusión) y el exotérmico (degradación). 
El punto en el que se cortan las pendientes ambas curvas corresponde a la 
temperatura de inducción a la oxidación (Tox), temperatura a la cual comienza el 
proceso de degradación del polímero debido a la rotura de los enlaces covalentes, 
como se puede apreciar en la Figura 4 a.   

También podemos apreciar el punto máximo de oxidación, que corresponde al 
punto de máxima entalpía una vez superada la Tox (Hmax, Tmax), que permite el 
análisis comparativo en función del número de ciclos ya que constituye otro de 
los puntos de caracterización.  

El método isotérmico de calorimetría diferencial de barrido (DSC) consiste en 
incrementar la temperatura con una velocidad constante de 10ºC/min hasta 
alcanzar la temperatura de ensayo. Temperatura que se mantiene constante 
durante 2 h en presencia de oxígeno como se muestra en la Figura 4 b.  

La energía de activación (Ea), energía mínima que es necesaria aportar al 
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Figura 4. Estudio de oxidación: a) Método dinámico DSC, 
determinación de Tox y Tmax. b) Método isotérmico DSC, 

obtención de tind. c) Representación gráfica ln(tind) frente a 
la inversa de la temperatura (1/T).

Tabla 1. Valores obtenidos de la energía de activación y el 
logaritmo neperiano τ para cada una de las muestras 

sometidas a distintos ciclos de degradación. 
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Se observa como el valor de la energía de activación 
sigue la misma tendencia observada anteriormente. La 
Ea, aumenta y es elevada en los primeros ciclos debido a 
la presencia de los antioxidantes, pero a partir del tercer 
ciclo, presenta una tendencia decreciente, eso significa 
que las muestras necesitan un menor aporte de energía 
para comenzar a degradarse lo cual se debe a que las 
muestras están parcialmente degradadas en función 
de los ciclos a los que se han sometido, generando una 
ruptura de cadenas y formación de ramificación con 
un mayor número de puntos sensibles a la oxidación. 

Tal como se observa en las figuras 5 y 6, las tempe-
raturas de cristalización y fusión de las muestras en 
función del número de ciclos presentan valores muy 
parecidos. Es cierto que se observa una ligera tendencia 
creciente de la temperatura de fusión y cristalización. 
Esto es debido al incremento de radicales libres con 
formación de nuevas ramificaciones, rotura de cade-
nas y generación de entrecruzamientos que se han ido 
creando en la estructura del LLDPE a medida que se 
ha ido degradando. 10,11

Así mismo, los núcleos ramificados y los entrecruza-
mientos dentro de la propia estructura cristalina evitan 
la movilidad de las cadenas con lo que la Tf   y también 
la Tc   aumentan ligeramente. 

Figura 5. Evolución del doble pico de la temperatura de 
fusión (Tm) en función de los ciclos de degradación 

termo-oxidativa y gráfico DSC (2º calentamiento) donde 
se observa este doble pico de fusión del LLDPE.

Los materiales LLDPE, muestran un gráfico DSC 
característico, donde se observa un doblete en la zona 
de fusión, tal como muestra en la figura 5. Este doblete 
se corresponde con dos estructuras cristalinas parcial-
mente distintas.

La estructura tipo I (EC1), presenta un mayor número 
de ramificaciones en la cadena principal, que presenta 
una menor capacidad de formar enlaces intercadena y 
por ello la temperatura de fusión es menor, (Tf1) alre-
dedor de 112ºC, con una cristalinidad próxima al 22 %.

La estructura tipo II (EC2) presenta menos ramifi-
caciones a lo largo de la cadena, lo que permite una 
mayor capacidad de interacción entre ellas y por ello 
presenta una temperatura más elevada (Tf2) de apro-
ximadamente 122ºC y con una cristalinidad del 11%, 
ya que se encuentra en una menor cantidad.

Pese a que las variaciones de la temperatura son muy 
pequeñas (Figura 5), se observa un mayor aumento de 
la temperatura de fusión de la estructura cristalina tipo 

I (EC1), que en el caso de la estructura cristalina de 
tipo II (EC2). Esta diferencia que se observa (pendiente 
de 0,214 EC1 frente a 0,058 EC2) se debe a que la es-
tructura de tipo I está más ramificada y presenta más 
carbonos activos formándose radicales, que permiten 
la reticulación de sus cadenas de forma más efectiva 
conforme aumenta la degradación de las muestras de 
LLDPE en función del número de ciclos.  También se 
observa que los puntos de fusión de la muestra virgen 
presentan valores significativamente bajos si compa-
ramos con los obtenidos para los primeros ciclos de 
degradación termo-oxidativa ∆TEC1= 2,5 y ∆TEC2= 1ºC 
respectivamente.  Este incremento es debido a que 
durante los primeros ciclos de procesado hay escisión 
de cadena con rotura de las ramificaciones, provocando 
una mayor capacidad de reorganización en la EC1 y un 
aumento ligero de la Tf. 

La Figura 6 muestra la evolución de la temperatura 
de cristalización (Tc) que aumenta en función de los 
ciclos de degradación termo-oxidativa. Esto es debido 
a que, durante el proceso de cristalización, las macro-
moléculas que han adquirido movilidad debido a la 
temperatura van posicionándose según sus respectivas 
conformaciones cristalinas. La presencia de zonas con 
elevada densidad de entrecruzamiento restringe esta 
movilidad con lo que la Tc aumenta. Como en todos los 
análisis precedentes, también se observa que durante los 
primeros ciclos de procesado y debido al predominio de 
escisión, hay un ligero descenso de Tc. Fenómeno que 
se corresponde con las propiedades físicas comentadas 
previamente. 16

Figura 6. Evolución de la temperatura de cristalización 
(Tc) en función de los ciclos de degradación termo-

oxidativa.

Analizando la entalpía global de cristalización se 
observa cómo ésta se mantiene estable durante los 
primeros ciclos (32,20 J/g) y empieza a decrecer a partir 
del 4º ciclo. Tal como se ha comentado anteriormente, 
se debe a la presencia de antioxidantes durante los pri-
meros ciclos degradación y a partir de aquí empieza el 
proceso de ramificación y entrecruzamiento, entre los 
cuales, una pequeña parte de la estructura cristalina 
pasa a formar parte de la parte amorfa del polietileno, 
disminuyendo así el porcentaje de cristalinidad total.   

El porcentaje de cristalinidad X es directamente pro-
porcional a la entalpia de fusión tal y como muestra la 
ecuación 1.  Experimentalmente se determina que la 
entalpia asociada a la EC1 es mayor que la EC2 de ahí 
se concluye que Xc1 es mayor que de Xc2.  
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La Tabla 2 muestra los valores de cristalinidad (%) 
parcial Xc1 y Xc2 y la cristalinidad total (Xc total) obte-
nidos mediante la técnica de DSC.  También se observa 
un decrecimiento mayor en la EC1 (∆Xc1= 1,42%) más 
que en la EC2 (∆Xc2=0,28%), esto es debido al mis-
mo razonamiento que se ha ido dilucidando durante 
toda la discusión de las propiedades térmicas, una 
estructura más ramificada se degrada más fácilmente, 
pasando a formar parte de la estructura amorfa, y en 
consecuencia su grado de cristalinidad disminuye con 
mayor facilidad. 9

Tabla 2. Grado de cristalinidad de las dos estructuras 
cristalinas del LLDPE en función de los ciclos de 

procesado

Figura 7.- Termogramas y curvas DTGA de las muestras 
de 0 y 10 Ciclos

La figura 7 muestra el termograma y el DTGA de las 
muestras Ciclo 0 (virgen) y Ciclo 10. Ambas presentan 2 
temperaturas de descomposición térmica, una primera a 
410ºC y una segunda a 440-450ºC, que se corresponden 
con los dos tipos de estructuras que se han observado 
previamente. Mientras que en los termogramas no se 
observa ninguna diferencia debido a la degradación 
termo-oxidativa generada por el número de ciclos a 
los que se ha sometido la muestra, las curvas DTGA sí 
que presentan diferencias, tanto a nivel de distribución 
de las estructuras como desplazamiento del pico de la 
2ª descomposición térmica. La estructura que se ve 
más afectada es la dominante que corresponde a la 2ª 
descomposición térmica, esta se desplaza desde 440ºC 
hasta 450ºC. Por un lado, el proceso de degradación 
termo-oxidativa provoca rotura de cadenas y por otro 
aumenta los entrecruzamientos, el desplazamiento de la 
Tdt a temperaturas más altas nos indica que prevalece 
la formación de entrecruzamientos frente a la rotura 
de cadenas.     

3.4.- Determinación de pesos moleculares me-
diante GPC

Mediante la cromatografía de permeación de gel 
(GPC), técnica que permite separar los polímeros en 
función de su tamaño se han obtenidos los resultados 
que se muestran en la tabla 4.  Estos resultados po-
nen de manifiesto que el peso molecular promedio en 
número (Mn), que se corresponde con la cantidad de 
cadenas de un número de moléculas de LLDPE con 
una masa definida, se mantiene constante durante 
todo el proceso de degradación.  Por el contrario, el 
peso molecular promedio en peso (Mw), y el peso mo-
lecular promedio en tamaño (Mz), que resulta de la 
distribución de los cuadrados de los pesos moleculares, 
sufren una disminución de los mismos en función de 
los ciclos de procesado. Así mismo, también se observa 
un decrecimiento del grado de dispersión del mismo. 
Estos resultados se corresponden con todo lo que se 
ha comentado referente al comportamiento térmico 
de este polímero. Durante los primeros ciclos la degra-
dación termo-oxidativa es muy leve y prácticamente 
no modifica la estructura, pero a partir del 4º ciclo sí 
que la estructura del polímero se ve perturbada por el 
proceso de degradación que sufre.   

Tabla 3. Resultados de pesos moleculares mediante la 
técnica GPC (x1000)

El peso molecular promedio en peso (Mw) disminuye, 
lo que quiere decir que sus cadenas son más cortas, y 
por tanto se ha producido la escisión de las mismas. 17

Este hecho genera un aumento en el peso molecular 
promedio en número (Mn), ya que se encuentra a pesos 
moleculares menores que el Mw, es decir, hay mayor 
número de moléculas con menor peso molecular. 

Por otro lado, el índice de polidispersión (Mw/Mn), 
muestra la distribución de pesos moleculares mediante 
la relación en peso y número de las moléculas. Esta 
también disminuye, lo que indica que las moléculas 
tienden a ser más similares, con un peso molecular 
más parecido. 18
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4.- CONCLUSIONES 

La caracterización físico-térmica de muestras de 
LLDPE sometidas a distintos ciclos de degradación 
termo-oxidativa pone de manifiesto una evolución en 
el proceso de degradación en dos fases diferenciadas. 

Una primera fase que abarca los primeros ciclos donde 
se consumen los antioxidantes sin provocar degradación 
en el material, ya que prácticamente no modifican ni 
el grado de cristalinidad, ni el peso molecular medio 
en peso, ni el grado de dispersión.

Una segunda fase, a partir del 3er ciclo donde la de-
gradación se muestra de forma más significativa. La 
rotura de las cadenas se acentúa, lo cual se manifiesta 
en una disminución del grado de cristalinidad, del peso 
molecular y del grado de dispersión. Asimismo, también 
se forman algunos entrecruzamientos que afectan a 
la disminución del valor de fluidez y al aumento de la 
densidad.  Este hecho se ve apoyado con el desplaza-
miento del pico de descomposición térmica, observado 
mediante TGA, de las muestras sometida a diez ciclos.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permi-
tirán establecer un marco de referencia de tal manera 
que al tomar una muestra de polímero reciclado y 
analizarlo siguiendo las técnicas descritas, los resulta-
dos de dichos análisis nos mostrarán "el ciclo" al que 
pertenece permitiéndonos esta información optimizar 
su procesado y la calidad del producto final.
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ABSTRACT

There is a clear student demotivation in sciences, 
especially in high school. Because of that, teachers 
use more and more Communication and Information 
Technologies. This work is based on evaluating if the 
use of a mobile application of questionnaires, which 
is called Socrative ®, improves the motivation and the 
results of chemical students. Different questionnaires 
have been carried out in two groups: Socrative group 
(group S) and control group. The latter followed a tra-
ditional methodology. The obtained results suggest 
that the students of group S learned more and faster to 
name and formulate chemical compounds. In addition, 
the potential application of this platform to set them 
some homework has been proved. Finally, the opinion 
of the students about the use of this technology was 
very positive. 

Keywords: Socrative, Chemical formulation, Chem-
ical nomenclature, Communication and Information 
Technologies, Teaching innovation.

RESUMEN

Existe en ciencias una clara desmotivación del alum-
nado, sobre todo en la enseñanza secundaria obliga-
toria.  Debido a ello, los docentes utilizan cada vez 
más recursos TIC (Tecnologías de la Información y 
la Comunicación). Este trabajo de investigación se 
basa en evaluar si el uso de una aplicación móvil de 
cuestionarios (Socrative®) mejora la motivación y los 
resultados de los alumnos en Química. Para ello, se 

llevaron a cabo diferentes cuestionarios en el grupo 
que usaba Socrative (grupo S) y el grupo de control 
(metodología tradicional). Los resultados obtenidos 
evidencian que los alumnos del grupo S aprendieron 
más y más rápido a nombrar y formular compuestos. 
Además, se ha demostrado la potencial aplicación de 
esta plataforma para mandar deberes a casa. Finalmente, 
la opinión del alumnado respecto al uso de este sistema 
en clase fue muy positiva. 

Palabras clave: Socrative; Formulación química; 
Nomenclatura química, Tecnologías de la Información 
y Comunicación; Innovación docente. 

RESUM

Existeix en ciències una clara desmotivació de l’alum-
nat, sobretot en l’ensenyament secundari obligatori. 
A causa d’això, els docents utilitzen cada vegada més 
recursos TIC (Tecnologies de la Informació i la Comu-
nicació). Aquest treball de recerca es basa en avaluar 
si l’ús d’una aplicació mòbil de qüestionaris (Socrati-
ve®) millora la motivació i els resultats dels alumnes 
en Química. Per a això, es van dur a terme diferents 
qüestionaris en el grup que feia servir Socrative (grup 
S) i el grup de control (metodologia tradicional). Els 
resultats obtinguts evidencien que els alumnes del 
grup S van aprendre més i més ràpid a nomenar i for-
mular compostos. A més, s’ha demostrat la potencial 
aplicació d’aquesta plataforma per enviar deures a casa. 
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Finalment, l’opinió de l’alumnat respecte a l’ús d’aquest 
sistema a classe va ser molt positiva.

Paraules clau: Socrative; formulació química; no-
menclatura química, tecnologies de la informació i 
comunicació; innovació docent.

INTRODUCCIÓN

La forma tradicional de enseñar ciencias es que los 
alumnos aprenden de los libros y de lecturas, se reali-
zan actividades no interactivas y su motivación parece 
residir en aprobar exámenes. Esto provoca el principal 
problema asociado a las asignaturas de ciencias: la escasa 
motivación del alumnado. Los profesores de Física y 
Química corroboran que los estudiantes muestran un 
nulo o insuficiente interés hacia su asignatura; además 
de que el mayor fracaso escolar es mayor en esta ma-
teria en comparación con otras asignaturas. Además, 
esta indiferencia por las asignaturas relacionadas con 
la física y la química se ve agravada con los cursos aca-
démicos en la Educación Secundaria Obligatoria (ESO) 
española. Esto puede ser debido al aumento del nivel 
de complejidad de la Física y Química con los niveles 
de enseñanza. Esto parece provocar una situación sin 
solución aparente en la que los alumnos asisten a clase 
de Física y Química desmotivados, no prestan atención 
y, por lo tanto, no aprenden. Esto conlleva a que se 
aburran y aumente su fracaso escolar 1. 

Existen diferentes alternativas metodológicas como 
son el aprendizaje cooperativo, la Enseñanza de las 
Ciencias Basada en la Indagación, discusiones en grupo 
o el uso de las Tecnologías de la Información y Co-
municación, para fomentar la participación activa y 
la motivación de los estudiantes. La motivación de los 
estudiantes es muy importante debido a su relación con 
el éxito escolar. Los logros estudiantiles con alta moti-
vación son mayores que los que tienen una motivación 
media y así sucesivamente. Por lo tanto, es el deber del 
profesorado motivar a los estudiantes en la medida de 
sus posibilidades. Impartir contenidos usando alguna 
TIC puede crear un entorno de trabajo más motivador. 
Además, esto puede conllevar un ambiente activo de 
aprendizaje cuyo centro de aprendizaje sea el alumno 2. 
Finalmente, existen diferentes formas de usar TICs en 
clases de química: por ejemplo, individuales, en grupo 
o usadas por el profesor. 

El uso de TICs en aulas de química puede conllevar 
diversas ventajas como son 3: 

•	 Desarrollo de la competencia digital
•	 Observar diferente fenómenos y procesos, por 

ejemplo, con videos.
•	 Relacionar conocimientos teóricos con prácticos
•	 Conocer su propio aprendizaje

No obstante, el uso de TICs en aula siempre ha sido 
un tema controvertido. No hay dudas de que haciendo 
un buen uso de ellas, se puede aumentar la motivación 
y la interacción de los estudiantes en el aula 4. Por otro 
lado, hay detractores que sugieren que puede provo-

car que los profesores se centren más en el uso de la 
tecnología que en el proceso de enseñanza sobre la 
materia especifica5. 

El uso de las TICs en asignaturas en el campo de la 
química comenzó en los años setenta y ochenta 6, y es 
ahora un campo de constante crecimiento tanto para la 
enseñanza secundaria como para la enseñanza universi-
taria. Se ha comprobado que, por ejemplo, la realización 
de actividades online mediante una plataforma Moodle 
en la asignatura universitaria de Química Analítica me-
joró la participación en el aula, reduciendo el cansancio 
y aumentando la predisposición al aprendizaje activo 
en clase 7. En el campo del estudio de la nomenclatura 
orgánica, un grupo de la Universidad de Otawa (Ca-
nadá) diseñó una nueva plataforma online para ayudar 
al aprendizaje de sus alumnos, donde podían practicar 
muchos ejercicios de nombre-fórmula con retroalimen-
tación instantánea. Además, esta plataforma gratuita 
y bilingüe daba ejemplos de compuestos relacionados 
con la vida cotidiana 8.   Otros autores destacan que las 
tareas interactivas usando TICs en clases de química 
provocaron un aumento de la actividad cognitiva en los 
estudiantes. Además, resaltaron que el uso de TICs en 
el aula afectó positivamente a la actitud de los alumnos 
frente a la asignatura de química 9. Por otro lado, se ha 
señalado que la naturaleza del interfaz de la plataforma 
digital de aprendizaje puede influenciar la exactitud de 
las respuestas de los estudiantes 10. 

Una forma de evaluar el proceso de enseñanza-apren-
dizaje puede ser mediante cuestionarios o exámenes. 
Actualmente, muchos docentes han empezado a utilizar 
Sistemas de Respuesta del Público, también denomi-
nados Audience Response Systems (ARSs) 11. El uso 
de estos sistemas durante las clases ofrece diferentes 
ventajas como: mayor atención en clase, mayor cone-
xión a los temas y una mejora del proceso de retroali-
mentación por parte del profesor 12. Por otro lado, los 
profesores destacan la efectividad de estos sistemas en 
la evaluación y la facilidad en comparar resultados de 
los estudiantes 13. 

Socrative es un tipo de Sistema de Respuesta del 
Público que está atrayendo la atención para ser usado 
en entornos educativos (www.socrative.com). Es una 
aplicación de acceso abierto y totalmente gratuita, que 
se puede usar en móviles, tablets o mediante ordenado-
res. Es fácil de usar, su comienzo es rápido y, además, 
corrige automáticamente las respuestas y recolecta los 
resultados de cuestionarios en tiempo real 14. De esta 
forma, puede aumentar la motivación de los alumnos 
y facilitar la labor docente reduciendo los tiempos de 
elaboración y corrección de cuestionarios. Además, tiene 
otras funciones como realizar juegos o actividades en 
grupo además de la posibilidad de usarlo para realizar 
cuestionarios de ideas previas.  

El uso de Socrative en smartphones (teléfonos inteli-
gentes) está relacionado con el m-learning o aprendizaje 
móvil que defiende la incorporación de los móviles inte-
ligentes solos o combinados con otra TIC para mejorar 
el aprendizaje, integrando dichos dispositivos como un 
elemento docente. Ciertos trabajos de investigación 
realizados por la Organización de las Naciones Unidas 
para la Educación, la Ciencia y la Cultura, UNESCO 
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(2013) 15 revelan que los teléfonos inteligentes pueden 
ser una herramienta útil para ayudar a los profesores a 
emplear eficazmente el tiempo en clase, principalmente 
en tareas de memorización. Esta puesta en servicio de 
los dispositivos móviles permite al alumno entender 
mejor conceptos teóricos y reforzar la competencia 
social mediante las relaciones interpersonales derivadas 
de usar el dispositivo móvil para un juego educativo.

El objetivo principal de este trabajo fue investigar si 
con el uso de una metodología activa basada en el uso 
de una aplicación de cuestionarios mejora el aprendi-
zaje y la motivación de los alumnos de secundaria en 
el campo de la formulación y nomenclatura química. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Materiales
Socrative (www.socrative.com) es una aplicación gratis 

y de acceso abierto, que puede ser usada tanto en móviles 
como en tabletas que usen Android o Ios, además de 
en ordenadores mediante la página web. 

Métodos
Población y muestra

Este estudio se llevó a cabo en la asignatura Física y 
Química de tercer curso de la ESO de un instituto de la 
provincia de Cádiz (España). Un total de 115 alumnos 
y alumnas (NT=115) participaron en este proyecto. Los 
estudiantes se dividen en cuatro grupos A, B, C y D de 
entre 28 y 30 estudiantes. En tres de esos grupos se ha 
utilizado la nueva metodología con Socrative (grupo 
S; NS=87) y siendo el grupo restante el grupo de con-
trol (grupo X; NX=28). La edad de los estudiantes está 
comprendida entre los 14-15 años. Todos los alumnos 
y alumnas del grupo S disponían de conexión estable a 
internet y un dispositivo compatible con la aplicación 
Socrative Student (smartphone o tablet).

Diseño experimental
Para llevar a cabo el estudio se siguieron distintas 

metodologías a la hora de impartir la docencia sobre 
nomenclatura y formulación en Química Inorgánica. 
Concretamente, la parte del temario que se impartió 
fue la de óxidos metálicos, óxidos no metálicos y com-
puestos binarios derivados de los halógenos, en todo 
caso de formulación y nomenclatura inorgánica. La 
metodología utilizada abarca en todo caso dos horas de 
docencia repartidas en dos sesiones de una hora. En el 
grupo de control (grupo X), las sesiones se desarrollan 
aproximadamente de la siguiente forma:

Primera sesión
•	 20 minutos de explicación teórica (metodología 

expositiva) llevada a cabo por el profesor.
•	 20 minutos de ejercicios con puesta en común 

desarrollados en la pizarra.
•	 20 minutos de ejercicios realizados por los estu-

diantes en parejas, a mano y en folios de forma 
tradicional.

Segunda sesión

•	 20 minutos de corrección de los ejercicios de la 
sesión anterior por parte del profesor o profesora.

•	 20 minutos de ejercicios realizados por los estu-
diantes en parejas, a mano y en folios de forma 
tradicional.

•	 20 minutos de corrección de los ejercicios y re-
solución de dudas.

Por el contrario, en el grupo que utiliza Socrative 
(grupo S):

Primera sesión
•	 20 minutos de explicación teórica (metodolo-

gía expositiva) llevada a cabo por el profesor o 
profesora.

•	 20 minutos de ejercicios con puesta en común 
desarrollados en la pizarra y en Socrative. En 
esta etapa se introduce el uso de la aplicación 
al alumnado.

•	 20 minutos de ejercicios realizados por los estu-
diantes en parejas haciendo uso de la aplicación 
Socrative, en dispositivos móviles o tablets. Me-
diante esta parte, mediante el uso del proyector 
de la clase se expone el progreso de los alumnos, 
es decir, cuanto han avanzado en el cuestionario. 
De este modo, el profesor puede ver si alguna 
pareja necesita ayuda adicional. 

Segunda sesión
•	 20 minutos de corrección de los ejercicios de la 

sesión anterior por parte del profesor o profe-
sora usando la aplicación Socrative. Se analizan 
especialmente aquellos compuestos en los que 
los estudiantes cometieron mayor número de 
errores exponiendo los resultados de los alumnos 
en el proyector mediante los porcentajes que se 
obtienen mediante Socrative.

•	 20 minutos de ejercicios realizados por los estu-
diantes en parejas haciendo uso de la aplicación 
Socrative, en dispositivos móviles o tablets. En 
este caso se hace seguimiento instantáneo de las 
estadísticas de los estudiantes en la resolución 
de ejercicios. 

•	 20 minutos de corrección de los ejercicios y re-
solución de dudas usando Socrative.

Finalmente, en ambos grupos se mandaron ejercicios 
a realizar el siguiente fin de semana en casa, bien a 
entregar en papel o a través de Socrative dependiendo 
de si se trata del grupo X o S, respectivamente.

Todos los cuestionarios constaban de 10 cuestiones 
tipo test con tres respuestas, existiendo una única 
respuesta correcta: 5 compuestos a nombrar y 5 com-
puestos a formular. En esta investigación, los estudiantes 
estaban conectados durante toda la sesión a la platafor-
ma Socrative mediante el móvil por parejas. Usaban las 
iniciales de la pareja para que el profesor pueda seguir 
su seguimiento. Este seguimiento puede ser realizado 
en tiempo real. La aplicación permite hacer el segui-
miento por parejas y por preguntas. Los cuestionarios 
fueron elaborados en el modo “cuestionario guiado 
por el estudiante con resultados inmediatos” con el 
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feedback activado. Cuando todos los estudiantes del 
aula han finalizado el cuestionario, el docente recibe 
un resumen de las respuestas, tanto de forma general 
de toda la clase como de casa una de las parejas. De 
este modo, el profesor puede obtener en tiempo real 
cuales son las preguntas con más fallos y así actuar en 
consecuencia. 

RESULTADOS

Influencia del uso de Socrative en cuestionarios 
realizados en el aula

El impacto del uso de Socrative en las aulas mencio-
nadas anteriormente se muestra en la figura 1. La figura 
1 muestra los resultados distribuidos en escalas de co-
nocimiento obtenidos en el primer cuestionario sobre 
formulación y nomenclatura inorgánica realizado con 
Socrative (grupo S) y en el grupo de control (grupo X). 

Figura 1. Porcentaje de alumnos distribuidos en escalas de 
conocimiento del grupo de control y del grupo Socrative 

sobre el primer cuestionario de formulación y 
nomenclatura inorgánica.

Primero, cabe destacar las similitudes en las escalas de 
conocimiento que son extremos (escalón A y escalón E). 
Los porcentajes de alumnos son muy similares es estas 
escalas. Sin embargo, existe una diferencia llamativa 
respecto a las escalas D y B. Existe un aumento del 
porcentaje de alumnos que consiguieron puntuacio-
nes entre 7 y 8.99 en el grupo S, respecto al grupo de 
control. Lo cual ha conllevado una disminución en el 
escalón de conocimiento D (3-4.99 de puntuación). Por 
otro lado, el porcentaje de alumnos con puntuaciones 
menores de 5 son 38.45 % en el grupo S y 47.50 % en 
el grupo X. Esto puede ser indicativo de una mayor 
motivación y concentración de los alumnos al usar 
una herramienta TIC que al usar simplemente papel 
y bolígrafo, lo cual ya ha sido sugerido en otro estudio 
en aulas universitarias 16.

La comparación entre las puntuaciones obtenidas 
distribuidas en escalas de conocimiento entre el primer 
y segundo cuestionario de nomenclatura y formulación 
inorgánica en el grupo S se muestra en la figura 2A. 

Es llamativo la disminución del porcentaje de estudian-
tes de los niveles D y E (puntuaciones menores de 5), 
que han pasado de ser un 38% en el primer cuestionario 

a un 7% en el segundo. Esto ha conllevado una subida 
en el porcentaje de alumnos en los niveles A, B y C; 
especialmente en el nivel B (puntuaciones entre 7 y 8.99). 

Figura 2A . Comparación de los resultados obtenidos 
expresados en escalas de conocimiento por los alumnos 

entre el primer y segundo cuestionario en el grupo 
Socrative.

Este hecho apunta a que los estudiantes han adquirido 
conocimientos después de detectar sus errores en el 
primer cuestionario. Para realizar un mejor análisis de 
estos resultados, se muestra a continuación la figura 2B 
que expone la comparación análoga en el caso del grupo 
de control (grupo X). Los resultados también parecen 
haber mejorado ya que han pasado de un 47% a un 25% 
de puntuaciones por debajo de cinco. Sin embargo, 
comparando este 25% con el 7% del grupo S, parece 
haber una clara diferencia. El porcentaje de alumnos 
con puntuación menor de cinco en el grupo que utiliza 
la aplicación Socrative fue sustancialmente menor que 
en el grupo de control (ejercicios tradicionales). Estos 
resultados van en línea con los obtenidos por Dervan 
en 2014 que indicaron que el uso de Socrative ayudó a 
entender conceptos del curso en clases de tecnología 17.  

Figura 2B. Comparación de los resultados obtenidos 
expresados en escalas de conocimiento por los alumnos 

entre el primer y segundo cuestionario en el grupo de 
control (grupo X).

Para profundizar en estos resultados, se muestra la 
figura 3 donde se pueden observar las variaciones en 
los distintos niveles de conocimiento entre cuestio-
narios para el grupo S y grupo X. Aunque existe una 
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reducción en los niveles E y D (notas inferiores a cinco) 
de ambos grupos, la disminución es más acusada en 
el grupo S. Este hecho apunta que el uso de Socrative 
provoca una mejora en la adquisición de conocimien-
tos sobre formulación y nomenclatura inorgánica. Por 
otro lado, cabe resaltar que el aumento del porcentaje 
de alumnos se produjo sobre todo en el nivel C para 
el grupo X, mientras que para el grupo S se produjo 
mayoritariamente en el B. Los dos grupos mostraron 
un aumento del porcentaje de alumnos en el nivel A 
pero más llamativo en el grupo S. Todos estos hechos 
sugieren que la metodología usando Socrative en el 
aula favorece el aprendizaje de los alumnos de 3º de la 
ESO en formulación y nomenclatura inorgánica. Este 
hecho ya fue señalado en aulas universitarias en clases 
de Química General 18.

Figura 3. Variación del porcentaje de alumnos en los 
distintos niveles de conocimiento entre el cuestionario 1 y 

2 para los grupos S y X. 

Es importante mencionar que la percepción del do-
cente en las aulas con metodología Socrative fue más 
positiva respecto a las actitudes y ambiente de la clase. 
Los alumnos de los grupos S mostraron mayor nivel de 
participación en clase y el clima en el aula era disten-
dido como si "jugaran". Muchos alumnos preguntaron 
cuando volverían a usar la aplicación. 

3.2. Influencia del uso de Socrative para realizar 
deberes en casa. 

Una vez analizados los resultados obtenidos con las 
sesiones diseñadas con y sin Socrative, esta investigación 
se centra en el uso de Socrative para realizar deberes en 
casa en la figura 4. Primero, es importante mencionar 
que el porcentaje de alumnos que realizaron el cues-
tionario sobre formulación y nomenclatura inorgánica 
en casa usando la aplicación Socrative fue del 82.15%, 
mientras que fueron el 57.14% de los alumnos del grupo 
X que debían realizar el mismo ejercicio, pero en pa-
pel. Esta información se obtiene indirectamente de la 
escala N en la figura 4, que es el porcentaje de alumnos 
que no realizaron el cuestionario en casa. Este dato es 
especialmente interesante ya que tanto los alumnos del 
grupo S como los del grupo X mostraban continua-
mente faltas de responsabilidad al no traer los deberes 
realizados a clase. Se percibe entonces un importante 
aumento de participación y motivación al usar esta 

herramienta TIC en casa. Además, el profesor pudo ver 
instantáneamente quien había realizado los deberes. 
Además, esta aplicación permite cerrar la tarea en el 
momento que se desee. Por otro lado, cabe comentar 
que durante este cuestionario los alumnos podían mirar 
los apuntes o el libro de química. La figura 4 muestra 
los resultados obtenidos por los alumnos del grupo 
Socrative y del grupo de control en los cuestionarios 
realizados en casa divididos en escala de conocimien-
to. Los resultados de puntuaciones menores de cinco 
fueron muy similares, aunque hay un mayor número de 
alumnos que llegaron a escalas de conocimiento A y B 
(puntuaciones superiores a 7) en el grupo S. De todos 
modos, al no haber una participación similar estos 
resultados no son fácilmente comparables. 

Figura 4. Porcentaje de alumnos divididos en escalas de 
conocimiento obtenidas en el cuestionario mandado como 

deberes a casa. La escala N significa cuestionario no 
realizado.

3.3. Opinión del alumnado.
Como ya se explicó en el marco metodológico, después 

de finalizar todos los cuestionarios se pasó una encuesta 
de satisfacción a los alumnos que podían puntuar los 
diferentes ítems desde 1 (Totalmente en desacuerdo) 
hasta 4 (Totalmente de acuerdo). A continuación, se 
muestran los resultados obtenidos en la tabla 1. 

Tabla 1. Resultados de la encuesta de satisfacción llevada 
a cabo por los alumnos del grupo S. 

Analizando los resultados y teniendo en cuenta la 
definición de cada ítem visto en el apartado del marco 
metodológico, se pueden extraer varias conclusiones. 
Primero, al 71% de los alumnos la nomenclatura y 
formulación inorgánica les parecía aburrida. El 100% 
de los alumnos calificaron la aplicación como fácil de 
usar, igualmente pensaban que aprendían más al tener 
en el instante que se equivocaban la respuesta correcta. 
Casi un 95% de los alumnos consideraron que les gusta 
usar las tablets o móviles en clase y les gustaría usarlos 
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en otras asignaturas. Sin embargo, no parece haber una 
tendencia especifica en el último ítem que es sobre el 
uso de la aplicación al realizar exámenes en vez de lápiz 
y papel. Los alumnos parecen tener cierta reticencia 
con esto, aunque no al usarlo en clase normalmente 
para su aprendizaje. 

La fiabilidad de la encuesta de satisfacción se deter-
minó mediante el parámetro alfa de Cronbach’s 19. El 
valor del parámetro es 0.84, así que el cuestionario 
puede considerarse como fiable ya que debe estar en-
tre 0.8 y 1 según las recomendaciones de Mallery y 
George (2000) 20.

CONCLUSIONES

Se ha evaluado si el proceso de aprendizaje de un tema 
poco atractivo para el alumnado como es la formulación 
y nomenclatura de química inorgánica mejora al usar 
un recurso TIC, específicamente la aplicación móvil de 
cuestionarios llamada Socrative mediante una meto-
dología reproducible y extrapolable. Se ha conseguido 
obtener resultados concluyentes respecto a que el uso 
de Socrative en el aula ha mejorado las puntuaciones en 
pruebas de nomenclatura y formulación inorgánica en 
los alumnos de tercero de la ESO. Además, se ha con-
seguido trabajar en un ambiente más distendido y con 
mayor participación del alumnado en las clases donde 
se usaba Socrative con relaciones profesor-alumno más 
cercanas.  Por otro lado, se ha demostrado la utilidad de 
esta aplicación para mandar deberes a casa, mostrando 
un mayor nivel de alumnos con las tareas realizadas 
mediante la aplicación que usando el método tradicional 
de papel y lápiz. Finalmente, se ha obtenido de manera 
fiable la opinión de los alumnos respecto al uso de la 
aplicación para poder aplicar esta metodología a otros 
contenidos de la asignatura Física y Química. 
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SUMMARY

SBA-15 was synthesized and functionalized with 
polyaniline (SBA-15 / PA), it was prepared using an-
iline and ammonium persulfate as modifying agent 
and oxidant. The solids obtained were characterized 
by N2 physical adsorption at 77 K, thermogravimetric 
analysis (TGA),  a total acidity and basicity through a 
modified Boehm’s method and the point of zero charge 
pH (pHpzc).  immersion calorimetry and were used as 
adsorbents of phenol, p-chlorophenol (PCF) and p-ni-
trophenol ( PNF) for solutions of 100 mg L-1 . SBA-15 
/ PA presented a surface area of 215,3 m2 g-1 and the 
polyaniline functionalized process was confirmed by 
obtained values in the mass loss. Adsorption in aque-
ous solution of phenolic pollunts improves favorably 
after the polyaniline modification, with adsorption 
capacities between 69, 5 and 128,7 mg g-1. Moreover, 
an enthalpy study of immersion in water, benzene and 
phenol, pcf and pnf solutions of 100 mg L-1 was per-
formed, presenting enthalpic values between -15 and 
-48 J g-1, where is evident a greater interaction of the 
solutions and solvents with the SBA-15. Finally, enthalpy 
of immersion study with the phenols was carried out, 
where a correlation between the energetic values ​​with 
the adsorption capacity and its textural properties.

Keywords: SBA-15, phenol, p-chlorophenol, p-ni-
trophenol, functionalization, adsorption, immersion 
calorimetry.

RESUMEN

Se sintetizó SBA-15 y luego se funcionalizó con 
polianilina (SBA-15/PA), se preparó usando anilina 
y persulfato de amonio como agente modificador y 
oxidante. Los sólidos obtenidos se caracterizaron por 
adsorción física de N2 a 77 K, análisis termogravimétrico 
(TGA), acidez y basicidad total mediante el método 
Boehm modificado, pH en el punto de carga cero, 
calorimetría de inmersión y se usaron como adsorbentes 
en soluciones de 100 mg L-1 de fenol, p-clorofenol (PCF) 
y p-nitrofenol (PNF). La SBA-15/PA presentó un área 
superficial de 215,3 m2 g-1 y los datos obtenidos en la 
pérdida de masa verifican su funcionalización con 
polianilina. La adsorción de los contaminantes fenólicos 
en solución acuosa mejora favorablemente después de la 
modificación de la sílice con polianilina, con capacidades 
de adsorción entre 69,5 y 128,7 mg g-1. Así mismo se 
realizó un estudio de entalpía de inmersión en agua, 
benceno y las soluciones de 100 mg L-1 de fenol, pcf y 
pnf presentándose valores entálpicos entre -15 y -48 
J g-1, donde es evidente una mayor interacción de las 
soluciones y solventes con la SBA-15.  Finalmente se 
correlacionan los valores energéticos con la capacidad 
de adsorción y sus propiedades texturales.

Palabras clave: SBA-15, fenol, p-clorofenol, p-ni-
trofenol, funcionalización, adsorción, calorimetría de 
inmersión.
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RESUM

Es va sintetitzar SBA-15 i després es va funcionalitzar 
amb polianilina (SBA-15/PA). Es va preparar fent servir 
anilina i persulfat d’amoni com a agent modificador i 
oxidant. Els sòlids obtinguts es van caracteritzar per 
adsorció física de N2 a 77 K, anàlisi termogravimètrica 
(TGA), acidesa i basicitat total mitjançant el mètode 
Boehm modificat, pH en el punt de càrrega zero, calo-
rimetria d’immersió i es van usar com adsorbents en 
solucions de 100 mg L-1 de fenol, p-clorofenol (PFC) i 
p-nitrofenol (PNF). La SBA-15/PA va presentar un àrea 
superficial de 215,3 m2g-1 i les dades obtingudes en la 
pèrdua de massa verifiquen la seva funcionalització 
amb polianilina. L’adsorció dels contaminants fenòlics 
en solució aquosa millora favorablement després de la 
modificació de la sílice amb polianilina, amb capacitats 
d’adsorció entre 69,5 i 128,7 mg g-1. Així mateix es va 
realitzar un estudi d’entalpia d’immersió en aigua, 
benzè i les solucions de 100 mg L-1 de fenol, PFC i 
PNF presentant valors entàlpics entre -15 i -48 J g-1, 
on és evident una major interacció de les solucions i 
solvents amb SBA-15. Finalment, es correlacionen els 
valors energètics amb la capacitat d’adsorció i les seves 
propietats texturals.

Paraules clau: SBA-15, fenol, p-clorofenol, p-nitrofe-
nol, funcionalització, adsorció, calorimetria d’immersió

INTRODUCCIÓN

La inadecuada disposición de desechos industriales 
en fuentes hídricas ha incrementado la contaminación 
en los últimos años. El fenol y sus derivados como p-
clorofenol y p-nitrofenol son considerados contaminan-
tes prioritarios en aguas, nocivos para los organismos, 
cuyos efectos en la salud se observan a concentraciones 
muy bajas debido a su alta toxicidad1.

Estos compuestos fenólicos son utilizados en varias 
industrias y pueden formarse como subproductos en la 
degradación de algunos plaguicidas y contaminantes. 
El fenol se emplea en industrias como la química y 
farmacéutica, petroquímica, en fabricación de resinas 
y tintes, fábricas de celulosa y papel entre otras. 2

El p-clorofenol es uno de los compuestos fenólicos 
comunes, sus principales usos son la producción de 
clofibrato, pesticidas y biocidas, fabricación de papel, 
productos farmacéuticos, refinación de petróleo, fa-
bricación de plásticos, resinas, textiles, hierro y acero.3

Los nitrofenoles se catalogan como extremadamente 
tóxicos y cancerígenos para los seres humanos y para 
toda el ecosistema acuático por su difícil biodegrada-
ción, especialmente el 4-nitrofenol que es utilizado en 
la producción de pesticidas, fungicidas, medicamentos, 
pigmentos, petroquímicos, plásticos, cuero, acero y 
productos farmacéuticos.4

Remover el fenol y sus derivados del agua es impor-
tante pues esta es un recurso vital e indispensable para 
todos los ecosistemas y los seres humanos, por lo que 
en los últimos años se han utilizado diferentes tipos 
de métodos de tratamiento químico y físico, como: 

ozonización5, oxidación6, coagulación7, floculación8, 
intercambio iónico9, filtración 10 y adsorción. Esta última 
técnica es económica, eficiente y viable en la eliminación 
de compuestos desde solución acuosa empleando solidos 
porosos con diferentes características.11

La preparación de materiales con matriz de sílice como 
SBA-15 han ido aumentando su importancia debido a 
sus características tales como: estructura mesoporosa 
regular, altas áreas superficiales específicas, estabilidad 
térmica y mecánica, distribución y tamaño de poro 
uniforme, así como también diferentes posibilidades 
de funcionalización que le permiten el uso potencial 
en la remoción de contaminantes orgánicos en solu-
ción acuosa.12

Funcionalizar la sílice permite el incremento de la 
capacidad de adsorción al modificar las condiciones 
en la superficie química y produce un aumento de los 
sitios activos y de la selectividad, además de cambios 
estructurales.13  La polianilina es un polímero conductor 
que ha sido utilizado para modificar las superficies de 
materiales mesoporosos por tener características como 
fácil síntesis y  bajo costo del monómero de anilina.14 

En este trabajo se sintetiza SBA-15 y se funcionaliza 
con polianilina dado a que se ha demostrado que sus 
grupos amino tienen la capacidad de interactuar a 
través de enlaces de hidrógeno e interacciones π-π, 
convirtiéndose en una matriz interesante para crear 
sitios de afinidad con moléculas solubles en agua como 
los fenoles. Los sólidos fueron caracterizados por isoter-
mas de Nitrógeno a 77 K, análisis termogravimétrico y 
calorimetría de inmersión en agua, benceno y soluciones 
de 100 mg L-1 de fenol, p-clorofenol y p-nitrofenol utili-
zados para el proceso de adsorción. Se propone que la 
presencia de la polianilina modifique las propiedades 
texturales y químicas de la SBA-15, mejorando la ad-
sorción de los fenoles desde fase líquida. Por otro lado, 
mediante la determinación de la entalpía de inmersión 
se evalúa la capacidad de adsorción relacionando la 
interacción energética sólido-solución.

MATERIALES Y MÉTODOS

Síntesis SBA-15
La síntesis de SBA-15 se llevó acabo de acuerdo con 

el método reportado por Zhao et al.15 Inicialmente se 
pesan y disuelven 18 g de pluronic 123 y 135 g de agua. 
Se deja en reposo y se agita durante 24 horas. Esta 
solución se lleva a baño de María a 37 ºC, se agrega 
lentamente una solución de HCl y luego 42 mL de TEOS 
(tetraetilortosilicato). Finalmente se deja en agitación 
por 20 horas, se filtra con abundante agua, se seca a 
70 °C por 24 horas y se calcina a 540 °C por 6 horas.  

Modificación de SBA-15
La modificación de la SBA-15 obtenida con polianilina 

se realiza según lo reportado en la literatura por Weng 
et al. 16 Se prepara una solución de 42,9 mL de HCl de 
0,55 M y 1,95 mL de anilina, se agregan 2 g de SBA-15. 
Se agita durante 30 minutos en un baño de agua-hielo 
a 0 ºC, se agrega gota a gota una solución de persulfato 
de amonio (4,45 g APS en 19,5 mL de agua) y se deja 
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en reposo por 3 horas. Posteriormente se filtra y se 
lava tres veces con agua, acetona y solución de ácido 
clorhídrico a 0,55 M. Finalmente se seca a 70 ºC por 
24 horas, el sólido obtenido se denomina SBA-15/PA.

Caracterización textural y química de SBA-15 Y 
SBA-15/PA

El área superficial y volumen de poro se determinan 
pesando aproximadamente 100mg de la muestra y se 
desgasifica a 250 °C durante 24 horas, seguido por 
la fisisorción de N2 a 77 K en un equipo automático 
Autosorb IQ.  Mediante la aplicación de los modelos 
BET se determinan las superficies específicas de las 
muestras.
Análisis de descomposición térmica

Se lleva a cabo en el equipo TG-DTA STA 7200. Ini-
cialmente se pesan 80 mg de la muestra en un crisol de 
alúmina, el cual inicia su calentamiento a una velocidad 
de 10 °C min-1 y un flujo de gas de 100 mL·min-1, hasta 
una temperatura final de 800 °C. Los datos obtenidos 
se analizan como pérdida de peso de la muestra frente 
a la temperatura controlada en atmósfera de Nitrógeno.
Acidez y basicidad total

La acidez y basicidad total se determinan mediante el 
método propuesto por Boehm 17 modificado. Se pone 
en contacto 0,1 g de la muestra con 50 mL de NaOH 
y HCl 0,05 M. Se deja en agitación constante durante 
cinco días. Posteriormente se titulan alícuotas de 10 
mL de las soluciones con ácido o base previamente 
estandarizados con un titulador automático CG 840B 
Schott.
Punto de carga cero

La determinación del punto de carga cero (pH pcc) 
se realizó mediante el método de titulación de masas. 
Se pesan cantidades entre 0,1 y 0,6 g de las muestras 
y se adicionan 10 mL de una solución de NaCl 0,1 
M.  Se dejan en agitación constante durante 48 horas, 
posteriormente se mide el pH de cada solución con un 
pHmetro CG 840B Schott. 
Determinación de la entalpía de inmersión

Se determina las entalpías de inmersión de la SBA-15 y 
SBA-15/PA en benceno, agua y soluciones de 100 mg·L-1 
de cada adsorbato (fenol, PCF y PNF) mediante el uso 
de un microcalorímetro de conducción de calor. Para 
las determinaciones se toma 100 mg de muestra y se 
depositan en una ampolleta de vidrio que se acopla en 
el interior de la celda del equipo. Se colocan 8 mL del 
líquido en una celda de acero inoxidable, se estabiliza 
la temperatura y se comienza el registro térmico por 
medio de una señal de potencial eléctrico de salida de los 
sensores, luego se realiza la inmersión de la muestra en 
el líquido, se registran los cambios térmicos resultantes 
y por último se realiza la calibración eléctrica.
Isotermas de adsorción 

Se pesan 20 mg de los sólidos y se ponen en contac-
to con 40 mL de las respectivas soluciones (fenol, p-
nitrofenol y p-clorofenol que se preparan en un rango 
de concentraciones entre 20 y 150 mg·L-1). Se dejan en 
agitación por 58 horas hasta alcanzar el equilibrio.  Las 
muestras se filtran y se determinan las concentraciones 
de fenol, p-nitrofenol y p-clorofenol en el espectrofotó-
metro uv-vis Milton Roy Co. Spectronic Genesys SN a 
271, 412 y 288 nm respectivamente. Las absorbancias 

obtenidas por espectrofotometria UV-VIS para calcular 
la concentración de equilibrio Ce (mg·L-1) con base en 
una curva de calibración y las cantidades adsorbidas en 
el adsorbente en equilibrio Qe (mg·g-1) son determinadas 
de acuerdo con la ecuación 1.

    (1)

Donde V es el volumen de la solución (L), y W es el 
peso del adsorbente (g).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la Figura 1 se muestran las isotermas de nitrógeno 
a 77 K obtenidas para la SBA-15 y la SBA-15/PA, las 
muestras presentaron isotermas tipo IV(a) de acuer-
do con la clasificación actualizada de la IUPAC 19, su 
comportamiento inicial se adapta a una isoterma de 
tipo II y se atribuye a la adsorción en monocapa, sin 
embargo, a presiones relativas medias para la SBA-15 ( 
p/p°= 0,42) se inicia la condensación capilar y se generan 
bucles de histéresis tipo H1, características asociadas a 
sólidos mesoporosos con canales de poros cilíndricos, 
para el caso de la SBA-15/PA el punto de inflexión de la 
isoterma cambia a un punto más bajo de presión relativa 
( p/p°= 0,32).20 La incorporación de polianilina al sólido 
produce bloqueos en los poros de la sílice y explica la 
disminución en la cantidad de nitrógeno adsorbido, este 
comportamiento se debe a la limitación en la difusión 
de las moléculas de nitrógeno que generan los grupos 
superficiales de la polianilina situados en las aberturas 
de los poros .21 Algunos sólidos no cierran el ciclo de 
histéresis ni aun a presiones bajas, tal como lo describe 
Everett en su trabajo 22 y es un proceso que se conoce 
como histéresis a presiones bajas y se ha observado en 
arcillas, zeolitas y carbones. Este proceso puede tener su 
explicación en la distorsión de la estructura del sólido 
que ocurre con la desorción y por tanto se obtiene un 
cambio en la porosidad del sólido que se estudia. Everett 
y col. 23 generan una explicación termodinámica para 
la histéresis a baja presión, estableciendo que si para un 
sistema sólido-adsorbato en un punto de la adsorción 
se produce un cambio en la estructura que modifique 
el sólido se producirá un valor de desorción diferente 
a la cantidad que se adsorbió cuando el sólido tenía la 
estructura inicial. Para el caso particular de la SBA-15 
un punto común en las curvas adsorción-desorción 
alrededor de la presión relativa de 0,4 y al continuar 
con la desorción a menores presiones se observan can-
tidades desorbidas por debajo de las que se adsorbieron.

Los parámetros texturales área superficial B.E.T., 
volumen de microporo (Vo), volumen de mesoporo (V 
meso), volumen total y diámetro de poro se calcularon 
a partir de los datos experimentales de la isoterma de 
adsorción de N2 y se muestran en la Tabla 1. 

El diámetro de poro de la SBA-15 y SBA-15/PA es de 
6,08 y 5,28 nm respectivamente, mostrando que son 
de característica mesoporosa; los valores de volumen 
de microporo, volumen de mesoporo, volumen total 
y diámetro de poro de la SBA-15/PA se reducen con 
respecto a la SBA-15 después de la modificación. El valor 
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de área superficial para la SBA-15 es de 654,5 m2/g y 
después de la modificación de la superficie el valor se 
reduce a 215,3 m2/g, estos resultados pueden atribuirse a 
la existencia de un bloqueo parcial con polianilina en el 
interior de los poros y superficie externa de la SBA-15. 24

Figura 1. Isotermas de adsorción de nitrógeno a 77 K de 
SBA-15 y SBA-15/PA

Tabla 1. Parámetros texturales de SBA-15 y SBA-15/PA 
determinados a partir de las isotermas de N2 a 77K.

Muestra Área superficial 
BET(m2 g-1)

Vo
(cm3g-1)

V meso 
(cm3g-1)

V total 
(cm3g-1)

Diámetro 
promedio de 

poro (nm)
SBA-15 654,5 0,22 0,61 0,84 6,08

SBA-15/PA 215,3 0,07 0,26 0,33 5,28

Termogravimetrías
El análisis termogravimétrico determina la pérdida 

de masa de los materiales y su campo de estabilidad 
térmica. La Figura 2 permite comparar los termogramas 
de la SBA-15 y su modificación durante el aumento de 
temperatura. La curva a) SBA-15 demuestra que es más 
estable en el proceso térmico que la curva b) SBA-15/
PA, sin embargo esta también puede ser considerada 
térmicamente estable. En la SBA-15 se exhibe una 
primera pérdida de masa del 6,2% que ocurre en un 
rango de temperatura entre 50 ºC y 150 ºC, atribuida 
principalmente a la termodesorción de agua adsorbida 
físicamente en la superficie de la sílice. 25 Por encima 
de 150 ° C se identificó una pérdida de peso pequeña 
que corresponde a la liberación de agua formada a 
partir de la condensación de silanoles y demuestra 
que la SBA-15 posee una buena estabilidad térmica 
gracias a la eliminación del tensioactivo en el proceso 
de calcinación. 26

La SBA-15/PA exhibe una mayor pérdida de peso, esto 
se debe a la eliminación de las cadenas de polianilina 
presentes en la muestra funcionalizada. La primera 
pérdida de masa alrededor de los 100 ºC, se atribuye a la 
degradación de la molécula de agua y ácido clorhídrico 
que están unidas a la polianilina, teniendo una pérdida 
del 8,9% de masa. La segunda pérdida se encuentra en un 
rango de 320 ºC a 700 ºC, donde hay una degradación de 

las cadenas de polianilina tanto en la superficie como en 
el interior de los poros, se observan tres mínimos, los dos 
primeros hacen referencia a la pérdida de un polímero 
de alto peso con un porcentaje de pérdida del 7,6 % y el 
tercer mínimo hace referencia a un polímero de menor 
peso molecular con un porcentaje de pérdida del 6,1.27 

Figura 2. TGA a) SBA-15 y b) SBA-15/PA

Acidez y basicidad total y punto de carga cero
Mediante el uso de la metodología propuesta por 

Boehm se determina el carácter ácido-base de la su-
perficie de las sílices dependiendo de la cantidad de 
sitios ácidos o básicos que esta contenga, en la tabla 
2 se muestran los resultados obtenidos de la acidez, 
basicidad y punto de carga cero para la SBA-15 y SBA-
15/PA.  La SBA-15 presenta un total de grupos ácidos 
de 0,026 meq g -1 y un pH en el punto de carga cero 
de 6,5. De acuerdo con estos valores, la acidez de la 
superficie se relaciona con la desprotonación de los 
silanoles, después de su modificación se evidencia la 
disminución en la cantidad de sitios ácidos a 0,011 meq 
g -1 y en el pHpcc a 3,0 siendo estos valores atribuidos 
a la disminución de grupos silanoles presentes en la 
superficie de SBA-15.  El pH en el punto de carga cero 
de las dos muestras es ácido de tal forma que si los 
sólidos se ponen en contacto con soluciones cuyo pH 
sea menor que el pHpcc, la carga de su superficie será 
en promedio positiva.28 

Tabla 2. Acidez, basicidad y pH en punto de carga cero de 
la SBA-15 y su modificación

Muestra Sitios ácidos (meq g-1) Sitios básicos (meq g-1) pH pcc
SBA-15 0.026 0.010 6,5

SBA-15/PA 0.011 0.006 3,0

Caracterización calorimétrica de SBA-15 y SBA-
15/PA

La entalpía de inmersión es un parámetro termodiná-
mico, que se relaciona con la energía de interacción, y 
que permite su correlación con la estructura del poro 
y la química superficial del sólido. La Tabla 3 muestra 
los valores obtenidos en las determinaciones entálpicas 
de la inmersión de las SBA-15 en agua y benceno, se 
evidencia que todos los procesos son de carácter exotér-
mico y que son mayores las entalpías de inmersión para 
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la SBA-15. Este resultado se debe a la interacción que 
tiene el solvente con los grupos químicos superficiales 
tanto de la SBA-15 como en la SBA-15/PA. 

Las Figuras 3-5 muestran las curvas de potencial eléc-
trico en función del tiempo en el proceso de inmersión 
de la SBA-15 y la SBA-15/PA en benceno, agua y solucio-
nes de 100 mg L-1 de fenol, p-cloro fenol y p-nitro fenol, 
para evaluar la interacción entre la sílice, los solventes 
y las soluciones utilizadas, esta información permite 
establecer la magnitud de la interacción sólido-líquido.

Tabla 3. Entalpías de inmersión de la SBA-15 y su 
modificación en agua y benceno

Muestra -ΔHExp. Agua (J g-1) -ΔHExp. Benceno (J g-1) Factor 
hidrofóbico

SBA-15 31,2 28,1 0,9
SBA-15/PA 20,4 15,1 0,7

Las entalpías de inmersión en benceno y agua son 
de carácter exotérmico, las entalpías en benceno son 
menores con valores de -15,1 y -28,1 J g-1 y mayores 
para la inmersión de los sólidos en agua, porque en 
este solvente se produce una mayor interacción con 
los grupos –OH de la superficie. 

La Figura 3 muestra una comparación entre los ter-
mogramas de la calorimetría de inmersión en agua y 
benceno, se puede evaluar la polaridad de la super-
ficie de las sílices, con base en que la proporción de 
hidrofobicidad e hidrofilicidad de una superficie es 
estimada a partir de la relación de las entalpías de 
inmersión en un líquido no polar y uno polar, como el 
agua y el benceno. De esta manera, como las entalpías 
en agua de la SBA-15 y SBA-15/PA son mayores que 
las entalpías en benceno, las superficies se consideran 
hidrofílicas. Es por ello que el mojado de la superficie 
más la formación de puentes de hidrógeno entre las 
moléculas de agua y los grupos silanoles de la SBA-15 
generan un valor de entalpía mayor de -31,2 J g-1   y al 
reducirse la cantidad de grupos silanoles en la SBA-15/
PA por medio del apantallamiento de las moléculas de 
polianilina localizadas en los sitios polares de la super-
ficie de la sílice disminuyen la entalpía de inmersión 
en agua a -20,4 J g-1.29 

Figura 3.Termograma de inmersión de la SBA-15 y su 
modificación en agua y benceno

Teniendo en cuenta los valores de las Tablas 1 y 2 se 
puede observar una relación directa entre la entalpía de 
inmersión en benceno y el área superficial de las sílices, 
este proceso refleja las interacciones no específicas 
entre el sólido y el líquido, siendo mayor el valor de 
la entalpía de inmersión de la SBA-15, dado que al 
presentar un espacio más amplio para el ingreso de las 
moléculas se genera mayor interacción del adsorbato 
con la estructura porosa. El valor de la entalpía de 
inmersión para la SBA-15/PA decrece a -15.1 J g-1, esto 
demuestra que existe un bloqueo en la porosidad por 
la fijación de los grupos funcionales en la superficie.30 
coincidiendo con los valores de factor hidrofóbico, 
fh en la tabla 3 que se obtienen de la relación entre 
la entalpía de inmersión de la muestra en  benceno 
y el respectivo valor de la entalpía de inmersión en 
agua. De esta forma a medida que aumenta el factor 
hidrofóbico la entalpía de inmersión en benceno también 
aumenta. Otra de las características de las sílices que 
puede relacionarse es el pH en el punto de carga cero, 
pH pcc, que establece la carga de la superficie de los 
materiales, y se relaciona con la química superficial, 
que a su vez afecta las interacciones energéticas que 
se presentan entre el sólido y el líquido de inmersión; 
por esto corresponde con la entalpía de inmersión en 
benceno y se obtiene un comportamiento lineal, a 
medida que aumenta el valor de la entalpía de inmersión 
el pH en el punto de carga cero también lo hace, siendo 
28,1 Jg-1  el valor de la entalpia de inmersión de la SBA-
15 y el pH pcc 6,5 y para la SBA-15/PA decrece a 15,1 
Jg-1 también lo hace su pH pcc a 3,0.

El grado y la naturaleza de la interacción en la interfase 
sólido-líquido en procesos como la adsorción, puede 
ser determinada por medio de la entalpía de inmersión, 
debido a que para algunas moléculas que se encuentran 
en solución, su valor puede variar según las interacciones 
específicas entre el líquido de inmersión y la superficie 
del sólido.

Figura 4.Termogramas de inmersión de la SBA-15 en 
soluciones de 100 mg L-1  de fenol, p-nitrofenol y p-clorofe-

nol.

Las entalpías de inmersión de la SBA-15 en soluciones 
de 100 mg L-1 de fenol, p-clorofenol y p-nitrofenol se 
muestran en la Tabla 4 y se encuentran en un rango 
de -38,5 y -48 J g-1, siendo mayores que las de SBA-15/
PA con valores entre -18,5 y -31,7 J g-1. Las Figuras 4 
y 5 muestran que el efecto térmico obtenido entre las 
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soluciones y la SBA-15 es mayor, y corresponde a la 
suma de varias interacciones como el mojado de la 
superficie del sólido por el solvente, la interacción del 
solvente (agua) con los grupos silanoles de la superficie 
y la interacción de los solutos con los grupos silanoles 
de la superficie.

Figura 5. Termogramas de inmersión de la SBA-15/PA en 
soluciones de 100 mg L-1 de fenol, p-nitrofenol y 

p-clorofenol.

En la SBA-15/PA se presenta un efecto térmico menor 
en comparación de la SBA-15, correlacionado con un 
efecto endotérmico que se calcula por medio de la 
ley de Hess con la entalpia en solución y también en 
agua, dado que la entalpia de interacción da positiva 
afecta la entalpía global, en este caso el acceso de las 
moléculas de los adsorbatos en solución a la superficie 
se logra mediante un consumo energético que debe 
obtener del sistema general para que la interacción 
adsorbato-adsorbente pueda ocurrir, algunos autores31 
atribuyen dicho efecto al desplazamiento de moléculas 
de agua de la superficie. Sin embargo, sigue exhibiendo 
una entalpía exotérmica asociada con la sumatoria de 
los procesos de las interacciones entre la solución y la 
superficie del sólido. 32 

Tabla 4. Entalpías de inmersión de SBA-15 y SBA-15/PA 
en soluciones de 100 mg L-1   de fenol, p-nitrofenol y 

p-clorofenol y cantidad adsorbida (Qe)

-ΔHExp. 
Solución 

Fenol (J g-1)

Qe
(mg g-1 )

-ΔHExp. 
Solución 

p-nitrofenol
 (J g-1)

Qe
(mg g-1 )

-ΔHExp. 
Solución 

p-clorofenol
 (J g-1)

Qe
(mg g-1 )

SBA-15 41,0 73,6 38,5 68,2      48,0 64,7
SBA-15/

PA 18,5 128,7 33,7 69, 5      24,2 79,4

Determinación de isotermas de adsorción desde 
solución acuosa

La eficacia de los adsorbentes se evalúa mediante la 
adsorción de equilibrio (Qe) de fenol, p-clorofenol y 
p-nitrofenol en función de la concentración de equi-
librio (Ce).

Las isotermas de los fenoles en SBA-15 y SBA-15/PA se 
muestran en las Figuras 6 y 7.  En la Tabla 4 se observa 
que el orden de adsorción en términos de la cantidad 
adsorbida (mg g-1) es mayor en la SBA-15/PA (128,7, 79,4 
y 69,5 mg g-1 para fenol, PCF y PNF respectivamente) que 

en la SBA-15 (73,6, 68,2 y 64,7 mg g-1 para fenol, PNF y 
PCF respectivamente) y una relación en la disminución 
de las entalpías de inmersión en la SBA-15 modificada 
con polianilina a medida que aumenta la capacidad de 
adsorción como lo muestra la figura 8 puesto que al 
funcionalizar la superficie disminuye el contenido de 
OH, disminuyendo los valores de entalpía y aumen-
tando la capacidad de adsorción a causa de  mayores 
interacciones con el soluto. El mecanismo de adsorción 
de contaminantes orgánicos en materiales inorgánicos 
generalmente son dados por interacciones electrostáti-
cas, intercambio iónico, interacción ion-dipolo, puentes 
de hidrógeno, complejos donador-aceptor de electrones 
e interacciones hidrofóbicas. 33

Figura 6. Isotermas en soluciones de 100 mg L-1 de fenol, 
p-clorofenol y p-nitrofenol sobre SBA-15

Figura 7. Isotermas en soluciones de 100 mg L-1 de fenol, 
p-clorofenol y p-nitrofenol sobre SBA-15/PA

La mayor capacidad de adsorción en la sílice funcio-
nalizada puede explicarse debido a la hidrofobicidad 
creada por los monómeros de la polianilina, al tener 
electrones libres genera una mayor interacción con 
los fenoles adsorbidos, además los grupos amino de la 
polianilina pueden interactuar con los grupos hidroxilo 
y nitro de los fenoles a través de enlaces de hidrógeno. 
En el caso del fenol y PCF con mayores capacidades de 
adsorción puede corresponder a su característica de ser 
ácidos débiles por lo que tienen interacciones ácidas y 
alcalinas con los grupos amino de la polianilina. En el 
caso del PNF la adsorción en las dos sílices tiene una 
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variación mínima puesto que sus interacciones son 
similares, lo cual se corrobora con los valores obtenidos 
para la entalpía de inmersión. 34  

Figura 8. Entalpías de inmersión de la SBA-15 y SBA-15/
PA en soluciones acuosas de 100 mgL-1 de fenol, PNF y 

PCF en función de la cantidad adsorbida

CONCLUSIONES

Se modifica la SBA-15 con polianilina presentando 
diferentes características texturales, como la disminu-
ción del área superficial BET de 654,5 a 215,3 m2g-1 para 
la SBA-15 y SBA-15/PA respectivamente, sin embargo 
los sólidos anteriores presentaron el mismo tipo de 
isoterma tipo IV(a). Los resultados termogravimétricos 
muestran la degradación de las cadenas de polianilina 
tanto en la superficie como en el interior de los poros 
de la SBA-15/PA. La caracterización entálpica de las 
SBA-15 y SBA-15/PA en benceno muestra un aumen-
to en los valores de la entalpía de inmersión con el 
aumento en los valores del área superficial BET y el 
pH en el punto de carga cero. El fenol y p-clorofenol 
presentan mayores valores de adsorción y menores en 
las entalpías de inmersión en la SBA-15/PA, en tanto 
que el p-nitrofenol se adsorbe y tiene valores entálpicos 
casi en la misma cantidad en las dos sílices.	
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ABSTRACT

Organophosphates, carbamates (OP/Cs), and 
pyrethroids are among the most commonly used pes-
ticides worldwide. These pesticides are highly toxic to 
insects but also other animals, including humans. The 
increasing public concern in recent years about pos-
sible health risks due to pesticide residues has deeply 
modified the strategies for crop protection. This study 
was conducted to assess ELISA as a rapid, economical, 
and safe analytical procedure as an alternative prior to 
chromatographic techniques for monitoring the residues 
of the target pesticides in horticultural crops. The study 
fulfilled its purpose. With the use of ELISA, more sam-
ples (higher than 50%) were quantified with OP/Cs, and 
pyrethroid residues compared to the chromatography 
techniques that mostly detected them. The developed 
ELISA exhibited accuracy (114% recovery with a 3% 
coefficient of variation for OP/Cs and 115% recovery 
with a 4.0% coefficient of variation for pyrethroids) and 
they are ideally suited as a fast, high-throughput, and 
low-cost (around 100 times lower) screening test for 
OP/C and pyrethroids residue prior to chromatogra-
phic analysis. Lineal relationships (slope 1.0089 with 
R2 0.9983 for carbaryl [OP], and slope 1.1088 with R2 
0.9986 for cypermethrin) between the quantified values 
obtained by the chromatographic technics with the 
ELISA test values were observed.

Keyword: organophosphate, carbamate, pyrethroid, 
ELISA

RESUMEN

Organofosforados, carbamatos (OP/Cs) y piretroides se 
encuentran entre los plaguicidas más utilizados en todo 
el mundo. Estos plaguicidas son muy tóxicos para los 
insectos, pero también para otros animales, incluidos 
humanos. La creciente preocupación en los últimos 
años por los posibles riesgos para la salud debido a 
residuos de plaguicidas ha modificado profundamente 
las estrategias de protección de los cultivos. El estudio 
evalúa a ELISA como alternativa analítica rápida, eco-
nómica y segura frente a técnicas cromatográficas para 
la monitorización de residuos de plaguicidas en cultivos 
hortícolas. El estudio cumplió su objetivo. Con el uso de 
ELISA, se cuantificaron más muestras (50% mayor) con 
residuos de OP/Cs, y piretroides en comparación con 
las técnicas cromatográficas que mayoritariamente los 
detectaron. ELISA desarrollado mostró precisión (114% 
de recuperación y 3% coeficiente de variación para los 
OP/Cs y 115% de recuperación con 4,0% coeficiente de 
variación por piretroides) y es ideal como prueba de 
control rápida, de alto rendimiento y bajo coste (100 
veces menor) para los residuos de OP / Cs y piretroides 
frente al análisis cromatográfico.

Se observaron relaciones lineales (pendiente 1,0089; 
R2 0,9983 por carbarilo [OP], y pendiente 1,1088; R2 
0,9986 por cipermetrín entre valores cuantificados 
por las técnicas cromatográficas con los valores de la 
prueba ELISA.

mailto:edelbis86@gmail.com
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Palabras clave: Organofosforado, carbamato, pire-
troides, ELISA

RESUM

Organofosforats, carbamats (OP / Cs) i piretroides es 
troben entre els plaguicides més utilitzats a tot el món. 
Aquests plaguicides són molt tòxics per als insectes, 
però també per a altres animals, inclosos humans. La 
creixent preocupació en els últims anys pels possibles 
riscos per a la salut a causa de residus de plaguicides 
ha modificat profundament les estratègies de protecció 
dels cultius. L’estudi avalua l’ELISA com a alternativa 
analítica ràpida, econòmica i segura davant tècniques 
cromatogràfiques per al monitoratge de residus de 
plaguicides en cultius hortícoles. L’estudi va complir 
el seu objectiu. Amb l’ús d’ELISA, es van quantificar 
més mostres (50% més gran) amb residus d’OP / Cs, i 
piretroides en comparació a les tècniques cromatogrà-
fiques que majoritàriament els van detectar. L’ELISA 
desenvolupat va mostrar precisió (114% de recuperació i 
3% coeficient de variació per als OP / Cs i 115% de recu-
peració amb 4,0% coeficient de variació per piretroides) 
i és ideal com a prova de control ràpida, d’alt rendiment 
i baix cost (100 vegades menor) per als residus d’OP 
/ Cs i piretroides enfront de l’anàlisi cromatogràfica. 
Es van observar relacions lineals (pendent 1,0089; R2 
0,9983 per carbaril [OP], i pendent 1,1088; R2 0,9986 per 
cipermetrín entre valors quantificats per les tècniques 
cromatogràfiques amb els valors de la prova ELISA.

Paraules clau: Organofosforat, carbamat, piretroides, 
ELISA

INTRODUCTION

Fruit and vegetables can be carriers of pesticide res-
idues if they are treated with pesticides. To lower the 
residue good agricultural practices and respecting the 
ALARA principle are recommended. Pesticide applica-
tors should take care of insecticides with action on the 
central nervous system (organophosphates, carbamates, 
pyrethroids, among others) 1,2. Organophosphates, 
carbamates (OP/Cs), and pyrethroids are among the 
most commonly used pesticides worldwide due to 
their broad biological activity and low bioaccumula-
tion potential 3. However, these pesticides are toxic 
not only to insects but also to other animals, such as 
amphibians, birds, and mammals, including humans. 
Some of this pesticide affects the human nerve impulse 
transmission-inducing neurologic toxicity, the chronic 
neurodevelopmental disorder, possible dysfunction of 
the immune, reproductive, and endocrine system or 
cancer 3–5. 

Exposure to OP/Cs and pyrethroids can occur through 
the ingestion of contaminated food or water, contact 
with skin, and inhalation. Symptoms of exposure in-
clude headache; dizziness; nausea; increased nasal, 
ocular, and bronchial secretions; vomiting, and others. 
The increasing public concern in recent years about 

possible health risks due to pesticide residues in food 
has deeply modified the strategy for crop protection, 
with emphasis on food quality and safety. The wides-
pread concern for the health of society led to the strict 
regulation of maximum limits for pesticide residues in 
food commodities, potable and drinking water, soil, 
and general environmental media 3,5,6.

Cuba is not an exception to the use of OP, CPs, and 
pyrethroids, being these the families of insecticides 
more used in the control of plagues and diseases 7,8. 
As a result, some journalists reported and the public 
expressed concerns about possible health risks due to 
pesticide residues, mainly in fresh crops (e.g. vegeta-
bles: tomato, sweet pepper, and cucumber). Since that, 
the government, together with the phytosanitary and 
human sanitary department, started to search for an 
analytical procedure to control and monitor pesticide 
residues 9,10.

Over the years, technicians and researchers have relied 
on several analytical methods, such as gas chromato-
graphy (GC) and liquid chromatography (LC) for the 
detection, separation, and quantification of pesticide 
residues in different matrices 3. However, it is not always 
convenient to use such detection tools due to their high 
cost, expensive instruments, long analysis duration, 
complex sample pretreatment, and the requirement of 
skilled labor 11. A group of authors (Dhull et al., 2014; 
Ge et al., 2014; Wang et al., 2014 and Xu et al., 2014) 
cited by Kumar 5, declare that fortunately, the need for 
simplified and portable detection techniques can be 
met through the use of biosensors, immunosensors, 
chemosensors, or electrochemical sensors. 

The enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) has 
taken on new importance for pesticide analysis over 
the past decades 3. ELISA is commonly used for the 
detection of pesticides, biological toxins, pathogen, and 
drug residues 11. Sassolas et al., 2012 cited by Kumar5, 
also mention that ELISA techniques offer remarkable 
advantages over chromatographic techniques. ELISA 
has been proved to be a low cost, sensitive tool suitable 
for high throughput analysis, which has been extensively 
designed to monitor food contamination 12, mainly 
in terms of fast response, specificity, low detection 
limits, and most attractively, cost-effectiveness 5,13. 
ELISA allows us to easily automate the analysis of a 
massive number of samples and does not require time-
consuming procedures and sophisticated equipment. 
Watanabe 14, refers to its applicability as an analytical 
method for a simple and quick inspection of pesticide 
residues in agricultural products before shipment, and 
Yan 15 emphasizes its benefits to protect ecosystems and 
prevent diseases. Moreover, the colorimetric detection 
of enzyme activity of immune reagents makes this assay 
highly sensitive 16. 

The enzyme inhibition-based colorimetric detec-
tion of OP/Cs in pesticides has not been popularized 
until recently 17,18. A colorimetric approach is ideal 
for consumers, as it is more visual and intuitive than 
chromatographic or spectroscopic methods. The color 
of sample solutions can be observed with the naked 
eye for qualitative determination or analyzed through 
digital images for quantification 19. On the other hand, 
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the magnetic enzyme-linked immunosorbent assay 
has attracted interest 11. Sullivan et al., 2007 cited by 
Kumar 5, show the feasibility of detecting chlorpyrifos 
using a commercial magnetic particle-based ELISA kit. 

Taking into account that there is no previous history 
in Cuba of using the ELISA test to monitor and control 
pesticide residues, the results obtained in this study 
could serve as a basis for the integration of ELISA 
in pesticide residue monitoring procedures in Cuba. 
The study

intends to evaluate the suitability (rapid, low cost, 
easy and safe analytical procedure) of the ELISA te-
chnique (Abraxis ELISA kits) for the monitoring and 
control of residues of organophosphates, carbamates, 
and pyrethroids insecticides in vegetables locally grown 
in Cuba, prior to chromatographic techniques (gas 
chromatography or liquid chromatography).

MATERIAL AND METHODS

2.1 Sample collection
Thirty-four samples from three agricultural areas in 

Sancti Spíritus (Banao, Cabaiguán, and La Quinta) were 
collected during March 2019. The samples consisted 
of tomatoes (19), cucumber (5), and sweet pepper (10). 
Samples were blended and centrifuged at 10 000 rpm for 
5 min. The subsample volume for the ELISA assay was 
taken from the clear upper layer, as well as a subsample 
for analysis with gas chromatography with Electron 
Capture Detector (GC-ECD) for the pyrethroids and 
ultra-performance liquid chromatography-tandem 
mass spectrometer (UPLC-MS/MS) for the OP/Cs. 
The ELISA tests were performed two days after collec-
tion in the Laboratories of the Centre for Energy and 
Industrial Process Studies of the University of Sancti 
Spíritus, Cuba. Subsamples to be analyzed with the 
chromatographic technique were kept frozen at -20 
ºC until analysis in the Laboratory of Crop Protection 
Chemistry of Ghent University. 

2.2 Materials and instruments 
The analytical chromatography grade OP/Cs and 

pyrethroid standards were purchased from Sigma-Aldrich 
(Belgium). Sigma–Aldrich also supplied sodium hydro-
gencitrate sesquihydrate (C6H6Na2O7 ½H2O) 99 %, sodium 
chloride (NaCl) > 99 %, sodium citrate tribasic dihydrate 
(C6H5Na3O7 2H2O) > 99 %, and the highest analytical pu-
rity pesticides standards needed in the study. Magnesium 
sulfate anhydrous (MgSO4) came from Merck (Belgium).  
HPLC grade acetonitrile (ACN) was supplied by VWR 
(BDH PROLABO, Belgium) and n-hexane > 99 % assay 
was obtained from Chem-Lab (Belgium).   

2.3 ELISA
Abraxis Life TechnologiesTM provides field and lab-

based ELISA testing kits for several pesticides tested in 
various matrices listed in the National Environmental 
Methods Index. Numerous articles prove the utility 
of Abraxis pesticide kits, especially for the analysis of 
glyphosate 20–23. For OP/C, a colorimetric assay ELISA 
screen kit (Microtiter Plate: 96 Test) was purchased. The 

analysis of pyrethroid was performed using the Abraxis 
Pyrethroid Assay kit (paramagnetic particles attached 
with antibodies specific to pyrethroids) (100 Tests). The 
analysis was developed following the corresponding 
procedure explained in each test kit. Each procedure 
provides a table with the respective detection limits of 
some OP/C and pyrethroids. A Vortex-Genie 2 (VWR 
International; Edmonton) was used and a magnetic 
separator rack was supplied by Abraxis. The final reading 
was performed with a spectrophotometer (Rayleigh 
VIS723G, China) at 405 and 450 nm. 

2.5 ELISA control
Four-point calibration curves (0.75, 2.5, 5.0 and 15 µg 

l-1) were used. The average values (3 determinations) 
of each permethrin (pyrethroid) calibration sample in 
water (control) and the matrices were tested (tomato; 
cucumber and sweet pepper). A midrange standard 
(positive control: 3.0 µg l-1) was developed to check the 
accuracy of the curve. The Abraxis Pyrethroid Assay 
has an estimated minimum detectable concentration, 
based on a 90% B/Bo of 0.75 µg l-1 (for permethrin), 
which was more than adequate according to the level 
expected in the fresh produce (10.0 µg l-1). In the end, 
a statistical correspondence between the calibration 
curves of the studied matrices and the water control 
curve will be evaluated. The slopes of the calibration 
curves of the matrices must be between the confidence 
limits (upper and lower) of the slope of the control 
curve, for n-2 degrees of freedom and a probability of 
95 %. The correspondence between the mean values, the 
coefficient of variation, and the recovery of the positive 
control in each calibration curve will be also evaluated.

The estimated minimum limit of detection based 
on a 20 % inhibition of the color developed for OP/C 
in 50% methanol is 0.3 µg l-1 for azinphos-methyl. For 
the positive control, in the food safety assessments, 
diazinon at 5.0 µg l-1 was used. When samples showed a 
percent inhibition lower than 20%, they were regarded as 
negative, and vice versa. With the relation between the 
absorbance values obtained for the negative control and 
the positive control, a linear calculation was performed 
to predict the OP/C values of the analyzed samples. As 
the OP/C ELISA test is a semi-quantitative method, the 
positive samples were analyzed by chromatography 
to quantify and confirm the pyrethroids and OP/Cs 
concentration concentrations obtained in the ELISA 
tests. The accuracy of ELISA results developed for OP/C 
will be evaluated through the correspondence (average 
concentration, recovery, standard deviation, coefficient 
of variation) between the value of positive ELISA control 
in the matrices concerning the concentration used 
(diazinon at 5.0 µg l-1).

2.4 Comparative analysis 
The QuEChERS method was used as a simple analyti-

cal extraction method for the detection of multiple 
pesticide residues in fruit, vegetables, and other matrices 
24. Besides, tomato, sweet pepper, and cucumber blank 
samples were spiked at 15 µg l-1 of permethrin and 5 
µg l-1 diazinon (positive controls of the Abraxis kits) 
to confirm the kit performance. Extracts were analy-
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zed by GC–ECD using Agilent Technologies 6890N, 
and a Waters ACQUITY UPLC-MS/MS. A detailed 
description of the analytical method and equipment 
conditions is described below. 

A detailed description of the analytical method
Ten grams of vegetables of a homogenous made sample 

were weighed in standard centrifuge tubes (50 ml), 
and then 15 ml of acetonitrile (ACN) was added and 
shaken. The following salts were added to each sample 
to remove co-extracted contaminants: 1.5 g NaCl, 1.5 g 
C6H5Na3O7 2H2O, 0.750 g C6H6Na2O7 1/2H2O, and 
6.0 g MgSO4. Samples were mixed and then separated 
shaking for 5 minutes by 300 rpm and centrifuged 5 
min at 10 000 rpm. The solvent exchange is different 
for the LC-MS/MS and GC-ECD samples. For the LC-
MS/MS samples 1 ml of the upper layer was sampled 
and added to a volumetric flask of 10 ml. 9 ml Milli-Q 
water was added to obtain a total volume of 10 ml. A 
subsample of +/- 1.5 ml was pipetted in an LC-MS/
MS vial.  For the GC-ECD samples, 5 ml of the upper 
layer was sampled to an evaporation bowl. The solvent 
(ACN) was evaporated in the Rotary evaporator and 
5 ml of n-hexane was added to the bowls to recover 
the analyte. A subsample of +/- 1.5 ml was pipetted in 
a GC-ECD vial.

Ultra-performance liquid chromatography ope-
rating conditions

A Waters ACQUITY UPLC™, equipped with a qua-
ternary pump and triple quadruple system with elec-
trospray ionization (Waters Xevo® TQD) to perform 
sample analyses was used. The separation column, an 
Acquity UPLC BEH C18, 130Å (1.7 µm 2.1 mm 50 mm) 
was kept at 40°C. 10 µl per sample was automatically 
injected. The mobile phase components were (A) Milli-
Q water with 0.1 % formic acid and (B) ACN with 0.1 % 
formic acid. A flow rate of 0.4 mL min-1 of 98 % mobile 
phase A for 0.25 min was used as a gradient set. From 
0.25 min to 7 min, a linear gradient was used to 98 % 
mobile phase B, held for 1 min. Then a linear gradient 
was used to 98 % mobile phase A and held for 1 min. 
The capillary needle was maintained at +2 kV, curtain 
gas (N2) at 7 bars, and temperature 500 °C. The AIs 
were monitored and quantified using multiple reactions 
monitoring (MRM). Two different m/z transitions were 
selected for each analyte. The MS/MS-transitions, 
ionization mode, cone voltage, and collision energy 
are given in table 1.

Gas chromatography with electron capture 
detection

An Agilent Technologies 6890N gas chromatograph 
equipped with an Agilent Technologies 7683 Series 
autosampler injector, coupled to an electron capture 
detector (GC-ECD) was used. Separation was performed 
on a HP-5MS (5 % phenyl methyl siloxane) capillary 
column (30 m 0.25 mm 0.25 μm). As operating condi-
tions, the column was initially set at a temperature of 
60 °C and then the oven temperature was increased at 
a rate of 20 °C min-1 to 150 °C. Furthermore, it was 
increased at a rate of 15 °C min-1 to 250 °C, held for 

2 min at 250 °C, followed by an increase at a rate of 
30 °C min-1 to 270 °C and held constant for 10 min 
at 270 °C. Thereafter, it was increased at a rate of 30 
°C min-1 to 280 °C and finally, it was held at 280 °C 
for 11 min. Injector and detector temperatures were 
maintained at 200 °C and 250 °C, respectively. Helium 
was used as a carrier gas at a flow rate of 1.1 mL min-1 
and the injections were made in the split mode with a 
split ratio of 52.7:1.

Table 1 MS/MS-transitions, ionization mode, cone voltage, 
and collision energy of the active ingredients tested

Pesticide Pesticide 
ion (m/z)

Fragment 
ion  (m/z)

Ionization 
mode (/)

Cone 
voltage 

(eV)

Collision 
energy 

(eV)

Residence 
time (ms)

methomyl 163 88 ES+ 20 10 0.017
163 106 ES+ 20 10 0.017

acephate 184.1 125.1 ES+ 11 18 0.052
184.1 143 ES+ 11 8 0.052

pyrimethanil 200 82 ES+ 45 24 0.015
200 107 ES+ 45 24 0.015

methiocarb 226 121 ES+ 22 22 0.015
226 169 ES+ 22 10 0.015

pirimicarb 239.1 72 ES+ 28 72 0.017
239.1 182.1 ES+ 28 15 0.017

fenpropimorph 304.2 57.2 ES+ 50 30 0.015
304.2 147.2 ES+ 50 28 0.015

thiodicarb 355 87.9 ES+ 20 16 0.015
355 107.9 ES+ 20 16 0.015

prochloraz 376 70.1 ES+ 16 34 0.015
376 307.1 ES+ 16 16 0.015

difenoconazole 406 111.1 ES+ 40 60 0.015
406 251.1 ES+ 40 25 0.015

carbaryl 202 117 ES+ 22 28 0.08
202 145 ES+ 22 22 0.08

ametryn 228.1 68.1 ES+ 32 36 0.013
228.1 186.1 ES+ 32 18 0.013

thiametoxam 292 132 ES+ 22 22 0.038
292 211.2 ES+ 22 12 0.038

malathion 331 99 ES+ 20 24 0.013
331 127 ES+ 20 12 0.013

dimethomorph 388.1 165 ES+ 35 30 0.013
388.1 300.9 ES+ 35 20 0.013

dimethoate 230.1 125 ES+ 18 20 0.012
230.1 199 ES+ 18 10 0.012

metalaxyl 280.1 192.1 ES+ 20 17 0.012
280.1 220.1 ES+ 20 13 0.012

tebuconazole 308 70.1 ES+ 40 22 0.015
308 125 ES+ 40 40 0.015

chlorpyrifos 349.9 97 ES+ 30 32 0.037
349.9 198 ES+ 30 20 0.037

azoxystrobin 404 329 ES+ 22 30 0.015
404 372 ES+ 22 15 0.015

carbendazim 192.1 132.1 ES+ 27 28 0.08
192.1 16.1 ES+ 27 18 0.08

imidacloprid 256.1 175.1 ES+ 34 20 0.038
256.1 209.1 ES+ 34 15 0.038

parathion 291.9 110 ES+ 30 33 0.017
291.9 236 ES+ 30 14 0.017

diazinon 305 96 ES+ 31 35 0.017
305 169 ES+ 31 22 0.017

propiconazole 342 69 ES+ 40 22 0.017
342 159 ES+ 40 34 0.017

profenofos 372.9 127.9 ES+ 36 40 0.017
372.9 302.6 ES+ 36 20 0.017

methamido-
phos

142 93.9 ES+ 28 13 0.163

142 124.9 ES+ 28 13 0.163
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Figure 1 Calibration curves in water and matrixes of the study performed during the ELISA kit pyrethroid test 

Figure 2 GC-ECD Chromatograms from tomato, sweet pepper, and cucumber spiked at 15.0 ppb of permethrin (retention 
times of the isomers 20.8 and 21.1 minutes).  
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RESULTS AND DISCUSSION

3.1 ELISA test for pyrethroids
Figure 1 shows the calibration curves for permethrin 

developed in water (control) and in the tested matrices 
(tomato; cucumber and sweet pepper) using the pyre-
throid ELISA kit. As the kit method recommends, clean 
vegetable juices dilutions (1:1 in methanol) to be used 
as reference instead of clear water for the spectropho-
tometric measurements. 

A statistical correspondence between the calibration 
curves from the matrixes and the control curve in water 
was found. The slope from the pepper, cucumber, and 
tomato calibration curves was between the confidence 
limits (upper: -0.12311 and lower: -0.17749) of the con-
trol slope curve, for n-2 degrees of freedom to the desired 
probability of 95 %. Good statistical correspondence 
was also confirmed when the average values obtained 
(3.46 µg l-1) from the positive control evaluated (3.0 µg 
l-1) in each calibration curve (n=4) showed a 4.0 % of 
the coefficient of variation and a 115 % of the recovery. 
Xu 23, also studied four ELISA kits brands to analyze 
organophosphates, carbamates, and pyrethroids. Their 
best results were obtained with the kits provided by 
Abraxis, with recovery percentage and coefficient of 
variation very similar to the values obtained in the 
present study. Figure 1 shows the percentages of inhibi-
tion of absorbance with respect to the negative control 
from 0.75 to 15.0 µg l-1 of permethrin in the evaluated 
matrixes. Based on those results, calibration curves 
from each matrix were used for the calculation of the 
corresponding concentration in the evaluated samples. 

3.2 Comparison of results from ELISA with GC-
ECD and UPLC–MS/MS 

The accuracy of the ELISA results for pyrethroids could 
not be evaluated by GC-ECD. The GC-ECD equipment 
used has a limit of quantification (LOQ) (considered in 
this study as the low point in the calibration curve) for 
permethrin of 100.0 µg l-1, around seven times higher 
than the spiked concentration evaluated (15.0 µg l-1) 
in the ELISA test. Figure 2 shows the chromatograms 
from the evaluated vegetables in the ELISA test at the 
spiked concentration of 15.0 µg l-1.

As it can be seen in figure 2, the chromatography can 
detect permethrin (20.8 and 21.1 min of retention times), 
but the relation signal area/noise value is not enough to 
quantify it; the low area’s values obtained cannot be used 
to quantify it through the equation of the calibration 
curve. From the group of synthetic pyrethroids that 
are analyzed in the laboratory, permethrin is one of 
the least sensitive (ten times less than cypermethrin, 
bifenthrin, and others). In an Agilent report it is also 
mentioned that, from the group of pyrethroids analyzed 
by GC-ECD, permethrin is the active ingredient with 
the highest response factor (injected concentration/peak 
area) 25. With the use of these ELISA values lower than 
the LOQ of the GC-ECD can be quantified. This test 
can help in the monitoring and control of pyrethroid 
residues in the vegetables studied. 

Permethrin is widely used for hygienic control in 
sanitary in Cuba and together with other pyrethroids 

in phytosanitary control. Sometimes these pesticides 
are used incorrectly. They reach water bodies and/or 
remain as residue in certain crops 26–28. Unlike in the 
EU, where the use of permethrin is not allowed, in 
Cuba permethrin and other pyrethroids can still be 
used. If Cuba is considering the export of some of these 
vegetables or fruits, to Europe, it should meet the EU 
Maximum residual levels (MRL) which fix permethrin 
at concentrations below the 50.0 µg l-1. For this aim, 
ELISA can play an important role.   

The accuracy of ELISA results developed for OP/Cs 
was evaluated by UPLC–MS/MS. Table 2 shows the 
results of the positive ELISA control analysis in the 
matrices evaluated by liquid chromatography. Per-
centages of inhibition were obtained in the ELISA 
tests, which could be verified by chromatography. An 
average concentration of 5.69 µg l-1 among the matri-
ces evaluated, a 114 % recovery, and a 3 % coefficient 
of variation with respect to the concentration used 
may be obtained with the ELISA test. Similar results 
(recoveries of 97-116% with coefficients of variation of 
4-10%), also from local vegetables (Chinese cabbage, 
cucumber, tomato, carrots), were reported in studies 
from China and India 17,18,23. The authors also outlined 
in the studies, the benefits of ELISA tests in terms of 
cost-effectiveness, simple operation, rapid response, 
and lower limits of quantification and detection than 
chromatography techniques 17,18,23.  In this way, the 
accuracy of the ELISA test for OP/C could be proved. 
The inhibition percentages above were used as referents 
to decide to analyze these samples with LC-MS/MS. 

3.3 Screened samples
As can be observed in table 3, with the use of ELISA a 

higher amount of samples with OP/Cs and pyrethroids 
residues were detected compared to the chromatogra-
phy techniques. Luo et al. (2017) also mention that the 
immunoassay was capable to detect ethyl carbamates 
in a large number of samples. A small signal was ob-
tained in the chromatograms of several samples at 
the retention time thiodicarb, methiocarb, acephate, 
dimethoate, oxamyl, and cypermethrin, but the ratio 
between signal/noise was quantitatively low to consider 
them as a real signal. In the brochure of the Abraxis 
kit for OP/Cs, it is indicated that the Limit of Detec-
tion Pattern Sensitivity for some pesticide residue like 
chlorpyrifos (methyl and ethyl), dichlorvos, diazinon, 
and others are between 0.4 to 0.6 µg l-1. Pyrethroids 
showed the following sensibility: cypermethrin 4.75 
µg l-1, λ-cyhalothrin 9.2 µg l-1, and bifenthrin 13.5 µg l-1. 
Although these values can be detected, they are below 
the LOQ of the chromatographic technique used in 
this study. All detected values were below their MRL.

Figure 3 shows the relationship between quantified 
values obtained by chromatographic techniques and 
the ELISA values in table 3. As can be seen in Figure 3, 
linear relationships were found between those values. 
Carbaryl values show a slope of 1.0089 with an R2 of 
0.9983, and cypermethrin shows a slope of 1.1088 with 
an R2 of 0.9986. Additionally, a satisfactory Pearson 
correlation r= 0.999 (p<0.001) was found. Other authors 
also obtained well-correlated results between ELISA  
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Table 2 Average recovery values of the OP/C positive controls evaluated by LC-MS/MS 

Matrices Positive control spiked (µg l-1) ELISA inhibition 
 (%) at 405 nm LC values (µg l-1) Mean Recovery (%) S.D CoV

Cucumber
5.00

80 % 5.91
5.69 114 % 0.0002 3 %Sweet pepper 78 % 5.62

Tomato 74 % 5.54

LC: liquid chromatography, S.D: standard deviation, CoV: coefficient of variation. 

Figure 3 Figure 2: Analysis of the linear relationship for the cross quantified values between ELISA test and their 
chromatographs results

and chromatographic techniques in their sample anal-
ysis, suggesting good accuracy and reproducibility of 
the ELISA methods 12,29,30

After this result, ELISA receives important attention, 
especially for residues of OP/Cs and pyrethroids, several 
of which are prohibited or of restricted use, mainly 
in the EU, where they received a default MRLs value. 
Thus, the developed ELISA exhibited good accuracy, is 
ideally suited as a fast, high-throughput, and low-cost 
screening test for OP/C and pyrethroids residues prior 
to chromatographic analysis to monitor and control 
the level of such residues.

3.4 General pesticide residue detected
Table 4 shows the rest of the pesticide residues detected 

by chromatography in the analyzed samples. As can 
be observed, residues of 13 different active ingredients 
(AIs) were detected. Fungicide was the most common 
group with nine AIs measured in the samples. Three 
of them were triazoles. Leyva Morales 31, also identify 
fungicides as the group with the highest frequency of use 
in northwestern Mexico; and Wahid 32, cite fungicides 
as the second pesticide group imported after herbicides 
in Suriname. Additionally, EFSA 33 reported in the 2015 
annual report of pesticides in food, fungicides as the 
most frequent pesticides with concentrations equal 
to or greater than the LOQ found. Two insecticides 
(neonicotinoids) and two herbicides completed the list 
of the residues detected. 

For seven of the samples analyzed, the AI residues 
belonged to the same mode of action (neonicotinoids 
and triazoles) were found. Farmers should be alert-

ed to the hazard and risk of developing resistance 
to pests and diseases if AIs with the same mode of 
action are used on the same crop in one season. 1,2,34. 
From 13 of the AIs detected in the collected samples, 
seven (fenpropimorph, chlorothalonil, thiamethoxam, 
carbendazim, propiconazole, ametryn, and alachlor) 
are forbidden for use in the EU. If the carbamate and 
organophosphates from Table 3 are also included, the 
number increases to 11 35.

The present study also likes to alert the local authorities 
to the risk that is being incurred due to the absence of 
MRL values in the Cuban norm 36 for 14 of the 19 AIs 
detected. This hinders their control and monitoring. 
Among the AIs detected without Cuban values of 
MRLs, are those banned from use in the EU: acephate, 
ametryn, fenpropimorph, thiamethoxam, carbendazim, 
propiconazole, dimethoate, and alachlor. Alachlor had 
a value even higher than the EU MRL.

Although the presence of prohibited AI residues in the 
EU persists, with respect to previous studies in journals 
reviewed, the number of these has decreased. In sam-
ples of vegetables collected in the period 2016 - 2018, 
residues of endosulfan, methamidophos, parathion and 
parathion methyl, thiodicarb, permethrin, and lindane 
were additionally found. It is important to note that the 
current list of authorized pesticides in Cuba dates from 
2016 to 37 and concerning the previous list 38 lindane, 
methamidophos, parathion, and methyl parathion are 
not authorized for use. Therefore, the presence of the 
residues mentioned in the samples collected between 
2016 and 2018 meant a violation of the established laws 
and/or due to possible illegal activities. Positive is the 
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Table 3 Organophosphate, carbamate, and pyrethroids residues detected in the screened samples by ELISA test and checked 
by chromatography

Samples Chromatographic ELISA (mg l-1) Chromatographic ELISA (mg l-1)
carbamate (Cs) organophosphate (OP) pyrethroid
carbaryl (mg l-1) profenofos      

(mg l-1)
acephate 
(mg l-1)

dimethoate
(mg l-1)

cypermethrin 
(mg l-1)

tau-fluvalinate 
(mg l-1)

Sweet pepper 0.0038 0.0038 <LOQ 0.0019
Cucumber <LOQ <LOQ 0.0049 0.0026
Cucumber <LOQ <LOQ 0.0034 0.0042

Tomato 0.0025
Tomato <LOQ <LOQ 0.0034 <LOQ 0.0089
Tomato <LOQ 0.0052 <LOQ 0.0053
Tomato <LOQ <LOQ 0.0030
Tomato <LOQ <LOQ 0.0035
Tomato <LOQ 0.0030
Tomato <LOQ 0.0027
Tomato 0.0023
Tomato <LOQ 0.0025
Tomato <LOQ 0.0026
Tomato <LOQ 0.0043

Sweet pepper <LOQ 0.0027
Sweet pepper 0.0045 <LOQ 0.0046 <LOQ 0.0102
Sweet pepper <LOQ 0.0030

Cucumber <LOQ 0.0025
Cucumber <LOQ 0.0145
Cucumber <LOQ 0.0024 0.0158 0.0174

Sweet pepper 0.0379 0.0422
Sweet pepper 0.0230 0.0270
Sweet pepper 0.0502 0.0550
Sweet pepper 0.0636 0.0705

EU/Cuban MRL (mg kg-1) 
Tomato

Cucumber
Sweet peppers

0.01/5.0
0.01/-

0.01/5.0

10.00/10.0
0.01/-

0.01/5.0

0.01/-
0.01/-
0.01/-

0.01/-
0.01/-

0.01/0.5

0.50/0.2
0.20/0.07
0.50/0.1

0.10/-
0.05/-
0.01/-

Table 4 Pesticide residues detected by GC-ECD and UPLC-MS/MS in the collected samples

sample # fenpropi-
morph 

imidaclo-
prid

chlorotha-
lonil

difenocon-
azole

thiameth-
oxam

carben-
dazim

propicon-
azole

azoxys-
trobin

pyrimeth-
anil

tebucon-
azole

ametryn alachlor prochloraz

Sweet pepper <LOQ 0.0190 0.0135 0.0022 0.0019
Cucumber 0.0017 0.0099
Cucumber 0.0019 <LOQ 0.0125

tomato <LOQ 0.018 <LOQ
Tomato <LOQ <LOQ
Tomato 0.036 0.0054
Tomato <LOQ 0.105
Tomato <LOQ <LOQ
Tomato <LOQ 0.099
Tomato <LOQ <LOQ
Tomato <LOQ <LOQ
Tomato <LOQ
Tomato <LOQ 0.024 <LOQ <LOQ
Tomato <LOQ
Tomato <LOQ <LOQ
Tomato 0.0025 <LOQ
Tomato <LOQ 0.015

Sweet pepper 0.0208 0.0183 0.0027 0.0022 0.0012
Sweet pepper 0.0021 <LOQ 0.0103
Sweet pepper <LOQ 0.0034
Sweet pepper <LOQ 0.0022 0.0017 0.0102

Cucumber 0.0025 <LOQ 0.018
Cucumber <LOQ

Sweet pepper 0.0202 0.0054 0.0054
Sweet pepper 0.0203 0.0036 0.0039
Sweet pepper 0.0203 0.0054 0.0055
Sweet pepper 0.0193 0.0061 0.0074

EU/Cuban 
MRL (mg kg-1) 

Tomato
Cucumber

Sweet peppers

0.01/-
0.01/-
0.01/-

0.5/0.5
1.0/1.0
1.0/1.0

6.0/5.0
5.0/5.0

0.01/7.0

2.0/0.5
0.3/-
0.9/-

0.2/-
0.5/-
0.7/-

0.3/-
0.1/-
0.1/-

3.0/-
0.01/-
0.01/-

3.0/3.0
1.0/1.0
3.0/3.0

1.0/0.7
0.8/-
2.0/-

0.9/0.2
0.6/0.2
0.6/0.5

0.01/-
0.01/-
0.01/-

0.01/-
0.01/-
0.01/-

0.05/-
0.05/-
0.05/-
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fact that the group of AIs (mainly OP/Cs) already banned 
in several countries, mainly in the EU and the United 
States, still existing in the current list of authorized 
pesticides in Cuba, are gradually decreasing from one list 
to another. That is part of a program for the reduction 
of synthetic pesticides with high toxicity, promoted 
by the government of Cuba in support of national and 
international environmental laws. It aims to guarantee 
food safety without compromising human health and 
environmental protection 27,39–42. 

CONCLUSION

The study achieved its aim, with the use of Abraxis 
ELISA kits, it was possible to detect the presence of 
the residue of certain groups of compounds of interest 
like organophosphates, carbamates, and pyrethroids 
in the collected samples. ELISA proved to be a reli-
able low-cost analytical procedure for fast detection, 
control, and monitoring of the presence of pesticide 
residues in tomatoes, peppers, and cucumbers, before 
chromatographic techniques (gas or liquid chromatog-
raphy). The ELISA kits tested showed the capacity for 
quantification at values below the detection limit of the 
chromatographic techniques used. However, further 
analysis to determine specific active ingredients and 
their quantity if it is needed can be continuing done by 
chromatographic techniques, where a general screen can 
be also obtained. More than half of the total residues 
detected in the collected samples indicated the use of 
synthetic pesticides which are nowadays banned in the 
EU. In the context of Cuban agriculture, ELISA can 
be well used as a tool to evaluate the use of pesticides, 
since carbamates, organophosphates, and pyrethroids 
are still used. Monitoring and control actions would 
mainly focus on guaranteeing that the crops to be ex-
ported will meet international residue limits, as well as 
on ensuring that the population does not ingest highly 
toxic pesticide residues.
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SUMMARY

The present work evaluated the use of Agave cocui 
vinasse as a culture medium for the growth of Saccha-
romyces cerevisiae, for obtaining Pecayero cocuy. The 
experimental approach used to measure the effect of 
culture media and yeast strains on growth of Saccharo-
myces cerevisiae, where the response variable, the optical 
density (OD), was based on five levels set for the crop 
medium factor (0, 10, 20, 30 and 40% vinasse); repre-
sents zero SDB reference medium; three levels for factor 
strain (ATCC 49-21, and Sc.VINAZA UNEFM-16) with 
two replicates, for a total of 45 experimental units. A 
statistical analysis comparing several samples was used, 
using the statistical program Statgraphics Centurion 
XV, thereby allowing for more significant factors on 
the response variable. The growth of different strains 
of Saccharomyces cerevisiae, is favored among medium 
MSB and 40% vinasse, that provides the requirements 
for growth of these organisms. The differences between 
the phases of latency for each strain in different media 
show that the Sc. VINAZA performed better in most 
ways.

Keywords: vinasse, Agave cocui, culture medium, 
Saccharomyces cerevisiae. 

RESUMEN

El presente trabajo evalúa el uso de vinaza de Agave 
cocui como medio de cultivo para el crecimiento de 
Saccharomyces cerevisiae, en la obtención del cocuy 
pecayero. La metodología experimental utilizada para 
medir el efecto de los medios de cultivo y cepas de leva-
dura, sobre el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, 
siendo la variable respuesta la densidad óptica (DO), se 
basó en establecer cinco niveles para el factor medio de 
cultivo (0, 10, 20, 30 y 40 % vinaza); el cero representa 
el medio de referencia SDB; tres niveles para el factor 
cepa (ATCC 49-21, UNEFM-16 y Sc.VINAZA) con dos 
réplicas, para un total de 45 unidades experimentales. Se 
utilizó un análisis estadístico de comparación de varias 
muestras, a través del programa estadístico Statgraphics 
Centurion XV, que permitió establecer los factores de 
mayor significancia sobre la variable respuesta. El creci-
miento de distintas cepas de Saccharomyces cerevisiae 
se ve favorecido en medio MSB y medio de vinaza al 
40%, que aporta los requerimientos necesarios para el 
crecimiento de estos microorganismos. Las diferencias 
entre las fases de latencia para cada cepa en los distintos 
medios, demuestran que la Sc. VINAZA tuvo un mejor 
desempeño en la mayoría de los medios.

Palabras claves: vinaza, Agave cocui, medios de cul-
tivo, Saccharomyces cerevisiae.
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RESUM

El present treball avalua l’ús de vinassa d’Agave cocui 
com a mitjà de cultiu per al creixement de Saccha-
romyces cerevisiae, en l’obtenció de l’cocuy pecayero. 
La metodologia experimental utilitzada per mesurar 
l’efecte dels medis de cultiu i soques de llevat, sobre 
el creixement de Saccharomyces cerevisiae, sent la 
variable resposta la densitat òptica (DO), es va basar 
en establir cinc nivells per al factor medi de cultiu (0 , 
10, 20, 30 i 40% vinassa); el zero representa el mitjà de 
referència SDB; tres nivells per al factor soca (ATCC 
49-21, UNEFM-16 i Sc.VINAZA) amb dues rèpliques, 
per a un total de 45 unitats experimentals. Es va uti-
litzar una anàlisi estadística de comparació de diverses 
mostres, a través del programa estadístic Statgraphics 
Centurion XV, que va permetre establir els factors de 
major significança sobre la variable resposta. El creixe-
ment de diferents soques de Saccharomyces cerevisiae 
es veu afavorit en un medi MSB i un medi de vinassa 
a 40%, que aporta els requeriments necessaris per al 
creixement d’aquests microorganismes. Les diferències 
entre les fases de latència per a cada soca en els diferents 
medis, demostren que la Sc. Vinassa va tenir un millor 
acompliment en la majoria dels medis.

Paraules clau: vinassa, Agave cocui, medis de cultiu, 
Saccharomyces cerevisiae.

1. INTRODUCCIÓN

La producción de etanol, para aplicaciones industriales 
o bebidas alcohólicas, ha aumentado significativamente. 
En 2018, la cifra mundial llegó a 112 billones de litros 
producidos, el 67 % obtenida por fermentación y des-
tilación1, lo que representa un crecimiento del 7 %, en 
comparación con el 2017. Existe un número importante 
de pequeñas y medianas industrias a nivel mundial que 
producen etanol a partir de la fermentación de distintas 
materias primas (maíz, caña, uva, cebada, trigo y agave). 
En esta actividad, generan cantidades considerables (en 
una destilería tradicional se encuentra entre 6-15 L/L 
de etanol obtenido) de residuos líquidos (vinazas). Las 
características de las vinazas varían de acuerdo con 
la materia prima empleada, la localización y el tipo de 
proceso de fermentación adoptado2.

El licor de cocuy pecayero es una bebida alcohólica 
que en el año 2001 recibió por el Servicio Autónomo 
de Propiedad Intelectual (SAPI) la denominación de 
origen, la cual sólo es producida a escala artesanal. De 
acuerdo con el número de productores registrados se 
calcula que actualmente se producen unos 50 000 L/
año, por lo cual, los niveles de vinaza son de 600 000 
L/año3, es decir, aproximadamente 12 L de vinaza / L 
de licor producido. 

Según la caracterización físico-química, este desecho 
constituye un contaminante potencial de las aguas y 
los suelos donde se vierte, debido a sus bajos valores 
de pH (4,06) y elevada demanda química de oxígeno 
(DQO) 70 806 mg/L4, que superan los permitidos para 

desechos líquidos vertidos directa o indirectamente a 
cuerpos de agua y que no deben exceder los 350 mg/L5.  

Siendo la vinaza el principal efluente contaminante 
del proceso productivo de cocuy pecayero, es de gran 
interés revisar las diferentes opciones que existen en 
cuanto a la reutilización de dicho efluente. 

Algunos estudios realizados, principalmente en vi-
nazas de caña y de tequila, han propuesto diferentes 
alternativas de aprovechamiento entre las que destacan 
la fertirrigación6, para sustituir total o parcialmente 
otros fertilizantes, la digestión anaerobia para la pro-
ducción de biogás7,8, el compostaje9,10, la concentración 
por evaporación hasta un 60 % para la combustión en 
calderas especiales para producir energía11, la produc-
ción de levadura torula12 y la recirculación al proceso 
de fermentación como sustituto del agua13,14.

El presente estudio tuvo como propósito evaluar el 
uso de la vinaza de Agave cocui, como medio de cul-
tivo para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, 
debido a que posee un alto contenido de micro y macro 
nutrientes que pueden favorecer el crecimiento de esta 
levadura. Esta alternativa puede aumentar la eficiencia 
de la conversión de jugo a mosto de Agave cocui, además 
de ser el punto de partida para la posible recirculación 
del desecho y para su reutilización en la obtención de 
proteína unicelular, producto usado para el engorde 
de animales, lo cual representa un valor agregado del 
proceso productivo a través de la posible comerciali-
zación del producto.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Cepas
Se emplearon tres cepas de Saccharomyces cerevisiae 

(S. cerevisiae): ATCC 49-21, proveniente del Laboratorio 
de Microbiología de la Universidad del Zulia (Sc. de 
Champan); UNEFM-16, cedida por el Laboratorio de 
Microbiología de la Universidad Nacional Experimental 
“Francisco de Miranda”, aislada en estudios anteriores 
del mosto de Agave cocui15 y S. cerevisiae, aislada de 
la vinaza de Agave cocui en el LIADSA-UNEFM codi-
ficada con el código Sc. VINAZA. Estas cepas fueron 
purificadas y aisladas a 30 °C, en Sabouraud Dextrosa 
Broth (SDB) y caldo de Papa Dextrosa (CPD) con 1,5 
% v/v cloranfenicol (suspensión oral 125 mg/5 mL).

2.2 Medios de cultivo
Se utilizaron cinco medios de cultivo. El SDB, que 

es un medio de uso general para evaluar crecimiento 
de levaduras16, se le modificó su pH original hasta un 
valor de 4,5, constituyó el control positivo. A partir de 
este medio base se diseñaron otros cuatro a los que se 
incorporó vinaza de Agave cocui (10, 20, 30 y 40 % v/v) 
con 2 % (p/v) de dextrosa; en los mismos se sustituyó 
un 50 % de la dextrosa y la totalidad de la peptona por 
vinaza. Se estableció 40 % como porcentaje máximo, 
atendiendo al criterio de Romero y col.17 y Campos y 
Chirinos18, quienes refieren que altas concentraciones 
de vinaza de Agave cocui tienden a limitar el uso del 
desecho. 
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Los ajustes de pH se realizaron acorde a lo sugerido 
por Barreto16. Todos los medios, una vez preparados, 
se esterilizaron en autoclave, como se establece para 
medios convencionales. Luego se verificó que el pH 
(en los que incluían vinaza) se mantuviera en el valor 
establecido. 

2.3 Caracterización fisicoquímica y microbio-
lógica de la vinaza de Agave cocui

En primer lugar, es importante mencionar que en el 
proceso artesanal de producción de cocuy pecayero, se 
generan dos tipos de vinaza, la vinaza tipo I (sin adi-
ción de azúcar al jugo de Agave durante el proceso de 
fermentación) y la vinaza tipo II (con adición de azúcar 
al jugo de Agave durante el proceso de fermentación). 
La población estuvo compuesta por los 25 alambiques, 
cuya vinaza representa aproximadamente un volumen 
de 175 litros por cada destilación19.

Como criterio de inclusión se utilizó la vinaza de Agave 
cocui tipo II. Se seleccionaron al azar siete alambiques 
(7, 8, 12, 13, 14, 18 y 20) mediante la técnica de números 
aleatorios de la hoja de cálculo Excel. De cada alambique 
se tomó una muestra; se les midió in situ: pH (pHmetro 
de campo marca HANNA, 1-4 ± 0,01); conductividad 
eléctrica (conductímetro de campo HANNA 19,99 mS/
cm-1999 µS/cm ± 0,01); °Brix (refractómetro de campo 
marca ATC ±0,2 °Brix) y temperatura (termómetro 
digital DeltaTRAK de -50 a 200 ± 0,1°C).

Posteriormente, apoyados en Statgraphics Centu-
rion XV, por medio del análisis de varianza del factor 
alambique, para cada una de las variables evaluadas, se 
realizó la comparación de las muestras para establecer 
si existen o no diferencias significativas entre las medias 
de cada respuesta en los alambiques seleccionados y 
validar el empleo de una muestra compuesta, preparada 
con los volúmenes tomados de los diferentes puntos 
de muestreo.

Las mediciones para la caracterización fisicoquímica 
de muestras de vinaza de Agave cocui se analizaron 
por triplicado. A su vez se realizaron observaciones 
microscópicas directas (campo claro) para verificar 
la presencia de hongos y bacterias, empleando un mi-
croscopio SIEMS-10 con una amplificación máxima 
de 400X. 

El aislamiento y cultivo consistió en diluciones deci-
males (1.10-1, 1.10-2, 1.10-3, 1.10-4) de muestras de vinaza 
que se extendieron sobre Sabouraud Dextrosa Agar 
(SDA), mediante el empleo de espátulas de Drigalsky16. 
Cada dilución contó con dos réplicas. Todas las placas 
se incubaron a 30 ºC20 durante 72 h para la observación 
de las características macroscópicas de las colonias 
formadas. Solo se contemplaron aquellas placas co-
rrespondientes a diluciones en las que se apreciaron 
colonias independientes bien definidas. A todas las 
colonias de hongos (mohos o levaduras) se les determinó 
su diámetro, textura, color, producción de pigmentos y 
si los mismos difundían al medio de cultivo, necesario 
para su caracterización macroscópica. En las corres-
pondientes a bacterias se estableció su diámetro, tipo 
de bordes, color y textura (lisa o rugosa). 

La caracterización microscópica consistió en realizar 
frescos con lactofenol, a partir de las colonias con feno-

tipo fúngico, para establecer en el caso de los mohos: 
el tipo de micelio (septado o aseptado) y la presencia 
de hifas reproductoras; para las levaduras: la forma de 
las células, la presencia de pseudomicelio o de yemas. 
Todos los aislamientos con fenotipo levaduriforme se 
pasaron en paralelo a agar Corn Meal y agar Gorodkowa 
para inducir la producción de ascosporas, aspecto que 
luego se confirmó mediante el método de Bartholomew 
y Mittwer16. 

Para evaluar la capacidad fermentativa, la levadura 
se sembró en ocho tubos de fermentación con tubos 
Durham en su interior. El medio empleado para la 
fermentación fue caldo cerebro-corazón de Merck 
25 g, extracto de levaduras 5 g, glucosa 10 g, azul de 
bromotimol 0,05 g.L-1, a pH 7. Todos los tubos se in-
cubaron a 30 ºC durante 72 h.

2.4 Potencialidad de la vinaza como medio de 
cultivo para el crecimiento de Saccharomyces 
cerevisiae

Para confirmar las potencialidades de la vinaza como 
medio de cultivo se utilizaron tres cepas de esta especie 
a las que, previo al ensayo, se les realizó pases por el 
medio en el que se evaluaría su crecimiento. 

Mediante el empleo de una cámara de Neubauer se 
realizaron los recuentos pertinentes para garantizar que 
en cada medio se inoculara con un número de unidades 
formadoras de colonias de levadura/mL equivalente. De 
esta forma, cada una de las cinco variantes de medio 
de cultivo se sembró con cada una de las tres cepas. A 
partir del propio instante de la inoculación se realizó 
la primera medición de DO, mediante el empleo de 
un turbidímetro digital, con precisión de 0,01 y a una 
longitud de onda 660 nm. Las lecturas se repitieron 
cada una hora durante las primeras 12 h y cada 12 h 
durante un período de cinco días, para un total de 990 
mediciones. Se emplearon cinco controles para medio 
de cultivo, consistente en el propio medio sin sembrar y 
que actuaron como el correspondiente blanco para las 
mediciones de DO. La temperatura se estableció como 
variable control, el sistema experimental fue colocado 
en la incubadora a 150 min-1 y 30 °C21.

Para medir el efecto de los medios de cultivo y cepas de 
levadura, sobre el crecimiento de Saccharomyces cere-
visiae, siendo la variable respuesta la DO, se establecen 
cinco niveles para el factor medio de cultivo (0, 10, 20, 
30 y 40 % vinaza); el cero representa el medio de SDB; 
tres niveles para el factor cepa con dos réplicas, para 
un total de 45 unidades experimentales. El volumen de 
la unidad experimental fue de 20 mL, el 10 % de este, 
representó el inóculo añadido. 

Se construyeron a través de Excel, las curvas de creci-
miento de las cepas, que permiten comparar su cinética 
de crecimiento en los diferentes medios de cultivo. Se 
utilizó un análisis estadístico de comparación de varias 
muestras de los datos de DO, obtenidos por cada medio 
de cultivo y tipo de cepa, solo para el tiempo donde fue 
alcanzada la fase estacionaria de forma similar por los 
distintos tipos de cepa. Fue necesario en primer lugar, 
determinar si estos se ajustaban a una distribución 
normal, de ser así, se aplicaría un análisis de varianza 
simple por cada factor, en caso contrario, se emplearía 
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la prueba de Kruskal-Wallis, como criterio comparativo. 
Se empleó Statgraphics Centurion XV, para una proba-
bilidad del 95 %, lo que permitió establecer los factores 
de mayor significancia sobre la variable respuesta. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Caracterización fisicoquímica y microbioló-
gica de la vinaza de Agave cocui

A partir de los parámetros fisicoquímicos de la vinaza 
recolectada, se realizó la comparación de las muestras 
y se estableció que no existen diferencias significativas 
entre las medias de cada respuesta para los siete alam-
biques seleccionados, puesto que el valor-P (razón-F) 
≥ 0,05 (Tabla 1). Esto valida el empleo de una muestra 
compuesta de vinaza en la caracterización y su uso en 
la fase experimental.

Tabla 1. Comparación de muestras para los diferentes 
parámetros analizados por alambique

Parámetro Razón-F Valor-P
°Brix 0,83 0,5638

Conductividad eléctrica (mS/cm) 2,61 0,0651
Temperatura (°C) 0,86 0,5464

pH 2,68 0,0600

Las características fisicoquímicas analizadas de la 
muestra compuesta y su comparación con los lími-
tes permisibles estipulados (LPN)5 se presentan en 
la Tabla 2.

Tabla 2. Características fisicoquímicas de la vinaza de 
Agave cocui

Parámetro Promedio* Desviación estándar LPN
Azúcares totales, AT (%) 0,35 ± 0,02 -

Sólidos totales, ST (mg/L) 7 500 +/-35 -
Sólidos suspendidos, SS (mg/L) 3 950 +/-40 80

DQO (mg/L) 17 960 +/-1 692 350
Fósforo (mg/L) 0,10 +/-0,01 10

Nitrógeno total (mg/L) 650 +/-40 40
pH 3,68 +/-0,01 6-9

Conductividad eléctrica (mS/
cm) 4,23 +/-0,01 -

Sulfatos (mg/L) 442,20 +/-5,86 1000

Carbono orgánico total (%) 2,41 +/-0,03 -

*El valor señalado es el promedio de los triplicados de 
cada parámetro analizado

La composición de la vinaza es variable de acuerdo 
con el tipo de cocuy que se produzca. En el caso de 
cocuy tipo II se agrega azúcar comercial en la etapa de 
fermentación. El porcentaje de AT (0,35 %) es indicativo 
de que parte del azúcar usado para la fermentación 
no es metabolizada por los microorganismos, lo que 
provoca una posible inhibición por sustrato y se refleja 
en los altos tiempos de fermentación (5-8 días) y los 
bajos rendimientos de etanol en el proceso artesanal 
(5,5-7,85 %). Los ST de la vinaza de Agave cocui son 
menores a los reportados para las vinazas tequileras 

(39 910 mg/L), probablemente por alguna práctica 
operacional distinta22. Los SS, además de que superan 
el valor establecido5, representan un 50 % de los ST 
del efluente, justificando la posibilidad de emplear un 
pretratamiento (filtrados, tanque ecualizador, tanques 
de sedimentación-floculación) donde se removería 
parte importante de la carga orgánica del desecho para 
facilitar su tratamiento o reutilización.

Comparativamente tanto la vinaza tequilera como 
la del Agave cocui poseen características semejantes 
en cuanto los parámetros fisicoquímicos. El intervalo 
para la DQO es muy amplio, fundamentalmente por el 
tiempo de reposo en el alambique, tipo de bebida (pura 
o con azúcar adicionada), tratamiento preliminar a la 
muestra (tiempo de decantación y tamaño del tamiz en 
el filtrado) y tiempo de conservación de la muestra desde 
su recolección directa en el campo hasta el momento 
de la medición.

En el caso de la vinaza de Agave cocui, el valor 
promedio de DQO fue de 17 960 mg/L, menor que 
los reportados para tequilas y tequilas 100 %, 55 214 
mg/L y 66 257 mg/L respectivamente22. Considerando 
que es vinaza tipo II, la cantidad de fibra es menor, por 
lo que produce una menor DQO. Sin embargo, dicho 
resultado excede el valor máximo permisible estipulado 
en la norma venezolana de descargas a cuerpos de agua 
y/o suelos (350 mg/L).

El valor experimental promedio de pH (3,68) de la 
muestra confirma lo reportado por otros autores19,22, 
característica común de vinazas obtenidas de diferentes 
materias primas. La presencia de sales en la vinaza, 
reflejada en el alto valor de conductividad, está asociada 
al tipo de agua utilizada para la elaboración de la bebida 
y los suelos donde se cultiva la planta de Agave. Según 
López y Morales23, provienen de fuentes naturales de la 
zona, y sin ningún tratamiento previo, es decir, son aguas 
de alto tenor salino. Se observaron concentraciones 
promedio de sulfatos (442,20 mg/L) por debajo del 
valor máximo aceptable (1 000 mg/L). El sulfato es 
un ión permanente y no tóxico; sin embargo, las altas 
concentraciones del mismo pueden desequilibrar el ciclo 
natural del sulfuro24. El contenido de carbono orgánico 
total está íntimamente relacionado con la materia 
orgánica presente y puede favorecer el crecimiento de 
los microorganismos, siempre y cuando sea de fácil 
degradación. 

3.2 Caracterización microbiológica
La caracterización de los microorganismos a partir 

de sus características macroscópicas y microscópicas, 
posibilita inferir los posibles usos biotecnológicos que 
se den a este desecho. Las observaciones directas al 
microscopio óptico mostraron la existencia de restos de 
mohos y abundantes levaduras; este hallazgo motivó la 
realización de siembras en SDA que permitieron precisar 
el predominio de hongos levaduriformes en relación 
a los filamentosos; se encontraron escasas bacterias. 
Las principales características de estos hallazgos se 
recogen en la Tabla 3. 
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Aunque la diversidad microbiana en la muestra pueda 
parecer excesiva y, en extremo heterogénea, realmente 
en el caso de los mohos, representantes a los que se pudo 
identificar de forma más precisa, se trata de especies 
muy frecuentes en la microbiota epifítica y en los suelos; 
algo también extensible a las levaduras, máxime cuando 
las características de ese medio les son favorables16. En 
su mayoría muestran similitudes con lo descrito para 
Saccharomyces cerevisiae. Las bacterias gramnegativas 
pueden acceder por igual vía. Vale aclarar que, el medio 
SDA, utilizado para este estudio, limita el crecimiento 
de este tipo de microorganismos, por lo que puede 
inferirse que la presencia bacteriana en este tipo de 
producto puede ser aún mayor16. 

3.3 Verificación de género y especie de leva-
duras aisladas de la vinaza

Todos los aislamientos compatibles con levadura 
muestran características macroscópicas y microscó-
picas coincidentes con las descritas para S. cerevisiae. 
La siembra en agar Corn Meal y agar Gorodkowa para 
inducir la producción de ascosporas, puso de manifiesto 
la presencia de las mismas, un rasgo que, aunque no 
exclusivo de Saccharomyces, apunta a favor de este 
género25. Igualmente, la prueba de FUBA, (medio de 
cultivo harina de maíz con 1 % tween 80); para la pro-
mover la formación de pseudomicelio, resultó negativa, 
otro elemento coincidente con S. cerevisiae. Al verificar 
la capacidad fermentativa de la levadura aislada de la 
vinaza de A. cocui, se constató que, transcurridas las 
primeras 24 h, había abundante producción de dióxido 
de carbono en seis de los ocho tubos utilizados (75 %).

3.4 Potencialidad de la vinaza como medio de 
cultivo para el crecimiento de Saccharomyces 
cerevisiae

A partir de estos resultados se analizó la cinética de 
crecimiento de las diferentes cepas de levaduras en 
cada medio de cultivo (ver la Figura 1).

Se puede evidenciar la existencia predominante de 
dos de las cuatro fases características de crecimiento de 
microorganismos, como lo son la fase exponencial y la 
fase estacionaria. La fase de crecimiento inicia en la hora 
cero y la estacionaria a las 12 h. La fase de muerte no es 

visualizada ya que este crecimiento se midió a través de 
un método indirecto. Se realizó la pre-adaptación de las 
cepas en los diferentes medios, antes de su inoculación, 
esto con la finalidad de poder observar la fase de latencia, 
esta fue de aproximadamente una hora, luego iniciaron 
su crecimiento exponencial. 

Figura 1.  Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio SDB

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con 
lo reportado por Pérez y Matallana26; pues es común no 
encontrar fase de latencia para crecimientos en caldos 
nutritivos a temperatura óptima. Entre las dos y 12 h, 
se presenta un crecimiento exponencial que define la 
cinética de crecimiento de las cepas de levadura en este 
medio; se puede inferir que durante este tiempo todos 
los microorganismos están vivos. La fase de latencia final 
comienza entre las 12 y 120 h, en esta fase las levaduras 
de Saccharomyces cerevisiae crecen y mueren a la misma 
velocidad, por lo tanto, la velocidad de crecimiento es 
igual a la velocidad de muerte, manteniéndose constante 
el valor de la DO. 

Comparando el crecimiento de las distintas cepas 
en este medio, la cepa ATCC 49-21, es una levadura 
que se emplea en la industria del etanol, por lo tanto, 
presenta gran capacidad de crecimiento, producción de 
etanol; y tolerancia elevada al mismo, cuando se crece 
en sistemas discontinuos en los que están presentes 
sustratos ricos en carbohidratos, como sucede con el 
medio SDB. Graficando el logaritmo neperiano de la 
DO contra el tiempo (ver Figura 2) se puede comprobar 
que el comportamiento de las cepas en este medio sigue 

Tabla 3. Principales características de la microbiota presente en la vinaza

Características macroscópicas Características microscópicas Tipo de microorganismo

Colonias pequeñas, blancas y cremosas Micelio unicelular, de forma ovoide, sin yemas ni 
pseudomicelio Levaduras

Colonias pequeñas blancas de textura 
aterciopelada.

Micelio vegetativo septado, sin f íbulas; hifas conidióforas 
cortas terminadas en una cabeza conidial cubierta de 

conidiosporas.
Aspergillus fumigatus

Colonias pequeñas, de bordes regulares, 
aspecto cremoso y color beige.

Bacilos gramnegativos rectos, aislados o agrupados en 
parejas Bacterias

Colonias de aspecto terroso, blancas con partes 
amarillas y negras; al pasar los días se tornan 
negras. Producen pigmentos amarillos que 

difunden al medio de cultivo.

Micelio vegetativo septado, sin presencia de f íbulas; 
abundantes hifas conidióforas transparentes con 

conidiosporas negras en torno a la cabeza conidial.

Aspergillus niger

Colonias de aspecto terroso, color verde oliva, 
con zonas amarillas hacia el centro.

Micelio vegetativo septado, sin f íbulas; hifas conidióforas 
transparentes con conidiosporas verde oscuro en torno a la 

cabeza conidial.

Aspergilus flavus
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una cinética de primer orden, propio de bacterias y 
levaduras cuando se les evalúa en condiciones como 
las analizadas.

Figura 2. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio SDB

A partir del ajuste lineal obtenido, se observa que el 
mayor lo tiene la ATCC 49-21, seguida por la Sc. VI-
NAZA y la UNEFM-16. Se puede establecer que poseen 
un comportamiento similar, es decir, una velocidad 
específica de crecimiento similar en este medio y que su 
proceso de metabolización de carbohidratos y nutrientes 
están en función del tiempo. Este resultado demuestra 
la existencia de potencialidades muy semejantes en las 
cepas analizadas no solo en lo referente a su capacidad 
para metabolizar las fuentes carbonadas orgánicas 
presentes en el medio donde se crecen, también, una 
tolerancia compatible frente a los factores adversos que 
se van concentrando en ese sistema cerrado, uno de 
ellos el propio etanol16.

Al realizar un estudio análogo, pero utilizando como 
sustrato el medio de cultivo elaborado con vinaza al 
10 %, se pudo constatar en la Figura 3 un crecimiento 
muy superior en el caso de la cepa Sc. VINAZA; la 
UNEFM-16 superó ligeramente a ATCC 49-21. 

Figura 3. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio vinaza Agave cocui 10 %

La fase de adaptación es mayor, aproximadamente 
cuatro horas. El crecimiento es difuso en comparación 
con el medio Sabouraud dextrosa y se evidenciaron 
algunas fases de diauxia; en esta fase la levadura es 
selectiva para uno de los sustratos, usándolo hasta 
agotarlo y una vez que esto sucede, comienza a me-
tabolizar el otro, promoviendo su crecimiento; esto 
es producto de los diferentes sustratos del medio que 
pueden ser utilizados como fuente de carbono. No se 
presenta una marcada fase exponencial, por lo tanto, 
no se puede establecer la cinética por la cual se rigen.

La ATCC 49-21, fue más susceptible en sustratos 
complejos como la vinaza, considerando que su cre-
cimiento normalmente es promovido en medios ricos 
en carbohidratos, pudiéndose inferir que este sustrato 
no es de fácil metabolización para una levadura que 
está acostumbrada a crecer en sustratos ricos de 
fuentes de glucosa; mientras que la Sc. VINAZA fue 
aislada de la vinaza y es capaz de crecer bajo limi-
taciones de carbohidratos libres21, obtuvieron datos 
similares para Saccharomyces boulardii, la levadura 
de referencia usada en la evaluación de melaza de 
caña como sustrato.

La baja concentración de inóculo, permitió llevar un 
seguimiento del crecimiento de las levaduras en este 
medio, por lo que las absorbancias iniciales son bajas; 
en microbiología predictiva lo que interesa modelar es 
la fase de latencia, aceleración y logarítmica a partir 
de muy bajas concentraciones microbianas iniciales27.

En la Figura 4 se muestra el crecimiento de las tres 
cepas de levadura empleadas en la investigación en 
medio al que se ha incrementado la concentración de 
vinaza (medio de Agave cocui al 20%). 

Figura 4. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio vinaza Agave cocui 20 %

Como era de esperar, aunque se repiten los com-
portamientos descritos en la experiencia anterior, el 
incremento poblacional de la cepa Sc. VINAZA es 
mucho más intenso y lo logra en un tiempo menor.

La fase de latencia es de aproximadamente tres horas 
para las tres cepas. Los períodos de diauxia se obser-
van principalmente para la UNEFM-16 y ATCC 49-21 
y para la Sc. VINAZA, solo en las primeras 12 h. La 
fase estacionaria es alcanzada en tiempos diferentes, 
la UNEFM-16 alcanzó esta fase a las 60 h, mientras 
que para la ATCC 49-21 y Sc. VINAZA no está bien 
definida en el tiempo final del experimento, es decir, 
que entre las 72 y 120 h se presenta un crecimiento 
difuso de estas cepas y a pesar de que las variaciones 
de densidad óptica son bajas van en aumento.

Otra evidencia de lo antes expuesto, la constituye el 
comportamiento de la cinética de crecimiento de estas 
cepas en un medio de vinaza más concentrado, vinaza 
al 30 % (Figura 5); que muestra una disminución de 
dos horas de la fase de latencia en comparación con el 
medio al 20 % vinaza; Sc. VINAZA no presentó fase 
de adaptación. 

Los períodos de diauxia son menores para ATCC 
49-21, UNEFM-16 y Sc. VINAZA, esto principalmente 
se debe a que a mayores concentraciones de vinaza el 
sustrato aporta los componentes que necesitan para 
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su crecimiento.  La fase exponencial es alcanzada en 
tiempos diferentes.  

Figura 5. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio vinaza Agave cocui 30%

La levadura Sc. VINAZA inicia su fase exponencial 
más marcada a las 12 h, la UNEFM-16 a las 24 h, ATCC 
4921, no presentó una diferenciada fase exponencial. 
Los resultados permiten deducir que probablemente 
la ATCC 49-21 y UNEFM-16 son más susceptibles 
a variaciones de pH y fuentes de nitrógeno, ya que 
el crecimiento de estos microorganismos en medio 
Sabouraud fue similar, teniendo en cuenta que la glucosa 
es una fuente de fácil asimilación, en comparación con 
las fuentes carbonadas de la vinaza.

Para el medio de mayor concentración, al 40 % en 
vinaza, los resultados (Figura 6) revelan un mayor cre-
cimiento, los valores de DO alcanzados al culminar la 
fase exponencial son mayores, alrededor de 1,55-1,85 
unidades de absorbancia. La fase de latencia fue de 
aproximadamente una hora. Cáceres y López27 con-
firman que la DO aumenta a medida que la cantidad 
de microorganismos se incrementa; el medio resulta 
cada vez más turbio haciendo por ende aumentar su 
absorbancia. La fase de adaptación de las cepas es se-
mejante, al igual que su fase exponencial y el tiempo 
en el que alcanza la fase estacionaria que fue de 24 h.

Figura 6. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en 
medio vinaza Agave cocui 40%

El análisis estadístico de comparación de varias 
muestras, permitió realizar pruebas para determinar 
si existen diferencias significativas entre las medias, va-
rianzas y/o medianas del crecimiento alcanzado por las 
distintas cepas de levadura a las 96 h, tiempo en el que 
es alcanzada la fase estacionaria para las distintas cepas. 
La entrada de datos al programa se realizó colocando 
las observaciones de DO en una sola columna y en la 
otra se indicó a que cepa pertenecía, para los distintos 
tiempos de medición. Se realizó en primer lugar una 
prueba para establecer si los datos se ajustan a una 
distribución normal, esto con la finalidad de validar 

las pruebas estadísticas realizadas con referencia a la 
desviación estándar. 

Tomando en cuenta que el sesgo estandarizado y la 
curtosis estandarizada se encuentran fuera del rango 
de -2 y +2, se verificó que los datos no siguen una dis-
tribución normal, por lo tanto, el análisis de varianza 
se realizó a través de la comparación de medianas, 
empleando la prueba de Kruskal-Wallis, como criterio 
comparativo. La prueba de Kruskal-Wallis permitió 
evaluar la hipótesis nula de que las medianas de la DO 
para el tipo de cepa es la misma. El estadístico de com-
paración de rangos fue de 1,0504 y valor-P de 0,5914, 
por lo tanto, no existe una diferencia estadísticamente 
significativa entre las medianas, es decir, el tipo de cepa 
no influye sobre la variable respuesta densidad óptica.

También se aplicó un análisis de comparación de 
muestras del factor medio de cultivo sobre la variable 
respuesta densidad óptica a las 96 h, aplicando los 
criterios establecidos para distribuciones no normales. 
El estadístico de comparación de rangos fue de 41,31 y 
valor-P de 2,31.10-8, por lo tanto, existe una diferencia 
estadísticamente significativa entre las medianas, es 
decir, el factor medio de cultivo influye sobre la variable 
respuesta densidad óptica. En la Figura 7, se puede 
apreciar lo mencionado.

Figura 7. Caja y bigotes para densidad óptica por medios 
de cultivo

El gráfico de cajas y bigotes (Figura 7) permitió visua-
lizar cuáles medianas son significativamente diferentes, 
unas de otras. Entre los medios vinaza al 10, 20 y 30 %, 
no existen diferencias significativas, estas se presentan 
entre estos niveles, y los niveles al 40 % y SDB. No es 
comparable la respuesta del medio vinaza al 40 % con 
el SDB, sin embargo, estos resultados confirman que 
este medio favorece en gran medida el crecimiento 
de Saccharomyces cerevisiae. Sanz y col.28 reportan 
similares resultados para vinazas de caña.

4. CONCLUSIONES

1.	 El análisis de las características fisicoquímicas 
de la vinaza, permite establecer que su descarga 
en el suelo y cuerpos de agua, viola la normativa 
ambiental vigente, por lo tanto, es necesario la im-
plementación de alternativas de aprovechamientos 
y/o tratamiento de este residual.
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2.	 Según el estudio de la flora fúngica, realizado a la 
vinaza de Agave cocui, se evidencia que las levaduras 
representan los microorganismos predominantes en 
este residual, a su vez existe la presencia de hongos 
filamentosos (Aspergillus niger, Aspergillus fumi-
gatus, Aspergillus flavus), así como de bacterias en 
forma de bacilo, se trata de especies muy frecuentes 
en la microbiota epifítica y en los suelos.

3.	 A pesar de no encontrar diferencias significativas 
entre las cepas empleadas, el rol desempeñado por 
la Sc. VINAZA y en segundo lugar la UNEFM-16, 
medido a través de su crecimiento en los distintos 
medios de cultivo, es indicativo que estas levaduras 
pueden adaptarse fácilmente a sustratos complejos 
como la vinaza. 

4.	 En el medio de cultivo vinaza al 40 % fue donde se 
obtuvo una respuesta más cercana a la del medio 
comercial, es decir, el aumento de la concentración 
de vinaza en los medios evaluados promueve el 
crecimiento de esta levadura.
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Efecto de los líquidos iónicos a base imidazol en el tamaño promedio de los agregados de 
asfaltenos en emulsiones de crudo y agua-crudo

Efecte dels líquids iònics a base d 'imidazol en el volum mitjá dels agregats d’asfaltens en 
emulsions de cru i aigua-cru
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ABSTRACT

Water-in-oil emulsions are ubiquitous in the oil in-
dustry due to the presence of polar compounds like 
asphaltenes and resins that act as natural surfactants. 
A key parameter in flow properties is viscosity, mainly 
when its value is high a practical solution use of vis-
cosity reducers. In this work, two imidazolium-based 
ionic liquids with long alkyl chains inserted into their 
structures was used to simulate the natural interaction 
and to evaluate the aggregation behavior of asphaltenes 
in water-in-oil (W/O) emulsions. Dynamic light scat-
tering (DLS) results showed that both the added ionic 
liquid and alkyl chain length of imidazolium cations 
modified the asphaltene average size. These changes 
in aggregates size was observing viscosity changes 
induced by concentration of ionic liquids According 
to zeta potential study, alkyl chain length of imidazo-
lium cation affected the stability and surface charge 
of asphaltenes; although surface charge test suggest 
interaction between asphaltenes and ionic liquids, 
is not enough to achieve its complete dispersion and 
decreases viscosity of W/O emulsions. Flocculated 
asphaltenes from crude oil solutions was study by TEM. 
The result shows that the asphaltenes are constituted 
of nanoparticles. Aggregation behavior of asphaltenes 
revealed the complex molecular structure and interac-
tion of asphaltenes in solution.

Keywords: Crude oil, Dynamic light scattering, Ionic 
liquids, Rheology, Water-in-oil emulsions.

RESUMEN

Las emulsiones de agua-crudo están omnipresentes 
en la industria petrolera, debido a la presencia de com-
puestos polares como asfaltenos y resinas que actúan 
como tensioactivos naturales. Un parámetro clave en 
las propiedades de flujo es la viscosidad, principalmente 
cuando su valor es alto, una solución práctica es utilizar 
reductores de viscosidad. En este trabajo, se utilizaron 
dos líquidos iónicos a base de imidazolio con largas 
cadenas de alquilo insertadas en su estructura para 
simular la interacción natural y evaluar el comporta-
miento de agregación de los asfaltenos en emulsiones 
de agua en crudo (W/O). Los resultados de la dispersión 
dinámica de la luz (DLS) mostraron que tanto el líquido 
iónico, como la longitud de la cadena de alquilo de los 
cationes de imidazolio modificaron el tamaño medio 
de los asfaltenos. Estos cambios en el tamaño de los 
agregados producen cambios en la viscosidad, inducidos 
por la concentración de los líquidos iónicos. De acuerdo 
al estudio de potencial zeta, la longitud de la cadena 
de alquilo del catión imidazolio afectó la estabilidad y 
la carga superficial de los asfaltenos; aunque la prueba 
de carga superficial sugiere interacción entre asfalte-
nos y líquidos iónicos, no es suficiente para lograr su 
completa dispersión y disminuye la viscosidad de las 
emulsiones W/O. En TEM se estudiaron los asfaltenos 
floculados de las soluciones de petróleo crudo. El resul-
tado mostró que los asfaltenos están constituidos por 
nanopartículas. El comportamiento de agregación de 
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los asfaltenos reveló la compleja estructura molecular 
y la interacción de los asfaltenos en solución.

Palabras clave: petróleo crudo, dispersión dinámica 
de luz, líquidos iónicos, reología, emulsiones de agua 
en crudo.

RESUM

Les emulsions d’aigua-cru estan omnipresents en la 
indústria petroliera, a causa de la presència de com-
postos polars com asfaltens i resines que actuen com 
tensioactius naturals. Un paràmetre clau en les propi-
etats de flux és la viscositat, principalment quan el seu 
valor és alt. Una solució pràctica és utilitzar reductors 
de viscositat. En aquest treball, es van utilitzar dos 
líquids iònics a base d'imidazolio amb llargues cadenes 
d’alquil inserides en la seva estructura per simular la 
interacció natural i avaluar el comportament d’agregació 
dels asfaltens en emulsions d’aigua en cru (W/O). Els 
resultats de la dispersió dinàmica de la llum (DLS) van 
mostrar que tant el líquid iònic, com la longitud de la 
cadena d'alquil dels cations d’imidazolio van modificar 
el volum mitjà dels asfaltens. Aquests canvis en el volum 
dels agregats produeixen canvis en la viscositat, induïts 
per la concentració dels líquids iònics. D’acord a l’es-
tudi de potencial zeta, la longitud de la cadena d'alquil 
del catió imidazolio va afectar l’estabilitat i la càrrega 
superficial dels asfaltens; encara que la prova de càrrega 
superficial suggereix interacció entre asfaltens i líquids 
iònics, no és suficient per aconseguir la seva completa 
dispersió i disminueix la viscositat de les emulsions 
W/O. En TEM es van estudiar els asfaltens floculats 
de les solucions de petroli cru. El resultat va mostrar 
que els asfaltens estan constituïts per nanopartícules. 
El comportament d’agregació dels asfaltens va revelar 
la complexa estructura molecular i la interacció dels 
asfaltens en solució.

Paraules clau: petroli cru, dispersió dinàmica de 
llum, líquids iònics, reologia, emulsions d’aigua en cru.

INTRODUCTION

Crude oil is one of the major forms of non-renewable 
fossil fuel and fundamental raw material for a wide 
variety of products in the petrochemical industry. 
During its extraction it is usually accompanied by 
residual water as well as a combination of organic 
and inorganic compounds1. Due to the depletion of 
conventional light crudes, the oil industry is increasingly 
turning to unconventional oil resources such as heavy 
crude oil (HCO)1,2. Estimates indicate that about 80% 
of the exploited crude oil exists in an emulsion state, 
mainly as water-in-oil (W/O) type due to the presence 
of water in the extractions wells3.

Although the chemical composition of the oil is very 
variable and complex, it is usually grouped into four 
major fractions according to their solubility and aro-
maticity: saturates, aromatics, resins and asphaltenes, 

traditionally known as the acronym of SARA fraction4. 
Consequently, the viscosity of crude oil at given tem-
perature and pressure is a function of its composition, 
and the stability of W/O emulsions is related to the 
amount of asphaltenes and resins present in crude 
oil, which act as natural surfactants5,6. These surface-
active components prevent water-droplet coalescence 
by the formation of an adsorption layer at the water-oil 
interface7.

Asphaltenes are aromatic compounds of higher po-
larity and molecular weight in the crude oil, besides 
presenting a high tendency to self-aggregation; whe-
reas the resins are defined as the fraction of crude oil 
constituted by aromatic-ring aggregates, with similar 
structure that asphaltenes but much lower molecular 
weight5. Several authors have pointed out that asphal-
tenes content is the most important factor in the for-
mation of emulsions3,8,9. However, resins also play a key 
role in emulsion-stability since they act as peptizing 
agents of asphaltenes9,10, favoring their dispersion as 
has been shown in works on the stability of emulsion 
through different evaluation techniques used, such as 
electrical conductivity measurements11, light scattering 
methods12 as well as observations by optical an electron 
microscopy13. In addition, the amount of asphaltenes 
and resins determines and limits the viscosity and 
processing of the oil, since they constitute an important 
part of the dispersed phase of the crude oil, impacting 
their rheological properties8,14.

In this context, the oil industry has been investiga-
ted the use of solvents and dispersants of aromatic 
aggregates to improve the viscosity of heavy oils. To 
date, various viscosity reducing agents have been em-
ployed. The efficiency of the dispersants depends on 
their polarity and structure, i.e. the dispersants must 
have an double polar and non-polar affinity, and must 
be adsorbed on the surface of asphaltenes aggregates 
or bound to the polar group of asphaltenes molecules15. 
Various ionic liquids that may interact with asphaltenes 
have been reported, and the most important reason for 
the choice of ionic liquids is that they exhibit a wide 
variety of functionalities, such as aromatic and acid-base 
interactions. These functionalities cause ionic liquids 
to interact with asphaltenes, leading to modification 
on the properties of crude oil at the molecular level, 
reducing its viscosity16,17.

Several researchers have used functionalized mole-
cules to enhance stability and lower viscosity of crude 
oil. The ionic liquids were first tested by Hu and Guo in 
2005 in order to reduce the precipitation of asphaltenes 
and improve stability of crude oil18. Subramanian et al., 
(2015) tested different ionic liquids in order to reduce 
viscosity of heavy and extra-heavy crude oils17. Their 
results showed that ionic liquids with higher tail lengths 
are more effective to reduce viscosity, but there are 
not exist a complete relation between alkyl tail length 
and the ability to reduce viscosity. Also anion charge 
density and type of head group influences through 
stronger interactions with the asphaltenes molecules. 
Finally, a high concentration of ionic liquid increases 
its self-associate effect, with an opposite effect in vis-
cosity reduction. Sakthivel et al., (2016) investigated the 
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dissolution behavior of heavy crude oil in presence of 
eleven ionic liquids from lactam, alkyl ammonium and 
hydroxyl ammonium families by using organic solvents, 
through spectroscopic investigations19. They show that 
a very low concentration of ionic liquids has an effect 
on the heavy crude oil dissolution, and the interactions 
between ionic liquid and polar moieties of heavy crude 
oil are responsible of this efficient dissolution of heavy 
crude oil when ionic liquids were added.

The purpose of this work was to evaluate the effect 
of two imidazolium-based ionic liquids with linear 
carbon chain (12 and 14 carbons) in the asphaltenes 
aggregation and their rheological behavior in water-in-
oil emulsion. The ILs were added based on a standard 
solution of crude oil in cyclohexane, and aggregation 
state of the resulting solutions was monitored by DLS 
testing. The results were corroborated with rheology 
study of W/O emulsions and the type of interactions 
between asphaltenes and both ILs was determined with 
zeta potential measurements.

MATERIAL AND METHODS

Materials
The Mexican crude sample used in this work has 

a density of 0.9696 g cm-3 with API degree of 14.40, 
and SARA fractions of 21.66 wt% saturate, 30.57 wt% 
aromatic, 24.35 wt% resin and 23.41 wt% asphaltene 
content, respectively. 

The ionic liquids 1,3-dodecylimidazolium bromide, 
(C12Im) and 1,3-tetradecylimidazolium bromide, (C14Im) 
are show in Table 1 and were synthesized according 
to a reported procedure20 The chemicals used were; 
imidazole (ReagentPlus®, 99% purity), 1-bromodode-
cane (97% purity), 1-bromotetradecane (97% purity), 
sodium ethanoate (99% purity), ethyl ether (≥ 99% 
purity) and ethanol (99.5% purity) were purchased from 
Sigma Aldrich, México. And used in the dispersion of 
asphaltenes. Cyclohexane (99.9% purity) was used as 
solvent for oil-emulsion preparation and supplied by 
Tedia Company (USA).

EXPERIMENTAL METHODS

Extraction of asphaltenes from heavy crude oil was 
performed by precipitation method, according to ASTM 
D2007-80 1983 standard method of the American 
Society for Testing and Materials (ASTM).

The water-in-oil emulsions were prepared at room 
temperature and containing 30% (v/v) aqueous solutions. 
Once the mixture was homogenized, the ionic liquids 
were added at two different concentrations of 200 and 
400 mg L-1, respectively. The average aggregate size and 
zeta potential measurements were carried out using a 
Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 system (He-Ne laser, 633 
nm, 4 mW) from Malvern Instruments. Scattering light 
was detected at 173 degrees by the automatically adjus-
ted laser attenuation filters in a cell. All measurements 
were performed at 25°C in order to maintain constant 
viscosity (η = 1.0200 cP and the refractive index of 1.427).

The aggregation state of oil-in-cyclohexane and water-
in-oil emulsions were determined based on a standard 
solution of 100 mg L-1 of oil in cyclohexane, to which 
the additives were added and homogenized by ultra-
sonic for 20 min (Crest Ultrasonics PowersonicTM) for 
their immediate evaluation. Average aggregate size was 
monitored during the first 100 minutes. Figure 1 shows 
the experimental procedure followed for the preparation 
of heavy crude oil dissolution with ionic liquids. Zeta 
potential measurements were conducted at constant 
temperature of 25°C. The measured electrophoretic 
mobility and zeta potential was estimated according 
to the Smoluchowski model21-23.

Figure 1. Scheme of methodology for preparation of 
oil-ionic liquid-cyclohexane solutions.

Table 1. Structure and label of the evaluated ionic liquids.

Ionic liquid Label Cation Anion
1,3-dodecylimidazolium 

bromide
C12Im

NN+
CH3

CH3

2

2

Br–

1,3-tetradecylimidazolium 
bromide

C14Im

NN+

CH3

H3C

2

2

Br–
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Shape and size of flocculated asphaltenes were exa-
mined through HRTEM using a JEOL JEM-2200FS 
equipment. Crude oil suspensions in ethanol were 
prepared by applying 5 min of ultrasound. Subsequently 
the solution was dripped onto the grid and left to dry 
with an incandescent lamp. The rheological behavior 
of the solutions was analyzed by a rheometer (MCR 
301 Physica Anton Paar), with parallel plate geometry 
(4.958 mm diameter). Measurements were performed 
at constant temperature of 25°C and a shear rate from 
1 to 100 s-1. All experimental measurements were per-
formed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Solvent-oil and ionic liquid-solvent-oil emul-
sions dispersion

In asphaltenes precipitation assessment, DLS is the 
more used experimental technique. This technique 
involves direct measurement of the effective diffusion 
coefficient from a set of suspended particles following 
Brownian movement within a viscous medium. When 
the particles grow slow enough, it is possible to record 
its kinetics. However, application of DLS to crude oil 
and asphaltene solutions has its challenge since opacity 
of these systems hiders light to pass through them. 
Asphaltenes are operationally defined as the crude oil 
fraction soluble in toluene and insoluble in n-heptane. 
The solubility must be understood here as not genera-
ting a precipitate and not as molecular solubility, since 
asphaltenes are known to form aggregates in toluene24 
and in cyclohexane25.

DLS is based on determining the diffusion coeffi-
cient of colloidal particles by measuring the spectral 
composition (correlation function) of scattered light26. 
Assuming a spherical particle, the radius of the particle 
can be calculated by the Stokes-Einstein equation, which 
relates the diffusion coefficient (D; m2 s-1), the shear 
viscosity η of the medium (η; Kg m-1 s -1) and the ave-
rage hydrodynamic radius of the RH particles (RH; m)27:

        (1)

where KB is the Boltzmann constant (KB = 1.380648 
x 10-23 J K-1) and T is the absolute temperature (T; K).

Figure 2 shows the aggregation behavior of crude 
oil-in-cyclohexane. The initial average size of crude 
aggregates in cyclohexane (ZAV) was 55 nm with a 
standard deviation of 5.24 nm, and this value remained 
stable over the analyzed time range. These results show 
that cyclohexane favors aggregation of asphaltene as a 
diluents as suggested by Pereira et al., (2011)28 because 
it maintains the asphaltene in molecular state, favoring 
the association of higher molecular weight species 
while the lower molecular weight fraction remains as 
individual molecules or in states of lower aggregation.

Banda et al., (2017) evaluated the aggregation state 
of Mexican crude oil solutions by DLS and they con-
cluded that this phenomenon is influenced by crude 
oil composition, specifically by the amount of resins29. 
In this work, results indicant that the addition of ionic 

liquids modifies the aggregation behavior of the crude 
in cyclohexane. The presence of C12Im and C14Im at 
a concentration of 200 mg L-1 induces an increase in 
aggregate size by about 660-761 nm and 600-680 nm, 
respectively. However, when the concentration of both 
ILs increased to 400 mg L-1, there was a decrease in the 
size of the aggregates at values between 280-220 nm 
for C12Im and 410-460 nm for C14Im.

The difference in aggregate size by DLS was attributed 
to the effect of alkyl chain length in the presence of both 
C12Im and C14Im ILs. Wang et al., (2011) have pointed 
out that a higher alkyl chain length decreases the value 
of the critical micellar concentration, by solvophobic 
effects of the alkyl chain of the ionic liquid30. Pino et al., 
(2009) reported that the micellar behavior of two ionic 
liquids in the presence of organic solvents is affected by 
the alkyl chain length and a greater amount of organic 
solvent31. This effect allows to explain the decrease of the 
aggregate size by increasing the concentration of C12Im 
and C14Im, since an increase in the concentration of the 
ILs affects the micellar dynamics of the aggregates and, 
therefore, the size observed by DLS32-35. At this point 
our results may suggest an interaction between ILs 
and crude, however, perhaps solubility of asphaltenes 
is also affected by the solvent effect9.
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Figure 2. Measurements of aggregate size of the crude oil 
in cyclohexane at a concentration of 100 mg L-1 and effect 

of the addition of C12Im and C14Im at concentrations of 
200 and 400 mg L-1 in the average size of the aggregates.

Evaluation of water-in-oil emulsions
The rheological properties of a substance provide 

information regarding flow and deformation charac-
teristics. Viscosity characterizes flow resistance while 
elasticity is a measure of system-response to stresses. 
Water-in-oil emulsions exhibit both characteristics: 
the typical behavior of viscoelastic fluids8,36.

Figure 3 shows the relationship between viscosity of 
as-prepared emulsions and shear rate (viscosity curves). 
Viscosity of native crude oil in the evaluated shear rate 
range was kept constant, and the addition of 30 vol% of 
water to the crude oil to produce the emulsion, induces 
an increase in viscosity, which decreases with increa-
sing shear rate. This feature reflects a non-Newtonian 
shear-thinning behavior8. Similar results were reported 
by Ariffin et al., (2016)37 where an increase in the water 
content produces an increase in the viscosity of the 
emulsion with a viscoelastic behavior.
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The addition of ionic liquids at a concentration of 200 
mg L-1 into the emulsion increased the viscosity. The 
increase in viscosity under these conditions is related 
to the increase in average aggregate size as indicated 
by DLS results, with maximum viscosities of ~9 Pa.s 
for C12Im and ~8.1 Pa.s for C14Im respectively; that is, 
a higher viscosity increase in presence of ionic liquid 
with shorter alkyl chain. When the concentration of ILs 
increased to 400 mg L-1, a decrease in viscosity occurred 
(~6.8 Pa.s for C12Im and ~6.3 Pa.s for C14Im), which is 
associated to aggregate size decreasing. In addition, 
the shape of the curves showed that as the shear rate 
increases, emulsion viscosities are reduced. As the shear 
rate increase, the molecules tend to break down into 
individual flocs, thus resistance to spindle rotation is 
less and eventually reducing the emulsion viscosity. 
This phenomenon is also known as non-Newtonian 
shear thinning behavior37. Similar result was reported 
by Subramanian et al., (2015)17 where the addition 
of the ILs in the emulsions shows a non-Newtonian 
shear thinning behavior of the emulsion. From the 
physical point of view, it means that the resistance to 
flow decreases when the spill velocity increases.
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Figure 3. Viscosity vs shear rate dependence of crude oil, 
water-in-oil emulsions and effect of C12Im and C14Im ionic 
liquids. The addition of C12Im and C14Im was carried out 

at concentrations of 200 and 400 mg L-1.

The results showed that the addition of ILs preserves 
non-Newtonian rheological behavior with differences 
in viscosities in the investigated domain. Different 
rheological behavior of emulsions can also be observed 
in the flow curve (Figure 4), since the relationship be-
tween the shear rate and the shear stress is not linear.

In general, the rheological behavior depends on the 
chemical composition of the material, its molecular 
structure and its microstructural organization at the 
interface. Due both evaluated ILs have an amphiphilic 
character and similar composition with only different 
alkyl-chain length, the observed rheological differences 
may suggest a different microstructural organization38, 
which result from the solubility/compatibility level 
between both ILs and asphaltenes in the emulsion. In 
other words, the behavior of the emulsion is controlled 
primarily by the properties of amphiphilic molecule 
surrounding the water droplets in the oil solution. The 
increase in viscosity is indicative of a certain level of 

interactions in the system asphaltenes aggregates-water, 
but is not sufficient to create a complete dispersion of 
asphaltenes by the effect of both ILs.
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Figure 4. Shear stress versus shear rate for crude oil, W/O 
emulsion and effect of the addition of ionic liquid C12Im 

and C14Im emulsion at room temperatures. Flow curves the 
characteristic non-Newtonian shear-thinning behavior.

Transmission electron microscopy (TEM)

Figure 5. Representative transmission electron microscopy 
of precipitated crude oil asphaltenes.

Figure 5 shows the transmission electron microscopy 
images of precipitated asphaltenes. A thick, irregu-
larly-shaped sheet similar to stacked-carbon flakes39 
is shown in Figure 5a. This phenomenon may result 
from the high aggregation tendency of asphaltenes 
with a resulting in average size in the micrometric 
scale. Banda et al., (2016) report a similar morphology 
of asphaltene aggregates, which details their stacked-
flakes structure25.

Figure 5b and 5c allows observing that these aggre-
gates of asphaltenes are constituted by nanometric 
agglomerates. It is possible to appreciate them in various 
shapes and sizes as shown in Figure 5d. In the upper 
part of this image, the typical lamellar morphology with 
irregular edges is observed, suggesting the presence 
of layered structures resulting from the asphaltenes 
stacking. Although it was not possible to analyze the 
size distribution given the contrast, the range of these 
particles lies in the 300-500 nm size. Similar aggregate 
sizes have been reported by Banda et al., (2017)29. These 
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results show the complex structure that asphaltenes 
possess both in topology and composition and with 
amorphous structure, since the images did not shown 
the characteristic discernible order of a crystalline 
material.

According to DLS results, the range of these aggregates 
lies at 300-700 nm. The difference in size according 
to the TEM results can be explained on the basis that 
both techniques provide different information about 
the size of particles. DLS provides aggregate sizes from 
hydrodynamic radius of the particle in solution. In 
contrast, TEM measurement provides real information 
of dried particle size distributions.

Zeta potential measurements
The zeta potential (ζ) is a key parameter for character-

izing the stability of colloidal dispersion and provides 
information about surface charge associated with the 
double layer around the colloidal particle40. Figure 
6 shows the zeta potential of asphaltenes dispersed 
in an aqueous solution of 1.0 mM NaNO3. The zeta 
potential of the asphaltene solution is negative in the 
pH range from 3 to 10, which decreases slightly as the 
pH increases, and an isoelectric point (IEP) around 
pH 3 (~2.7). This value of IEP is close to that reported 
in the literature41. The surface charge ζ of asphaltene 
aggregates is a consequence of ionization of the different 
surface functional groups which depending on the pH 
value. According to these results, the asphaltene surface 
is negatively charged for lower values that pH 3, and 
positively charged for higher pH values.
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Figure 6. Effect of different concentrations of C12Im and 
C14Im (0.1 y 0.2 mM) on zeta potential of crude oil 

solution.

These results indicate a favorable electrostatic ad-
sorption of imidazolium cations on negatively charged 
asphaltene surfaces, and indeed, the addition of C12Im 
and C14Im at different concentrations (0.1 and 0.2 mM) 
modifies the surface charge of asphaltenes in solution 
to positive values of zeta potential, in the all evaluated 
pH range (from 2 to 10), without observable IEP.

This electrokinetic behavior implies electrostatic 
interactions between imidazolium cations of C12Im 
and C14Im molecules and asphaltene aggregates in the 
double layer. However, the effect of the alkyl chain also 
contributes to the adsorption mechanism, because the 

difference in magnitude of ζ apparently affect the elec-
trical properties at the interface. At a concentration of 
0.1 mM C12Im and C14Im, the zeta potential is positive 
and oscillates at a value of 30 mV and without a defined 
trend in the investigated range. This electrokinetic 
potential value suggests a moderately stable colloidal 
stability. For oil solutions with 0.2 mM of both ILs, a 
stable dispersion was formed because the magnitude 
of the zeta potential is greater than +30 mV. This result 
indicates that at a higher concentration of ILs in the 
solution, the effect of the alkyl chain length can also 
modify the electrostatic interactions between the polar 
sites of the asphaltenes aggregates and the imidazolium 
cations. So, zeta potential is dependent on the length of 
the alkyl chain42, and suggest that the length of the alkyl 
chain of the imidazolium cation affect the stability and 
surface charge of asphaltenes aggregates in solution.

On the other hand, these interactions increased the 
aggregation state of crude oil in cyclohexane. Although 
DLS results were performed under different experi-
mental conditions compared to the zeta potential test 
(n-heptane-crude); experimental results indicate that 
the electrokinetic behavior of asphaltenes can be ma-
nipulated in the presence of ionic liquids containing 
imidazolium cations and different alkyl chains lengths. 
Therefore, the use of these amphiphilic molecules can 
give indications on the phenomena of aggregation and 
precipitation of asphaltenes, as well as the stabilization 
of water-in-oil emulsions.

CONCLUSIONS

Through the addition of two imidazolium-based ionic 
liquid with different alkyl length chain in crude oil 
solutions and water-in-oil emulsions, the asphaltenes 
aggregation behavior and its rheological features was 
analyzed. Particular insights of this work are the fol-
lowing:

The addition of ionic liquids modified the aggregation 
behavior of the crude in cyclohexane, the presence 
of C12Im and C14Im at a concentration of 200 mg L-1 
induced an increase in aggregate size but when ILs 
concentrations increased, a decreased in aggregate sizes 
was observed. The difference in aggregation behavior 
by DLS results is attributed to the effect of alkyl chain 
length between of both evaluated ILs.

The initial increase and later decrease water-in-oil 
viscosity in the rheological tests were related by the 
ionic liquids-induced change in aggregate size. 

The emulsion behavior was main controlled by the 
molecular properties of both used ionic liquids, although 
viscosity change indicative certain level of interactions 
in the system, apparently is not enough to achieve a 
complete dispersion of the asphaltenes in solution.

TEM results showed difference in asphaltene ag-
gregate size both in size and shape but they do not 
allow to differentiate the effects of the ionic liquids in 
the aggregation behavior, due to the their molecular 
complexity of asphaltenes.

Zeta potential measurements revealed that the alkyl 
chain length of the imidazolium cation affect the sta-
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bility and surface charge of asphaltenes aggregates in 
solution, possibly through electrostatic interactions be-
tween asphaltenes polar sites and imidazolium cations.
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ABSTRACT

In this study, the synthesis of silver nanoparticles 
(NPsAg) is presented using AgNO3 as precursor salt 
and the aqueous extracts of Rosmarinus officinalis or 
Citrus sisnensis as reducing-stabilizing agent. To obtain 
the nanoparticles, 25 ml of a 0.1M AgNO3 solution 
were added to 10 ml of the previously prepared aqueous 
extract at room temperature for 24 hours. The extracts 
were characterized by the HPLC-Ms technique, for the 
determination of the compounds responsible for the 
reduction of Ag+ to Ag0, and thus to propose a reaction 
mechanism for the synthesis of NPsAg. The obtained 
NPsAg were characterized by various techniques such 
as XRD, confirming their obtaining by means of the 
ICDD 04-0783 diffraction chart, by SEM micrographs 
the size of the NPs was determined in a range of 20-60 
nm using the Rosmarinus officinalis extract as reducing 
agent and 10-30 nm when the Citrus sinensis extract 
was used, indicating that when using different types of 
aqueous plant extracts there is a variation in the size of 
the NPs. Using UV-Vis spectroscopy, the characteristic 
surface plasmon resonance of silver nanoparticles was 
found at 430-450 nm and by FT-IR spectroscopy it was 
confirmed that NPsAg are functionalized.

Keywords: Synthesis, silver nanoparticles, aqueous 
extracts of Rosmarinus officinalis and Larrea tridentata.

RESUMEN

En este estudio, se presenta la síntesis de nanopartículas 
de plata (NPsAg) utilizando como sal precursora AgNO3 
y como agente reductor-estabilizador los extractos acuo-
sos de Rosmarinus officinalis y Citrus sisnensis.  Para 
obtener las nanopartículas, se agregaron 25 ml de una 
solución de AgNO3 0.1 M a 10 ml del extracto acuoso 
previamente preparado a temperatura ambiente por 24 
horas. Los extractos obtenidos fueron caracterizados 
por la técnica HPLC-Ms para la determinación de los 
compuestos responsables de la reducción de Ag+ a Ag0, 
y así proponer un mecanismo de reacción para la síntesis 
de las NPsAg. Las NPsAg obtenidas se caracterizaron 
por diversas técnicas como el DRX confirmando su ob-
tención mediante la carta de difracción ICDD 04-0783. 
Mediante micrografías SEM se determinó el tamaño 
de las NPs en un rango de 20-60 nm utilizando como 
agente reductor el extracto de Rosmarinus officinalis y 
en un rango de 10-30 nm cuando se utilizó el extracto 
de Citrus sinensis, indicando que al utilizar diferentes 
tipos de extractos acuosos de plantas existe una varia-
ción de tamaño. Mediante espectroscopía UV-Vis se 
observó la resonancia del plasmón superficial alrededor 
de 430-450 nm, característica de las NPsAg, y mediante 
espectroscopia FT-IR se confirmó que las NPsAg se 
encuentran funcionalizadas.

Palabras clave: Síntesis, nanopartículas de plata, 
extractos acuosos de Rosmarinus officinalis, Larrea 
tridentata.
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RESUM

En aquest estudi, es presenta la síntesi de nanopar-
tícules de plata (NPsAg) utilitzant com a sal precur-
sora AgNO3 i com a agent reductor-estabilitzador els 
extractes aquosos de Rosmarinus officinalis i Citrus 
sisnensis. Per obtenir les nanopartícules, es van agre-
gar 25 ml d’una solució de AgNO3 0,1 M a 10 ml de 
l’extracte aquós prèviament preparat a temperatura 
ambient per 24 hores. Els extractes obtinguts van ser 
caracteritzats per la tècnica HPLC-Ms per a la deter-
minació dels compostos responsables de la reducció de 
Ag + a Ag0, i així proposar un mecanisme de reacció 
per a la síntesi de les NPsAg. Les NPsAg obtingudes es 
van caracteritzar mitjançant diverses tècniques com el 
DRX, confirmant la seva obtenció mitjançant la carta de 
difracció ICDD 04-0783. Fent servir, crografies SEM es 
va determinar la mida de les NPs en un rang de 20-60 
nm utilitzant com a agent reductor l’extracte de Ros-
marinus officinalis i de 10-30 nm quan es va utilitzar 
l’extracte de Citrus sinensis, indicant que a l’utilitzar 
diferents tipus d’extractes aquosos de plantes hi ha una 
variació de volum. Mitjançant espectroscòpia UV-Vis 
es va observar la ressonància del plasmó superficial al 
voltant de 430-450 nm característica de les NPsAg i 
mitjançant espectroscòpia FT-IR es va confirmar que 
les NPsAg es troben funcionalitzades.

Paraules clau: Síntesi, nanopartícules de plata, extrac-
tes aquosos de Rosmarinus officinalis, Larrea tridentata

1. INTRODUCCIÓN

En los últimos años la nanotecnología ha sido una 
rama de gran estudio, al diseñar, manipular y sintetizar 
materiales con tamaño nanométrico1, entre las cuales 
las nanopartículas de plata (NPsAg) han tomado gran 
interés al presentar propiedades que han sido aplicadas 
en diversas áreas tales como la electrónica, ingeniería, 
medio ambiente, medicina2, siendo esta última, de gran 
impacto para la comunidad científica, debido a sus 
propiedades antiflamatorias, anticancerosas, antifun-
gicas y antibacterianas, entre las cuales, ha destacado la 
actividad antimicrobiana debido a que las NPsAg son de 
gran toxicidad para las células procariontas (bacterias, 
virus y hongos)3, sin embargo, no son tóxicas para las 
células eucariontas3. Para la obtención de este tipo de 
NPs, existen diversos métodos de síntesis, como son los 
métodos químicos, entre los cuales se puede mencionar 
la reducción química, la microemulsión/coloidal, los 
métodos sonoquímicos, el método electroquímico y la 
descomposisión solvotermal4; por otro lado, entre los 
métodos físicos más utilizados han sido la ablación laser, 
la molienda mecánica, la molienda mecanoquímica y el 
método de descarga pulsada en alambre4, sin embargo, 
estos métodos han presentado grandes desventajas al 
ser muy costosos, al necesitar la adición de agentes 
reductores y agentes estabilizadores químicos5 y otros, 
al generar residuos tóxicos perjudicando el medio am-
biente6, por lo cual recientemente se ha estudiado la 
síntesis de NPsAg mediante métodos biológicos a partir 

de diversos tipos de organismos como son los microor-
ganismos y los extractos de plantas, siendo esta ultima 
un campo de gran interés7, al considerarse un método 
simple, rápido, rentable y no tóxico5. Se han utilizado 
diversos extractos de plantas para la síntesis de NPsAg, 
entre los cuales se pueden mencionar: el Crocus sativus 
(azafran)8, Azadirachta indica (neem)9, Geranium leaf 
(hojas de geranio)10, entre otros; los cuales tienen en 
común diversos compuestos químicos como los ácidos 
metoxicinámicos, flavonoides y terpenoides8 los cuales 
actúan como agentes reductores y estabilizadores de 
las NPsAg, evitando la adición de sustancias químicas 
tóxicas durante la síntesis, así como el uso de altas 
temperaturas y alta presión11, haciendo que este método 
sea muy atractivo y eficaz para la obtención de NPsAg 
siendo este método amigable con el medio amibiente. El 
Rosmarinus officinalis y el Citrus sinensis al ser plantas 
que crecen en diferentes partes del mundo, han sido de 
gran estudio debido a su abundancia y al presentar en 
su composición algunos compuestos químicos como 
flavonoides, fenoles, terpenos, glucósidos12, ácidos fe-
nólicos, flavonoles, ácidos y alcoholes titerpénicos13, 
los cuales han tomado gran interés al actuar como 
agentes reductores de los iones plata en las síntesis de 
NPs14. Por lo cual, en este trabajo de investigación se 
describe una metodología amigable con el medio am-
biente para la síntesis de NPsAg a partir del extracto 
de plantas de Rosmarinus officinalis y Citrus sinensis, 
evitando el uso de químicos tóxicos para contribuir 
con el cuidado del planeta.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Materiales
El nitrato de plata (AgNO

3
) fue adquirido en Jalmek. 

Se utilizó agua bidestilada en todo el estudio para la 
preparación del extracto de plantas (Rosmarinus offi-
cinalis y Citrus sinensis de la región), así como para la 
síntesis y purificación de las NPsAg.

2.2 Preparación de los extractos acuosos de 
plantas

Las hojas frescas de las plantas se secaron en una 
estufa, las cuales posteriormente se trituraron y se 
colocaron con agua bidestilada a una temperatura de 
60°C durante 1 hora. El extracto se filtró para separar 
los sólidos contenidos15.

2.3 Síntesis de NPsAg
A 25 ml de una solución de AgNO3 0.1 M se le adicionó 

10 ml del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis. 
La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente por 24 
horas, con ayuda de agitación magnética. Las nanopar-
tículas obtenidas se purificaron mediante lavados con 
agua bidestilada en una centrifuga a 3000 rpm. Para 
la síntesis de NPsAg con el extracto de Citrus sinensis 
se realizó el mismo procedimiento.
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2.4 Caracterización de los extractos de plantas
Los extractos de plantas de Rosmarinus officinalis 
y Citrus sinensis fueron caracterizados mediante la 
técnica HPLC-Ms y espectroscopía FT-IR.

2.4.1 Análisis de la composición de los extractos 
mediante HPLC-Ms

Se empleó un cromatógrafo de líquidos Varian Prostar 
330 con detector de arreglo de diodos acoplado a un 
espectrómetro de masas Varian 500 ms con trampa de 
iones. La separación cromatográfica se desarrolló en 
una columna de C18 ACE Excel 3 Super, con dimensio-
nes de 150 x 2.1 mm, de un tamaño de partícula de 3 
μm. La fase móvil empleada fue de (a) acetonitrilo/ (b) 
ácido fórmico al 0.2% en agua. El volumen de muestra 
inyectado fue de 5 μl.

2.4.2 Análisis de los extractos mediante espectros-
copía infrarroja (FT-IR)

Se utilizó un espectrómetro de infrarrojo (FT-IR) 
marca Perkin-Elmer Nicolet Nexus 47, equipado con 
un accesorio de reflectancia total atenuada ángulo de 
incidencia de 45° y un cristal de diamante ATR a una 
resolución de 4 cm-1. Las muestras se prepararon por 
evaporación de una gota de solución del extracto.

2.5 Caracterización de las NPsAg
Las NPsAg obtenidas se caracterizaron mediante las 

técnicas de difracción de rayos X (DRX), espectroscopía 
infrarroja (FT-IR), espectroscopia UV-vis y Microscopía 
electrónica de barrido (SEM).

2.5.1 Difracción de rayos X (DRX)
La fase cristalina de las NPsAg se comprobó me-

diante un DRX marca PANalytical, modelo Emyrean, 
utilizando un ánodo de Cu, con un paso 2θ de 0.02°, 
operando con una corriente de 30 kV y 20 mA. Los 
parámetros de medición fueron programados de 20-
80° en el ángulo 2θ.

2.5.2 Espectroscopía infrarroja (FT-IR)
Los espectros IR de las NPsAg se llevaron a cabo como 

fue descrito en el punto 2.4.2.

2.5.3 Espectroscopía UV-visible
Los espectros UV-vis se obtuvieron en un espec-

trómetro de doble haz marca Shimadzu UV-2401 PC 
utilizando lámparas halógenadas y D2 de 50 W, con 
una resolución de 0.1 nm.

2.5.4 Microscopía electrónica de barrido (SEM)
El tamaño y la forma de las NPsAg se determinaron 

utilizando un microscopio electrónico de barrido (HI-
TACHI modelo SU8010) a una aceleración de electrones 
de 5000 V, a una distancia de trabajo de 2.1 mm con 
un detector LA100 (U) (referente a los electrones re-
trodispersos de ángulo bajo con la supresión al 100% 
de los electrones secundarios). La determinación del 
tamaño se llevó a cabo con el software Image J.

3. RESULTADOS

3.1 Extractos acuosos de plantas

3.1.1 Determinación de los compuestos orgánicos 
presentes en los extractos acuosos de plantas me-
diante la técnica de HPLC-Ms.

En la Figura 1 se muestan los cromatogramas HPLC 
de los dos extractos y en la tabla 1 los compuestos iden-
tificados a partir de los cromatogramas, de acuerdo a 
su tiempo de retención y junto con su peso molécular. 
Para el extracto Rosmarinus officinalis, se observa que 
las principales familias presentes en el extracto son: 
hidroxicumarinas, ácidos metoxicinámicos, alquilfe-
noles, ácidos hidroxicinámicos, flavones, catequinas, 
metoxiflavones, dímeros de ácidos metoxicinámicos, 
antocianinas y terpenos fenólicos. En lo que concierne 
el extracto Citrus sinensis, se encuentran familias como 
las hidroxicumarinas, metoxisoflavones, metoxiflavo-
nes, curcuminoides, ácidos hidroxicinámicos, ácidos 
metoxicinámicos, dímeros de ácidos metoxicinámicos, 
flavones, dímeros de proantocianidinas y flavonoles.  
Ambos extractos presentan en común dentro de sus 
estructuras químicas grupos oxígenados como alcoho-
les, siendo importantes al ser compuestos suceptibles a 
oxidarse16. En la figura 1a se muestran los cromatogra-
mas de HPLC de a) Rosmarinus officinalis, en donde 
se encuentran marcados como 1 (TR= 28.23) y 2 (TR= 
27.46) los compuestos mayoritarios correspondientes a 
5-5’-Ácido dihidroferúlico perteneciente a la familia de 
los dímeros de ácidos metoxicinámicos y Gardenin B 
perteneciente a la familia de los metoxiflavones. Debido 
a que son extractos acuosos, estos compuestos están en 
mayor proporción; se ha reportado por el contrario que 
cuando la extracción es etanólica, se han obtenido en 
mayor proporción diferentes compuestos como el ácido 
rosmarínico17. La figura 1b muestra el cromatograma 
correspondiente al extracto acuoso de Citrus sinen-
sis, el cual muestra como componentes principales al 
compuesto 1,2- diferuloilgentiobiosa (1), perteneciente 
a la familia de los ácidos metoxicinámicos con un TR 
de 29.85 y al compuesto (-)-Epicatequina-(2a-7) (4a-8)-
epicatequina 3-O-galactósido (2) correspondiente a la 
familia de los dímeros de proantocianidinas con un 
TR=33.73.
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Figura 1. Cromatogramas HPLC de a) extracto de 
Rosmarinus officinalis y b) Citrus

sinensis.

Tabla 1. Compuestos químicos identificados por HPLC-Ms 
correspondientes a los extractos de Rosmarinus officinalis 

y Citrus sinensis.

3.1.2. Espectroscopía FT-IR de los extractos de Ros-
marinus officinalis y Citrus sinensis

La espectroscopía FT-IR de los extractos se utilizó 
como una técnica complementaria al HPLC-Ms para 
confirmar los grupos funcionales presentes en los ex-
tractos. Los espectros FT-IR se muestran en la figura 2a 
correspondiente al extracto de Rosmarinus officinalis 
y 2b correpondiente al extracto Citrus sinensis, en 
los cuales se pueden observar bandas muy similares 
entre sí, de acuerdo a lo observado la técnica HPLC-
Ms, es decir que ambos extractos están compuestos 

por flavones, ácidos metoxicinámicos, metoxiflavones, 
dímeros de ácidos metoxicinámicos, entre otros, los 
cuales se encuentran formados por grupos funcionales 
como fenoles, ácidos carboxilicos, cetonas y ésteres. 
La banda ancha de 3250-3500 cm-1 corresponde a los 
grupos hidroxilo (-OH), en 2930 cm-1 se muestra una 
banda pequeña la cual indica los estiramientos -CH2-
, la banda en 1637 cm-1 corresponde a la vibración de 
estiramiento de la funcion C=O atribuidas a las cetonas, 
ácidos carboxilícos presentes en las moléculas del ex-
tracto18, en 1365-1370 cm-1 se observa una banda que 
representa las flexiones de los grupos metilos (-CH3) 
presentes, en 1100 cm-1 se observa la banda caracterís-
tica del estiramiento de C-OH correspondiente a  los 
alcoholes secundarios presentes en  los compuestos  
químicos de los extractos como los flavones, los ácidos 
metoxicinámicos, falvonoles, siendo los responsables 
de reducir la Ag+ a Ag0 19.

Figura 2. Espectros FT-IR del a)extracto de Rosmarinus 
officinalis y b) Citrus sinensis. 

3.2. Síntesis de NPsAg

3.2.1. Mecanismo para la reducción de la plata 
mediante los extractos de Rosmarinus officinalis y 
Citrus sinensis.

Se propone que el ecanismo se puede llevar a cabo 
en tres etapas.
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1.	En la primera etapa se lleva a cabo la disocia-
ción de la sal precursora en agua.

Esquema 1.Reacción química de la disociación del 
AgNO3, precursor de las NPsAg.

2.	La segunda etapa comprende la oxidación de 
los grupos oxígenados de los extractos, en el esquema 
2a) se muestra la oxidación del compuesto 5-5’-Ácido 
dihidroferúlico correspondiente al extracto Rosma-
rinus officinalis, el cual en presencia de agua, calor y 
agitación mecánica el ácido carboxílico (presente en 
el compuesto) forma iones carboxilato; esto debido a 
que los ácidos carboxílicos al ser muy reactivos son 
capaces de donar protones (H+). En el esquema 2b) se 
muestra la oxidación de un alcohol secundario presente 
en la (-)(-)Epicatequina correspondiente a la familia 
de los flavonoles presente en el extracto acuoso de 
Citrus sinensis, los cuales en presencia de agua, calor 
y agitación mecánica forman cetonas, donando H+, 
propiciando la reducción de la Ag+ a Ag0, tal como lo 
reporta Tao y col. en el año 2010, quienes estudiaron 
la reducción de la Ag+ utilizando agentes químicos 
como el etilenglicol (alcohol primario), el cual genera 
aldehídos y al ser muy reactivos pueden donar (H+), 
propiciando la reducción de la Ag+ a Ag0 20.

Esquema 2. a) Reacción de la oxidación del compuesto 
5-5́ -ácido dihidroferúlico correspondiente al extracto de 
Rosmarinus officinalis, formando iones carboxilato. b) de 
la oxidación de la (-)(-)epicatequina correspondiente al 

extracto de Citrus sinensis formando cetonas.

3.	Por último, en la tercera etapa, la mezcla de 
compuestos formados como iones carboxilatos y ceto-
nas que propiciaron la reducción de la Ag+ obteniendo 
Ag0, intervienen en la funcionalización de la Ag0 con 
los compuestos restantes de los extractos (esquema 
3). En esta reacción se observan interacciones con los 
átomos de oxígeno deficientes de enlaces, así como 
con la plata (Ag0), la cual al ser un metal, tiene la ca-
pacidad de formar interacciones no covalentes tipo π 
con los sistemas conjugados formando complejos tipo 
sándwich21, tal como lo reporta Raghunandan y col., 
en el año 2011, los cuales, sintetizaron NPSAg a partir 

de la hoja de guayaba, encontrando que agentes ligantes 
como los citratos fueron aborbidos en la superficie 
de las NPs debido a interacciones π-electrones22. 
En el esquema 3 además de las interacciones tipo π, 
también se muestran interacciones ion-dipolo de la 
plata (Ag0) con los iones carboxilatos del compuesto 
5-5́ -ácido dihidroferúlico. Este comportamiento es 
debido a la densidad electrónica que presenta la Ag0 
y el compuesto conjugado (5-5́ -ácido dihidroferúlico) 
como una molécula polar, interactuando por medio 
de atracción de cargas23.

Esquema 3. Reacción de la plata funcionalizada con la 
mezcla de los compuestos pertenecientes a los extractos.

3.2.2. Espectroscopía UV-visible
En la Figura 3 se muestra el espectro UV-Vis de las 

suspensiones de NPsAg en agua. En ambos casos es 
evidente la banda plasmonica debida a la oscilación 
de los electrones libres en la banda de conducción de 
las NPsAg que interactúan en esa longitud de onda24 y 
que depende del tamaño, forma, cristalinidad y medio 
circundante de las NPs25. Sin embargo, mientras que 
para las NPsAg obtenidas a partir del extracto de Citrus 
sinensis (cuadros) la banda es muy definida y el máximo 
se puede claramente identificar a 444 nm, para la reac-
ción del extracto de Rosmarinus officinalis (círculos) 
la banda se solapa con una línea de base más inclinada 
debida a la dispersión de luz que podría indicar aglo-
meración. El máximo no es bien definido, pero puede 
visualizarse alrededor de 544 nm. El desplazamiento 
a mayor longitud de onda sugiere un menor tamaño 
promedio de partícula para estas últimas26. También 
se observa una diferencia en intensidad posiblemente 
debido a que ocurrió mayor reducción del AgNO3 en 
presencia del extracto de Citrus sinensis promoviendo 
mayor formación de nanopartículas. Así mismo se ob-
serva un hombro alrededor de 350 nm correspondiente 
a las transiciones electrónicas del extracto (terpenos y 
flavones), tal como lo menciona Imran y col. en el año 
2017, quienes estudiaron la síntesis de NPs, utilizando 
el extracto de Matricaria recutita27. 
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Figura 3. Espectros de UV-vis de las nanopartículas 
obtenidas con el extracto acuoso de Citrus sinensis 

(cuadros) y Rosmarinus officinalis (círculos).

3.2.3. Difracción de rayos X
En la Figura 4 se muestran los difractogramas de 

rayos X de las NPsAg sintetizadas a partir del extracto 
acuoso de Rosmarinus officinales (a) y Citrus sinensis 
(b). En ambos difractogramas se observa la posición de 
los picos de difracción en el ángulo 2v= 38.11°, 44.27°, 
64.42°, 77.47° y 81.53° indexadas como (111), (200), 
(220), (311) y (222)28 respectivamente, confirmando 
la obtención de plata metálica correspondiente a la 
fase cristalina cubica centrada en las caras (FCC), 
comparándolos con la carta de difracción ICDD 04-
0783. El difractograma de las NPs obtenidas a partir 
del extracto de Citrus sinensis (b) presenta picos 
más anchos en comparación con los obtenidos en las 
NPsAg con el extracto de Rosmarinus officinalis, lo 
cual es atribuido al menor tamaño obtenido de las 
NPs sintetizadas con el extracto de Citrus sinensis29, 

30. Estos resultados concuerdan con el desplazamiento 
hacia el azul observado para la banda plasmónica y 
coinciden con lo obtenido en las micrografías SEM 
(Figuras 4c y 4d), siendo c) las correspondientes al 
extracto acuoso de Rosmarinus officinalis donde se 
observa una morfología cuasiesférica con tamaño de 
partícula en el rango de 20-60 nm y d) corresponde 
a las NPs obtenidas a partir del extracto acuoso de 
Citrus sinensis presentando tamaño en el rango de 
10-30 nm. Más precisamente, a partir de los histogra-
mas, las NPs obtenidas a partir del extracto acuoso 
de a) Rosmarinus officinalis (Figura 5 a) presentan 
un tamaño en el rango 20-63 nm con un tamaño 
promedio de 39.72 nm (± nm), mientras que las NPs 
obtenidas a partir del extracto acuoso de Citrus si-
nensis (5b) se encuentran en el rango de 10- 31 nm 
con un tamaño promedio de 18.80 nm (± nm). Este 
resultado demuestra que los extractos acuosos de 
distintas plantas influyen de forma importante en el 
tamaño de las NPs. Este comportamiento también fue 
observado por Saquib y colaboradores en el año 2019, 
los cuales sintetizaron NPsAg a partir del extracto de 
corazón de purpura obteniendo morfologías esféricas, 
con un tamaño aproximado de 98 nm31.

Figura 4. Difractogramas de NPsAg obtenidas a partir del 
extracto acuoso a) de Rosmarinus officinalis, b) de Citrus 
sinensis y Micrográfias SEM de las NPsAg obtenidas del 

extracto acuoso c) de Rosmarinus officinalis, 
d) de Citrus sinensis.
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Figura 5. Histograma de tamaño promedio de partícula 
de las NPsAg a partir del extracto acuoso de a) Rosmari-

nus officinalis y b) Citrus sinensis.

3.2.4. Espectroscopía FT-IR de las NPsAg
Después de un tratamiento de purificación, las NPsAg 

se analizaron por medio de la técnica espectrosco-
pia FT-IR para confirmar la presencia de los grupos 
funcionales provenientes de los extractos acuosos de 
plantas. En los espectros de las nanopartículas con los 
diferentes extractos (Figura 6) se observa una banda 
ancha presente en la región de 3200-3250 cm-1 que se 
atribuye a las vibraciones de estiramiento del grupo 
hidroxilo (–OH), las bandas presentes en 1700 cm-1 
corresponden a las vibraciones del estiramiento de C=O 
pertenecientes a las cetonas, ácidos carboxílicos presen-
tes en los extractos, la señal de 1200 cm-1 corresponde 
al enlace –C-O-C- del grupo fenol y la banda de 1076 
cm-1 corresponde a la presencia del estiramiento de C-O 
del grupo éter, las cuales son atribuidas a los grupos 
funcionales presentes en los extractos utilizados. Las 
bandas de vibración anchas e intensas observadas en la 
región de 3200-3250 son atribuidas a las interacciones 
ion-dipolo con la plata (Ag0) y los iones carboxilatos de 
los compuestos químicos presentes en el extracto y las 
NPsAg32  como se propuso en el esquema 3. Analizan-
do los espectros de las nanopartículas y los extractos, 
ambos presentan las mismas bandas provenientes de 
los grupos funcionales aún después de un proceso de 
purificación, indicando que las NPsAg presentan grupos 
funcionales en la superficie, provenientes de los flavo-
nes, ácidos metoxicinámicos, ácidos hidroxicinámicos, 
presentes en los extractos acuosos.

Figura 6. Espectroscopia FT-IR de NPsAg obtenidas a 
partir del extracto acuoso a) de Rosmarinus officinalis, b) 

de Citrus sinensis.

4. CONCLUSIÓN

Los extractos de Rosmarinus officinalis y Citrus si-
nensis demostraron ser excelentes agentes reductores 
para la síntesis de NPsAg, como se confirmó por DRX, 
espectroscopia UV-Vis y SEM. Además se observó 
que a pasar de tener compuestos químicos similares 
de acuerdo al HPLC el extracto influye de manera im-
portante en el tamaño de las NPs obtenidas, debido a 
que en la síntesis de NPsAg con el extracto de Citrus 
sinensis se obtuvieron tamaños más pequeños en com-
paración a las NPsAg obtenidas a partir del extracto 
de Rosmarinus officinalis (18.80 ± .nm contra 39.72 
±..nm). Además, mediante IR se demostró que las NPsAg 
quedan funcionalizadas con los compuestos químicos 
de los extractos acuosos de plantas, sin la necesidad de 
adicionar químicos tóxicos como agentes de reducción 
o estabilización. Lo cual, convierte a esta metodología 
en una ruta eficaz, sencilla y amigable con el medio 
ambiente de gran interés para el estudio de NPs.
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ABSTRACT. 

Metabolite profile always hold important place for 
flavonoids as they are the major promoters of secondary 
metabolism in human body. For decades numerous 
flavonoids are explored for their structural activities 
which in turn helped them to meet various health 
promoting applications such as radical scavenging 
activity. Apart from conventional flavonoids their de-
rivatives are also tend to exhibit similar kind of struc-
tural activity. Therefore in the present work afzelin and 
juglanin – the glycosyl derivatives of kaemepferol an 
established flavonoid are subjected to structural activity 
relationship analysis using density functional theory. 
The structures of the two kaempferol glycosides are 
optimized and the optimized geometry is simulated to 
obtain frontier orbitals, electrostatic potential energy 
and molecular descriptors. The obtained results sug-
gest that maximum amount of charge is accumulated 
over B-ring of two flavonoids, thus prefers to act as 
better electron donating region. Target predicted for 
two flavonoids over homosapien class reveal that the 
flavonoid highly prefers lyase and enzymatic targets 
for inhibition purpose.

Keywords: Kaempferol glycosides, structural activity, 
target prediction.

RESUMEN. 

Los flavonoides siempre ocupan un lugar importante 
para el perfil de los metabolitos, ya que son los principa-
les promotores del metabolismo secundario en el cuerpo 
humano. Durante décadas, se exploraron numerosos 
flavonoides por sus actividades estructurales que a su 
vez les ayudaron a cumplir con diversas aplicaciones 
promotoras de la salud, como la actividad de eliminación 
de radicales. Aparte de los flavonoides convencionales, 
sus derivados también tienden a exhibir un tipo similar 
de actividad estructural. Por lo tanto, en el presente 
trabajo, los derivados glicosílicos del kaemepferol, un 
flavonoide, la afzelina y la juglanina, se sometieron a un 
análisis de relación de actividad estructural utilizando 
la teoría funcional de la densidad. Se optimizaron las 
estructuras de los dos glucósidos de kaempferol y se 
simulo la geometría optimizada para obtener orbi-
tales de frontera, energía potencial electrostática y 
descriptores moleculares. Los resultados obtenidos 
sugieren que la cantidad máxima de carga se acumula 
sobre el anillo B de dos flavonoides, por lo que prefiere 
actuar como una mejor región donante de electrones. 
La diana predicha sobre la clase homosapien para los 
dos flavonoides revela que prefieren a lyasa como diana 
enzimática con fines de inhibición.

Palabras clave: glucósidos de kaempferol, actividad 
estructural, predicción de objetivos.
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INTRODUCTION

Flavonoids are ubiquitous group of naturally occur-
ring polyphenolic compounds derived from plants, 
vegetables and fruits considered as health promoting 
as well as disease preventing dietary supplements. Ep-
idemiological, clinical and animal studies reveal that 
flavonoids act as protective shield against various dis-
ease conditions including cardiovascular disease and 
cancer that are revealed in epidemiological, clinical and 
animal studies [1]. They have dominant impact over 
parameters associated with atherosclerosis, including 
lipoprotein oxidation, blood platelet aggregation, and 
vascular reactivity which makes them to be the focus 
of much current nutritional and therapeutic interest. 
Of all, well known flavonoids kaempferol containing   
plants   have   superior antioxidant   activity not only 
in vitro but also in vivo [2]. Kaempferol significantly 
decreases superoxide levels at low concentrations, 
making it to be a potential antioxidant, since the 
formation of superoxide anion is required for the 
production of reactive oxygen and nitrogen species 
involved in oxidative stress. Structural features that 
support their antioxidant property are the presence 
of a double bond at C2-C3 in conjugation with an 
oxo group at C4, and the presence of hydroxyl groups 
at C3, C5 and C4′ positions. At present scientific 
community is showing much interest over the de-
rivatives of several high potent antioxidants, as they 
also mimic the same properties similar to their parent 
due to some important structural similarities with 
their parent. Best examples are glycosyl derivatives 
of flavonols and flavon-3-ols[3]. The present work 
portrays the theoretical investigation of structural 
activity of kaempferol afzelin derivatives and juglanin 
based on orbitals, electrostatic potential, molecular 
descriptors and identification of the potential targets 
using in-silico method.

COMPUTATIONAL DETAILS

In the present work, the geometries of afzelin 
and juglanin are optimized to their ground state using 
the hybrid density functional of a B3LYP parameter  
(Beckes-three parameter reformulated by Lee Yang and 
Parr) using the triple zeta valence basis set 6-311G(d,p) 
and polarization functions ++ are also been considered, 
due to high delocalization [4]. All the simulations were 
supported by the quantum chemical software Gaussian 
09 and visualizations are aided by Gauss view 5.0 and 
chemcraft software. Initially the structures are been 
optimized to attain the ground state energy minimum 
through potential energy scan. The optimized structure 
of afzelin with energy -1564.8771034 Hartree is obtained 
from the simulation. Whereas optimized structure of 
juglanin possess a intra molecular hydrogen bond of 
length 1.699 Å and energy -1525.5879351 Hartree. 
Energetically afzelin seems to be of active than ju-
glanin even though it lags intra molecular hydrogen 
bonding between. Target prediction for the respective 
compounds is supported by Swissadme.

(a)

(b)

Figure 1.Optimized structure of (a) Afzelin 
and (b)Juglanin

RESULT AND DISCUSSION

Frontier Molecular Orbital Analysis
Frontier orbitals provide an insight on organic re-

actions based on how orbitals interact to control the 
outcome of reactions [5]. Here they are been used to 
understand the characteristic nucleophilic and elec-
trophilic components by visualizing the occupied and 
unoccupied molecular orbitals. From Figure 2.it is 
observed that molecular orbitals of both HOMO and 
LUMO are found to be spread all over both the mol-
ecules. C3-C6-C3´ skeleton possess bonding type of 
orbitals in both occupied and unoccupied energy levels. 
Similarly hydroxyl units possess anti-bonding orbitals. 
Herein considering molecular orbital energy levels 
both afzelin and juglanin possess same kind of occu-
pancies, A and B ring in both molecules possess high 
charge density which is shown by increased number of  
positive and negative lobes there. Another important 
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observation is energy gap between HOMO and LUMO 
for afzelin and zuglanin. For afzelin energy difference 
of about 4.14 eV is observed and for zuglanin energy 
difference of about 4.06 eV is observed, since there is no 
any appreciable variation that  is in line with previous 
observations. Hence both molecules exhibit same kind 
of antioxidant activity.

LUMO                                                 LUMO

HOMO                                                 HOMO
(a)                                                          (b)

Figure 2.Molecular orbital occupancies for 
(a)Afzelin and (b)Juglanin

Molecular Electrostatic Potential(MEP) analysis

(a)                                                          (b)

Figure 3.Electrotatic potential diagrams of 
(a) Afzelin and (b) Juglanin

MEP diagrams (Figure 3.) are helpful in understand-
ing the charge distribution in a molecule. Here this 
analysis is been done to understand the electrostatic 
potential properties of the two studied molecules [6]. 
For afzelin highest electrostatic potential regions are 
been witnessed near hydroxyl units present in b and 
a ring hence they act as active electron donating sites. 
Similarly for the hydroxyl units of juglanin, the same 
observation is witnessed. Lower electrostatic potential 
regions are witnessed over the glycosyl region for both 

the molecules, indicating its electron acceptor property 
hence said to be highly delocalized. From the above 
observation, it can be concluded that the molecules act 
as electron donors since they possess more number of 
higher electrostatic potential regions.

MOLECULAR DESCRIPTORS

Table 1.Molecular descriptive parameters for 
afzelin and juglanin

Molecular descriptors Eo (eV) of  Afzelin Eo (eV) of Juglanin
IP (eV) 5.66 6.12
EA (eV) 1.51 2.05
ω (eV) 2.07 2.03
S (eV) 0.24 0.24
Χ (eV) 3.59 4.08
η (eV) 3.11 4.10

To characterize the antioxidant property of 
a flavonoid, it is vital to compute χ, IP, EA, η, S and ω 
[7]. Ionization potential(IP) portrays electron donating 
ability,  likewise chemical hardness(η) is a measure of 
resistance to charge transfer, while the electronegativity 
(χ) is a measure of the tendency to attract electrons in 
a chemical bond and is defined as the negative of the 
chemical potential in DFT . The maximum electron flow 
between a donor and an acceptor is governed by the 
decomposition of binding energy between the atoms and 
it is determined by the factor electrophilicity index (ω). 
The above molecular descriptor values obtained from 
the total orbital energy method for the investigated 
compounds are displayed in Table 1.  Ionization energy 
profile shows that electron removal is more facilitated 
by afzelin than juglanin with a difference of 0.54 
eV in magnitude. Both the molecules display lesser 
hardness and increased smoothness which facilitate 
enhanced structural activity to change its electronic 
configuration. The electron attracting ability for afzelin 
is quite easier than juglanin which is represented by 
the electronegativity values. The calculated molecular 
properties clearly confirm that afzelin and juglanin prefer 
to act as electron donor rather than electron acceptors. 
This is also an indicator of their antioxidant capability.

Target prediction analysis

(a) 
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(b)
Figure 4. Target prediction chart for 

(a) Afzelin and (b) Juglanin

Screening of targets for the lead compounds is 
considered to be an essential step in in-silico analysis, as 
it helps for easier identification for the potential target 
for inhibitory action [8]. Out of 500 hundred studied 
targets both afzelin and juglanin prefers lyase as well 
as enzymatic targets (Figure 4.) under homosapien 
class in higher percentages. Since inhibiting lyase and 
enzyme based target regulates imbalance in metabolisim 
thereby facilitates good health and improves secondary 
metabolism in human body.

CONCLUSION

In the present work structural activity identification 
of kaempefrol glycosides afzelin and juglanin through 
theoretical mode with the help of density functional 
theory is been carried out. Molecular geometry (bond 
length, bond angle, dihedral angle and minimum ground 
state energy conformer) are achieved with  the hybrid 
density functional of a B3LYP parameter  and triple zeta 
valence basis set 6-311G(d,p) adopted in the present 
investigation. The following results are arrived from 
observations made in result and discussion section.

Frontier molecular orbital analysis supports the well-
known fact about reactivity of B-ring which here is 
characterized by bonding type of orbitals in highest 
occupied state for both the molecules. The energy gap is 
in the order of 4 eV for the two flavonoids resulting that 
both exhibit same kind of reactivity towards invading 
free radicals. Molecular electrostatic potential analysis 
depicts the presence if highest electrostatic potential 
regions over hydroxyl units in both the compounds. 
Henceforth these –OH units readily scavenges the free 
radicals through H-atom transfer mechanism.

Molecular descriptive parameter gives a deep insight 
regarding structural activity where both the compounds 
acts as electron donors rather than electron acceptors. 
Electron donation is the major concerned property of 
flavonoids, so in that way the flavonoids under study 
are potential antioxidants nominated for radical scav-
enging process.[9]

Target prediction analysis sheds light over lyase and 
enzymatic targets for azelin and juglanin thereby de-

picting their inhibitory action over pathogens through 
non-covalent interaction or electron donation.

Based on the above observations it is validated that 
both afzelin and juglanin exhibit better structural ac-
tivity and are also suitable for inhibition of the targets.
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ABSTRACT

In this work, Hele-Shaw cells were manufactured 
to evaluate the imbibition flow of two thermosetting 
resins on porous surfaces. Both resins turned out to be 
wettable liquids, although the GP resin had a smaller 
contact angle, favoring greater ease of penetrating 
capillary media.

The porous surfaces were the natural fibers of hen-
equen, ixtle and jute. The compatibility of the fibers 
with the resins was favored with the use of chemical 
agents that modified the fibers, although the treatment 
by acetylation caused the degradation of the ixtle fiber. 
The compatibility promoted the impregnation speed of 
the fibers, significantly reducing the advance time of 
thermosetting resins compared to unmodified fabrics. 
Despite the results obtained, a higher advance speed did 
not necessarily imply a better impregnation of the fibers.

Keywords: Hele-Shaw, natural fibers, composites

RESUMEN

En este trabajo se presentan resultados de imbición 
como función del tiempo de dos resinas termoestables 
en medios porosos confinados en celdas Hele-Shaw 
construidas con placas de vidrio. Una de las resinas 
(Epolam) es de origen sintético mientras que la otra 
(SR GreenPoxy) es una bio-resina.  Ambas resinas 
resultaron ser líquidos mojables, aunque la resina GP 
presentó un ángulo de contacto más pequeño, favore-
ciendo la imbibición en las fibras.Los medios porosos 
consistieron en  las fibras naturales de henequén, ixtle 
y yute. La compatibilidad de las fibras con las resinas 
se favoreció con el uso de agentes químicos que mo-
dificaron las propiedades superficiales de las fibras, 

aunque el tratamiento por acetilación provocó la de-
gradación de la fibra ixtle. La compatibilidad promovió 
una mayor velocidad de impregnación de las fibras, 
reduciendo notablemente el tiempo de avance de las 
resinas termoestables en comparación con los tejidos 
sin modificar. A pesar de los resultados obtenidos, una 
mayor velocidad de avance, no necesariamente implicó 
una mejor impregnación de las fibras.

Palabras clave: Hele-Shaw, fibras naturales, com-
puestos

RESUM

En aquest treball es van fabricar cel·les Hele-Shaw 
per avaluar el flux de imbibición de dues resines ter-
moestables sobre superfícies poroses. Les dues resines 
van resultar ser líquids mullables, encara que la resina 
GP presentar un angle de contacte més petit, afavorint 
una major facilitat per penetrar en mitjans capil·lars.

Les superfícies poroses van ser les fibres naturals 
d’henequén, ixtle i jute. La compatibilitat de les fibres 
amb les resines es va afavorir amb l’ús d’agents químics 
que van modificar a les fibres, encara que el tractament 
per acetilació va provocar la degradació de la fibra ixtle. 
La compatibilitat promoure la velocitat d’impregnació 
de les fibres, reduint notablement el temps d’avanç de 
les resines termoestables en comparació amb els tei-
xits sense modificar. Tot i els resultats obtinguts, una 
major velocitat d’avanç, no necessàriament implicar 
una millor impregnació de les fibres.

Paraules clau: Hele-Shaw, fibres naturals, compostos
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1. INTRODUCCIÓN 

La capilaridad, es la capacidad de un fluido líquido 
para penetrar en superficies que contienen poros finos 
y grietas. La dinámica del flujo capilar guarda rela-
ción con ciertos aspectos prácticos en relación con el 
movimiento del fluido sobre las superficies, el flujo en 
materiales en medios porosos, etc. Por otra parte, el 
ascenso capilar en los medios porosos es el resultado 
del efecto capilar es contrarrestado por la gravedad. Un 
medio poroso se puede considerar como un conjunto 
de capilares que tiene una sección transversal desigual. 
La tensión superficial juega un papel importante, ya 
que si un capilar está parcialmente sumergido en un 
fluido, el líquido dentro del capilar puede subir o bajar 
dependiendo del ángulo de contacto. Si el ángulo de 
contacto es inferior a 90 °, el líquido asciende dentro 
del capilar 1, 2.

Bell y Cameron 3 analizaron por primera vez el flujo 
impulsado por capilaridad y resistido solo por las pérdi-
das viscosas. Sin efecto de la gravedad, mostraron que 
la posición del frente embebido avanza en el tiempo de 
acuerdo con la relación   donde h es la distancia de 
avance del frente y t es el tiempo. Unos años más tarde 
(1911) Green, Ampt, Lucas y Washburn 4 calcularon la 
constante de proporcionalidad para el caso de un tubo 
con una sección transversal circular, y encontraron 
que dicha constante es función del radio del tubo y las 
propiedades del líquido: viscosidad, tensión superficial 
y ángulo de contacto 4.

A fin de analizar el impacto de los fenómenos capilares 
también conocidos como flujos de imbibición (cuan-
do un fluido mojante desplaza a otro no mojante), se 
han planteado diferentes experimentos para estudiar 
los procesos de imbibición, de particular interés ha 
resultado el estudio de la imbibición en las llamadas 
celdas de Hele-Shaw (HS). Este tipo de celdas ha sido 
ampliamente utilizado para el diseño de modelos expe-
rimentales ad-hoc para el estudio de las características 
y mecanismos del desplazamiento de flujo espontáneo 
sin medio poroso 5 y con medio poroso (referencia). 
Estas celdas consisten en un par de placas planas de 
vidrio transparente, separadas mediante separadores 
rígidos, la separación de entre las placas es determi-
nada por el espesor de los separadores el cual debe ser 
muy pequeño (del orden de milímetros o menor) a fin 
de observar fenómenos capilares. Su construcción es 
sencilla, pero han resultado ser modelos físicos con 
muchas aplicaciones.  

Algunas aplicaciones que hacen uso de celdas HS, sin 
medio poroso, consisten en el estudio de los procesos de 
imbibición espontánea, en los cuales un fluido desplaza 
a otro fluido, por ejemplo Soria et al. 5, utilizaron agua 
destilada como fluido desplazante y Sotrol 170 como 
fluido desplazado, su estudio incluye la variación del 
espesor de los separadores y para este caso en particular, 
encontraron una separación optima (0.015 cm) para la 
cual se observa una mayor eficiencia de barrido5. Tales 
procedimientos experimentales, toman en cuenta la 
mojabilidad del medio y las propiedades del flujo de la 
resina polimérica.

Investigaciones más recientes6, tratan sobre capila-
ridad en los modelos Hele-Shaw, tanto analítica como 
experimentalmente, para la elevación capilar con y 
sin gravedad. 

Por otro lado, estudios que consideran procesos 
de imbibición en celdas HS con medio poroso y que 
consideran flujos multifasicos, están relacionados a 
aplicaciones para remedición de suelos así como en 
estudios de recuperación de aceite 7,8. En particular, en 
este trabajo es de interés estudiar el efecto de los fenó-
menos capilares en procesos conocidos como moldeo 
líquido de compuestos 9 (LCM, por sus siglas Liquid 
Composite Molding). Estas técnicas son utilizadas en 
los procesos de manufactura de material compuesto a 
partir de resinas epóxicas y fibras largas. Estos procesos 
consisten en la inyección de resina (con algún agente 
de curado) en tejidos de algún tipo de fibra que sirven 
como refuerzo, utilizando una bomba de vacío para 
ejercer succión (presión negativa) para facilitar el flujo 
de resina sobre las fibras. Es muy conocido que en este 
proceso el flujo capilar tiene impacto importante. y es 
de gran importancia en los procesos de manufactura 
de compuestos con fibras largas 9.

Los tejidos se tejen a partir de mechas, las cuales 
a su vez están formadas por filamentos, cada mecha, 
dependiendo del tipo de tejido- puede contener entre 5000 
y 12000 filamentos. Debido a estas características este 
tipo de tejidos puede considerarse un medio poroso 10. 

En este trabajo, se reportan resultados de flujos de im-
bibición de resinas en celdas de HS, con medio poroso, 
dicho medio poroso está formado por tejidos de fibras 
naturales. Se analizaron tres tipos de fibras: henequén, 
yute e ixtle, además con el objetivo de modificar sus 
propiedades superficiales, algunas muestras recibieron 
un tratamiento químico ácido y otras un tratamiento 
químico base. Se utilizaron dos resinas, las cuales son 
utilizadas para la manufactura de materiales com-
puestos con fibras largas. Para cada caso, se presenta 
la distancia de avance como función del tiempo y se 
muestran comparaciones de los procesos de imbibición 
de resinas en fibras con y sin tratamiento. 

2. MATERIALES

Materiales
Fibras naturales de henequen (Agave fourcroydes), 

ixtle (Agave vivipara) y yute (Corchorus olitorius), con la 
siguiente nomenclatura: FH, FI, FY, respectivamente, se 
emplearon como medios porosos para evaluar el efecto 
capilar en los procesos de infusión de resina líquida.

Las fibras naturales de henequén e ixtle se confor-
maron de aproximadamente 30 y 50 hilos retorcidos 
respectivamente, para formar mechas de cuerda de entre 
4-6 mm de grosor promedio. Ambas fibras se adquirie-
ron a cordelería Santa Inés en Yucatán, México. Ambas 
fibras naturales fueron tejidas en una configuración 
bidireccional (plain weave) por artesanos mexicanos 
del estado de Querétaro en México. La fibra de yute 
tejida, proveniente de Centro América, se adquirió a 
través de bolsas publicitarias SA de CV. Los tejidos de 
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henequén, ixtle y yute tuvieron un espesor promedio 
de 1.63, 1.46 y 0.88 mm. 

Como fluidos de imbibición se empleó una resina 
líquida Epolam 2015 (Epolam) de Axson technologies 
con una viscosidad a 25 °C de 1500 mPa.s 11 y una resina 
bio-resina SR GreenPoxy 56 (GP) de Sicomin, con una 
viscosidad a 25 °C de 800 mPa.s. Para evitar cambios en 
la viscosidad durante el proceso de imbibición ambas 
resinas se utilizaron sin el agente endurecedor. Las 
celdas Hele-Shaw fueron construidas utilizando vidrio 
portaobjetos pulidos LAUKA02350 de 75x38 cm de 
longitud y espesor de 1 mm.

Métodos experimentales
Para analizar el fenómeno de imbibición se diseñaron 

celdas Hele-Shaw, utilizando dos portaobjetos colocados 
de forma paralela, con un pequeño espacio entre ellas 
para permitir el flujo de resina.  Primero se estudió el 
proceso de imbibición en celdas HS sin medio poroso 
utilizando separadores del orden del espesor de los 
tejidos (0.21, 0.25 y 0.39 mm), en el caso de celdas HS 
con medio poroso, la distancia de separación entre las 
placas fue determinada por el espesor del tejido de la 
fibra estudiada. 

Es importante resaltar que las placas de vidrio se 
limpiaron con etanol previo a cada ensayo. 

Para todas las pruebas imbibición, se colocó una re-
gla graduada como referencia de distancia. La resina 
se depositó en la entrada de la celda utilizando una 
jeringa convencional, cuidando no forzar el flujo de 
resina dentro de la celda, el cual debe de ser espon-
taneo. A continuación se tomaron lecturas del frente 
de avance como función del tiempo, en función de la 
separación los tiempos pueden duran horas o días. La 
Figura 1 muestra el procedimiento inicial para el caso 
de imbibición sin medio poroso.

Figura 1. Proceso de imbibición de la resina Epolam en la 
celda Hele-Shaw.

El método de la gota sésil se utiliza a menudo para 
realizar mediciones directas del ángulo de contacto, 
que determina la mojabilidad de un sólido respecto 
a un líquido. Para medir el ángulo de contacto entre 
las resinas epoxi sobre la placa de vidrio se utilizó 
un medidor de ángulo de contacto óptico OCA20 
de Data-Physics Instruments. Se analizaron gotas de 
resina de 3 ml, depositadas en tres secciones diferentes 
de la superficie del vidrio utilizado para la celda HS. La 
temperatura ambiente se mantuvo en 25° C. 

Las fibras se sometieron a dos tratamientos químicos 
para mejorar su compatibilidad con la resina, para ello, 
se lavaron previamente en agua ionizada a 75 ° C durante 
2 h, con un posterior secado a 85 ° C durante 2 h en un 
horno de convección de aire. El primer método consistió 
en un tratamiento alcalino bajo una solución al 3% de 
NaOH agitada mecánicamente a 85 ° C durante 2 h. 
El segundo método consistió en realizar una digestión 
ácida en una solución de ácido acético al 50% agitada 
mecánicamente a 85 ° C durante 2 h, en este caso se 
agregaron dos gotas de ácido sulfúrico como catalizador. 
Después de los tratamientos químicos, las fibras se 
lavaron en agua desionizada, hasta alcanza un pH 7 y 
posteriormente se secaron a 85 ° C durante 2 h.

3. RESULTADOS

La Figura 2 muestra un ejemplo de  las imágenes 
capturadas durante el ensayo para determinar el ángulo 
de contacto para de la resina Epolam sobre la placa de 
vidrio y el ángulo de contacto de la resina GP sobre la 
placa de vidrio. 

Figura 2. Fotografías capturadas durante el análisis del 
ángulo de contacto sobre las placas de vidrio correspon-

dientes a: a) resina Epolam 2015 y b) resina GP.

La Tabla 1 presenta los resultados obtenidos. Es po-
sible apreciar que ambas resinas epoxi son inferiores 
a 90°, lo que permite suponer que el vidrio utilizado 
para las celdas HS no impide el deslizamiento de la 
gota. Tomando en cuenta los valores registrados en la 
Tabla 1, la resina GP de desliza con mayor facilidad 



JULY - DECEMBER 2021  |  243

en el vidrio que la resina sintética. Lo anterior podría 
deberse a la menor viscosidad de la resina GP.

Tabla 1.  Valores del ángulo de contacto obtenido para las 
resinas sobre el vidrio y las fibras

Al utilizar muestras de fibras naturales como medio 
poroso, en sustitución del vidrio, se aprecia claramente 
que la resina GP posee una mayor mojabilidad sobre 
las resinas, lo que se podría atribuir al contenido or-
gánico de la resina GP y su compatibilidad con las 
fibras naturales. 

El proceso de imbibición en celdas HS con fibras naturales 
de Henequén, Ixtle y Yute se evaluó utilizando la resina 
epoxi sintética Epolam y la resina biobasada GreenPoxy.

La Figura 3 muestra las gráficas distancia vs tiempo 
de avance, obtenidas después de registrar el avance 
de la resina sintética Epolam (Figura 3a) y la resina 
biobasada GP (Figura 3b) sobre las fibras naturales 
de henequén, ixtle y yute, las cuales fueron utilizadas 
como medios porosos.

Figura 3. Graficas de distancia recorrida vs tiempo corres-
pondientes a la imbibición de fibras naturales sobre: (a) 

resina epolam, (b) resina GP.

Para ambas resinas, resulta evidente que la velocidad 
de impregnación es mucho mayor al inicio y se va 
ralentizando conforme la distancia recorrida. La resina 
Epolam (Figura 3a) muestra un avance mucho más 
lineal, lo que representa un proceso de imbibición en 
las fibras naturales más corto que con la resina GP.

A partir de la Figura 2a, se puede apreciar que el 
proceso de imbibición se completó en los tejidos de 
fibra henequén e ixtle, mientras que en el tejido de 
yute la resina solo pudo desplazarse 5 cm. Además, el 
proceso de imbibición fue notoriamente más rápido 
en la fibra ixtle que en la fibra de henequén, ya que la 
resina tardó solamente 73 minutos en desplazarse 6cm 
a través de la fibra ixtle, respecto a los 202 minutos que 
tardó para la fibra de henequén. 

Por su parte, la fibra Yute presentó un tiempo de em-
bebido mucho mayor (310 min para un desplazamiento 
de 5 cm) que el resto de las fibras naturales. Lo anterior 
se atribuyó a la configuración del tejido. A pesar de que 
el yute tiene un tejido bidireccional, físicamente es un 
tejido abierto, lo que restringe el paso de resina. La 
impregnación es efectiva, pero el recorrido tarda más 
tiempo que una configuración más cerrada.

En el caso de la resina GP de la Figura 2b, se pude 
apreciar claramente que el proceso de imbición se com-
pleta con el tejido de fibra de henequén, mientras que los 
tejidos de fibra ixtle y yute solo logran ser impregnados 
hasta los 6 cm aproximadamente y en un tiempo muy 
similar.  En este caso, la velocidad de impregnación 
podría estar influenciada por la compatibilidad de la 
fibra con la resina bioepoxi. Una mayor compatibilidad 
debería de permitir una impregnación más lenta pero 
de mejor calidad.

Una forma de evaluar la compatibilidad y su efecto en 
la velocidad de desplazamiento de resinas en celdas HS 
sería medir el peso de la celda posterior a la completa 
impregnación del tejido de fibra utilizado como medio 
poroso.

La Tabla 2 presenta los resultados obtenidos del peso 
de la celda posterior al proceso de imbibición de resina 
Epolam y GP sobre las fibras naturales

Tabla 2.  Peso de la celda HS sobre la absorción de resina 
por parte de las fibras naturales

La fibra de ixtle absorbe muy poca cantidad de resina 
Epolam, lo que facilita el desplazamiento de ésta sobre 
el tejido. En el caso de la resina GP, la fibra de henequén 
presentó un valor de resina más bajo, lo que conlleva 
a un rápido avance de la resina biobasada. En ambas 
resinas, la celda HS conteniendo fibra de yute fue la 
que presentó un mayor peso al finalizar el proceso de 
imbibición.
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Para tener un panorama más amplio de lo que está 
ocurriendo con el proceso de impregnación de las 
fibras naturales, es necesario analizar la calidad de los 
tejidos impregnados. 

La Figura 4 presenta fotografías de las celdas HS 
conteniendo los tejidos de fibra natural durante el 
proceso de imbibición utilizando ambas resinas epoxi. 
Las fotografías se presentan con un desplazamiento 
similar y sin considerar el tiempo de impregnación.

Figura 4. Fotografías tomadas durante el proceso de 
imbibición correspondientes a: a) FH-epolam, b) FI-epo-

lam, c) FY-epolam, d) FH-GP, e) FI-GP, f) FY-GP.

A primera vista, no parece haber cambios en la calidad 
de la impregnación de las fibras, ya que todos los tejidos 
analizados en este trabajo no parecen presentar imper-
fecciones. Lo anterior hace necesario un análisis por 
estereoscopio para observar con mayor detenimiento 
la imbibición de las fibras naturales.

En un intento por profundizar más en la calidad 
del proceso de imbibición sobre las fibras naturales, 
se realizaron dos tipos de tratamientos químicos, el 
primero de ellos fue tratar a las fibras naturales con 
hidróxido de sodio (NaOH), para producir una mayor 
cantidad de grupos hidroxilos que permitan una mayor 
compatibilidad, al menos con la resina bioepoxi. 

El segundo tratamiento consistió en un proceso de 
acetilación para sustituir los grupos OH por el grupo  
carboxílico – COOH. Los resultados se presentan en la 
Figura 5, la cual muestra el tiempo de recorrido de la 
resina Epolam y  GP sobre los tejidos de fibras naturales 
henequén, ixtle y yute modificados con NaHO.

El tratamiento realizado a las fibras naturales con 
NaOH favoreció la velocidad de impregnación de las 
fibras, reduciendo notablemente el tiempo de avance 
de las resinas Epolam y GP si las comparamos con 
los tejidos sin modificar. Además, a diferencia de los 
tejidos no modificados, la presencia de grupos OH 
permitió la completa impregnación de los tejidos de 
fibra natural, por lo que ambas resinas lograron alcanzar 
un desplazamiento de 6.5 cm.

Figura 5. Graficas de distancia recorrida vs tiempo 
correspondientes a la imbibición de fibras naturales 
modificadas sobre: (a) resina epolam, (b) resina GP.

La resina GP en el tejido de fibra de henequén presentó 
un tiempo de avance de 59 minutos, que representa 
una reducción del 67% respecto a la fibra sin tratar. 
Similarmente, las fibras de ixtle y yute presentaron 
una reducción en el tiempo de imbibición de aproxi-
madamente 88 y 74% respectivamente.  Los resultados 
obtenidos permiten confirmar que el tratamiento por 
NaOH favoreció la compatibilidad de las fibras y per-
mitió una mayor velocidad de impregnación.

En el caso de las fibras tratadas químicamente por 
acetilación, solamente se pudo aplicar este tratamien-
to a las fibras de henequén y yute. La fibra de ixtle se 
deterioró considerablemente y no fue posible de uti-
lizar.  Además, el proceso de acetilación no favoreció 
el tiempo de avance de la resina GP sobre las fibras 
naturales tratadas. De hecho, la fibra de yute no pudo 
ser impregnada por completo, teniendo solo un avance 
de 4.5 cm en un tiempo aproximado de 308 minutos, 
siendo un 45 % mayor que el tiempo obtenido por el 
tejido de yute sin modificar. 

A pesar de los resultados obtenidos, es necesario 
resaltar que obtener una mayor velocidad de avance, 
no necesariamente implica una mejor impregnación de 
la fibra. Por lo anterior, para evaluar correctamente la 
calidad del proceso de imbibición, es necesario consi-
derar varios aspectos tales como el tipo de resina, la 
naturaleza de las fibras y la configuración de los tejidos.
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La Figura 6 muestra las fotografías tomadas de las 
diferentes fibras naturales evaluadas en este trabajo 
para comparar el proceso de imbibición respecto al tipo 
de resina, la naturaleza de las fibras y la configuración 
de los tejidos.

Figura 6. Fotografías tomadas posterior al proceso de 
imbibición de las fibras naturales: a) FH-epolam, b) 

FI-epolam, c) FY-epolam, d) FH-GP, e) FI-GP, f) FY-GP, g) 
FH-GP/NaOH, h) FI-GP/NaOH, i) FY-GP/NaOH.

Con respecto a la naturaleza de las fibras naturales, se 
pueden destacar ciertos rasgos físicos. Por ejemplo, el 
henequén presenta un tejido semiflexible que favorece 
su deshilado al momento de su tejido, y se observa cla-
ramente como hilos de fibra de henequén se encuentran 
desordenados. Contrariamente, la fibra ixtle es mucho 
más rígida que el henequén y el yute, lo que permite que 
los hilos de ixtle permanezcan firmes y sin aperturas 
entre la trama, Finalmente, la fibra de yute es muy 
flexible, de bajo calibre y con una apertura del tejido 

similar a una malla para tamizado. Estas diferencias 
físicas repercuten en el proceso de imbibición.

Es posible apreciar que el tejido ixtle presenta un 
menor contenido de burbujas o vacíos que las fibras de 
henequén y yute. Algunos vacíos se logran apreciar en 
las hendiduras del tejido de henequén y claramente en las 
aperturas del tejido de yute. Por tanto, la configuración 
del tejido abierto favorece por mucho la formación de 
burbujas durante el proceso de impregnación respecto 
a un tejido cerrado, independientemente del tipo de 
resina, tal como se puede apreciar en las Figuras 6a – 6f.

En relación al tipo de resina, las fibras naturales pre-
sentan cierta compatibilidad con la resina biobasada. 
Lo anterior se puede apreciar claramente en la densi-
dad de burbujas presente en los tejidos de henequén y 
yute (Figura 6a y Figura 6c) impregnados con resina 
sintética Epolam.

Para mejorar la compatibilidad y, en cierta medida, 
la impregnación de tejidos de fibra natural, las fibras 
se someten a tratamientos químicos. En este trabajo 
la compatibilización de fibras utilizando NaOH favo-
reció la velocidad de embebido, pero no la calidad de 
impregnación, según se puede apreciar en la Figura 
6g, Figura 6h y Figura 6i.

En el caso de la fibra ixtle, resulta muy notoria la 
degradación de la fibra al ser sometida a un proceso 
químico, lo que favorece la formación de burbujas 
durante el proceso de imbibición. Las fibras henequén 
y yute no sufrieron un aparente daño por el efecto de la 
compatibilización. No obstante, el tejido de henequén 
mostró burbujas de mayor tamaño comparado con el 
tejido sin modificar. El tejido de yute continúa siendo 
el que mayor densidad de vacíos promueve debido 
principalmente a su configuración. 

Similares observaciones se encontraron con los tejidos 
tratados químicamente por acetilación. 

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se fabricaron celdas Hele-Shaw para 
evaluar el flujo de imbibición de dos resinas termoesta-
bles en medios porosos formados por fibras naturales: 
henequén, ixtle y yute. Ambas resinas resultaron ser 
líquidos mojables, aunque la resina GP presentó un 
ángulo de contacto más pequeño, favoreciendo una 
mayor facilidad para penetrar en medios capilares.

La compatibilidad de las fibras con las resinas se favo-
reció con el uso de agentes químicos que modificaron 
a las fibras, aunque el tratamiento por acetilación pro-
vocó la degradación de la fibra ixtle. La compatibilidad 
promovió la velocidad de impregnación de las fibras, 
reduciendo notablemente el tiempo de avance de las 
resinas termoestables en comparación con los tejidos 
sin modificar. A pesar de los resultados obtenidos, una 
mayor velocidad de avance, no necesariamente implicó 
una mejor impregnación de las fibras.

La fibra de henequén presentó un tejido semiflexible, 
mientras que la fibra ixtle es mucho más rígida que 
el henequén y el yute, lo que permite que los hilos 
de ixtle permanezcan firmes y sin aperturas entre la 
trama. Estas diferencias físicas repercutieron en el 
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proceso de imbibición, ya que el tejido ixtle presentó un 
menor contenido de vacíos, mientras que la fibra de yute 
presentó diversas burbujas posterior a su impregnación, 
lo cual fue atribuido a la configuración de un tejido más 
abierto, lo que favorece la presencia de aire atrapado. 

En general, la formación de burbujas durante la im-
bibición de resina en tejidos de fibras ocurre debido al 
efecto combinado de dos factores. El primer factor que 
influye es la arquitectura de las fibras la cual determina 
dos escalas, la primera escala depende de la distancia 
entre los filamentos que forman las mechas, esta es 
una escala micro, y una segunda escala depende de 
la separación entre las “mechas”, siendo una escala 
mesoscópica (del orden de milímetros). De acuerdo, con 
lo anterior, la capilaridad es mayor en el primer caso, 
por lo que la resina fluye más rápido entre los hilos y 
más lento en los espacios abiertos entre las mechas. El 
segundo factor, que influye es la dirección de las fibras: 
las resinas fluye más rápido en las fibras longitudinales, 
y más lento a través de ellas.
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ABSTRACT

Concentrations of Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Ti, 
and Zn in sediments from San Pedro River were deter-
mined to assess the anthropogenic effects. Temporal 
and spatial variation studies of metal concentrations 
allowed to identify aquaculture activities as the main 
metals source. Additionally, Mn was also related with 
a wastewater treatment plant and Pb with the use of 
leaded additives in gasolines and its banishment after 
2001. Nevertheless, San Pedro River can be considered, 
in general, as a minor contaminated area, although 
sampling stations related with aquaculture activities 
showed a moderate pollution by Cu, Co and Ni. In spite 
of this, metal concentrations in sediments from San 
Pedro River presented a low risk for the biota. Only Ni 
and Cr concentrations were above the probable effect 
range within which adverse effects frequently occur. 
In fact, a poor chemical status of San Pedro River was 
observed for these elements. 

Keywords: aquaculture; environmental status; metals; 
San Pedro River; Sediments

RESUMEN

Se determinaron las concentraciones de Al, Co, Cr, Cu, 
Fe, Mn, Ni, Pb, Ti y Zn en sedimentos del río San Pedro 
para evaluar los efectos antropogénicos. Los estudios de 
variación temporal y espacial de las concentraciones de 
metales permitieron identificar las actividades acuícolas 
como la principal fuente de metales. Adicionalmente, el 

Mn también se relacionó con una planta de tratamiento 
de aguas residuales y el Pb con el uso de aditivos con 
plomo en gasolinas y su eliminación a partir de 2001. 
Sin embargo, el río San Pedro puede considerarse, en 
general, como un área de baja contaminación, aunque 
las estaciones de muestreo relacionadas con las acti-
vidades de acuicultura mostraron una contaminación 
moderada por Cu, Co y Ni. A pesar de esto, las con-
centraciones de metales en los sedimentos del río San 
Pedro presentaron un riesgo bajo para la biota. Solo las 
concentraciones de Ni y Cr estuvieron por encima del 
rango de efecto probable dentro del cual ocurren con 
frecuencia los efectos adversos. De hecho, se observó 
un pobre estado químico del río San Pedro para estos 
elementos.

Palabras claves: acuicultura; estado ambiental; me-
tales; río san pedro; sedimentos

RESUM

Es van determinar les concentracions de Al, Co, Cr, 
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Tu i Zn en sediments del riu Sant 
Pere per avaluar els efectes antropogènics. Els estudis 
de variació temporal i espacial de les concentracions de 
metalls van permetre identificar les activitats aqüícoles 
com la principal font de metalls. Addicionalment, el Mn 
també es va relacionar amb una planta de tractament 
d’aigües residuals i el Pb amb l’ús d’additius amb plom 
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en gasolines i la seva eliminació a partir del 2001. No 
obstant això, el riu Sant Pere pot considerar-se, en 
general, com un àrea de baixa contaminació, tot i que 
les estacions de mostreig relacionades amb les activitats 
d’aqüicultura van mostrar una contaminació moderada 
per Cu, Co i Ni. Malgrat això, les concentracions de 
metalls en els sediments del riu Sant Pere van presentar 
un risc baix per a la biota. Només les concentracions 
de Ni i Cr van estar per sobre de la franja d’efecte pro-
bable dins el qual ocorren amb freqüència els efectes 
adversos. De fet, es va observar un pobre estat químic 
del riu Sant Pere per a aquests elements.

Paraules clau: aqüicultura, estat ambiental, metalls, 
riu Sant Pere, sediments

1. INTRODUCTION

Metals in sediments have been extensively used as 
tracers of anthropogenic impacts in marine environ-
ment.1,2,3 This fact is related with the capacity of sed-
iments to retain these elements, being considered as 
historical archives of metal contamination.4 In this way, 
sediment cores can be used to determine contamination 
episodes in an area as well to establish the evolution of 
metal contamination from a preindustrial period.4,5,6  
However, metal contents in surface sediments can re-
flect the actual metal sources in the area and a temporal 
study of these surface sediments could be useful to 
detect changes in the sources in a short time scale.7,8,9

Among the different anthropogenic activities, metal 
contamination in sediments is usually related with 
diverse industrial activities, as tanneries or chemical 
industry, as well to agricultural activities and urban 
wastes. 2,5,6,8,10 But in the last years metals appear as 
non-conventional contaminants in other human ac-
tivities as aquaculture, usually related with other kind 
of pollutants as organic matter or nutrients.11,12 Several 
authors have reported high levels of copper and zinc in 
fish farm sediments in relation with undigested feed 
and faecal inputs, among other sources (Schendel et 
al., 2004).12-16

Nevertheless, distinguish between anthropogenic 
and natural contributions to metal concentrations in 
sediments can be difficult, due they could be natu-
rally enriched in several elements.17,18 For this reason, 
different approaches have been performed to evaluate 
the anthropogenic effects on metal concentrations in 
marine sediments, as the use of the geoaccumulation 
index or the enrichment factor, which have been widely 
used with this aim 10,19-26 In addition, sediment quality 
guidelines provide a useful tool to assess the potential 
effects on the biota due to the metals content in marine 
sediments.27

The present study has been performed in an aquacul-
ture area near Rio San Pedro (Spain). Its waters bathe 
a part of the Bahía de Cádiz Natural Park, communi-
cating through the “Caño de la Cortadura”, with the 
“Paraje Natural Isla del Trocadero”. Among the main 
environmental values of this area, the great diversity 
of maritime-terrestrial transition ecosystems stands 

out, constituting an important habitat for migratory 
species of bird fauna. However, this park has several 
environmental issues. One of the main is its location 
in an urban-industrial environment, which puts great 
pressure on the Park, especially in the form of discharges 
that produce water pollution, in addition to strong tour-
ist pressure. To reduce these adverse effects, a sewage 
treatment plant was established in this area along the 
river bank, next to the Río San Pedro industrial zone. 
This way, waters from the industrial zone are treated 
before being discharged. Thus, effluents from aquacul-
ture facilities are the only waters that reach the San 
Pedro River without any treatment. 

In this work, the effect of aquaculture activities on 
the concentrations of several metals (Al, Co, Cr, Cu, 
Fe, Mn, Ni, Pb, Ti, and Zn) and organic matter has 
been determined in sediments from an aquaculture 
area, the San Pedro River (Spain). The present study 
complemented a previous work, where enrichments 
in copper, zinc and lead concentrations in sediments 
were detected in the study area.12 In addition, temporal 
variations in metal concentrations are studied in relation 
with changes in the anthropogenic sources.

Provided results can be used as a reference to evaluate 
the posterior influence of aquaculture activities on 
the metal concentrations in this and in others similar 
ecosystems. A methodology for evaluating sediment 
quality is proposed using different suitable indices.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Study area
Sediments were collected in the San Pedro River, 

an arm-of-the-sea placed in the south of Spain, where 
several aquaculture facilities are located (Fig. 1). As has 
been previously described, five sampling stations were 
established along the study site. Stations 1 and 2 were 
located near the mouth of the river, where the influence 
of fish farms effluents is almost negligible. The sampling 
station 5 receives the effluents of a farm devoted to 
intensive land-based aquaculture, meanwhile stations 
3 and 4 present minor aquaculture activities. In the 
inner part, the San Pedro River presents scarce water 
renovation due its “U” shape, favouring the deposition 
of particulate matter from aquaculture effluents.

Fig. 1. Location of sampling stations.
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2.2. Materials and methods
Sediments were taken from a boat using an Ekman-

Birge grab during four sampling campaigns, three of 
them in the years 1997, 1998 and 1999 in order to cover 
a complete culture cycle in the aquaculture farm located 
at sampling station 5. The last sampling campaign 
was carried out in 2010 to evaluated changes in the 
anthropogenic pollution sources observed in the area.

After sampling, sediments were mechanically sieved 
(< 500 μm), dried at 105 ºC and homogenised with an 
agate mortar.

Determination of organic matter (OM) was performed 
in triplicate as Loss on Ignition (LOI). One g of sediment, 
previously homogenised as explained before, was put 
into a platinum crucible and heated in a muffle furnace 
(Heraeus Instruments, Germany) at 500ºC until con-
stant weight (approximately for 3 hours). More details 
can be found elsewhere.12

Total concentrations of metals (Al, Co, Cr, Cu, Fe, Li, 
Mn, Ni, Pb, Ti and Zn) were determined by a modi-
fication of USEPA 3052 digestion method.28 Samples 
of 0.25 g were digested in Teflon vessels with 1 mL of 
hydrofluoric acid and 4 mL of nitric acid using a mi-
crowave oven (Milestone Ethos100) with the following 
programme: 5 minutes at 500 W and then, 16.5 minutes 
at 1000 W maintaining a constant temperature of 180º 
C. After digestion procedure, boric acid was added to 
the samples in order to eliminate the excess of fluoride. 
Finally, the digested samples were filtered and quan-
titatively transferred into 50 ml volumetric flask and 
made up to volume with Milli-Q water. 

Metals were analysed by an IRIS Intrepid (Thermo 
Elemental, United Kingdom) inductively coupled plasma 
atomic emission spectrometer (ICP-AES), with the 
exception of Li, that was analysed by a Solaar M (Thermo 
Elemental, United Kingdom) flame emission atomic 
spectrometer (F-EAS).

All sediment samples were analyzed in triplicate, 
and for each series of analysis, blanks were performed. 
The quality of analysis was controlled by using a marine 
certified material (GBW 07313, National Research 
Centre for Certified Reference Material, China). The 
accuracy of the results obtained was confirmed by 
applying the t-test at a 95% confidence level.

2.3. Environmental assessment 
In the present, there are a variety of pollution assess-

ment methods based on metals concentrations in sed-
iments.29 Among them, Sediments Quality Guidelines 
(SQGs) proposed by the American National Oceanic 
and Atmospheric Administration (NOAA)30,31 and two 
quantitative indices, the enrichment factor (EF) and 
the geoaccumulation index (Igeo), has been selected in 
the present work.

The NOAA guidelines defines the interim sediment 
quality guidelines (ISQG), also named threshold effect 
level (TEL), as the concentration above which adverse 
effects rarely occur, while the probable effects level 
(PEL) represents the concentrations above which adverse 
effects are frequently expected. In addition, the Cana-
dian Sediment Quality Guidelines for the Protection of 
Aquatic Life defines the effects range-low (ERL) as the 

concentration below which adverse effects rarely occur 
and the effects range-median (ERM) as the concentra-
tion above which adverse effects frequently occur.32

The enrichment factor (EF) was evaluated using 
the relationship below:
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Where, [M]sample is the metal concentration in the 
sediment sample and [M]background is also the metal con-
centration in the geochemical background given by 
Rudnick 33. The Igeo is divided into seven classes or 
grades19: class 0 (unpolluted): Igeo < 0; class 1 (unpolluted 
to moderately polluted): 0 < Igeo < 1; class 2 (moderately 
polluted): 1 < Igeo < 2; class 3 (moderately to strongly 
polluted): 2 < Igeo < 3; class 4 (strongly polluted): 3 < Igeo 
< 4; class 5 (strongly to very strongly polluted): 4 < Igeo 
< 5 and class 6 (very strong polluted): > 5.

Significant spatial and temporal variations in the 
metals concentrations in the sediments from San Pedro 
River were evaluated by an analysis of variance (ANO-
VA) using SPSS 15 for Windows software. 

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Influence of aquaculture activities in sedi-
ments from San Pedro River

Organic matter
It is well-known that organic matter is associated 

with the effluents of aquaculture activities, so it could 
be useful to determine the impact of this activity in 
the San Pedro River. 

As Fig. 2 shows, the organic matter (OM), determined 
by LOI, presented a similar trend for all the sampling 
campaigns, with higher values in the inner part of the 
river, were aquaculture facilities are located. This in-
crease can be related with the deposition of suspended 
matter from aquaculture effluents, mainly uneaten 
food and faeces, in this area that is characterized by 
calm waters. In fact, the OM content in a clean culture 
pond at the beginning of a culture cycle (1.43%) was 
similar to those observed in the sampling stations far 
away to the aquaculture facilities, meanwhile the OM 
concentrations in the area under aquaculture influence 
were similar to the values observed in the culture pond 
at the end of a culture cycle (4.3%).

It can be note that higher values were observed 
in the inner part of the river for the last sampling 
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campaign, probably due to the accumulation of the 
suspended matter from aquaculture effluents along 
the last decade.

Metals concentrations
In general, metals presented the same behaviour 

than organic matter in the sediments of the San Pedro 
River, as it was observed in a previous work for Cu, 
Zn and Pb.12 In Fig. 2, it can be observed higher metal 
concentrations in the inner part of the river, where 
aquaculture activities are developed. In fact, an analysis 
of variance (ANOVA) determined significant spatial 
differences for most of the metals, with the exception 
of Mn (p=0.203) and Pb (p=0.155) suggesting a different 
origin for these elements. In general, sampling stations 
1 and 2 were similar and different to the other sampling 
stations confirming two different areas in the San 
Pedro River. Nevertheless, Mn concentrations were 
very similar in the five sampling stations, probably 
due to high values in the outer part of the river related 
with a wastewater treatment plant in this area. As can 
be seen in Fig. 2, the manganese concentrations in 
the sampling stations 1 and 2 were even higher than 
those observed in the culture ponds before and after 
the culture cycle, meanwhile other metals presented 
similar concentrations for these two sampling stations 
and the culture pond before the culture cycle.

In addition, ANOVA was also used to determine tem-
poral changes in metal concentrations in the sediments 
of the San Pedro River. As can be expected from the 
results, most of metals present no significant differences 
between the different sampling campaigns, with the 
exception of Pb (p=0.018). The concentrations of this 

element were significant different in the last sampling 
campaign in comparison with the other ones due to the 
lower concentrations found for all sampling stations in 
2010. This fact suggests the existence of other source 
for this element, different to the aquaculture activities, 
during the previous sampling campaigns. Probably, this 
source can be related with the use of leaded gasoline 
in automobiles before the banishment of the leaded 
additives in the year 2001. In the Bay of Cádiz, Ligero 
et al., observed that the introduction of unleaded gas-
oline diminished the concentration of Pb in sediments, 
although this study has not data after the banishment.34 
A similar trend was also observed in the Seine River, 
where a fast decreased in the lead concentrations in 
suspended particulate matter was related with the 
banishment of gasoline leaded additives.35

3.2. Environmental status of the San Pedro River
As Fig. 3(A) shows, the enrichment factor (EF) was 

below 1 for most of the metals, with the exception of Mn 
in sampling stations 1 and 2, and Ti and Pb in sampling 
station 1. Nevertheless, these elements showed a minor 
enrichment, suggesting the San Pedro River is a minor 
contaminated area. Geoaccumulation index confirms this 
result due to it was lower than 0 in all cases (Fig. 3(B)).

It can be notice that metals with EF higher than 1 
showed higher value in the two first sampling stations, 
were aquaculture activities are not presented, in spite of 
the higher concentrations were observed in the other 
sampling stations. It can be related to the fact that the 
reference element (Li) also presented higher concen-
trations in the inner part of the San Pedro River. Some 
authors have pointed out the limitations of this index 

Fig. 2. Organic matter and metals concentrations in sediments from the San Pedro River. 
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due to its arbitrary “cut-off value” and the assumption of 
the constancy of heavy metal/reference element ratios 
in nature as well as its dependence on the background 
and the reference element selected.29

Fig. 3. Pollution assessment indexes: (A) Enrichment 
factor, (B) Geoaccumulation index.

Then, a comparison has been made with the sedi-
ment quality values for the Gulf of Cádiz proposed 
by Choueri.36 All sampling stations related with aq-
uaculture activities (sampling stations 3, 4 and 5) can 
be considered as moderately polluted by Cu, Co and 
Ni, as well sampling station 2 by Ni. The rest of metal 
concentrations were in no polluted range.

In addition, a comparison of metal concentrations 
(Cu, Cr, Ni, Pb, Zn) with the sediment quality guidelines 
was also performed to evaluate the possible toxic effects 

on the biota (Fig. 4). As can be expected from the EF 
and the Igeo values, metal concentrations in sediments 
from San Pedro River present low risk for the biota due 
to concentrations were below the ERL for most of the 
cases, and even below TEL for Zn and Pb in all sampling 
stations and for the rest of metals in sampling stations 
1 and 2. Only Ni and Cr showed concentrations above 
PEL in the inner sampling stations (3, 4 and 5).

Finally, the chemical status of San Pedro River 
was also evaluated using the World Wide Natural 
Background levels (WWNBLs) and the World-Wide 
Threshold Values (WWTVs) proposed by Gredilla et 
al.37 These authors proposed an alternative to evaluate 
the quality of surface water bodies according to the 
chemical status of their sediments. If less than 20% of 
sampling stations present concentrations higher to the 
WWTVs for a specific contaminant, a good chemical 
status can be concluded regarding to this contaminant. 
On the contrary, if more than 20% of sampling stations 
present concentrations higher of WWTVs, a poor 
chemical status can be concluded. As shown table 1, a 
good chemical status was observed in the San Pedro 
River for Cu, Pb and Zn, meanwhile a poor chemical 
status was observed for Cr and Ni. In this case, the 
stations with concentrations higher than the WWTVs 
were those closed to the aquaculture facilities.

Table 1. Chrome, cooper, nickel and lead status concluded 
for the San Pedro River. All concentrations are given in 

mg.kg-1

Fig. 4. Comparison of metal concentrations in San Pedro river with the sediment quality guidelines:    TEL;       ERL;       PEL
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3.3. Comparison of sediments of Rio San Pedro 
with sediments from other rivers influenced by 
aquaculture activities

Organic matter content in sediments from Rio 
San Pedro was between 2.6-5.9 times lower than that 
from sediments in Batan Bay, Aklan, Philippines38 
and estuarine sediments in Guadiana, Spain39. Both 
ecosystems are also influenced by aquaculture activities. 

On the other hand, Cr and Co concentrations were, 
generally, between 6 and 17 times higher, while Ni was 
between 15 -17 times higher as well in Rio San Pedro39.

Variability of Cu, Pb and Zn concentrations in other 
ecosystems was significantly high respect to con-
centrations found in the present study, meaning that 
sometimes metal concentrations were higher in Rio 
San Pedro, while in other cases it was lower than that 
reported elsewhere. Thus, Cu was 1-3.4 times higher in 
Rio Tinto and Rio Odiel than that in Rio San Pedro40,41. 
In the same way, Cu concentration was more than 100 
and 3-5 times higher than that reported by Poersch et 
al.42, Pal and Maiti43 and Aslam et al.44. Lead was also 
1 time higher in Rio Odiel40 and between 6.8-32 times 
higher in Dhanbad (India)43 in comparison with Rio San 
Pedro. Similarly, Zn was around 10-14 and 6-12 times 
higher than that in Rio San Pedro in both ecosystems, 
respectively. While it was around 10 times higher than 
that reported in Rio Tinto41.

Contrastingly, Pb was similar in Rio San Pedro than 
that reported by Junejo et al,45, while it was higher in 
those sediments than reported elsewhere38,39. Finally, 
Zn was also around 3 and 23 times higher in Rio San 
Pedro than that reported in estuarine sediments from 
Rio Guadiana42 and in Southern Brazil44.

In summary, the comparison of metal concentrations 
found in Rio San Pedro with those found elsewhere 
did not show a clear picture. In some cases, concen-
trations were higher and in other cases were lower. 
Several factors could explain the diversity of observed 
results, for instance, the applied sediment digestion 
preparation, which can vary among different studies. 
In this context, enrichment factor and geoaccumula-
tion index used to classify the pollution level as such 
as the comparison of found metal concentrations with 
reference concentration, which evaluated the occurrence 
probability of adverse effect on the biota confirmed 
their usefulness as effective tools in metal pollution 
assessment of sediments. 

CONCLUSION

Aquaculture activities have been identified as the 
main anthropogenic source of metals in San Pedro 
River. Sampling stations close to aquaculture facili-
ties have been considered as moderately polluted in 
Cu, Co and Ni when metal concentrations were com-
pared with the sediment quality values for the Gulf of 
Cádiz. Nevertheless, Pb concentrations in sediments 
are mainly controlled by the use of leaded gasolines, 
since a considerable decrease was observed after the 
banishment of gasoline leaded additives. In addition, 
Mn concentrations were also related with the activities 

of a wastewater treatment plant located in the outer 
part of the river.

In spite of this, San Pedro River can be considered 
as a minor contaminated area in relation to the enri-
chment factor and geoaccumulation index. Only Ni 
and Cr presented concentrations above the probable 
effects level (PEL), so adverse effects on the biota could 
be frequently expected for these metals. In addition, 
a poor chemical status of San Pedro River was also 
observed only for these elements.
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