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RESUMEN

En las ultimas décadas, la presencia de contaminantes orgdnicos en efluentes municipales e
industriales ha sido un problema de creciente consideracién lo que ha llevado a la busqueda de
métodos eficientes para el tratamiento de la contaminacién ambiental abriendo el campo a la
investigacion de nuevas tecnologias. Entre éstas, los llamados Procesos de Oxidacidon Avanzada
(AOPs) son particularmente importantes, ya que son capaces de degradar completamente y
convertir en productos inocuos y/o biodegradables un amplio espectro de compuestos organicos

e inorgdnicos.

El proceso Fenton heterogéneo es un AOP, que emplea perdxido de hidrégeno y un sdlido
contenedor/portador de hierro, se basa en la generacidn in situ de radicales hidroxilo, los cuales
reaccionan rdpidamente y en forma no selectiva con cualquier compuesto, debido a su gran

capacidad oxidante (E°(-OH/H,0)= 2.8 V/SHE).

En la presente tesis se realizé la modificacion de la convencional reaccidn de Fenton, en un sistema
heterogéneo que emplea perdxido de hidrégeno, hierro y un sélido contenedor de
dihidroxibencenos, que como sefala la literatura conducen y amplifican esta reaccién, sin
embargo, al ser sistemas en fase homogénea no presentan aplicacién en limpieza de
contaminantes. De este modo, la ventaja consiste en la utilizacion de un sélido insoluble en agua,
lo que evita la contaminacién del efluente con compuestos fendlicos, ademds de presentar
también, un importante valor ambiental al ser obtenido desde un residuo forestal,

especificamente de corteza de Pinus radiata.

Como resultado de esta investigacidn se caracterizé el tanino proveniente de la corteza de Pinus
radiata con metodologias analiticas desarrolladas y otras rutinarias en el estudio de matrices
solidas. Posteriormente, se evalud su efectividad como soporte y catalizador de reaccién para
Fenton heterogéneo con el cual se degradé atrazina en un sistema modelo optimizado, de forma

mas rapida y efectiva que la reaccién de Fenton convencional.



ABSTRACT

In recent decades, the presence of organic pollutants in municipal and industrial effluents has been
a problem of increasing consideration, which has led to the search for efficient methods for the
treatment of environmental pollution, opening the field to new technology research. Among these,
the so-called Advanced Oxidation Processes (AOPs) are particularly important because they are able
to completely degrade and turn into harmless products and / or biodegradable a broad spectrum of

organic and inorganic compounds.

The heterogeneous Fenton process is an AOP, employing hydrogen peroxide and a solid container/
carrier of iron it is based on the in situ hydroxyl radical generation, which react rapidly and non-

selectively with any compound, due to its great oxidant capacity (E °(-OH/H,0)=2.8 V/SHE).

In this thesis, the modification of the conventional Fenton reaction in a heterogeneous system
employing hydrogen peroxide, iron and solid container with dihydroxybenzenes, which as stated in
the literature lead and amplify this reaction was carried out. However, being systems in
homogeneous phase, have no application in water treatment. Thus, the advantage is the use of a
water insoluble solid, which prevents contamination of the effluent with phenolic compounds, in
addition also have an important environmental value to be obtained from a forest residue,

specifically bark of Pinus radiata.

As a result of this investigation it was characterized tannin from the bark of Pinus radiata with
developed and other routine analytical methodologies in the study of solid matrices. Later, its
effectiveness as a support and catalyst reaction for Fenton heterogeneous which was used to
degrade atrazine, as a model system. This degradation was faster and more effective with

heterogeneous Fenton than that a conventional Fenton reaction.

Xi



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Chile posee un area de recursos forestales de unos 15.6 millones de hectédreas ubicadas entre las
regiones de Coquimbo y Magallanes, los cuales corresponden a 86% de plantaciones naturales y
14% a plantaciones forestales. El crecimiento sostenido que ha tenido el sector forestal chileno en
las ultimas décadas se ha basado principalmente en las plantaciones de especies de rdpido
crecimiento, pasando de 340,000 hectareas en el afio 1974 (afo de promulgacion del D. L. 701), a

2,309,000 hectareas en la actualidad™?.

Una parte importante de los recursos madereros disponibles en el pais son desechados en forma de
residuos (astillas, corteza, aserrin, entre otros) que se generan durante la cadena productiva
forestal, desde la obtencién de la madera en los bosques hasta la planta de procesamiento. Sin
embargo, las actuales tecnologias de recoleccién tienden a dejar cada vez menos residuos en el
bosque y la mayor cantidad de desechos forestales se producen en las plantas de procesamiento
(aserraderos), se estima que son aproximadamente unos 3 millones de m3 de residuos madereros??.
La corteza es parte de estos residuos madereros, aproximadamente una décima parte de la masa
de arboles talados es corteza. En la actualidad, esta corteza se extrae antes de la transformacion
mecdnica y se quema para obtener energia®. La corteza de maderas blandas como el Pinus radiata
contiene sobre un 60% de compuestos fendlicos, de los cuales 8-12% son solubles en aguay 15-

20% solubles en metanol®.

Los polifenoles de la corteza del Pinus radiata corresponden a taninos condensados (CT), que estan
constituidos por polimeros de flavonoides con varios grados de condensacién. Estos CT se
encuentran ampliamente distribuidos dentro de la madera y corteza de ciertas especies de arboles,
algunas de gran explotacién industrial. Su aplicacion tradicional que actualmente es menos
frecuente, es en la industria de curtido de cuero, pero la evolucion histérica del mercado de los
derivados del petréleo los posicioné como fuente renovable de compuestos fendlicos condensados

y posibles sustitutos del fenol en alguna de sus aplicaciones®®,

En la actualidad, los CT son ampliamente utilizados en adhesivos para paneles de madera, para lo
cual se requiere que el tanino sea completamente soluble en agua para obtener un fuerte
entrecruzamiento con formaldehido, de lo contrario se obtiene una resina quebradiza. En

consecuencia, la fraccidn insoluble de estos CT, queda sin utilizar®.



En el presente trabajo de tesis se utilizd la fraccidon de taninos insolubles del extracto de corteza
como fuente de compuestos fendlicos. La ventaja de esta fraccidn es que se encuentra libres de
azucares, furfural y otros compuestos que posee la corteza en su forma nativa, lo que mejora la

disponibilidad de estos grupos®.

Recientes analisis de micropirdlisis acoplado a cromatografia gaseosa con deteccién de
espectrometria de masa (py-GC/MS) de estos taninos, han mostrado que catecol es uno de los
principales productos de descomposicidn térmica (Figura 1) y moléculas de metilcatecol en menor
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proporcién De estos resultados se infiere que los taninos insolubles de corteza estdn

conformados por unidades de dihidroxibencenos condensadas, principalmente catequina.
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Figura 1: Comparacion de cromatogramas de micropirdlisis-GC/MS de taninos insolubles a diferentes

temperaturas de pirdlisis (Modificado de Case et al. 2014°).

En consideracién a lo anterior, se ha propuesto que la estructura quimica CT del extracto de corteza
de Pinus radiata corresponderia a unidades de catequina enlazadas (Figura 2). En el esquema se
puede observar que presenta grupos de 1,2-dihidroxibenceno que no se encuentran enlazadosy se

mantendrian reactivos en el polimero®3.



Figura 2: Estructura quimica propuesta para taninos condensados (modificado de Pizzi et al. 1993)%,

1.1 Dihidroxibencenos

Los dihidroxibencenos (DHBs) mas estudiados son las hidroquinonas (p-dihidroxibencenos) y los del
tipo catecol (Figura 3)*°, estos ultimos han sido ampliamente investigados en su rol amplificador y

modulador de la reaccién de Fenton.
OH
OH

Figura 3 : Estructura quimica de 1,2-dihidroxibenceno (Fuente: IUPAC))

1.2 Reaccion de Fenton

En 1894, H.J.H. Fenton publicé un estudio que describia como los iones Fe(ll) en presencia de ciertos
agentes oxidantes (como el H,0;) eran capaces de oxidar al cido tartarico'®.En 1934, Haber vy
Weiss! propusieron que la especie oxidante generada porla reaccidn de Fenton correspondia
al radical hidroxilo (-OH)*®1°, que resulta ser una de las especies oxidantes mas reactivas que se

conocen (E, = 2.8 V)%,

La reaccion de Fenton mas conocida es la que ocurre con Fe(ll), sin embargo, también puede ocurrir

en presencia de otros metales de transicion como niquel, cobre, manganeso, hierro(lll), entre

otros?'?%; en este Ultimo caso la reaccién se denomina reaccién tipo Fenton (Fenton-like).

La reaccion de Fenton con Fe(ll), queda expresada como indica la Ecuacién 17
Fe*(aq) + Ha03(a0 — > Fe**(a) + *OH(aq) + OHiaq) (1)

Esta reaccion se lleva a cabo a bajos valores de pH, para mantener una cantidad minima de Fe(ll)

en solucion, esto debido a que el Fe(lll) forma un compuesto poco soluble en medio basico, Fe(OH)s



(pKps=38.8) provocando que la concentracién de Fe(lll) en solucién disminuyay por lo tanto desplace
el equilibrio del par redox Fe(ll)/Fe(lll) hacia la formacion de Fe(lll) disminuyendo la concentracion

de Fe(ll) disponible para la reaccién de Fenton?.

El mecanismo propuesto por Haber-Weiss es un sistema de reaccién en cadena. La primera reaccion
utiliza el radical -OH producido por la reacciéon de Fenton para reaccionar con mas perdxido de

hidrégeno (como en la reaccidon de Fenton) y originar radical superdxido (0,¢7)*"18 (Ecuacién 2).
*OH (ac) T HZOZ(ac) —_ 02'_(ac)+ HZO(ac) + H+(ac) (2)

El radical superdxido recién producido reacciona con mas perdxido de hidrégeno (como en la

reaccion de Fenton), para generar -OH (Ecuacion 3).

02" fagj+ H2020ac) + H'ag ——————>  Oz(g) + *OH(a) + H20 (aq) (3)
El término de la reaccidon en cadena estd dado por Ecuacidn 4%,

Fe2*(a) + ®OHpaq) + HYag = Fe3*(aq + H20(a) (4)

El hierro funciona como catalizador en el mecanismo propuesto por Haber-Weiss, pues se ha

demostrado en estudios previos que la reaccidn en ausencia de Fe(ll) sélo disminuye su velocidad?>~
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En la reaccidn de Fenton se ha propuesto que existen mas especies oxidantes, ademas del -OH %733,
las que dependiendo de su tipo y proporcidon tendran directa relaciéon con las condiciones de

reaccion presentes, sin embargo, aun existe controversia en esto .

Por otro lado, la reaccién de tipo Fenton o Fenton-like, esta definida por las siguientes reacciones

(Ecuaciones 5- 7):

Fe3+(ac) + HZOZ(ac) _— > FeOOH2+(ac) + H+(ac) (5)
FeOOH2+(ac) + Hy02059 ———» Fez*(ac) + ¢OHy(aq) (6)
Fe**(aq+ ®OHaa) — > Fe*(aq + Oz + H'(a) (7)

La reaccién de Fenton ha sido utilizada con éxito en la descomposicion de xenobidticos
recalcitrantes, por ejemplo en el tratamiento de aguas residuales 338 y saneamiento de las aguas
subterrdneas® . Junto con lo anterior, a la reaccidén de Fenton se le atribuye un rol iniciador del

estrés oxidativo en sistemas bioldgicos por presencia de especies reactivas del oxigeno (ROS)*>*?,



lo que tiene como consecuencia, la oxidacidon de distintas biomoléculas y desempefia un papel
importante en el proceso de envejecimiento y en una variedad de enfermedades provocadas por

estrés oxidativo*>™°.

1.3 Dihidroxibencenos en reaccién de Fenton

Los 1,2-DHBs han sido ampliamente estudiados pues se asocian con un aumento de la cantidad de
especies activadas generadas por una reaccion de Fenton y con el desarrollo enfermedades
degenerativas por generacidn de ROS %72, Por otro lado, se les ha atribuido capacidad de prevenir

y revertir algunas patologias®*>3°4,

Los 1,2-DHBs mantienen en solucidn una parte del Fe(lll), ademas de reducir al menos dos atomos
de Fe(lll) a Fe(ll) por molécula de 1,2-DHB>°, quedando el Fe(ll) dentro de la esfera de coordinacién.
Posteriormente estos complejos de Fe(ll) podrian formar peroxo-complejos con H,0,?® dando origen

a distintas especies activadas®®.

La capacidad de participar en reacciones redox es la caracteristica mds importante de los 1,2-
DHBs>"°8, Se ha establecido que estos compuestos presentan actividad antioxidante y prooxidante

en distintos sistemas bioldgicos®**°, la que depende de las condiciones de la reaccion®.

1.3.1 Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de los 1,2-DHBs ha sido ampliamente estudiada debido a su propiedad
de proteger de ataques de radicales a biomoléculas en diversos sistemas bioldgicos®®. Las
propiedades antioxidantes de los 1,2- DHBs se basan principalmente en dos mecanismos: capacidad

de atrapar radicales y quelar el Fe(lll) presente en la solucién®.

1.3.2 Capacidad Prooxidante

Se ha reportado que la presencia de 1,2-DHBs en la reaccidon de Fenton aumenta la produccion de
radicales *OH en comparacién con la reaccidn de Fenton convencional®. Estos sistemas mantienen
una sostenida produccidn de -OH en el tiempo, lo que permite una reaccién mas eficiente con el
sustrato, ya que los radicales -OH se producen lentamente y aumenta la probabilidad de que estos
reaccionen con los sustratos a diferencia de lo que ocurre en los sistemas sin DHBs, donde el -OH

se produce rapidamente y reaccionan entre si por recombinacién radical®.

Se han propuesto distintos mecanismos en los cuales los 1,2-DHBs aumentan la produccion de
especies reactivas. Uno de éstos, propone que los 1,2-DHBs mantienen parte del Fe(lll) en solucidn

y participa en la reduccién de al menos dos atomos de Fe(lll) a Fe(ll) por molécula de 1,2-DHB

5



presente en el sistema®%. En este mecanismo el 1,2-DHB es oxidado a semiquinona, siendo posible
gue esta especie también participe en la actividad prooxidante. Segun estudios previos, cualquier

grupo fendlico tiene capacidad de reducir metales de transicion®’.

Como ha sido mencionado anteriormente, los 1,2-DHBs incrementan la reactividad de la reaccion
de Fenton debido a su capacidad para quelar Fe(lll) y mantenerlo en disolucidn, facilitando ademas,
la reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) a través de un mecanismo de transferencia electrénica por esfera
interna. La Figura 4 presenta un mecanismo propuesto para la reduccién de Fe(lll) en presencia de
1,2-DHBs. Dentro de esta clasificacién encontramos a la catequina (mondmero de tanino insoluble)
gue posee una estructura de 3 anillos, entre los cuales uno posee estructura de 1,2-DHB y por lo
tanto también tanino insoluble de corteza de pino (como lo han demostrado ensayos previos de py-

GC-MS).
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Figura 4: Reduccion de Fe(lll) por 1,2-DHB (modificado de Kristinovd et al. 2009%8). TEl es transferencia
electrénica intramolecular.



Como es posible observar en la Figura 4, en cuanto la semiquinona es generada es capaz de reducir

otro equivalente de Fe(ll1)®® se oxida a quinona®”:7%71:68,

La reaccién de Fenton conducida por 1,2-DHBs ha sido utilizada ampliamente en la degradacion de

72774 como también en el tratamiento de efluentes

xenobidticos y compuestos recalcitrantes en agua
de celulosa’’®. Esta reaccién es considerada un proceso de oxidacién avanzada (AOP) y una variante

de la reaccion de Fenton convencional.

En sistemas Fenton se han utilizado diversos compuestos tipo DHB, dentro de los cuales se
encuentran los flavonoides. Estos compuestos en presencia de Fe(ll) aumentan la produccion de

ROS, causando estrés oxidativo y posterior dafio a las biomoléculas (Figura 5)”’.

“-Fe(ll)

Figura 5: Mecanismo propuesto para la generacién del complejo Fe(lll)-Flavonoide (Modificado de

Prochdzkova et al. 2011)”7

1.4 Reaccion de Fenton como proceso de oxidacion avanzada (AOP)

Una gran proporcion de los AOPs se basan en la generacidn in situ de radicales hidroxilo (-OH), los
cuales reaccionan rapidamente y en forma no selectiva debido a su gran capacidad oxidante. Estos
AOPs incluyen diferentes combinaciones, subdividiéndose en general en dos grandes ramas,
aquellos procesos que utilizan radiacion para la generacion del radical hidroxilo y los que no la

utilizan’®, La reaccion de Fenton se encuentra entre aquellas que no requieren radiacion.

La presencia de una fuente de luz acelera la degradacién de contaminantes’®. El proceso recibe el
nombre de Foto-Fenton (Ecuaciones 8 y 9)%, y en este caso el reciclaje de Fe(lll) es posible a

través de un proceso fotorreductor.
Fe3+(ac) + HyO20 ———» FeOH?2* (ac)+ H* @)

FeOH2+(ac) + hV _— Fe2+(ac)+ .OH (9)



Se ha demostrado que ciertos compuestos organicos generan intermediarios capaces de formar
complejos fotosensibles con Fe(lll) y regenerar asi el Fe(ll) (Ecuacidon 10). Este proceso ha sido
probado con éxito en los complejos formados entre Fe(lll) y acidos carboxilicos (Ecuacion 11),
especies que aparecen en grandes cantidades como intermediarios de degradacion en las
reacciones de Fenton. Se ha demostrado también que la adicion de estos compuestos
organicos, ligandos (L), junto con el reactivo de Fenton incrementa el rendimiento de las

reacciones de oxidacidn. El oxalato es un ejemplo de este tipo de compuestos 885,
Fe3* (L)+ hv ——————» Fe¥ g+ L jag (10)
Fe3* (RCOO) + hv ———— >  Fe¥ (o + R (ag + COyp) (11)

El proceso Fenton ha sido aplicado al tratamiento de una amplia variedad de contaminantes, tanto
para su degradacion, como para mejorar la biodegradabilidad de efluentes que lo contengan. Se ha
aplicado con resultados exitosos en el tratamiento de pesticidas®, efluentes farmacéuticos® ' y
efluentes petroquimicos®>°3. Ademas, la reaccion de Fenton se ha aplicado al estudio en laboratorio

de la degradacién de contaminantes fendlicos®, colorantes®, herbicidas®, entre otros.



1.5 Tratamiento de aguas residuales con procesos Fenton

Entre los diferentes AOPs disponibles, los procesos Fenton y Foto-Fenton son considerados los mas
prometedores (debido a su elevada eficacia y bajo coste) en la remediacion de aguas contaminadas
con compuestos toxicos y/o no biodegradables®. El proceso Fenton ha resultado efectivo para
degradar compuestos alifaticos y aromaticos clorados, PCBs, nitroaromaticos, colorantes azo, cloro
bencenos, fenoles, entre otros. Son muy pocos los compuestos que no pueden ser degradados por
esta reaccion, entre ellos la acetona o el dcido acético®®*’.Se ha aplicado exitosamente para la
reduccion de la DQO (demanda quimica de oxigeno) de aguas municipales y subterraneas y en el
tratamiento de efluentes de lixiviados de vertederos municipales y empresas papeleras y textiles®®"
100 Qliveira et al. (2007) compararon la eficacia del proceso Fenton y foto-Fenton en el tratamiento
de aguas residuales con resinas alquilicas de una planta de fabricaciéon de pinturas en Brasil. La

aplicacién del proceso Fenton redujo la DQO en un 60%, mientras que con foto-Fenton se alcanzaron

valores de reduccion de DQO del 95%.

Particularmente el proceso Fenton ha sido empleado con éxito en el tratamiento de aguas residuales
provenientes de la industria farmacéutica’®. La composicidn de este tipo de efluentes depende de
las materias primas y del proceso empleado. Se caracterizan por contener una variedad de
compuestos organicos con estructuras complejas y resistentes a la degradacién biolégica'®>'%, La
utilizacidn de sistemas Fenton en el tratamiento de este tipo de efluentes ha demostrado ser capaz
de mineralizar una gran parte de estos compuestos organicos presentes, disminuyendo la toxicidad
y mejorando la biodegradabilidad de los efluentes, permitiendo un tratamiento bioldgico

posterior®,

Si bien los procesos Fenton aplicados al tratamiento de aguas residuales ha generado gran interés
por sus bajos costos y facil implementacién, ademas a la limitada toxicidad de los reactivos y a que
el perdxido de hidrégeno es sencillo de manejar y el exceso se descompone en productos inocuos?®.
Sin embargo, su uso se ha visto limitado por el elevado consumo de H,0, y por la generaciéon de
importantes volimenes de lodos Fe(OH)s tras la etapa de neutralizacion previa a su vertido061%7,
Algunas de estas desventajas pueden resolverse mediante la combinacién del proceso Fenton con
el tratamiento bioldgico!®. El efluente se trata primero mediante oxidacién quimica reduciendo la
toxicidad y aumentando la biodegradabilidad hasta unos limites aceptables para el posterior
tratamiento bioldgico, minimizando de esta forma el consumo de H,0,. Otras posibilidades se basan

en una adicidn continua de H,0,'% o integrando el proceso Fenton con la coagulacion-floculacion?®.



Por otro lado, el empleo de catalizadores heterogéneos!!!'2, en el que el hierro se fija en la
superficie del soporte, se plantea como una alternativa viable para evitar la formacion de lodos de
Fe(OH)s; en el vertido final, evitando las etapas adicionales de tratamiento y disminuyendo el
costo!'*!14 En estos catalizadores la fase activa se encuentra constituida por metales de transicién,
principalmente hierro, que son soportados sobre carbdn activo, alimina, silice, tamices moleculares
meso-porosos, zeolitas, arcillas o resinas de intercambio iénico, lo que se mejora el proceso, pero a

la vez, también lo encarece el costo de algunos soportes!®>1%7,

Otra alternativa de mejora a los sistemas Fenton que ha sido ampliamente reportada en la literatura,
consiste en incorporar 1,2-DHBs en solucidn acuosa, que han demostrado conducir y amplificar la
reaccién de Fenton, aumentando su eficiencia en la degradacion de compuestos recalcitrantes!'®
121y en efluentes de la industria papelera’. Sin embargo, este AOP no puede ser escalado, pues el
tratamiento se realiza en fase homogénea en solucién acuosa. De este modo, los productos de
oxidacion de los DHBs (principalmente quinonas) y los DHB remanentes, permanecen en la solucién
después del tratamiento. Estos compuestos poseen propiedades todxicas lo que limita el proceso!?2.
De acuerdo con esto, los DHBs deben ser utilizados en fase heterogénea para evitar la liberacién

de estos compuestos (o productos de oxidacidn) al agua tratada, lo cual manifiesta la necesidad de

una alternativa de mejorar el proceso Fenton con la incorporacién de 1,2-DHBs insolubles.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es utilizar la fraccidén insoluble de taninos de corteza de Pinus
radiata como fuente de DHBs. Estos pueden conducir la reaccién de Fenton y al mismo tiempo,
proveer un soporte heterogéneo para el sistema. Este AOP podria ser utilizado y escalado en el

futuro, pues no contaminaria con compuestos fendlicos el medio ambiente.

10



CAPITULO 2

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis general

Se ha demostrado el aumento en la eficiencia en la degradacién de contaminantes de la reaccion de
Fenton cuando es conducida por dihidroxibencenos en fase homogénea. La fraccién insoluble de
taninos condensados de corteza de Pinus radiata posee grupos fendlicos del tipo dihidroxibenceno
(catequinas condensadas) que podria tener un doble efecto: mantener el hierro en fase

heterogénea y promover la reaccién de Fenton.

En el presente trabajo se propuso desarrollar y caracterizar un sistema Fenton heterogéneo que
utiliza los polifenoles del tanino insoluble del extracto de corteza de Pinus radiata como fuente de
1,2-DHBs que permiten la promover y amplificar la reaccién de Fenton en la degradacion de

compuestos recalcitrantes.

2.2 Objetivo principal
“Desarrollar sistema Fenton heterogéneo soportado en tanino insoluble de corteza de Pinus radiata

y evaluar su capacidad de oxidar contaminantes recalcitrantes en sistemas modelo”.

2.3 Obijetivos especificos

Objetivo especifico 1: Caracterizar la fraccion insoluble de tanino de corteza de Pinus radiata a
través de desarrollo de metodologias analiticas especificas para el sistema y metodologias

modificadas para analisis de sélidos.

Objetivo especifico 2: Determinar reactividad del catalizador heterogéneo en la reaccién de
Fenton.

Objetivo especifico 3: Utilizar catalizador heterogéneo en un sistema Fenton en la degradacion de
atrazina como contaminante modelo.
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CAPITULO 3

ESTRATEGIA ANALITICA Y MATERIAL DE ESTUDIO

3.1 Introduccidn

Uno de los objetivos de esta tesis es el desarrollo de metodologias analiticas para la caracterizaciéon
del extracto insoluble de taninos de corteza de Pinus radiata, con el objeto de utilizarlo como
soporte de reaccion de un AOPs que permita la degradacién de compuestos recalcitrantes en
matrices acuosas.

Como estrategia analitica se plantea el uso de técnicas cromatograficas, como cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), cromatografia de permeacion en gel (GPC)
y andlisis de micropirdlisis acoplada a cromatografia gaseosa con deteccion de espectrometria de
masas (py-GC/MS). También, se utilizaron métodos estandarizados para andlisis cualitativos y
cuantitativos en matrices sélidas, como termogravimetria (TGA), calorimetria diferencial (DSC),
espectroscopia infrarroja media con transformada de Fourier (FT-IR), microscopia electrénica (SEM),
espectrometria de dispersidon de energia (EDS), espectroscopia de emisidon acoplado a plasma
inductivamente (ICP-OES), entre otros. Dichas metodologias se detallan en el capitulo 4:

Metodologia.

3.2 Materia prima

Los taninos utilizados (Figura 6) fueron aislados de la corteza de Pinus radiata utilizando extraccion
con metanol, usando el proceso patentado por la Unidad de Desarrollo Tecnolégico (Patente US
20090077871 A1)'?*12%  La corteza se obtuvo de érboles 15 afios de edad y se secé a 12 % de
contenido de agua, después se pulverizd en un molino de martillos con ranuras 1.20mm de

didmetro.

Figura 6: Fotografia del tanino insoluble proveniente de corteza de Pinus radiata.

12



El proceso de extraccion de los taninos se realizé en la Unidad de Desarrollo Tecnolégico (UDT) de
la Universidad de Concepcidn, Chile, en una planta piloto presurizada de 4m3 con recirculacién y
calefaccidn indirecta. La corteza se mezcld en un reactor discontinuo en una relacién de 1:5 en
masa/volumen con el fin de cubrir completamente la corteza con el licor de extracciéon que
corresponde a una solucion de metanol/agua al 75% en peso. La mezcla, se calenté luego a una
temperatura de 120°C durante de 90 min. Posteriormente, la solucidn se enfrié a temperatura
ambiente y se descargd desde el extractor. La solucidon de tanino diluida se concentré a 20 % de
solidos, se evapord completamente el metanol y se separaron las fracciones solubles e insolubles

en agua. A continuacion, ambas fracciones de tanino se secaron (Patente US 20090077871 A1).

Como parte fundamental de esta investigacién es la caracterizacion del extracto insoluble de corteza
(taninos condensados) por diferentes metodologias analiticas. Lo anterior, plantea un desafio en
desarrollar métodos analiticos precisos, robustos y reproducibles para la determinacién de

diferentes caracteristicas en la matriz de trabajo.

3.3 Tratamiento de muestra

Por lo general las matrices que provienen de productos naturales presentan incompatibilidad de
analisis directo por las técnicas a utilizar, por lo cual se vuelve necesario una etapa previa de
preparacion de muestra que permite compatibilizar los analitos con el andlisis. En este punto es
importante mencionar que en la mayoria de los casos la muestra se analizé directamente, pues el
objetivo principal de esta tesis es el desarrollo de un soporte natural para un proceso AOP, por lo
gue se requiere su caracterizacién con el minimo pretratamiento posible, sin embargo, en ciertas

técnicas analiticas fue necesario aplicar dicha preparacion de muestra.

Los métodos de preparacion de muestra usados en esta investigacion corresponden a digestion

acida y extraccién en fase sélida (SPE).

3.3.1 Digestion

El objetivo de los métodos de digestién consiste en convertir muestras sélidas y/o liquidas en
disoluciones acuosas, destruir la materia orgdnica, no adicionar iones interferentes y obtener el
analito de interés a concentraciones detectables. Este pretratamiento es fundamental en la
espectroscopia atomicay la plasma inductivamente acoplado (ICP-OES), donde dicho paso se vuelve

aun mas critico cuando se requiere deteccidn a nivel trazas o de elementos minoritarios.
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a) Digestidon acida tradicional: Se refiere a la digestion en placa calefactora, disolviendo la
muestra en acidos inorganicos lo cual permite su mineralizacidn. Existen distintos tipos de
digestion acida que emplean distintos acidos dependiendo de la complejidad y abundancia
del elemento que se desea estudiar.

Las desventajas de la digestidn acida en placas consisten en el tiempo de andlisis, posibles
contaminaciones de la muestra, pérdida de elementos volatiles, vaporizacién del disolvente
(acidos) y un control limitado de la temperatura de reaccion.

b) Digestién acida por microondas: Esta digestién erradica considerablemente las desventajas
gue presenta la digestién acida tradicional. El uso de microondas permite la descomposicion
adecuada de la muestra, retencién de los elementos y compuestos volatiles, reduce la
contaminacién, se reduce la cantidad de reactivos necesarios y existe un control estricto de

la temperatura. Ademas posee rapidez de analisis en un sistema cerrado.

Para el extracto insoluble de taninos condensados se deben evaluar ambas digestiones de manera

de tener la mejor cuantificacidon de hierro (Fe, elemento mayoritario) presente en la muestra en

estado natural y cuando es impregnada con Fe(NO); para su analisis por espectroscopia ICP-OES.

3.3.2 Extraccidn en fase solida (SPE)
Esta técnica fue utilizada para la preparacion de muestra en la determinacién de atrazina y
productos de degradaciéon en matrices acuosas por GC-MS posterior al tratamiento Fenton

heterogéneo evaluado en esta tesis.

La preparacion de muestras mas comun para la deteccion de trazas de atrazina en aguas involucra
una extraccion en fase sélida (SPE)'®, la cual se recomienda como técnica para concentrar
contaminantes en aguas naturales debido a las ventajas que posee en comparacion a la tradicional
extraccién liquido-liquido: disminuye el uso y exposicidn a solventes riesgosos; posee metodologia
adaptable a la automatizacidn, es simple y reproducible; consume menos tiempo; las extracciones
no son obstaculizadas por formacidon de emulsiones que deben ser separadas por centrifugacion; no
se presentan numerosas interferencias durante el analisis lo cual es relevante ya que las
concentraciones de pesticidas o herbicidas en aguas naturales resultan ser de una parte por billédn
y pueden verse afectadas por interferencias!?®. Por lo tanto, se concluye que la técnica més utilizada
y efectiva es SPE-GC/MS, debido a que posee precision, bajo porcentaje de desviacién estandar

relativa (%RSD) y altos porcentajes de recuperacion en muestras'?’.
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3.4 Derivatizacién

La derivatizacién es una reaccion quimica del analito (alta constante de equilibrio e irreversible),
gue permite la modificacidn de éste en una matriz que no es compatible con el sistema instrumental.
La derivatizacion puede eliminar las interferencias de la muestra, ya que el reactivo derivatizante
reacciona selectivamente con ciertos grupos quimicos. Dependiendo del sistema a utilizar, hay una

variedad de reactivos derivatizantes.

El utilizado en esta tesis corresponde a derivatizacidn alquilica que tiene como finalidad la reduccion
de la polaridad de los compuestos mediante sustitucidn de grupos polares por un grupo alquilico o
alifadtico aromatico. Entre las ventajas que presentan las reacciones de alquilacidén esta el alto
numero de reactivos disponibles, las condiciones de reaccidon son muy amplias, variando entre
medios muy acidos a medios muy basicos. Ademas, los derivados obtenidos son generalmente muy

estables (Handbook of Derivatives for Chromatography, 2™ Edition).

En esta tesis se utilizd la derivatizacion alquilica en determinacion de masa molar por cromatografia
de permeacion en gel (GPC) donde se requiere la apolaridad del extracto de insoluble de taninos

para ser disueltos en THF.

3.5 Métodos quimiométricos

En la evaluacion del rendimiento del catalizador soportado en tanino insoluble fue necesaria la
cuantificacion del contaminante modelo en condiciones optimizadas. Para lo anterior se utilizo la
herramienta quimiométrica de disefio experimental, donde el objetivo fue la determinacion de las
variables con mayor importancia y su valor éptimo en la aplicacién del sistema desarrollado a la

degradacion de atrazina.

3.6 Propuesta de estrategia analitica

Para el desarrollo de los objetivos planteados en esta tesis doctoral se plantea en la Tabla | un
esquema para abordar analiticamente la caracterizacion y aplicacién del catalizador desarrollado.
En la Tabla | se pueden observar aquellas metodologias necesarias en cada objetivo y lo necesario

para su aplicacidn en la matriz en estudio.
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Tabla I: Esquema general de estrategia analitica para el desarrollo de la tesis doctoral.

EXTRACTO INSOLUBLE DE CORTEZA DE PINUS RADIATA

Objetivos tesis doctoral

Métodos desarrollados

Métodos aplicados directamente

Caracterizacion extracto
insoluble de corteza

GPC (D)
Py-GC/MS

SEM, FT-IR, TGA, DSC, ICP-OES (DG),
RMN®C

Evaluacién del soporte en
reaccién de Fenton

-Reduccidn de Fe(lll) por
UV-Vis

-EPR en fase acuosa
-Degradacién de naranjo
de metilo por UV-Vis

HPLC-fluorescencia

Aplicacidn del sistema
heterogéneo en la
degradacion de
contaminante modelo

Disefio experimental
GC-MS (SPE)

HPLC-UV

* (D): derivatizacion; (DG): digestion; (SPE): extraccidn en fase sélida
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Caracterizacion de fraccién insoluble de tanino de corteza

En esta unidad se caracterizé la materia prima utilizada en este estudio en su estado natural y

modificada con Fe, con el fin de determinar propiedades fisicas y quimicas del soporte a utilizar.

4.1.1 Cromatografia de Permeacién en Gel (GPC)

La distribucidn de masas molares del compuesto en estudio, se determind por cromatografia de
permeacion en gel (GPC), utilizando un equipo Shimadzu compuesto por una bomba (LC-20AT), un
detector refractométrico (RID-10A), un detector UV-Vis (SPD-20AV), con un inyector manual
Rheodyne y un horno (CTO-20A). Se utilizaron tres columnas en serie Styragel® HR3, HR1y HR 0.5
(en orden de posicidn hacia el detector), las dos primeras de 7.8.300mm y 4.6.300mm la HR 0.5.

Para la adquisicion y analisis de datos se empled el software LC solutions.

Se utilizd como punto de partida lo reportado para GPC de polimeros de proantocianidina por
Williams et al. (1983)!%, que como se detalld en el punto 3.3 se realiz la acetilacién de las muestras
previo al andlisis cromatografico, lo cual es necesario para cambiar la solubilidad del tanino. Para lo
anterior, fue necesario pesar 20 mg de muestra (tamizada y seca) y agregar 2 mL de piridinay 2 mL
de anhidrido acético (1:1 %v/v) con agitacién lenta durante 20 horas. Posteriormente, se
adicionaron 40 mL de agua milliQ en un tubo falcon de 50 mLy se centrifugaron a 4000 rpm durante
5 minutos. Una vez separadas las fases, se eliminé el liquido sobrenadante y el sélido decantado se
seco en estufa a 105°C durante 2 horas. Una vez completamente seco, se masé en una balanza
analitica y se adiciond 1 mL tetrahidrofurano (THF), se pasé por un filtro de nylon de 0.22 um

(Rephile Bioscience) y se inyectd en el cromatdgrafo.

Las variables cromatograficas utilizadas fueron optimizadas para la muestra de tanino con respecto
a la menor dispersién de la campana gaussiana de la sefial, donde la variable critica corresponde al
uso de 3 columnas en serie y las siguientes condiciones: temperatura de 31°C (horno de columnas)
y flujo de 0.8 mL/min de tetrahidrofurano filtrado (Millipore 0.22um) y desgasificado con helio

como fase movil. El tiempo de andlisis es de 40 minutos y el volumen de inyeccién de 20 pL.

Se prepard la curva de calibrado con los siguientes estandares de poliestireno (PS): 850 g/mol (DS:

1.07); 2500 g/mol (DS: 1.00); 4130 g/mol (DS: 1.00); 13200 g/mol (DS: 1.06); 18000 g/mol (DS: 1.00).
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Todas las masas molares estan expresadas en masa (Mw). Donde, DS corresponde a la

polidispersidad (Mw/Mn) (Mn: masa molar en nimero de moléculas).

4.1.2 Analisis elemental

Esta técnica fue utilizada para determinar el contenido de C, H, N y O en el tanino insoluble de
corteza sin modificar. Dicho andlisis se realizé en un equipo LECCO CHN628 con detector TCD e
Infrarrojo, con temperatura de horno entre 950-1050°Cy temperatura del postquemador entre 850-
1050°C. El pretratamiento de muestra consiste en secarlas y determinar su % de humedad y

posteriormente, envolverlas en papel de estafio previo al analisis.

4.1.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica fue utilizada para la determinacién del tamafio y morfologia de particulas en el tanino
y ademas, para conocer la distribucién del Fe a nivel microscépico dentro del tanino. Dicho analisis
se solicito en el Centro de Espectroscopia y Microscopia Electrénica (CESMI) de la Universidad de
Concepcidn. Se analizaron muestras de tanino seco y tamizado en su estado natural y muestras de
tanino impregnadas con Fe en un equipo ETEC Autoscan (SEM), las frecuencias utilizadas fueron de
2.5 segundos por ciclo (0.40 Hz). La preparacion de la muestra consistié en recubrirla con una capa
de oro de modo que pueda conducir la corriente. Este recubrimiento debe ser lo suficientemente
grueso para que circule la corriente eléctrica que se deposita en la muestra y suficientemente

delgado para que no enmascare las caracteristicas superficiales de la muestra.

Para complementar el analisis anterior, se realizé un ensayo de Espectrometria de Energia
Dispersiva, EDS por sus siglas en inglés (Energy Dispersive Spectrometry), en un equipo Bruker
Quantax a la muestra de tanino y la muestra de tanino impregnada con Fe(lll). Con esta técnica se
analizo la composicion elemental de cada muestra en areas especificas y las condiciones de analisis

fueron replicadas del estudio de Traistaru et al. 2013%,

4.1.4 Analisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico (TGA) fue la técnica utilizada para medir el cambio de masa de una
muestra mientras se sometia a un programa de temperatura controlado en una atmdsfera definida.
Se evaluo la estabilidad térmica del tanino insoluble en estado natural y modificado con Fe. El equipo
utilizado que corresponde a un TGA-MS el cual posee un detector de espectrometria de masa que

informa las pérdidas en masa mas importantes a una determinada temperatura de descomposicion.
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Este andlisis fue realizado a muestras de tanino insoluble en un equipo Netzsch TG 209 F1. El horno
y el equilibrio se purgaron continuamente con nitrogeno a 60 y 40 mL/min, respectivamente.
Tamafio de la muestra fue de 5 = 1 mg. La temperatura varié de 30 a 550°C con velocidades de
calentamiento de 2, 5, 10, 15, y 20°C/min. Los perfiles de descomposicidn térmica resultantes se

representan como la pérdida de peso (%) y su primera derivada en funcidn de la temperatura.

4.1.5 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) fue utilizada para determinar la energia absorbida o
desprendida por una muestra de tanino insoluble y tanino modificado cuando se sometieron a un
programa de temperatura en una atmdsfera controlada. Todos los procesos fisicos y quimicos llevan

asociados una variacién de entalpia por lo que provocan respuesta en DSC.

Este analisis fue realizado a muestras de tanino insoluble y muestras de tanino impregnadas con
hierro en un equipo TA instruments 200. Se realiza el andlisis con aproximadamente 6mg de muestra

en base seca con una velocidad de 10 K/min de calentamiento desde 0-200°C.

4.1.6 Espectroscopia de emisidn éptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
La espectroscopia emision dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) fue utilizada para
determinar el contenido de Fe en el tanino insoluble. Ademas, se evalud el contenido de Fe que se

retiene en el tanino después de la impregnacion y el Fe que se lixivia del sélido.

Inicialmente, se realizd un screening para determinar los metales presentes en la muestra de tanino,
con el fin de comparar si hay diferencias cuantitativas entre ellos. Para el andlisis de las muestras
solidas se requiere un pretratamiento de digestidn acida, procedimiento basado en el método de
digestién para Biomasa (UNE EN 15290) utilizando un microondas CEM Mars 6. El ensayo de ICP-
OES fue realizado en un equipo Perkin EImer Optima 7000D.

Para el sistema de tanino modificado con Fe, se monté un sistema batch con agitacion. El sistema
consiste en un vaso precipitado de 500 mL sobre una placa agitadora, donde se pesan 0.5 g de tanino
insoluble y se le adicionan 400 mL de solucidn ferrosa 1g/L. Se mantiene en agitacion durante 5
horas. Posteriormente, el tanino es filtrado al vacio y el sélido es secado en estufa a 105°C por 2

horas.
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4.1.7 Infrarrojo medio (FT-IR)
El analisis de infrarrojo fue realizado para determinar los grupos funcionales mas caracteristicos en
el tanino insoluble. Ademas, se evaluaron las variaciones en las bandas del tanino al adicionar Fe y

posterior a la reaccién de Fenton.

El anélisis de FT-IR se realizé en el rango de 4000 a 400 cm™ en un equipo Perkin Elmer 2000
utilizando una pastilla de KBr con el propdsito de incrementar la absorbancia de las bandas IR
caracteristicas del extracto, como también sus variaciones al ser unido a Fe(ll)/Fe(lll) y H,0,. La data
fue adquirida en modo de transmitancia con 32 scans a 8 cm™ de resolucién utilizando el software

Spectrum.

4.1.8 RMN 3C de sélidos

Se utilizé esta técnica para caracterizar los enlaces existentes en el tanino a través de los
acoplamientos quimicos entre los carbonos existentes. Se efectué el analisis utilizando una sonda
de sélidos de manera de no modificar la estructura natural del tanino. Dicho analisis se realizé en
un equipo de Resonancia Magnética Nuclear Bruker 400 MHz con una muestra del extracto
pulverizado y seco. La muestra se traspasd a una cerdmica cilindrica de 4mm y la frecuencia de

operacion fue 100.55 MHz en un total de 8000 scans.

4.1.9 Desarrollo de metodologia para analisis de tanino insoluble por py-GC/MS
Se realizd un analisis de py-GC/MS para la determinacién de los grupos de fragmentos presentes en
el tanino insoluble y también en la catequina, de modo de comparar ambos compuestos y sus

respectivos componentes mayoritarios.

Se desarrollé una metodologia para el analisis de tanino insoluble por py-GC/MS, la cual consiste en
la carga de aproximadamente 80 ug en una capsula de metal que se piroliza dentro de un tubo de
cuarzo en rangos de temperatura entre 450°C-600°C. Se realiza la pirdlisis en una unidad de
micropyrolysis (EGA/PY-3030D, Frontier laboratorios, Fukushima, Japon). Este dispositivo estd
conectado en linea a un cromatdgrafo de gases (GC, 6890N GC, Agilent Technologies) equipado con
un detector de espectrometria de masas (MSD 5975C, Agilent Technologies). Donde, la muestra se
coloco en un dispositivo de metal (vaso) (Frontier Laboratorios Eco-cup, 80pl) que se posiciond en
el muestreador auto-shot (EGA/PY-3030D) del pirolizador. El vaso con la muestra cargada se dejo
caer a través de un tubo de cuarzo para ser calentado en el horno de pirdlisis. Una vez calentado a

la temperatura deseada, los vapores ingresaron al GC/MS. El calentamiento de la muestra a la
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temperatura de pirdlisis se llevé a cabo a 2000 °C/s bajo un flujo de He de alta pureza (Air Liquid,

Chile, 299.999%). La temperatura de pirdlisis utilizada fue de 500°C.

Con el propdsito de caracterizar el tanino, se evallan los grupos funcionales y sus variaciones en las
rupturas al modificar la temperatura de pirdlisis. Se establece una rampa de temperatura en
columna del GC adecuada para la determinacidon de grupos fendlicos y policiclicos aromaticos. La
columna utilizada corresponde a una VF-1701 de 30mx 0.25x0.25mm (VF-1701ms). La temperatura
del inyector se mantuvo a 250°C con un Split de 50:1 y el programa de temperatura en el horno del
GC corresponde a 45°C durante 4 minutos, se calentd hasta 60°C a 1°C/min y se mantuvo durante 4
min. Posteriormente, se calenté a 150 ° C a razdn de 3°C/min y se mantuvo por 10 min, después se
calent6 a 230°C a 3°C/min y se mantuvo por 10 min, finalmente, se calenté a 280°C a 3°C/min y se
mantuvo por 30 minutos, con un tiempo total de andlisis de 146 minutos. El flujo de gas en la
columna se mantuvo a 2.0 mL/min. Los compuestos fueron identificados con la biblioteca espectral

de masas del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST).
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4.2 Determinacién de la reactividad del catalizador heterogéneo en la
reaccion de Fenton.

4.2.1 Reduccion de Fe(lll)

En esta determinacion se cuantifica el Fe(ll) reducido a partir del Fe (lll) mediante la formacion de
un complejo entre el ion Fe(ll) y ferrozina (3-(piridil)-5,6-bis(acido-4-fenilsulfénico)-1,2.4-triazina),
siendo seguida la formacién de este complejo mediante un espectrofotémetro Agilent 8453 UV-

visible a 567nm. La técnica empleada es una variante de la utilizada por Chen y Pignatello®*° q

ue
evita el desplazamiento en el equilibrio Fe(ll)/Fe(lll) debido a la quelacion de Fe(ll) por ferrozina.
Para la preparacidn de las solucuiones se masan 0.059g de ferrozina (97%, Sigma Aldrich) en 100
mL, 0.0242g de Fe(NOs3)3.9H,0 (298%, Sigma Aldrich) en 100 mL, 0.174g de catequina (=98%, Sigma
Aldrich) en 100 mL, 2.324g de KF (299%, Sigma Aldrich) en 100 mL, 4.182g de Buffer Bis-tris (>98%,
Sigma Aldrich) y 60 mg de tanino. Todas las soluciones son preparadas con agua nanopure hervida

y burbujeada con argon.

La reaccion se lleva a cabo en un reactor de 25 mL desde el cual se tomaron alicuotas a distintos
tiempos. Las alicuotas fueron mezcladas en una cubeta con 0.3 umol-L? de ferrozina y 100 mmol.L"
! de KF como agente complejante de Fe(lll). El F en el sistema de reaccidn permite obtener medidas
estables y reproducibles de la absorbancia del complejo [Fe(ferrozina)s]* debido a que retarda el

desplazamiento del equilibrio mediante la formacién de un complejo estable con Fe(ll1)*.

La reduccion se evalla en presencia de catequina y tanino para contrastar el efecto de estos
compuestos en la reduccién de Fe(lll). La reduccién de Fe(lll) por estos compuestos fue determinada
mediante la cuantificacion del Fe (Il) formado a distintos tiempos de reaccién valores de pH de 3.40
y 7.00. El pH de cada solucidn se ajusté antes de cada reaccién en el pHmetro 3 Start Thermo Orion.
Para el pH 7.00 se utilizé buffer bis-tris 0.05 mol.L! y para pH 3.40 se ajusté con HNOs. La
concentracion final dentro de cada sistema de reaccidn fue: 0.15 pmol-L™ Fe(lll) y 1.5 pmol.L? de
catequina. Para tanino se agregan los 60 mg formandose un sistema de reaccion heterogéneo. Cada

reaccion se inicio al agregar la respectiva alicuota de Fe(lll).
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4.2.2 Determinacidn de constantes de velocidad en la degradacion de naranja de metilo

Para determinar la reactividad del tanino cargado con Fe(lll) se evalud la velocidad de degradacidn
de naranjo de metilo, un compuesto ampliamente utilizado en la evaluacidn de distintos sistemas
AOP y se comparé con los sistemas: reaccion de Fenton tradicional y reaccion de Fenton conducida

por catequina.

Los analisis se realizaron en el espectrofotémetro Agilent 8453 UV-visible que posee sistema de
arreglo de diodos, adquiriendo los cambios en la absorbancia a través del tiempo. Se cuantificé la
concentracién de naranjo de metilo remanente utilizando curvas de calibrado (0-35 pumol-L? de

concentracion a pH=3.4).

El reactor utilizado consiste en una cubeta de plastico con tanino insoluble en el fondo separado
fisicamente del resto de los componentes de la mezcla por lana de vidrio. Se us6 ademas, un
agitador magnético en el fondo de la cubeta que mediante el movimiento de agitacién permite el
contacto entre el tanino y la solucién con naranjo de metilo, hierro y perdxido. Se adicionan
soluciones de 500 pL de naranjo de metilo (20 umol-L?), 250 pL de Fe(NOs)s (150 umol.L?), 250 pL
de H,0; (2 mmol-L?) y 20 mg de tanino insoluble. Para el sistema de Fenton conducido por catequina
se utilizaron 500 pL de catequina (150 pmol.L?), en ambos casos se completa hasta 2 mL la cubeta

con agua nanopure hervida y burbujeada con argén.

Debido la dispersidon en los espectros que se genera por la agitacidn, es necesario realizar una
correccion a todos los espectros obtenidos. Se realiza una divisién del valor obtenido por un valor
de absorbancia a una distinta longitud de onda que no interfiera en la regién UV-Vis de la

determinacion (ecuacién 12).

A-20 (12)
Ao

corregida=

Para efectos de comparacion entre los sistemas en la degradacion del colorante se calculan las
constantes de velocidad de primer orden para los sistemas Fenton convencional, Fenton conducida
por catequina y Fenton heterogénea conducida por tanino insoluble. Las concentraciones fueron

calculadas a través de una curva de calibrado (y=27643+36x -0.0081+0.003; R= 0.999).

El valor del coeficiente de extincidon molar (gexp) fue de 27643 cm?.mmol™ cercano al valor reportado

en bibliografia (e= 27900 cm?.mmol ™)™
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4.2.2.1 Efecto adsorbente

Se evalud el efecto adsorbente del tanino sobre naranja de metilo para corroborar que la
disminucién en la concentracidon del colorante se produce por efecto de la degradacién por la
reaccién de Fenton conducida y no por otro efecto secundario. Para lo anterior, se prepard una
solucidn de naranjo de metilo con absorbancia cercana a 1.0 y se le adiciond tanino y se dejé en
reposo durante 24 horas. Posterior a eso, se filtra la solucién y se mide la disminucién de

absorbancia por UV-Vis.

4.2.3 Determinacién de produccién de radicales hidroxilo por resonancia paramagnética
electrdnica (EPR)

Se utilizd la técnica de EPR para la determinacion de radicales hidroxilo en cada sistema en estudio.
Ademas, dicha técnica fue validada por los resultados de deteccién de radical hidroxilo por
cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccién por fluorescencia (HPLC-FI). Los analisis de
EPR fueron realizados en la Universitat de Stuttgart en el Departamento de Quimica Inorgénica en

Alemania.

La deteccién directa de algunos radicales como ‘OH es muy dificil o practicamente imposible en
solucidn a temperatura ambiente. La técnica de spin-trapping es una técnica donde un compuesto
nitrona (por ejemplo, 5-dimetill-1-pirrol N-6xido (DMPQ)) reacciona con un radical objetivo para
formar un compuesto estable y distinguible para ser detectado por EPR. Los radicales hidroxilo (-OH)
producidos por los diferentes sistemas estudiados en este trabajo fueron detectados por la
formacién de un aducto radical paramagnético que tiene la ventaja que puede ser facilmente

observado por espectroscopia EPR (Janzen 1980)'32,

Las muestras fueron transferidas a través de una jeringa que se une a una celda de flujo AquaX que
estd conectada con la cavidad Bruker 4108 TMH / 9701 en el instrumento Bruker ESP 300, con el
objetivo de adquirir el primer espectro correspondiente a la sefial del aducto DMPO/-OH en el

menor tiempo posible. La reaccién se inicia con la adicion de la alicuota de hierro al reactor.

La reaccion no puede ser detenida debido a que el aducto paramagnético presenta descomposicion
a través del analisis, por lo que los espectros son adquiridos de manera continua. Ademas, el aducto

puede ser desactivado por los remanentes de perdxido en el sistema.

Después de iniciada la reaccién el campo magnético fue ajustado a una de las dos sefales mas

importantes en el espectro del aducto y el cambio en la intensidad de esta sefial fue estudiada a
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través del tiempo que continda la reaccién. El cambio en la intensidad se puede asociar de manera
indirecta con una medida de la cantidad de radicales -OH en el sistema. La cantidad de DMPO /-OH

producido es considerado proporcional a la altura de esta sefial'.

Los perfiles que se obtienen por EPR corresponden a cambios en la sefial del aducto DMPO/¢OH en
el tiempo que son resultado de dos procesos: la formacién del aducto por produccion de radicales
-OH por reaccion de Fenton y la descomposicién del mismo por el H,O, presente en el sistema, el
cual oxida el grupo nitréxido del aducto a productos no radicalarios por medio de una cinética de
pseudo primer orden. Por otro lado, los perfiles obtenidos por mediciones en EPR exhiben un
comportamiento complejo, pues contienen variables involucradas en ambos procesos. De modo de
simplificar el andlisis, la data original fue ajustada a ecuaciones para comparar todos los perfiles
entre si en la produccion de radicales hidroxilo, donde una sefial normalizada es obtenida por la

division entre la data original y el valor limite cuando el tiempo tiende a infinito.

Una vez normalizados los perfiles fueron ajustados a la ecuacién 12 (r?> 0.98), donde A representa
la altura de la sefial mas grande del aducto, b es la pendiente de la recta, t es el tiempo y C es una

constante.
In (A)=-b.t+C (12)

Las variaciones observadas en los perfiles de decaimiento del aducto estdn reflejados en los valores
de b, que es interpretado como una diferencia relativa en la produccién de radicales -OH. Toda la

data fue analizada con Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, USA).

Las concentraciones fueron: 1.5 mmol.L™ de catequina o 60mg de tanino insoluble, 0.15 mmol.L™
Fe(NOs)3 o FeSQg, 1.5 mmol-L! de H,0,y 40 mmol.L de DMPO. El pH fue ajustado a 3.4 con HNO;

y a pH 7.0 con buffer bis-tris.
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4.2.4 Determinacién de produccién de radicales hidroxilo por HPLC-fluorescencia

Para la comparacion entre los sistemas Fenton en estudio en la producciéon de radicales hidroxilo a
mayores tiempos de analisis que los obtenidos por EPR se desarrollé una metodologia por HPLC-
fluorescencia. La técnica empleada consisti6 en monitorear la formacion de 7-hidroxicumarina

(70HC) (ecuacion 13), la cual fluoresce en la regién del visible a 456nm.

o._o HO SN
P F+HO — > ——» + otros productos
=

multiples pasos de reaccion

(13)

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en triplicado, a temperatura ambiente y bajo atmdsfera
de argdén. Las concentraciones finales en el reactor fueron 1.5 mmol.L? de catequina o 60 mg de
tanino insoluble (segun corresponda), 0.15 mmol-L? Fe(NOs)s; o FeSQq4, 1.5 mmol.L*H,0, y 500

umol.L? de cumarina. El pH fue ajustado a 3.4 con &cido nitrico.

De forma andloga se realizaron los experimentos para las mismas concentraciones en el reactor a

pH=7.0.

La reaccién fue iniciada con la adicion de la alicuota de hierro al reactor. Las alicuotas desde el
reactor fueron tomadas cada 5 minutos desde el inicio y fueron detenidas EDTA a pH=7.0. Después

de esto, cada punto de la reaccién fue analizado por HPLC-fluorescencia a pH=3.40.

El sistema de cromatografia liquida utilizado fue un Merck Hitachi HPLC. El andlisis fue realizado en
fase reversa con una columna Merck LICHROSPHER C18 de 15 cm. El software Chromatography data
station se utilizé para controlar el sistema. En todos los analisis el flujo fue 1.0 mL/min. La solucién
A corresponde a 99% agua y 1% de acido férmico, por otro lado, la solucién B corresponde a 100%
de acetonitrilo. La proporcion de fase mévil fue 85% de solucion A 'y 15% de solucién B en modo

isocratico.
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4.3. Aplicacién del sistema Fenton heterogéneo en la degradacion de contaminante
recalcitrante

4.3.1 Introduccién

Posterior a la caracterizacién del tanino y evaluacién del rendimiento del catalizador heterogéneo
en sistemas Fenton, se evalud el soporte en un sistema de degradacidn a través de la generacion
de especies activadas en el sistema Fenton heterogéneo soportado y conducido por tanino insoluble
en la degradacién de atrazina como contaminante modelo, que fue escogido por el amplio estudio
existente de su eliminacién en efluentes por procesos Fenton convencionales3*13¢, Se degradé el
contaminante en condiciones optimizadas obtenidas a través de un disefio experimental, donde se
evaluaron las variables de pH, concentracidn de Fe(lll), concentracién de H,0, y cantidad de tanino

necesaria para la mayor degradacion.

Posterior a la degradacion de atrazina por sistema Fenton heterogéneo soportado en tanino
insoluble, se evaluaron los productos de degradacién del sistema mediante SPE-GC/MS para lo cual

se analizd un nuevo reactor de mayor volumen en condiciones optimizadas.

4.3.2 Contaminante modelo: Atrazina

La atrazina es actualmente el herbicida mas utilizado en unos 80 paises. Este herbicida se descubrid
e introdujo al mercado en los afos 50’s y actualmente se utiliza debido a su bajo costo y a su
efectividad para evitar la pérdida de cultivos por la proliferacidn de hierba (IARC, 1999). En la Unién
Europea se ha prohibido su uso debido al comprobable efecto de disrruptor endocrino en diversas

especies'¥.

cl
e

A LA~

Figura 7: Estructura quimica de atrazina

A diferencia de la tendencia de los paises del hemisferio norte, a reducir y en algunos casos a
eliminar completamente el producto, en Chile se observa un aumento en el consumo. Valores
publicados por el Servicio Agricola Ganadero para el afio 2001 muestran que en ese entonces, se
transaban 140,473 Kg/L del producto. La ultima publicacién disponible que data del afio 2012 evalta

en 461,340 Kg/L la cantidad transada. El consumo de atrazina crecié a mas del triple en 11 afios, lo
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cual debe generar algun tipo de alarma, tanto en la poblacion como en los servicios que autorizan

el uso del producto.

4.3.3 Degradacion de atrazina

Se desarroll6 una metodologia analitica mediante HPLC UV-Vis para la determinacién vy
cuantificacion de atrazina en agua. Las muestras a cuantificar fueron inyectadas con autosampler
en un HPLC Merck Hitachi provisto de una columna en fase inversa C18 de 15 cm de largo con
particulas de 5 um de didmetro (Merck) y detector UV-VIS con longitud de onda a 222 nm. La fase
movil utilizada fue metanol y buffer fosfato 5 mmol.L? a pH 2.5 en una relacién 70:30, bomba

isocratica.

4.3.3.1 Reactor batch

El recipiente utilizado como reactor fue una placa Petri de 14 cm de didametro, en la que se depositd
la cantidad requerida de tanino insoluble y 43 mL de agua pH requerido, esta mezcla fue agitada
durante 20 minutos antes de completar el volumen total del reactor. Transcurrido este tiempo, se
afiadié 5 mL de la solucién madre de atrazina, 1 mL de solucién madre de peréxidoy 1 mL de la
solucion madre de Fe(lll) para dar inicio a la reaccion, en un volumen total de 50 mL (se desprecia
el volumen ocupado por los mg de tanino). La reaccion fue detenida utilizando EDTA a pH=7.0 3.00

mmol.L™.

Las concentraciones en el reactor corresponden a 150mmol.L? de H,0, (Sigma Aldrich, Germany),
12.50 mmol.L? de Fe(lll) (Sigma Aldrich, Germany), 12mmol.L"? de atrazina (Supelco, analytical

standard) y 40 mg de tanino.

Las muestras fueron tomadas en alicuotasde 1 mLa0, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 30 y 60 minutos desde
el inicio de la reaccién y posteriormente, depositadas en un tubo Eppendorf que contenia 1 mL de
la solucion EDTA (concentracion en el tubo 1.5 mmolsL?). Posteriormente, la mezcla es filtrada con

filtros PES de 0.22 um y se inyectan en el cromatégrafo.
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4.3.4 Disefio Experimental

4.3.4.1 Barrido (disefio experimental preliminar, screening)

Las variables consideradas fueron cantidad de tanino (mg), concentracidn de Fe(lll), concentracidn

de H,O, y pH (Tabla I1).

Tabla Il: Rango de variables utilizadas en el barrido.

Variable Valor minimo (-1) Valor central (0) Valor maximo (+1)
Tanino (mg) 20 40 60
Fe Ill (umoleL?) 50 150 250
H202 (mmoleL?) 0.5 1.5 3.0
pH 2.5 4.5 7.0
Respuesta concentracion de atrazina en el reactor

Al ingresar los valores extremos de cada variable al software MODDE, el barrido resultante consté

de 16 experimentos mas 4 puntos centrales (20 reacciones en total).

Todas las soluciones madres fueron llevadas a aforo con agua hervida, que fue preparada
acidificando 1 litro de agua nanopure hervida (enfriada a temperatura ambiente) con cantidad

suficiente de acido nitrico o alcalinizada con hidréxido de sodio diluido, segiin pH requerido.

4.3.4.2 Modelo circunscrito central compuesto (CCC)

Para optimizar las variables se utiliza un disefio circunscrito central compuesto (Figura 8).

+1

Figura 8: Representacion grafica del modelo utilizado en la optimizacion.
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Las variables consideradas fueron cantidad de tanino, concentracion de

perdxido y pH (Tabla lll).

Tabla lll. Variables usadas para el disefio.

Fe(lll), concentracion de

Variable Valor minimo (-1) Valor central (0) Valor maximo (+1)
Tanino (mg) 30 40 50
Fe Il (umoleL?) 50 100 150
H202 (mmoleL?) 0.85 1.5 24
pH 24 34 4.4
Respuesta Concentracién atrazina en el reactor

Al ingresar los valores extremos de cada variable al software MODDE, el disefio resultante consté
de 24 experimentos mas 3 puntos centrales (27 reacciones), los experimentos se realizaron con

detencién a los 30 minutos de iniciada la reaccion.

4.3.5 Determinacion de productos de degradacion

Las muestras de agua con contenido de atrazina no pueden ser analizadas directamente en un GC-
MS*38, por lo tanto necesitan un tratamiento previo. La preparacion de muestras mas comun para
la deteccidn de trazas de atrazina en aguas involucra una extraccion en fase sdlida (SPE, por sus
siglas en inglés)'®la cual ha sido ampliamente utilizada como técnica para concentrar
contaminantes en aguas naturales, debido a las ventajas que posee en comparacién a la tradicional
extraccion liquido-liquido; disminuye el uso y exposicidn a solventes riesgosos, posee metodologia
adaptable a la automatizacién, es simple y reproducible, consume menos tiempo, las extracciones
no son obstaculizadas por formacidn de emulsiones que deben ser separadas por centrifugacion?,
ademads no se presentan numerosas interferencias durante el andlisis, lo cual es relevante ya que
las concentraciones de pesticidas o herbicidas en aguas naturales resultan ser de una parte por
billén y pueden verse afectadas por interferencias'?®. Por lo tanto, se concluye que la técnica mas
utilizada y efectiva es SPE-GC-MS2%13%140 debido a que posee ademas de una buena precision, un
bajo porcentaje de desviacidon estandar relativa (%RSD), altos porcentajes de recuperacién en
muestras, también existe la posibilidad de tratar muestras de matrices de rango relativamente
simple, como aguas subterraneas, hasta las mds complejas como aguas superficiales, aguas

141

residuales o muestras de suelo* y tiene la capacidad de extenderse para determinar otros

compuestos del grupo triazina y sus posibles interferentes orgdnicos, en el medio ambiente!?”138,
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4.3.5.1 Reactor

El recipiente utilizado como reactor fue un vaso de precipitado de 1000 mL donde se adicionan
aproximadamente 600 mg de tanino insoluble y 820 mL de agua a pH 3.3 (pH dptimo para la
degradacion), esta mezcla fue agitada durante 20 minutos y trasvasijados a un matraz de aforo de
1000 mL, se afiadié 100 mL de la solucién madre de atrazina, seguido de 20 mL de solucién madre
de perdxidoy 20 mL de la solucién madre de Fe(lll) para dar inicio a la reaccidn. Se completé el aforo

con agua hervida a pH 3.4 y se trasvasijé a vaso de 1000 mL para mantener la agitacion.

La reaccidn se detuvo con 10 mL de solucién madre EDTA a pH=7.0 (20 mmol-L? en reactor), las
concentraciones finales en el reactor fueron: atrazina 12 umol.L?, Fe(lll) 150 pmol.L? y peréxido 2.4

mmol.L™.
4.3.5.2 Extraccion SPE

Esta técnica requiere de un disco de extraccion HLB (6cc, Oasis®) el cual ha resultado adecuado para
aislar y retener la atrazina junto con sus productos de degradacion de matrices acuosas en

comparacién con otros tipos de adsorbentes4>143,

Se comenzd por el montaje del cartucho de extraccién HLB (6cc, Oasis®) en un cdmara colectora
conectada a un sistema de vacio, para proceder al acondicionamiento de los cartuchos portadores
de la fase estacionaria, en esta etapa se utilizé 6 mL de metanol, con el propdsito de incrementar la

interaccion entre la superficie de silice del disco y los analitos a retener.

Luego de que pasara todo el metanol a través del cartucho, se continud con la etapa de lavado, para
lo que se utilizd 6 mL agua nanopure. En las etapas de acondicionamiento y lavado se dejo pasar los

liquidos por gravedad.

Posterior al acondicionamiento se procedid a cargar la mezcla reaccionante (detenida con EDTA a
pH 7.0) utilizando una bomba de vacio para controlar el flujo a 12 mL/min, necesario para mantener
la interaccidn entre fase estacionaria y los analitos. Una vez que se hizo pasar el litro de muestra se
dejé secar el disco durante 15 minutos conectado al sistema de vacio. Para la elucion de la muestra
se dejd pasar por gravedad 5 mL de metanol a través del cartucho, el extracto fue recibido en un

vial ambar.
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4.3.5.3 GC-MS

Posterior a lo realizado en el punto 4.2.5.2, se llevé el vial a sequedad con gas nitrégeno a flujo
suave. Posteriormente se afiadid 200 uL (con microjeringa) de diclorometano al vial, que luego fue
agitado en un vdrtex para asegurarse de que no existieran pérdidas de muestra. Posteriormente, se
filtra el contenido con filtro de jeringa Nylon (0.22um), el cual posteriormente es inyectado en un
equipo GC-MS Agilent 7890 provisto de una columna HP-5 (60me 0.25mme 0.25 um), donde se
determina la presencia de atrazina y los productos de descomposicion del sistema Fenton. Los
pardmetros instrumentales utilizados en las mediciones por GC-MS son detallados en la Tabla IV.

Tabla IV: Parametros instrumentales utilizados para el analisis por GC-MS en la determinacion de
compuestos de degradacion.

Flujo de columna 1.0 mL/min
Flujo purga de septa 3.0 mL/min
Temperatura horno 100 °C por un minuto.

30 °C/min hasta 130° C por un minuto.
8.0 °C/min hasta 220° C por un minuto.
30 °C/ min hasta 280°C por un minuto.

Duracién programa de analisis: 18.25 minutos.
Temperatura inyector 250°C
Temperatura detector 280°C

Temperatura fuente de iones 230°C

Purga de Split 1/10
Volumen de inyeccién lul

4.3.6  Carbono Organico Total (TOC)

Se determind el carbono organico total (TOC) en muestras del reactor posterior a la degradacién de
atrazina, con el fin de estimar el contenido de carbono en la solucidn. Se analizé el contenido de
carbono directamente en 50 mL del reactor resultante posterior a la reacciéon de degradacion de

atrazina.

Se utiliz6 un equipo de modelo Vario TOC (Elementar, Alemania). Se realizaron curvas de

calibracién con biftalato de potasio en un rango de 0.2-20mgeL™1 144,
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de fraccion insoluble de tanino de corteza

5.1.1 Cromatografia de permeacién en gel (GPC)

Estimacién de masa molar promedio de taninos insolubles

Una vez inyectada la curva de calibrado por las columnas HR3, HR1 y HR 0.5, se procedio a inyectar
las muestras de taninos acetiladas. En la Figura 9 se muestra el cromatograma GPC obtenido para

tanino insoluble, previamente acetilado y disuelto en THF.
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Figura 9: Cromatograma GPC obtenido para tanino insoluble.

Al evaluar la distribucidn de masa molar de la fraccién insoluble de taninos de corteza se obtiene un
peak sobre los 20 minutos de analisis, que abarca cerca del 98% de la sefial total resultando un valor
promedio de Mw cercano a 2800 g/mol obtenido a través de la curva de calibrado polinomial de
orden 2 (Figura A6). La polidispersidad (DS) obtenida en el andlisis es variable y poco reproducible,
obteniendo asi valores entre 1.1-2.3. Lo anterior ha sido ampliamente discutido en la bibliografia
donde se senala que la distribucion de la masa molar de los taninos condensables provenientes de
fuentes naturales dependera directamente del método de extraccién y de la heterogeneidad del
extracto debido a que existe una mezcla de diferentes oligdmeros dentro del tanino lo que dificulta

una estimacion reproducible en términos de dispersidad*.
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5.1.2 Andlisis elemental

El analisis elemental obtenido taninos insolubles de corteza de Pinus radiata se muestra en la Tabla
V. Los resultados obtenidos indican que el polimero esta constituido basicamente por 4tomos de C,
H, y O que se obtiene por diferencia. La muestra presenta un nulo contenido de azufre y nitrégeno,
lo anterior es concordante con lo descrito en la bibliografia®. Al comparar con el andlisis de

catequina se puede concluir el similar contenido elemental con el extracto insoluble de corteza.

Tabla V: Analisis elemental de taninos insolubles

%C %N %H %0

Tanino insoluble | 63.9+0.9 | 01 6.210.2 29.9+0.8

Catequina 63.8+0.2 | 0+0.1 | 5.140.03 | 31.3+0.2

5.1.3 Analisis de microscopia electrdnica de barrido (SEM)/EDS

Este analisis se realiza con fines comparativos para determinar los cambios o modificaciones en el
tanino al agregar Fe. En la Figura 10 (a) y 10 (b) se puede observar con una resolucion de 50um las
diferencias entre tanino insoluble e impregnado con Fe que hay una disminucién de las particulas
en forma esférica, lo que podria indicar que el Fe cubre ciertos espacios intermoleculares que
existen en el tanino de modo que pierde la forma caracteristica. O por otro lado, que se rompen los

enlaces de hidrégeno entre ciertos grupos fendlicos presentes en el tanino, que le confieren una

estructura ciclica y, que al quelarse con Fe, pierden dicha orientacion.

Figura 10: (a) SEM de tanino insoluble, (b) SEM tanino insoluble impregnado con Fe (1g.L).
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Al aumentar la resolucién del analisis se puede observar en la Figura 11 que la tendencia se
mantiene. Ademas, se aprecia que en el tanino sin impregnar existen micro-fibrillas que no habrian
sido destruidas en el proceso de extraccion ni en la reduccién mecanica de la muestra que podrian

corresponder a d4cidos grasos detectados por la técnica de GC-MS (5.1.9)

18k

Figura 11: Aumento en la resolucidn del analisis de microscopia electrénica hasta S5pum.
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En la Figura 12 (a), se presenta el resultado del analisis EDS obtenido para la muestra de tanino
donde se puede apreciar la forma esférica de las particulas. Segun el analisis EDS el contenido
elemental en masa de la muestra corresponde a 62.88% de carbono, 30.04% de oxigeno y 0.08% de
hierro. A su vez, en la Figura 12 (b), se muestra el andlisis para tanino impregnado con hierro, en el

cual los resultados de composiciéon en masa fueron: 71.02% de carbono, 26.12% de oxigeno y 1.86%

de hierro.

40um Electron Image 1 0pm Electron Image 1

Figura 12: (a) EDS de tanino insoluble, (b) EDS de tanino insoluble impregnado con Fe.
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5.1.4 Analisis termogravimétrico
Se registra constantemente la masa de una muestra, colocada en una atmdsfera controlada de N,

en funcién de la temperatura.

El TGA/DTG obtenido para el tanino se muestra en la Figura 13 (a). El andlisis cualitativo permite
determinar la estabilidad térmica del tanino en atmdsfera inerte N,, presentando una gran pérdida
de masa (~25%) alrededor de los 270 °C, que corresponde a la pérdida de grupos funcionales
oxigenados labiles presentes en el material en forma de CO, CO; y vapor de agua. A partir de 300 °C
hay una lenta y constante pérdida de masa (~15%), asociada a la desorcién de grupos funcionales
oxigenados mas estables. La eliminacién del agua adsorbida se refleja en una pérdida de masa (~
10%) por debajo de 100 °C*? (Figura 13 a). A 548°C se determind una masa residual de la muestra
de 47.57%. Andlisis en las mismas condiciones experimentales se realizaron para el tanino insoluble
impregnado con Fe(ll) y Fe(lll), Figura 13 (b) y 13 (c), respectivamente. A su vez también se analiza
el tanino posterior a la reaccidon Fenton-like, esto es decir, después de la accidn de Fe(lll) con H,0,

en la Figura 13 (d).
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Figura 13: (a) TGA-MS para tanino insoluble (b) TGA-MS tanino impregnado con Fe(ll); (c) TGA-MS para tanino
impregnado con Fe(lll); (d) TGA-MS posterior a tratamiento con Fe(lll) y H20,.
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Al analizar los perfiles TGA-MS obtenidos se puede concluir que no existen importantes diferencias
entre ellos, ya que en los cuatro termogramas se observa la pérdida cercana a 40°C, producto del
agua adsorbida por las muestras. En el rango cercano a 250°C se observa una pérdida importante
en ambas muestras impregnadas con Fe, que también se observa en la muestra de tanino sin
impregnar (a) que se asocia a la pérdida de grupos funcionales oxigenados labiles presentes en el
material en forma de CO, CO; y vapor de agua. En el caso de d, la temperatura de ésta pérdida

disminuye a 235°C.

En el caso de todas las muestras, se observa un decaimiento sobre los 300°C, con un remanente en

masa sobre el 40% para todos los casos.

5.1.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El termograma de un barrido dinamico del tanino insoluble (hasta 10% humedad) a una velocidad
de 10 K/min de calentamiento se presenta en la Figura 14. Se evalta el comportamiento del extracto
en un rango entre 20-200°C. La curva ha sido normalizada con respecto a la masa de muestra pesada
en cada ensayo (~6 mg). La transicién que se muestra en la Figura 14(a) con un maximo de pico a
130°C sefiala un proceso endotérmico, que se puede atribuir, ya sea, a pérdida de agua que no haya
sido eliminada en el proceso endotérmico hasta 100°C o a la fusidon de posibles cristales de
mondmero catequina presentes en la muestra. Si los taninos presentan en su composicion una
fraccion de mondmero, seria de esperar que la pérdida de esta fraccidon fuera evidente en los
termogramas de los taninos (174°C, sefial caracteristica en catequina). En el termograma analizado
se observa la presencia de endotermia a temperaturas del orden de 130°C en el primer barrido
dindmico que desaparece o disminuye considerablemente al secar la muestra. Por tanto la
endotermia presente a estas temperaturas podria ser atribuida fundamentalmente a la presencia

de agua en las muestras.
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Figura 14: (a) Perfil DSC para tanino insoluble (10-200°C); (b) DSC tanino impregnado con Fe(ll); (c) tanino
impregnado con Fe(lll)

La fusidon de posibles cristales de mondmero catequina presentes en la muestra es descartado
considerando la informacion entregada por la microscopia electrdnica de barrido (5.1.3) donde es
posible observar la ausencia de estructuras cristalinas en el tanino. Al comparar ambos perfiles con
el tanino original, no se observan diferencias que muestren algin cambio en los procesos internos

de la muestra aun cuando es impregnada con Fe.

5.1.6 Espectroscopia de emisidn dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
El andlisis de ICP-OES se realiza para comparar el contenido de Fe en el tanino impregnado con el
tanino sin impregnar. Con esto se puede determinar la cantidad de Fe no lixiviable en el sélido. En

la Tabla VI, se muestra el contenido de Fe en ambos analisis.

Tabla VI: Cuantificacién por ICP-OES de contenido de Fe en muestras de taninos.

Muestra Sélido (geKg™) Lixiviado (geL™)
Tanino 7.909
Tanino + Fe 35.87 23.24
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Los ensayos de tanino impregnado se realizan por triplicado con un RSD= 4.3%. El error se asocia al
proceso de digestidn por separado que se le realiza a cada muestra (UNE-EN 15290). De este modo,
el valor promedio obtenido de concentracién de Fe (Tabla VI) muestra que el tanino impregnado
con Fe (1 g-L'!) aumenta su contenido unas 4.5 veces frente al tanino insoluble en estado natural.
Este analisis indica que el tanino es capaz de retener Fe y podria ser utilizado como soporte de

reaccion.

5.1.7 Infrarrojo medio (FT-IR)

Se analizd una muestra pulverizada y seca de tanino insoluble por FT-IR en infrarrojo medio (4000-
400cm™?). Se puede observar en la Figura 15 una banda intensa aproximadamente a 3300 cm?,
caracteristica de los grupos hidroxilo (—OH). El espectro presenta una banda a 1320 cm™ yotraenla
zona 1610 cm™ caracteristicas de los anillos bencénicos presentes en los extracto tanicos, tal y como
presentan en la bibliografia Nakagawa y Sugita (1999)'. Por otro lado, la banda a 1280 cm™ es

caracteristica de vibracidn de tension C-O aromaticoy 1111 cm™ a balanceo C-H.

Al comparar el espectro del tanino insoluble y el tanino impregnado por Fe y/o posterior a la
reaccion de Fenton se observan cambios en las bandas de hidroxilo (*3000cm™) y las bandas del
carbonilo (71600 cm™), dos bandas Utiles para comparar la oxidacion del sustrato. En la Figura 15 se
pueden observar los espectros IR de tanino insoluble sin modificar, tanino insoluble impregnado
con Fe(ll) y Fe(lll), tanino insoluble posterior a la reaccién de Fenton y Fenton-like. Todos los
espectros fueron corregidos y normalizados a 1525cm™ (banda correspondiente a vibracidon de
estiramiento de anillos aromaticos). Al comparar los espectros normalizados, se pueden apreciar
diferencias en la banda caracteristica del hidroxilo, donde el espectro con mayor %transmitancia
corresponde a un sistema oxidado por Fenton, el mismo efecto se observa en la regidn cercana a
los 1300 cm™?, donde se encuentran los —OH de compuestos fendlicos, esto tiene explicacion pues
los grupos fendlicos en presencia de H,0; se oxidan a la forma de quinona, lo que disminuye los
grupos hidroxilos de la estructura. En esta misma linea, las quinonas aumentan la banda del

carbonilo, lo que es una seial de que la reaccién de Fenton estd oxidando el sustrato.
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Figura 15: Espectros normalizados para tanino insoluble, tanino insoluble impregnado con Fe(ll) y

Fe(lll) y tanino posterior a la reaccion de Fenton y Fenton-like.

5.1.8 RMN 13C de sélidos

Mediante técnicas de analisis 3C-RMN se han diferenciado cuatro estructuras bdsicas habituales
en los extractos tanicos (Ferreira y Bekker 1996; Hemingway 1989) (Figura 16), que difieren en el

numero de grupos hidroxilo que presentan en el anillo Ay B. Se distinguen asi:

- Profisetinidina, compuesta de resorcinol como anillo A y catecol como anillo B.

- Prorobinetinidina, con resorcinol en el anillo Ay en el B pirogalol.

- Procianidina, compuesto por fluoroglucinol y catecol en los anillos A y B respectivamente.
- Prodelfinidina, compuesto por fluoroglucinol en el anillo A y pirogalol en el B.
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Figura 16: Estructuras habituales en los anillos A y B de los mondmeros de los extractos tanicos.
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Estas diferencias en la estructura, confieren a los taninos comportamientos caracteristicos bien

definidos. Asi, por ejemplo se ha comprobado que los taninos con estructuras profisetinidina y

prorobinetinidina son menos reactivos que los procianidina y prodelfinidina (Pizzi y Mittal 1994).

Pizzi et al. (1993)* han identificado mediante *C-RMN la estructura de diversos taninos

condensados.

La Figura 17a representa una estructura de modelo de monédmero (catequina) que permite explicar

el espectro RMN del tanino. En la Figura 17b se muestra el espectro 3 C-RMN para tanino insoluble,

analizado con sonda para sélidos.

OoH

Figura 17a: Monédmero modelo para descripcion de 3C-RMN
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Figura 17 b: Espectro de *C-RMN de sélidos para tanino insoluble de corteza de Pinus radiata.

La sefial 1 es caracteristica de los carbonos C5 y C7, carbonos unidos a grupos hidroxilo (Figura 17a).
La sefial a 2 corresponde a los carbonos C5’ y C4’, carbonos unidos a grupos hidroxilo en el anillo de
catecol. Por otro lado, la sefial 3 corresponde a C1’ carbono con enlace interflavonoide. La senal 4
se atribuye a C3’. La seial 5 es caracteristica para demostrar que C4 y C8 son los carbonos de unién
entre los mondmeros de catequina. La sefial 6 corresponde a C6, C8 y C10. La sefal 7, 8 y 9,

corresponden a C3, C4 y C4 libre, respectivamente.

El anélisis realizado se basé en lo descrito por Pizzi et al. 1993 para distintos extractos de corteza.

43



5.1.9 Desarrollo de metodologia para analisis de tanino insoluble por py-GC/MS

El andlisis se realiza para completar la caracterizacidn del sélido determinando los compuestos de
mayor abundancia presentes en el tanino insoluble. Se evaluaron distintas rampas de temperatura
en el horno para el analisis py-GC/MS en muestras de tanino insoluble y catequina (Figura 18). La
pirdlisis se realiza a 500°C y por 6 segundos. Todas las identificaciones sefialadas poseen una

probabilidad de identificacidn superior al 80%.
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Figura 18: (a) Cromatograma py-GC/MS para catequina; (b) Cromatograma py-GC/MS de tanino insoluble a
500°Cy 6 segundos

En el cromatograma que se muestra en la Figura 18a, se puede observar que los principales
productos de descomposicion térmica de la catequina corresponden a catecol (17) y a metilcatecol
(21). En la primera parte del cromatograma se pueden apreciar compuestos volatiles que se
obtienen en la ruptura de moléculas mas grandes, como por ejemplo, diéxido de carbono (1),
acetona (3), entre otros. Esto constituye una ventaja frente al analisis GC-MS habitual, ya que la
muestra al estar en estado sélido en la capsula, sin ningun disolvente, se puede adquirir el
cromatograma desde el tiempo cero, sin delay de solvente. Posteriormente, se observan
compuestos como fenol (9), p-cresol (12) y metilfenol (15). Los ultimos compuestos en mayor
proporcién en la pirdlisis de catequina corresponden a bencenotriol (35) y trihidroxitolueno (36).

Las rupturas observadas en la catequina podrian orientar acerca del mecanismo de descomposicion

44



del tanino por ser la unidad principal. Dichas rupturas serian concordantes con la hipdtesis que los

taninos estan compuestos principalmente por moléculas del tipo procianidina.

Para el tanino se puede observar en la Figura 18b que los compuestos principales de la
descomposicion corresponden a catecol (30) y metilcatecol (31), lo que concuerda con lo realizado
por Case et al. 2014. En la primera fraccidén del cromatograma se presentan compuestos volatiles de
baja masa molar, después de los 30 minutos de andlisis se presentan los compuestos fendlicos,
donde destacan por su abundancia 4-metoxifenol (18), fenol (19), p-cresol (21), o-cresol (23), 4-etil-
2-metoxifenol (27), 4-hidroxi-3-metilacetofenona(28) y resorcinol (32). Posterior a los 74 minutos
de analisis, se observa el grupo de policiclicos aromaticos, compuestos derivados principalmente de
fenantreno y naftaleno. En la Figura 19, se agrupan para catequina y tanino los principales grupos

determinados en los anélisis py-GC/MS.

Es importante destacar que en el py-GC/MS de la fraccidn insoluble de tanino se pudo distinguir
numerosos otros compuestos que no se visualizan en el cromatograma de catequina, lo que indica
qgue la matriz de tanino insoluble no estd compuesta solo de catequinas enlazadas, ademas se
observa la presencia de cadenas alquilicas que corresponden segun la biblioteca consultada NIST a
acidos grasos presentes en el tanino, los cuales se corrobora su presencia mediante lo realizado por

microscopia electrénica (5.1.3).
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Figura 19: Distribucién de compuestos determinados por py-GC/MS para catequina (bloque azul) y para
tanino insoluble (blogue rojo).

5.1.10 Conclusiones

En este capitulo se realizd la caracterizacion del extracto insoluble de corteza como etapa
fundamental en el conocimiento del polimero natural y sus propiedades para ser aplicado en un
sistema AOP. Para esto, fue necesario el desarrollo de técnicas analiticas especificas para la matriz

en estudio.

La estimacion de masa molar en el tanino insoluble se desarrollé tomando como punto de partida
una metodologia existente para lignina, sin embargo, se tuvo que optimizar ciertas variables que
permitieran la mejor resolucidén cromatografica posible. Sin embargo, a través de este estudio fue
posible concluir que la heterogeneidad de la muestra no permite una determinacién reproducible
en términos de dispersidn de los resultados (Mw/Mn), donde en ciertas fracciones de la muestra se
obtiene una campana gaussiana con una dispersion cercana a 1 (monodisperso) y en otras sobre
2.5. Esto tiene total relacién con el método de extraccion del tanino, donde no se controlan ciertas

variables al ser este tanino un material polidisperso.
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Por otro lado, se realizaron analisis de rutina para estabilidad y comportamiento de sdlidos, asi, por
ejemplo TGA y DSC mostraron que el tanino no presenta una degradacion térmica distinta en
presencia de Fe(lll) y H,0; frente al tanino sin modificar. Por otro lado, es importante destacar que
los analisis SEM permiten visualizar el cambio a nivel microscépico del tanino al ser impregnado con
Fe, el cual pierde la esfericidad en las particulas que quedan cubiertas con Fe o en su defecto, que

se abren para formar algun tipo de complejo con el metal.

El analisis infrarrojo permite visualizar en ciertas bandas la oxidacidon presente en las muestras
posterior a la reaccién de Fenton frente a las bandas del tanino sin modificar, lo que seiala que la
reaccién redox esta ocurriendo con la oxidacion a las respectivas quinonas. Uno de los andlisis que
gueda como proyeccion en este trabajo es medir a través de infrarrojo lejano las interacciones

metal-ligando que permitan aclarar el mecanismo de reaccion.

Finalmente, se desarrollé una metodologia para la determinacidon de los principales grupos de
descomposicion térmica por py-GC/MS para catequina y tanino insoluble, de modo de comparar los
productos de cada uno. Una vez normalizados ambos cromatogramas, fue posible concluir que el
tanino insoluble presenta un comportamiento de descomposicién térmica similar a la catequina,
donde los productos principales corresponden en ambos casos a catecol y 4-metilcatecol, sin
embargo, es importante mencionar que el tanino no estaria solo compuesto de catequinas
enlazadas, pues se observa la presencia de furanos (provenientes basicamente de carbohidratos) y
también de cadenas alquilicas de elevada masa molar, que corresponderian a ciertos acidos grasos.
En ambos cromatogramas se observa la tendencia de ciclacidn de los fenoles a grupos de mayor
masa molar, esto se ve con mayor claridad en el tanino donde existen mayor nimero de grupos que

pueden interaccionar y unirse.
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5.2 Determinacion de la reactividad del catalizador heterogéneo en la

reaccion de Fenton.

En esta seccion se evalud la reactividad del catalizador de fraccién insoluble de tanino insoluble de
corteza en términos de su capacidad de reduccién de Fe(lll) mediante técnica de absorcién UV-Vis
y produccién de radicales (-OH) mediante EPR y HPLC-fluorescencia. En dichos andlisis fue posible
determinar la mayor capacidad de amplificacidon y conduccién de la reacciéon de Fenton en fase
heterogénea del tanino frente a los sistemas convencionales. Se concluye el capitulo con la

propuesta de mecanismo redox para el mondémero del tanino (catequina) en un sistema Fenton.

5.2.1 Reduccidén de Fe(lll)

La reduccidn de Fe(lll) es indicada como el principal mecanismo por el cual los 1,2-DHB incrementan
la reaccion de Fenton. Debido a ello, es relevante determinar la capacidad de reduccidn de Fe(lll)
por cada compuesto estudiado. Para esto, se determinaron los perfiles de reduccién de Fe(lll) a pH

3.40y 7.00 para catequina y tanino.

5.2.1.1 Reduccion de Fe(lll) con catequina a pH=3.40

A pH 3.40 para la reaccion conducida por catequina, se muestran en la Figura 20 las absorbancias
del complejo Fe(ll)-ferrozina obtenidas. Como es posible apreciar, en el tiempo 0 la absorbancia a
567nm es cercana a cero, sin embargo, a medida que el tiempo es mayor, la absorbancia aumenta.
Consecuentemente, lo anterior indica que la reduccion de Fe(lll) en presencia de catequina aumenta
a mayor tiempo de reaccién. En el anexo 2 se muestran las concentraciones de complejo Fe(ll)-

ferrozina.

La concentracidn de Fe(ll) se determiné mediante ley de Lambert Beer¥ utilizando el coeficiente

de extincién molar del complejo [Fe(ferrozina)s]* calculado desde la curva de calibracién.
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Figura 20: Perfiles de formacidn del complejo Fe(ll)-ferrozina a diferentes tiempos para catequina a pH=3.40
en fase homogénea.

De la Figura 20 se puede observar el aumento en la absorbancia del complejo coloreado entre Fe(ll)-
ferrozina a medida que el tiempo de reaccidn entre la catequina y el Fe(lll) aumenta. Lo anterior,

indica que la catequina reduce el Fe(lll) a Fe(ll) favoreciendo el ciclo redox de la reaccion de Fenton.
5.2.1.2 Reduccién de Fe(lll) con tanino a pH=3.40

Para la fraccion insoluble de tanino a pH 3.40, se muestran los perfiles de formaciéon del complejo a
diferentes tiempos en la Figura 21. La concentracion del complejo Fe(ll)-ferrozina determinada en

presencia de tanino insoluble a pH 3.40 se muestran en el anexo 2.

En la Figura 21 se puede observar el aumento paulatino en la reduccion de Fe(lll) en presencia del
tanino a través del tiempo. Lo anterior permite concluir que el tanino puede aumentar la produccion
de especies activadas en la reaccidn de Fenton al amplificarla y conducirla a pH 3.40. Ademas, el
tanino presenta mayor capacidad reductora que la catequina, lo cual se puede verificar en las
Figuras 20 y 21, donde se observa la clara tendencia de que en menos tiempo el tanino produce
mayor concentracion del complejo de Fe(ll) con ferrozina, consecuentemente, el tanino puede ser

utilizado para la amplificacién de la reaccion de Fenton en fase heterogénea.
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Figura 21: Perfiles de formacidn del complejo Fe(ll)-ferrozina a diferentes tiempos a pH 3.4 para tanino en
fase heterogénea.

5.2.1.3 Reduccion de Fe(lll) con catequina a pH=7.00

En la Figura 22 es posible observar la formacién del complejo Fe(ll)-ferrozina a distintos tiempos de
reaccion. La catequina a pH 7.0 no reduce el Fe(lll) del sistema aun a prolongados tiempos de
reaccion. La concentracion del complejo no aumenta con el tiempo, lo que indica que el pH es un
factor determinante en la reaccién de reduccion de Fe(lll) y que ademas, la conducciéon vy

amplificacion de la reaccidn de Fenton por catequina a pH neutro no se ve favorecida.
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Figura 22: Perfiles de formacidn del complejo Fe(ll)-ferrozina a diferentes tiempos a pH 7.0 para catequina.

De los perfiles de formacién (Figura 22) se puede observar que el maximo de las curvas no se
presentan en el tipico rango de longitudes de onda del complejo Fe(ll)- ferrozina (563-567nm), lo
que indica que la absorcién que se muestra en los perfiles corresponde a la formacion de otra
especie que esta absorbiendo en la region de los 480-490nm, por lo que no se puede determinar
con las curvas de calibracién las concentraciones del complejo a otra longitud de onda. No se
observa presencia de precipitado de Fe(OH)s, lo que indica que el mecanismo de reaccién favorece

el equilibrio hacia la formacién de otro compuesto a longitudes de onda menores.

5.2.1.4 Reduccién de Fe(lll) con tanino a pH=7.00

Al realizar la reduccion de Fe(lll) en presencia de tanino insoluble (Figura 23),se esperaria un
comportamiento similar a la reduccion con catequina, sin embargo, la solucidn se colorea y hay
formacién de complejo Fe(ll)-ferrozina, sin embargo, en concentraciones mucho menores que a pH
3.40. Ademas, el aumento de absorbancia es practicamente nulo con el tiempo, la tendencia general
a pH neutro es la formacién del complejo a una longitud de 563nm, sin embargo, no hay aumento

en la formacion del complejo a través del tiempo como se puede observar en la Figura 23.
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Figura 23: Perfiles de formacidn del complejo Fe(ll)-ferrozina a diferentes tiempos a pH 7.0 para tanino.
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5.2.2 Determinacién de constantes de velocidad en la degradacién de naranja de metilo
Las mediciones de reaccion de Fenton para degradacion de naranja de metilo se realizaron en un

rango entre 300-900nm, presentado el maximo de absorcion a 499nm.

Las medidas de reaccién de Fenton, se realizaron en tres sistemas para comparar las velocidades de
degradacion del colorante en cada uno. Las mediciones se realizaron por media hora de reaccion
para los tres casos. Los sistemas evaluados corresponden: a) Fe(lll)/H.Oz/colorante, b)

Fe(lll)/H,0,/catequina/colorante y c) Fe(lll)/H,0,/tanino/colorante.

Como es posible observar en la Figura 24, que corresponde al barrido realizado para el sistema
heterogéneo con tanino, existe ruido en las mediciones generado por la agitaciéon usada dentro de
la cubeta para que el tanino en el fondo tuviese contacto con solucién de la cubeta. Para eliminar el
efecto del ruido, se dividid todas las absorbancias a 499nm por una longitud de onda de referencia,
de modo de normalizar las absorbancias obtenidas. Esto solo se realiza en el sistema
Fe(lll)/H,0,/tanino/colorante, pues los otros sistemas son en fase homogénea sin necesidad de

agitacion.

T tance 0]

Figura 24: Espectrograma para sistema Fe(lll)/H20/tanino/colorante.
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En la Figura 25, se grafica el logaritmo natural de las absorbancias versus el tiempo para determinar
la pendiente que corresponde a la constante de velocidad (-k). De este modo, es posible observar la
comparacién entre las constantes de velocidad de primer orden para los 3 sistemas, donde la
reaccién de Fenton-like es la que tiene menor constante de velocidad. Al adicionar catequina a
sistema, y como se discutio en el punto 5.2.1.1, la catequina favorece la reduccién de Fe(lll) para
catalizar la degradacidn del colorante. Por otro lado, en el sistema heterogéneo con tanino, es
posible aumentar la velocidad de degradacion del colorante 18 veces frente a la reaccién de Fenton-
like convencional y 12 veces con respecto a la reaccién conducida por catequina, lo que le confiere
al tanino la capacidad de degradar un compuesto modelo en menor tiempo que los otros sistemas

aun formando parte de un sistema heterogéneo.
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Figura 25: Cinética de degradacion de naranja de metilo a pH 3.40 por los diferentes sistemas estudiados.
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5.2.2.1 Efecto adsorbente

Se evalud el efecto adsorbente del tanino sobre el colorante. Fue necesario realizar la comparacién
de rendimientos de la reaccidn para verificar que el aumento en la velocidad de degradacién del
colorante se deba a la reaccion de Fenton y no un efecto secundario. Para lo anterior, se evaltan los
sistemas: a) tanino+colorante y b) tanino+Fe(lll)+H,0,+ colorante. Las mediciones se realizaron a 4

tiempos: 1) 1 minuto, 2) 15 minutos, 3) 60 minutos y 4) 24 horas.

Para los sistemas a) y b) no se observa variacién en la absorbancia después de 24 horas, en contraste,
para el sistema Fenton-like conducido por tanino insoluble se observd el doble de disminucién en la
absorbancia que para los sistemas control. De este modo, se puede concluir que el efecto
adsorbente es despreciable en términos de disminucion de la absorbancia en el tiempo con respecto
a la reaccién de Fenton. Ambos ensayos se realizaron con las mismas concentraciones de reactivos

y por el mismo tiempo de reaccion.
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5.2.3 Determinacién de produccién de radicales hidroxilo por Resonancia Paramagnética
Electrénica (EPR)

La produccion de radicales hidroxilo (OH) se estudid en un sistema Fenton y un sistema Fenton-like
(ecuaciones 1 y 2), ademas en los sistemas Fenton-like conducido por catequina (mondmero
principal presente en los taninos insolubles) y Fenton-like conducida por taninos, el estudio se

realiza a valores de pH cercanos a los valores éptimos para la reaccién de Fenton®.

Se detectd la produccién de -OH en todos los sistemas a través del andlisis de la sefial caracteristica
del aducto DMPO/-OH (Figura 26). Se midieron las sefiales durante 1 hora a intervalos de 0.3
segundos. El aducto DMPO/-OH se inactiva alrededor de los 60 segundos desde el inicio de la
reaccidn, segtin lo informado por Contreras et al. (2007)%. Para todos los sistemas, la produccion de
-OH fue determinada hasta los 60 segundos mediante la técnica de EPR (Figura 26). En todos los
casos, los datos para los primeros segundos del analisis no estaban disponibles debido a un delay
gue se produce por la mezcla de los reactivos previo a la inyeccién por lo que el primer punto

considerado fue posterior a ese tiempo de delay.

Intensidad de sefial (AU)

T T T T T T 1
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Figura 26: Distintas intensidades de la sefial del aducto DMPO/-OH para los sistemas Fenton evaluados, donde
la sefial superior corresponde a sistema conducido por taninos, el segundo en intensidad corresponde a la
reaccion de Fenton convencional, el tercero a la reaccion conducida por catequina y finalmente, la de menor
intensidad corresponde al sistema Fenton-like convencional*.
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La Figura 27 muestra los perfiles de produccion ‘OH en los sistemas Fenton y Fenton-like
convencionales y los sistemas Fenton-like conducidos por catequina y taninos. Es importante
mencionar, que se obtuvo la sefial mds baja para la produccién de -:OH en el sistema Fenton-like
(tridngulo azul), lo que estd acorde con los datos de |a literatura®. El sistema de Fenton convencional
(circulo rojo) produjo mas -OH que los sistemas Fenton-like (excepto el sistema conducido por
taninos, cuadrado negro); de este modo, la produccién alcanzé un valor maximo cerca de los 15

segundos, posteriormente la sefial se mantuvo constante y luego disminuyd.

La produccion de radicales observada es rapida, lo cual estd conforme a lo reportado en la
literatura®. La sefial inicial para la reaccidon de Fenton-like conducida por catequina (tridngulo verde)
fue menor, pero aumentd y alcanzd un valor superior a la de la reaccidn de Fenton convencional en
alrededor de 60 segundos. Esta produccién de -:OH mas lenta es similar a los comportamientos
observados con otros DHB®. El sistema de Fenton-like conducida por taninos dio la mas alta
produccién de radicales -OH desde el comienzo de la reaccion. En contraste, el sistema de Fenton-
like conducida por catequina presentd la mas alta produccidn de -:OH, sin superar a los taninos, sobre
los 60 segundos. Para el sistema Fenton-like conducido por taninos en fase heterogénea los niveles
de produccién de -OH fueron 1.44, 1.29, y 9.27 veces mas alto que los obtenidos con los sistemas

Fenton convencional, Fenton-like conducida por catequina y Fenton-like, respectivamente.
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Figura 27: Perfiles cinéticos de produccidn de radicales hidroxilo. Se presentan los sistemas evaluados: Sistema
Fenton (circulos rojos), Fenton-like (triangulos azules), Fenton-like conducido por catequina (triangulo verde)
y Fenton-like conducido por taninos (cuadrados negros)**é.

La mayor produccion de -OH en las reacciones convencionales se observé en la etapa inicial en el
sistema Fenton (Figura 27), esto se debe a que el Fe(ll) esta presente, mientras que en el sistema
Fenton-like es necesario que el Fe(lll) sea reducido como primera etapa. Este proceso es lento en
los sistemas de Fenton-like, solo en presencia de H,0,%, pero se hace mas rapido cuando se usan
DHB:. Los resultados presentados en el punto 5.2.1 demuestran que el Fe(lll) se reduce més rapido
por taninos insolubles que por catequina en un periodo corto y a pH acido, lo que resulta en una
sefial inicial mds intensa para estos sistemas. La sefial inicial mas baja presente en el sistema
conducido por catequina puede estar relacionada con una menor capacidad de reduccidn de Fe(lll).

Ademas, la produccién -OH fue menor en el tiempo de analisis.
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5.2.4 Determinacién de produccién de radicales hidroxilo por HPLC-fluorescencia

Como fue presentado en el punto anterior, la produccidn de radicales -:OH se pudo determinar por
60 segundos, debido a la limitada estabilidad de DMPO/-OH en el sistema de reaccion. Asi, la técnica
de EPR no permite determinar la produccidn -OH por un tiempo mds prolongado. De este modo, se
utilizé un método de HPLC-fluorescencia basado en la hidroxilacidn selectiva de cumarina (Ecuacion

13) para estimar la produccion de -OH durante periodos mas largos.

La produccién de -OH de 300 a 1200 s se muestra en la Figura 28. Las tendencias de sefial son
concordantes con los resultados obtenidos usando el método de EPR. En periodos mas prolongados
la produccion -OH en la reaccién de Fenton-/ike conducida por taninos (cuadrados negros) aumentd
hasta 1200 s. Las pendientes de las rectas de produccién -OH fueron similares para todos los
sistemas Fenton-like (cuadrados negros, tridngulos verdes y tridngulos azules). Para el sistema
Fenton (circulos rojos), la producciéon de :OH aumentd hasta 600 s y luego se mantuvo (la
dismunicién que se observa en el grafico se debe a error experimental en mediciones de baja
magnitud). A su vez, la reaccién de Fenton-/ike conducida por taninos insolubles (cuadrados negros)
presentd una produccién maxima -OH inclusive después de 1200 s. En la Figura 27 (EPR), se observd
gue la produccion mds alta de -OH en periodos cortos fue en el sistema Fenton-/ike conducido por
taninos (Figura 27, cuadrado negro); el mismo efecto se vuelve a presentar en periodos mas
prolongados de analisis. De este modo, el sistema impulsado por taninos exhibe por ambas técnicas

la mayor produccién de radicales -OH.
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Figura 28: Perfiles de produccién de radicales -OH determinados por HPLC-fluorescencia®2.
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El incremento en la produccién de radicales -OH puede ser explicada basandose en los ciclos redox

149 150

de la reaccion de Fenton'* y Fenton-like'*°, en la cual la etapa limitante es la reduccion de Fe(lll) a
Fe(ll). La Figura 29 muestra una propuesta de ciclo redox en el cual la catequina quela y reduce el
Fe(lll). A su vez, la reaccion de Fenton (Figura 29, inserto) se inicia con la formacién de
[Fe(OOH)]*proveniente de Fe(ll) y H.0, y posteriormente, el radical -OH es producido y el Fe(ll) se
oxida a Fe(lll). Como se menciond anteriormente, la reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) es la etapa limitante
para continuar con la produccidn de radicales por sistemas Fenton. Asi, la formacién de [Fe(OOH)]**a
partir de Fe(lll) y H,0; es fundamental. Posteriormente, el Fe(lll) es reducido a Fe(ll) y el H,0zes

oxidado a HOO: (k=2.7 x 1073 s71)149,

En la reaccién de Fenton conducida por taninos insolubles la etapa limitante es distinta porque el

Fe(lll) es reducido y quelado por los grupos catequinas presentes en el polimero natural (Figura 29).

Como primera etapa en el ciclo redox, el Fe(lll) forma un complejo con la catequina (mondmero del
tanino). Posteriormente, el Fe(lll) en el complejo es reducido por un mecanismo de esfera interna,
generando un complejo de Fe(ll) y la respectiva semiquinona. Este paso, que previamente ya ha sido

descrito en la literatura para otros derivados del catecol, corresponde a la etapa limitante®s,

+OH

Foll) +- — [Fe(OOH)]*

]
/ /

/

/ A
[Fe{OOH)]?* = Fe(ll) — "~— H,0,

«00H *

Figura 29: Propuesta de ciclo redox en el cual la catequina quela y reduce el Fe(lll). En el inserto se presenta
el mecanismo propuesto para reaccion de Fenton!®,
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5.2.5 Conclusiones

En este capitulo se evalud la reactividad del sistema heterogéneo soportado en tanino insoluble.
Para lo anterior se evalud la capacidad de reduccién de Fe(lll) del tanino comparado con catequina
en fase homogénea a pH 6ptimo para la reaccién de Fenton y a pH neutro. Como es bien sabido, los
rendimiento de producciéon de radicales aumentan en presencia de DHBs debido al ciclo redox que
permite la produccidn sostenida de radicales por mayor tiempo®>, lo cual depende de la capacidad
de reduccion de hierro del DHB. De este modo, para tanino se obtuvo mayor capacidad de reduccion
en ambos pH, sin embargo, a pH 7.0 la tendencia no es directamente proporcional con respecto al
tiempo de reaccidn, debido al desplazamiento de los equilibrios de constantes de formacién frente
al pKps de Fe(OH)s. Si bien no se observa precipitado en la cubeta, existe una diminucion en la
intensidad de la banda y no tiene ninguna tendencia. Sumado a lo anterior, es importante destacar
que ha sido reportado en la literatura la diminucidn de capacidad prooxidante en la reaccién de

Fenton conducida por DHBs sobre pH 5 por formacién de bis y tris complejos con Fe(l11)**,

Por otro lado, se evalud la capacidad del sistema Fenton heterogéneo soportado en tanino insoluble
de degradar naranjo de metilo (colorante), donde los resultados permiten concluir la mayor
capacidad de degradacién de este sistema frente al Fenton-like conducido por catequina en fase

homogénea y Fenton-like convencional.

Como el tanino presenta una contextura porosa, fue necesario evaluar también que el aumento en
la velocidad de degradacion de naranjo de metilo no era debido a efecto adsorbente del tanino
sobre el colorante. Se evalud durante 24 horasy la disminucién de absorbancia de naranjo de metilo
no mostro variaciones significativas. Lo anterior, permite concluir que el efecto de disminucidon con
una mayor constante de velocidad en el sistema heterogéneo desarrollado es por su mayor

rendimiento en la degradacion de naranjo de metilo frente a los otros sistemas evaluados.

Posteriormente, se realizé una determinaciéon en la produccidon de radicales -OH por dos
metodologias: EPR y HPLC-Fl, donde ambos resultados fueron concordantes en tendencias a
distintos tiempos de andlisis. En ambos casos, el sistema desarrollado en tanino insoluble fue el que
presentd mayor produccion de radicales en el inicio de la reaccion como a través del tiempo de
analisis. Lo anterior, nos permite concluir el mayor rendimiento a nivel de produccién de radicales
‘OH que presenta el sistema desarrollado y se finaliza el capitulo con una propuesta de mecanismo
en la reaccion de Fenton conducida por los grupos DHBs presentes en el extracto insoluble de

corteza.

61



5.3  Aplicaciones sistema Fenton heterogéneo en la degradacion de

contaminantes recalcitrantes

Como ha sido demostrado en este trabajo, la produccidon de ‘OH en una reaccidon de Fenton-like
conducida por taninos insolubles hace este sistema adecuado para su uso como un AOP para la
eliminacion de contaminantes. De este modo, se utilizé el tanino insoluble para amplificar en fase
heterogénea el sistema Fenton y degradar atrazina en agua en condiciones optimizadas mediante
un disefo experimental cuyas variables correspondieron a pH, concentracion de Fe(lll),

concentracién de H,0; y cantidad de tanino.

Posteriormente, se evaluaron los productos de descomposicion del sistema Fenton en la

degradacion de atrazina por una metodologia GC-MS y el contenido de TOC en la solucién final.
5.3.1 Resultados preliminares

A pH 3.40 en un reactor de volumen 50 mL se adiciond el tanino insoluble con agitacidn. El reactor
posee 12pumoleL? de atrazina, 2mmoleL? de H,0,, 40 mg de tanino y Fe(lll) 150umoleL?. Los
ensayos preliminares demuestran la degradacién de atrazina a través del tiempo (Figura 30). La

reaccién en cada punto se detiene con EDTA a pH=7.0 (En el anexo se presentan ensayos EPR que

evidencian que EDTA es suficiente para la detencién de la reaccién).
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0.6 [N
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0.4 ‘i
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Figura 30: Ensayo preliminar de degradacion de atrazina en agua a pH 3.40 (Modificado de Romero et al.
2016)148

Para determinar las condiciones éptimas de degradacion se realizé un disefio experimental con el software

MODDE 7.0.
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5.3.2 Disefio experimental

5.3.2.1 Barrido

Las variables a optimizar fueron concentracidn de Fe(lll), concentracién de H,0,, cantidad de tanino

(mg) y pH. Inicialmente se realiza un screening para evaluar la direccién de maxima inclinacion.

En la Figura 31, se puede observar la direccién de maxima inclinacién del screening, el cual indica
que las condiciones éptimas son de 40-50 mg de tanino en el reactor, 250 pmol.L? de Fe(lll), un

rango de pH inferior a 4.0 y H,0; entre 2.2-2.8 mmol.L?.

A valores elevados de pH no se favorece la degradacion lo que esta de acuerdo a lo determinado en

este trabajo de tesis con respecto a la produccion de radicales -OH por reaccion de Fenton.

3,0

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0
pH tanino

Figura 31: Superficies de respuesta para screening de degradacion de atrazina, la zona azul indica el menor %
de drea de atrazina, en consecuencia, mayor degradacion. Cada bloque del disefio abarca 12.5% de

degradacion.
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En la Tabla VII, se muestran los resultados de analisis de varianza (ANOVA) para el modelo descrito

anteriormente.

Tabla VII: ANOVA para screening en degradacién de atrazina.

Degradacion Grados Suma de varianza F p SD
de cuadrados

libertad medios

Total 20 1.4x10%?

Constante 1 7.8x10%
Total Corregido 19 6.6x10 3.5x10%° 1.9x10°
Regresion 8 5.4x10% 6.8x10%° 6.1 0.004 2.6x10°
Residual 11 1.2x10% 1.1x10%° 1.1x10°
Falta de Ajuste 8 1.1x10% 1.4x10%° 53 0.100 1.2x10°
Error puro 3 8.1x10° 2.7x10° 5.2x10°

5.3.2.2 Optimizacion

Las variables utilizadas en el disefio se modifican a partir de los resultados obtenidos en el screening

del sistema. Es importante mencionar que en el screening realizado del modelo, la concentracién

de Fe(lll) debia ser mayor o igual a 250 umoleL?, sin embargo, no fue posible de realizar por

saturacion de la columna cromatografica con el Fe(ll) en solucidn, por lo que se fijé dicha variable a

un maximo de 150pumoleL™.

En la Figura 32, se puede observar la superficie de respuesta donde apunta a que las condiciones

Optimas son para tanino sobre 50 mg, el pH posee un rango dptimo entre 3.3-3.9, el Fe(lll) fue fijado

al valor méximo que soportaba la columna HPLC sin presentar alza de presién (150pumol.L?) y 2.4

mmol.L™ para H,0,.
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Figura 32: Superficies de respuesta para modelo CCC, la zona azul indica el menor % de area de atrazina, en
consecuencia, mayor degradaciéon. Cada bloque del disefio abarca 12.5% de degradacion.

En la Tabla VIII se muestra el andlisis de varianza para el modelo

Tabla VIII: ANOVA para modelo de optimizacion.

Degradacion Grados Suma de varianza F p sD
de cuadrados
libertad medios

Total 24 6.0x10"! 2.5x10%°

Constante 1 3.1x10%! 3.1x10!
Total Corregido 23 2.9x10%! 1.2x10%° 1.1x10°
Regresion 5 2.5x10%! 5.1x10%° 26 0.001 2.2x10°
Residual 18 3.5x10%° 1.9x10° 4.4x10°
Falta de Ajuste 16 3.5x10%° 2.2x10° 2.4x10* 0.004 4.7x10*

Error puro 2 1.8x10° 9.2x10* 3x10?

5.3.3 Degradacién atrazina en condiciones dptimas

Se utilizé la reaccién de Fenton-like conducida por taninos insolubles para la degradacién de la
atrazina. La Figura 33 muestra el perfil de descomposicidn de la atrazina durante 3000 s. La velocidad
de degradacién fue un decaimiento de orden exponencial y se alcanzé un porcentaje de degradacién
de 92.6 + 0.3%. El porcentaje de degradacion aumenté ain mas a 97.1 £ 0.7% (el limite de deteccidn
de la técnica analitica, HPLC) a 3000 s. Los datos se ajustaron utilizando una cinética de decaimiento
exponencial (r=0.98). Experimentos cinéticos controlados mostraron que no se produjo la
degradacion de la atrazina en ausencia de taninos. Resultados similares se obtuvieron en ausencia

de hierro y H,0..
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Figura 33: Controles cinéticos para degradacion de atrazina. Cuadrados negros corresponden a la degradacién
de atrazina en condiciones optimizadas. Circulos rojos a sistema sin H202; Tridangulos verdes sistema sin Fe(lll)
y tridngulos azules sistema en ausencia de tanino.

Como se puede observar en la Figura 33, a los 60 minutos de andlisis ya no es posible la deteccidn
de atrazina en el sistema por HPLC-UV. Lo anterior demuestra la alta efectividad del tanino insoluble
de conducir y amplificar la reaccion de Fenton, ademas, de mantener los grupos fendlicos en fase

heterogénea.

5.3.4 Identificacion de los productos de degradacién

Se realizd el analisis a los productos de degradacion de atrazina por GC-MS (Figura 34). Se evaluo el
sistema antes del final de la reaccién, en la alicuota de 30 minutos. En la Tabla IX se muestran los
resultados que indican como productos de descomposicidn a la atrazina alin remante en el sistema

y productos propios de su descomposicién por un proceso oxidativo.
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Figura 34: GC-MS para productos de degradacién de atrazina por el sistema Fe(lll)/H202/tanino
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Tabla IX: Compuestos determinados en el reactor posterior a la reaccidn de Fenton por GC-MS.

Compuesto Tiempo retencion % Area Quelite (%) Estructura
(min)
Diclorometano 8.392 98.20 91 CI—\
(solvente) Cl
6-cloro-2,4-diamin- 23.105 0.04 95 cl
Nl-(;-?_?t'll-gtll)- NI/I\\JN\ CH,
,3,5-Triazina
HZN)\N/ NA CH,
Atrazina 23.667 1.61 99

5.3.5 Carbono organico total (TOC)

Se evallo el contenido de carbono organico total del reactor con Fenton soportado en tanino

insoluble posterior a la degradacion de atrazina. Se observé un una remocidén sobre el 91% de

carbono organico, lo que indica que el contenido de carbono en la solucién no se ve aumentado por

presencia del tanino posterior a la reaccién de degradacion.
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5.3.6 Conclusiones

En este capitulo se evalué la capacidad de degradacién del sistema Fenton heterogéneo
desarrollado con extracto insoluble de corteza de Pinus radiata como soporte. El contaminante
modelo utilizado correspondié a atrazina y la medicién en el cambio de la concentracion fue

determinada a través de una metodologia por HPLC-UV.

Ademas, se optimizaron las variables con mayor influencia en el sistema de degradacion, lo que
permitié determinar el rendimiento de degradacién en un tiempo determinado de analisis. De este
modo fue posible concluir que las variables dptimas en la degradacion de este contaminante
corresponden a 50 mg de tanino en el reactor de 50 mL, el pH tiene un rango éptimo entre 3.3-3.9,
el Fe(lll) fue fijado al valor maximo que soportaba la columna HPLC sin presentar alza de presion
(150umol.L?) y 2.4 mmol.L? para H,0,. Con estas variables fijadas se obtuvo sobre un 97% de
degradacion de atrazina a 50 minutos de reaccidn. Lo anterior, al ser comparado con la degradacion
de atrazina en un sistema Fenton convencional al mismo tiempo de andlisis se ve incrementado al
menos en un 30% en el sistema conducido por tanino insoluble. Esto, es concordante con la mayor

produccién de radicales -OH en los sistemas conducidos y amplificados por el extracto insoluble.

69



5.4 Productividad cientifica

La primera publicacién que se presenta corresponde a los resultados previamente exhibidos en el
capitulo 5, donde se han publicado aquellos correspondientes al objetivo especifico 2 y 3 de la
tesis doctoral, con respecto a la capacidad de produccién de radicales hidroxilo en una reaccién
de Fenton heterogénea soportada en tanino insoluble de corteza de Pinus radiata y su aplicacién

en la degradacion de atrazina en agua.

- Romero R, Contreras D, Segura C, Schwederski B, Kaim W. Hydroxyl radical production by a
heterogeneous Fenton reaction supported in insoluble tannin from bark of Pinus radiata.

Environ Sci Pollut Res. 2016:1-8. doi:10.1007/s11356-016-7532-1. (Se adjunta publicacion)

La segunda publicacién corresponde al trabajo realizado en el desarrollo de metodologia analitica

para analisis de liquidospiroliticos por HPLC-UV-RID .

- Tessini C, Romero R, Escobar M, Gordon A and Flores M. Development of an analytical
method for the main organic compounds derived from thermochemical conversion of
biomass. J. Chil. Chem. Soc. 2016. 61(1):2837-2842. doi: 10.4067/S0717-
97072016000100018. (Se adjunta publicacion)
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insoluble tannins from bark can be used to drive Fenton reac-
tions and as a heterogeneous support. This avoids the release
of DHBs into the aqueous phase and can be used for AOPs.
The production of ‘OH was investigated using a spin-trapping
electron paramagnetic resonance technique (5-dimethyl-1-
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‘OH yield achieved using insoluble tannins from Pinus
radiata bark was higher than that achieved using catechin to
drive the Fenton reaction. The Fenton-like system driven by
insoluble tannins achieved 92.6 + 0.3 % degradation of atra-
zine in 30 min. The degradation kinetics of atrazine was line-
arly correlated with -OH production. The increased reactivity
in ‘OH production and insolubility of the ligand are promising
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Introduction

Chile has about 15.6 million ha of forest. A major part of the
available wood resources is discarded as waste (e.g., chips,
bark, and sawdust), which is generated during the chain from
timber production in the forest to the processing plant. It is
estimated that forest activity produces approximately
3 million m® of wood residues (CNE 2008; INFOR 2010).
Bark is part of these wood residues, and about one tenth of
lumber mass is bark. Currently, this bark is removed prior to
mechanical processing and burned to obtain process energy
(Corder 1976). The bark of Pinus radiata contains about
60 % phenolic compounds, of which 8-12 % is soluble in
water and 15-20 % are soluble in methanol (Berg et al.
2007). The polyphenols from the bark of P. radiata are con-
densed tannins, which consist of polymers of flavonoids with
various degrees of condensation (Pepino et al. 2000). The phe-
nolic compounds in pine bark are catechin, epicatechin, quer-
cetin, dihydroquercetin, taxifolin, phenolic acids, procyanidin
dimers, trimers, and oligomers as well as polymers formed
from catechin and epicatechin (Yazaki and Hillis 1977;
Packer et al. 1999).

At present, soluble tannins are widely used in adhesives for
wood panels; only water-soluble tannins are used, to obtain a
strong cross-linking with formaldehyde; otherwise, brittle
resins are obtained (Pizzi 2008; Tondi and Pizzi 2009). The
insoluble portion of bark tannin is of little use.

In this work, the portion of insoluble tannins from bark is
used. This portion is free from sugars, furfural, and another
compounds present in the native form of the bark, and which
must be separated to improve the availability of phenolic
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groups. Another advantage over other types of biomass is the
unusual structure; condensed tannins consist of linked cate-
chins and therefore form a polymer that is more uniform than
lignin (Khanbabaee and van Ree 2001). Recent analyses of
these tannins using micropyrolysis have shown that catechol
is a major product of thermal decomposition, with a smaller
amount of methylcatechol. These results show that insoluble
bark tannins consist mainly of condensed dihydroxybenzenes
(DHBs) (Case et al. 2014).

The properties of DHB-driven Fenton (Eq. 1) and Fenton-
like reactions (Eqs. 2-3) are well known (Salgado et al. 2013).
It should be noted that the Fenton reaction (k=76 M' s7';
Eq. 1) is faster by four orders of magnitude than Fenton-like
reaction (k=0.01 M "' s ") (Chen and Pignatello 1997).

Fe’* 4+ H,0,—Fe’" + «OH+ OH (1)
Fe** + H,0,—Fe?* + «OH, + H* (2)
Fe'* 4 «OH,—Fe®* + 0, + HT (3)

Fenton reactions driven by DHBs have been studied in
various systems such as metabolic pathways in biological sys-
tems (Kerem et al. 1999; Paszczynski et al. 1999; Jensen et al.
2002) and advanced oxidation processes (AOPs) for water or
wastewater treatment (Rodriguez et al. 1999; Rodriguez et al.
2001; Contreras et al. 2007). Various reaction pathways have
been reported. One of the most cited is DHB complexation
with Fe(Il) and then reduction to Fe(Il) (Contreras et al.
2011). In this process, the DHB itself is oxidized to a
semiquinone; the pKa of the OH groups is therefore important
because the ligating species is deprotonated DHB. The
semiquinone can reduce Fe(III) to Fe(II), forming the corre-
sponding quinone (Kristinova et al. 2009).

Several studies of the use of DHB-driven Fenton reactions
in AOPs for the treatment of recalcitrant compounds
(Valenzuela et al. 2008; Contreras et al. 2006; Monrroy et al.
2007; Oviedo et al. 2004) and pulp mill wastewater
(Rodriguez et al. 1999) have been reported. However, this
type of AOP cannot be scaled because the treatment is per-
formed homogeneously in aqueous solution. The oxidized
products of DHBs (mainly quinones) and the remaining
DHBs are present after treatment and these compounds are
toxic (Bukowska and Kowalska 2004; Lofrano et al. 2009).
DHB-driven Fenton reactions therefore have to be performed
in a heterogeneous system to avoid the release of DHBs (or
their oxidation products) into the treated water. The main ob-
jective of this study was to investigate the use of insoluble
tannins from P. radiata bark as a source of DHBs. These
can drive the Fenton reaction and simultaneously provide a
heterogeneous support in the system. This AOP will be useful
in future applications because the DHBs (and quinones) are
retained in the heterogeneous phase rather than being released
into the treated water.
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Experimental
Materials and methods

All the required chemicals such as catechol (99 %, Sigma-
Aldrich), catechin (99 %, Sigma-Aldrich), H,O, (30 %,
Merck), Fe(NO3); - 9H,0 (=98 %, Sigma Aldrich), FeSO, -
6H,0 (=99 %, Sigma Aldrich), coumarin (>99 %, Sigma
Aldrich) and 5,5-dimethyl-1-pyrrolidine-N-oxide (97 %,
Sigma-Aldrich, Germany) used in the experiment were of
high purity and used as received without any further
purification.

Reaction conditions

DHBs can be partly oxidized to quinones or semiquinones by
oxygen and then reduced to H,O, (Melin et al. 2015); there-
fore, all reactions were performed in an argon atmosphere at
room temperature to control the reaction conditions.

Tannin extraction

The tannins used in these experiments were isolated from the
bark of P. radiata using methanol extraction. The bark was
obtained from 15-year-old trees, dried to a 12 % water content,
and then ground in a hammer mill with slots of diameter
1.20 mm. The tannin extraction was performed in a 4-m” pres-
surized pilot plant with recirculation and indirect heating, at the
Unit of Technology Development, University of Concepcion,
Chile. The bark was mixed in a batch reactor in a 1:5 mass/
volume ratio to completely cover the bark with the extracting
liquor (75 wt% methanol/water). The mixture was then heated
to 120 °C in 90 min. After reaching 120 °C/120 min, the
solution was cooled to ambient temperature and then
discharged from the extractor. The tannin solution was diluted
to give a solid concentration of 20 % and the methanol was
completely removed by evaporation. The water-soluble and
water-insoluble fractions were separated and both tannin frac-
tions were dried. The procedure corresponds to that used in
operation of the pilot plant, which essentially consists of a
conical extractor of volume 4.0 L, a circulation pump, and a
heat exchanger. The optimal conditions for extracting the tan-
nins were concentration 75 wt% and extracting temperature
120 °C. The heating time was a crucial factor in the pilot plant
used (Berg et al. 2007; Case et al. 2014).

EPR measurements

The direct detection of some free radicals, e.g., -OH, is diffi-
cult or impossible in solution at room temperature. In spin
trapping, a technique that was developed in the late 1960s, a
nitrone, e.g., S-dimethyl- 1-pyrroline-N-oxide (DMPO), reacts
with a target free radical to form a stable and identifiable
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compound that can be detected using electron paramagnetic
resonance (EPR) spectroscopy. In this work, the -OH radicals
produced using various systems were detected by forming a
paramagnetic radical DMPO/-OH adduct, which has a char-
acteristic signal that can be easily observed using EPR
spectroscopy (Janzen 1980).

Hydroxyl radical determination by spin-trapping
technique

The -OH radicals were detected by the DMPO spin-trapping
method using EPR spectroscopy (Janzen 1980). The samples
were transferred, using a syringe, to an AquaX flow-through
sample cell located in a Bruker 4108 TMH/9701 cavity in a
Bruker ESP 300 instrument to acquire the first spectrum, cor-
responding to the signal of the DMPO/-OH adduct, in the
shortest possible time. The reaction was initiated by adding
an aliquot of iron. The reaction cannot be stopped because the
paramagnetic adduct decomposes throughout the analysis.
The adduct can be inactivated by H,O, scavengers.

After reaction initiation, the magnetic field was adjusted to
one of the two dominant peaks of the adduct spectrum, and the
change in the absorption at this field was used as a measure of
the concentration of the adduct and thereby of the -OH radical
(Fig. 1). The amount of DMPO/-OH produced is proportional
to the height of this peak (Yamazaki and Piette 1990).

The EPR profiles corresponding to changes in the signal
from the DMPO/-OH adduct with time are the result of two
processes: adduct formation with -OH radicals produced by
the Fenton reaction and decomposition of the adduct by H,0,
present in the system, which oxidizes the paramagnetic
nitroxide adduct group to non-radical products via reaction
with pseudo-first-order kinetics. The EPR profiles obtained
indicate complex behavior, with variables involved in both
processes. The analysis was simplified by fitting the raw data
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Fig. 1 Characteristic signal of DMPO-OH adduct in EPR spectra

to equations to compare all the ‘OH production profiles; a
normalized signal was obtained by dividing the raw signal
by the limiting value when the time tends to infinity.

The normalized data profiles were fitted to Eq. 4 (R 0.99),
where A represents the height of the highest peak correspond-
ing to the adduct signal, b is the slope of the line, # is the time,
and C'is a constant.

In(At) =-b x t+C (4)

The variations observed in the decay profiles of the
adduct, reflected in the values of b, were interpreted as
the differences among the -OH radical production levels.
All data were analyzed using Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corporation, USA).

The main objective of the EPR measurements was to com-
pare *OH radical production in different homogeneous and
heterogeneous systems using a spin-trapping technique. In
this work, a Fenton system, Fenton-like system, homogeneous
catechin-driven Fenton-like system (catechin is the main
monomer present in the insoluble tannins), and Fenton-like
system driven by insoluble tannins in a heterogeneous phase
were compared. The final concentrations were 1.5 mmol L™
catechin or 60 mg of insoluble tannin, 0.15 mmol L'
Fe(NO;); or FeSO,, 1.5 mmol L' H,0,, and 40 mmol L'
DMPO. The pH was adjusted to 3.4 by addition of HNOs.

Hydroxyl radical determination using HPLC-fluorescence
technique

A number of fluorescent probes, including terephthalic acid
(Matthews 1980), benzoic acid (Armstrong et al. 1960), and
coumarin (Louit et al. 2005), have been used to study ‘OH
scavenging.

The -OH production can be monitored by formation of 7-
hydroxycoumarin (7OHC; Eq. 5), which fluoresces in the vis-
ible region, at 456 nm.

O._o HO O o
+HO — > —> other
@j ) Fproducss

multi-step reaction

All reactions were performed in triplicate at room temper-
ature in an argon atmosphere. The reaction was initiated by
addition of an iron aliquot to the reactor. Aliquots were re-
moved every 5 min, the reaction was terminated with ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA) at pH 7.0, and the aliquots
were analyzed using high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC)-fluorescence at pH 3.40.

A Merck Hitachi HPLC system with a Merck
LICHROSPHER C18 column was used for reverse-phase
chromatography. Chromatography data station software was

used to control the system. The flow rate was 1.0 mL min ™',
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and a gradient between two solutions (A and B) was used
throughout the analyses. Solution A consisted of 99 % water
and 1 % formic acid, and solution B was 100 % acetonitrile.
The mobile phase contained 85 % solution A and 15 % solu-
tion B; isocratic mode was used.

The -OH radical production was determined using HPLC
fluorescence in the same systems as were used for analyses
by EPR spectroscopy. The final concentrations were
1.5 mmol L 'catechin or 60 mg of insoluble tannin,
0.15 mmol L' Fe(NOs); or FeSO, 1.5 mmol L' H,0,, and
500 pmol L™ coumarin. The pH was adjusted to 3.4 with
HNO;. The reaction was initiated by addition of an aliquot of
iron and stopped with EDTA before analysis at pH 7.0.

Atrazine degradation

Atrazine degradation was performed in a reactor at a final
volume of 50 mL. The final concentrations in the reactor were
12 uM atrazine, 150 uM Fe(NO;);, 2 mM H,0,, and 40 mg
of insoluble tannins. The reaction was started by addition of an
aliquot of iron. The reaction was stopped before analysis with
EDTA at pH 7.0.

A Merck Hitachi HPLC system with a C18 column Merck
LICHROSPHER of length 15 ¢cm was used for reverse-phase
chromatography. The mobile phase was methanol and 20 mM
phosphate buffer, pH 2.5, in a ratio of 70:30; an isocratic pump
was used. The wavelength was fixed at 222 nm.

Results and discussion

Hydroxyl radical determination using spin-trapping
technique

The -OH production was studied in a Fenton system and a
Fenton-like system (Eqs. 1 and 2), and Fenton-like systems
driven by catechin (the main monomer present in the insoluble
tannins) and tannins at pH values close to the optimal values
for the Fenton reaction (Pignatello et al. 2006).

The production of -OH was detected in all systems through
observation of the characteristic signal from the DMPO/-OH
adduct (Fig. 2). The signals were observed for 1 h at intervals
of 0.3 s. The DMPO/-OH adduct was inactivated at around
60 s by reaction initiation, as reported by Contreras et al.
(2007). For all the systems, -OH production up to 60 s was
determined using the EPR technique (Fig. 2). In all cases, data
for the first seconds of the analysis were unavailable because
of solution mixing; the first point considered was that after this
time delay.

Figure 3 shows the -OH production profiles for convention-
al Fenton and Fenton-like reactions, and reactions using
Fe(III) systems driven by catechin and tannins. The lowest
signal for ‘OH production was obtained for the Fenton-like
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Fig.2 DMPO-OH signal for the different systems obtained by EPR spin-
trapping technique. The first DMPO-OH signal corresponds to the system
Fe(Il)/tannin/H,0,, the second one in intensity to Fe(I1)/H,0,, the third
to Fe(lll)/catechin/H,0, and the less intense to Fe(IIT)/H,0,. All
reactions were performed at pH = 3.4, 0.15 mmol L™ of Fe(Il) or
Fe(I1I), 1.5 mmol L' of H,0,, 1.5 mmol L' catechin or 60 mg of
tannin and 40 mmol L' of DMPO

system (blue line), in good agreement with the literature data
(Salgado et al. 2013; Pignatello et al. 2006). The Fenton sys-
tem (red line) produced more *OH than did the Fenton-like
systems (except the tannin-driven system); production
reached a maximum value at close to 15 s, the signal remained
constant, and then decreased. The observed fast radical pro-
duction is in accordance with that reported in the literature
(Contreras et al. 2007). The initial signal for the Fenton-like
reaction driven by catechin (green line) was lower, but in-
creased and reached a higher value than that for the Fenton
reaction at around 60 s. This slow ‘OH production is similar to
the behaviors observed with other DHBs (Contreras et al.
2007). The tannin-driven Fenton-like system gave the highest
‘OH production. In contrast, the catechin-driven Fenton-like
system gave the highest -‘OH production at approximately
20 s. The signal remained constant and then decreased, similar
to the Fenton system. The tannin-driven Fenton-like system is
a heterogeneous Fenton reaction system with insoluble tan-
nins. The -‘OH production levels achieved with this system
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Fig. 3 The production of hydroxyl radical measured by EPR spin-
trapping technique. The profiles correspond to Fe(Ill)/tannin/H>0, (black
line), Fe(I1)/H,Ox(red line), Fe(lll)/catechin/H,O, (green line), and
Fe(IlI)/H,0, (blue line). All reactions were performed at pH = 3.4,
0.15 mmol L' of Fe(II) or Fe(Ill), 1.5 mmol L™ of H,O,, 1.5 mmol L™
of catechin or 60 mg of tannin, and 40 mmol L ' of DMPO

were 1.44, 1.29, and 9.27 times higher than those achieved
with the Fenton system, catechin-driven Fenton-like system,
and Fenton-like system, respectively.

The highest production of *OH was observed in the initial
stage for the Fenton system; this is because Fe(Il) is present,
whereas Fe(IIl) reduction is necessary as a first step in the
Fenton-like systems. This process is slow in Fenton-like sys-
tems in the presence of H,O, alone (Ensing et al. 2003) but
becomes fast when DHBs are used (Mentasti et al. 1976). Our
previous unpublished results show that Fe(III) is reduced more
rapidly by insoluble tannins than by catechin for a short peri-
od, resulting in the largest initial signal among those for the
systems tested. The lowest initial signal, in the catechin-driven
system, may be related to a lower rate of Fe(III) reduction. In
addition, -OH production was lower.

Hydroxyl radical determination using HPLC-fluorescence
technique

In the present work, the production of -OH radicals was main-
tained for more than 60 s. However, because of the limited
stability of DMPO/-OH in the reaction system, the EPR tech-
nique could not be used to determine ‘OH production on this
timescale. An HPLC-fluorescence method based on selective
hydroxylation of coumarin (Eq. 4) was therefore used to esti-
mate *‘OH production over longer periods.

Figure 4 shows the ‘OH production from 300 to 1200 s.
The signal trends are in agreement with the results obtained
using the EPR method. In this period, -OH production in the
tannin-driven Fenton-like reaction (black squares) increased
until 1200 s. The slopes of the -OH production plots were
similar for all the Fenton-like systems (black squares, green
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Fig. 4 The production of hydroxyl radical measured by HPLC-
fluorescence method. The profiles correspond to black line to Fe(IIl)/
tannin/H,0,, red line to Fe(I1)/H,0,, green line to Fe(Ill)/catechin/
H,0,, and blue line to Fe(Il)/H,0, (n = 3). All reactions were
performed at pH = 3.4, 0.15 mmol L' of Fe(Il) or Fe(Ill),
1.5 mmol L' of H,0,, 1.5 mmol L' catechin or 60 mg of tannin, and
500 pumol L™ of coumarin

triangles, and blue triangles). For the Fenton system (red cir-
cles), -OH production increased until 600 s and then decreased
slowly. The Fenton-like reaction driven by insoluble tannins
(black squares) showed maximum -OH production after
1200 s and the signal further increased over this period. The
highest -OH production was reached in a short period by the
Fenton-like reaction driven by insoluble tannins (Fig. 3, black
line); over longer durations, the same system reached maxi-
mum OH production, with the highest rate of increase (Fig. 4,
black squares).

The increases in *OH production can be explained based on
the redox cycles in the Fenton reaction (Salgado et al. 2013)
and Fenton-like systems (Melin et al. 2015), in which the
limiting step is Fe(III) reduction. Figure 5 shows proposed
redox cycles in which catechin chelates with and reduce
Fe(I1I). The Fenton reaction (Fig. 5, inset) starts with the for-
mation of [Fe(OOH)]" from Fe(IT) and H,O,, and then -OH is
produced and Fe(Il) is oxidized to Fe(IIT). The reduction of
Fe(III) is the rate-limiting step. In this case, the formation of
[Fe(OOH)]Z' from Fe(Ill) and H,O, is necessary; Fe(Ill) is
then reduced to Fe(Il) and H,0, is oxidized to HOO-
(k=2.7 %10 s") (Salgado et al. 2013). In the Fenton-like
reaction driven by insoluble tannins, the rate-limiting step is
different because Fe(llI) is chelated with and reduced by cat-
echin (Fig. 5). In the first stage in this redox cycle, Fe(III)
complexes with catechin (a tannin monomer). In the second
stage, Fe(III) in the complex is reduced via an inner-sphere
mechanism, giving an Fe(I) complex and a semiquinone.
This step, which has already been reported for catechol deriv-
atives, is assigned as the rate-limiting step (Mentasti et al.
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Fig. 5 Proposed redox cycle for Fenton reaction driven by insoluble tannin

1976). The rate of the reaction of Fe(II) in the complex with
H,0, differs from the rate for the aqueous complex because
the electron densities at Fe(II) differ (Morgan and Lahav
2007). The sources of ‘OH in these systems are the classical
Fenton reaction (Fig. 5, inset) and the Fenton-like reaction
driven by insoluble tannins (Fig. 5). The latter is slower be-
cause iron chelates on the tannin surface (heterogeneous sys-
tem) and then -OH is released.

Atrazine degradation

The production of -OH in a Fenton-like reaction driven by
insoluble tannins makes this system suitable for use as an
AOP for pollutant removal. The insoluble tannin-driven
Fenton-like system was used for the degradation of atrazine.
Figure 6 shows the atrazine degradation profile during 3000 s.
The degradation rate was linear up to 1800 s and a percentage
degradation of 92.6 + 0.3 % was reached. The degradation
percentage further increased to 97.1 = 0.7 % (the detection
limit of the analytical technique) at 3000 s. The data were
fitted using first-order kinetics (R = 0.97) and the rate constant
was9.7+1x 10™*s™". Controlled kinetic experiments showed
that no atrazine degradation occurred in the absence of tan-
nins. Similar results (Fig. 6) were obtained in the absence of
iron and H,0,.

Atrazine degradation was correlated with -OH production,
which was determined using EPR and HPLC-fluorescence
techniques. A linear correlation was obtained in both cases
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and the R values were 0.993 and 0.975 for EPR and HPLC-
fluorescence, respectively. These results show that the relation-
ship between atrazine degradation and -OH production is linear.

HPLC with diode array detection at 200 to 800 nm and gas
chromatography-mass spectrometry (column HP-5 ms) after
solid-phase extraction (Oasis ®, HLB 6 cm®) showed that
DHBs and other compounds did not leach from the tannin
bark during the reaction.
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Fig. 6 The degradation of atrazine measured by HPLC-UV at 222 nm.
The black squares represent the degradation of atrazine by (I11)/insoluble
tannin/H,0, system in water at pH = 3.4. The kinetic controls were made,
the red circle corresponds to system without tannin, blue triangle
corresponds to system without iron, and the green triangle corresponds
to system without peroxide
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Conclusions

The production of ‘OH in a Fenton-like system driven by
insoluble tannins from P. radiata bark was higher than that
achieved using a Fenton system. A good linear correlation was
obtained between atrazine degradation and -OH production in
the tannin-driven system. The increased -OH production and
solid-phase ligands are promising for the development of new
techniques for degradation of pollutants in wastewater using
heterogeneous Fenton systems.
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ABSTRACT

In this work. high-perf

liquid chr

aphy (HPLC-UV/RID) is applied to the simultaneous determination of acetic acid. formic acid. acetol.

glyoxal. glycolaldehyde and levoglucosan in a by-product in an aqueous liquid phase that is produced by the Hydrothermal Carbonization (HTC) process and in
an aqueous bio-oil phase, which comes from a fast pyrolysis process. Both processes were run in forest biomass.

For the develnpment and optimization of the proposed method, some chr

hi | were ¢ d based on sep ion principles of reversed

phase and ionic exclusion, although it was previously performed with a solid phase extraction (SPE) process.
Concentrations of acetic and formic acids in the liquids of the HTC process ranged from 0.26 to 1.5 % and from 0.14 to 2.7 %, respectively.

Concentrations of acetic and formic acids, | |

and glycolaldehyd

and 0.5 - 3.5%. respectively.

yde in the aqy bio-oil phases ranged from 0.4 — 4.6 %, 0.4 — 1.4 %, 0.13 - 2.5 %

Keywords: liquid chromatography. organic acids. levoglucosan, solid phase extraction, aqueous bio-oil, liquid HTC process.

L Introduction

There is a strong global effort to replace chemical compmmds of fossnl

HPX-87P, HyperRez XP Carbohydrate columns with a detection by refraction
index (RI) [l7-18] Additionally, HPLC methods have been proposed for
delenmmng orgamc acids using Aminex HPX-87H columns [19] However,

origin with renewable sources with similar istics for

economic and social reasons. Alternatively, the production of chemical
intermedi and final prodi from renewable forest biomass can change
the scenario. In this paper, the by-product of the HTC process and the aqueous

bio-oil fraction are considered.

HTC is an exothermal process that reduces both the oxygen and hydrogen
content of the feed, primarily by dehydration and decarboxylation. In forest

aphic parameters (e.g.. resolution) and method validation are often
not reported.

Considering the complexity of the sample composition, it is necessary
to conduct a pre-treatment or cleaning of the sample. Treatments of samples
were based on solid phase extraction methods for determining organic acids
and sugars in food samples. Among the principal resins or phases used, the

one that is most commonly used is the strong anion exchange column for the
d

biomass, it is mainly used to increase the energetic density and h ization
of such biomass. One of the b\-prudut.l: of the aforementioned process
is a liquid (aq ) that a plex mixture of several chemical

d: (e | water and organic acids. mainly acetic and
formu.) suxmblc. 1or um, in the industrial field as a raw material [1-7].

determination of organic acids in wine, coffee. and biological samples [20-22]
and for the determination organic acids and sugars in juice samples [23]. It has
also been used in reversed-phase C-18 col in the determination of organic
acids in milk, tobacco, coffee, propolis samples and marine products [24-28].
The ﬂcparahon and detection systems are based on liquid chromatography with
rsed phase and ion | [17.18.29], coupled with

However, bio-oil, which is a liquid product of fast b
is attracting iderable interest as a ble source of liquid fuels and
chemicals. Bio-oil contains between 10 and 30 wt% of water and hundreds of
oxygenated organic compounds, such as pyrolytic lignin (15-20 %), aldehydes
(10-20 %), organic acids (10-15 %), anhydrosugars (5-10 %) and other

ds [8.9]. This ition makes bio-oil a very complex matrix from
the analytical point of view.

Within this context, it is very important to develop a selective analytical
method to quantify these chemical compounds. We propose a versatile and
easier method for characterizing acetic and formic acids, levogl

U\" d ion (for organic acids) — RID (for sugars) [30], ELSD (for sugars)
[29]. and mass detection [26].

The analytic strategy in this work was to develop an easy analytical
method with reliable results, using equipment of lower cost with greater
accessibility. Therefore, we hereby present a versatile and selective analytical
method that was validated for the determination of acetic acid, formic acid,
acetol, glyoxal. glycolaldehyde and levoglucosan in aqueous bio-oil phase and
liquid HTC. It is based on the use of HPLC, with ionic exclusion separation

and a serial detection system (UV/RID) for simultancous determination of

the af Is: prior to inj a solid-phase extraction was

glyoxal. acetol and glycolaldehyde in the liquid by-product of the HTC process
and aqueous bio-oil phases.

The identification and/or quantifi of the main chemicals of interest
have been described in a wide array of studies, using the gas chromatography
(GC) techniques coupled with mass spectroscopy (MS) [10-14], pyrolysis-
GC/MS [15-16] and High-Performance Liquid Chromatography (HPLC),
evaluating separation principles based on inverse phase and ionic exclusion
[17-18]

For the separation, identification and q ification of p Is in
pyrolysis liquids, a GC/MS/FID method was implemented using a medium
polarity column (VF-1701) and quantified by a “relative response factor” [11].
Through this method it is possible to determine almost 40 % of the compounds
in pyrolysis liquids (bio-oil) in a fast and selective way. Nevertheless, the liquid
obtained through the HTC process contains high levels of water and polar
compounds, which prevent identification/quantification using this method.

Moreover, some analytical methods based on HPLC have been proposed
to measure the concentration of sugars in pyrolysis liquids using Aminex

e-mail: catherine.tessini@usm.cl

implemented. We illustrate its ful for the q ification of organic
compounds susceptible to be used as raw materials in the chemistry industry.

MATERIALS AND METHODS

2.1  Instrumentation and HPLC method

The HPLC analyses were carried out with a Shimadzu HPLC system
equipped with a SIL-20A auto-sampler, a LC-20AT pump, a CTO-20AC
oven column, a SPD-20AV UV-Vis detector and an RID-10A refractometer
(Shimadzu Corporation. Kyoto Japan). Data processing was performed using a
Lab-Solution of LC-solution version 1.25 from Shimadzu Corporation (Kyoto,
Japan).

In the present study. three column systems were evaluated: Symmetry®
C-18 of 5 pm, 4.6 x 150 mm (A System) provided by Waters (Milford
Massachusetts, USA); Symmetry* C-18 of 5 um, 4.6 x 150 mm + Rezex™
ROA-Organic Acid H' (8 %), 300 x 7.80 mm (B system) and two Rezex™
ROA-Organic Acid H" (8 %), 300 x 7.80 mm (C system) obtained from
Phenomenex (Torrance, C.A. USA). The mobile phase was isocratic, consisting
of 0.005 M H,SO, in deionized water with a flow rate 0.5 ml min™. The UV
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dq

detector at 210 nm and the refractometer were serially

to the sensitivity and selectivity of the compounds. Thus, the

The
volume was 10 pl. All solutions and samples were filtered through a 0. 45 um
membrane filter.

1.2 Materials and reagents

Acetic acid 99.9 %. glyoxal 40 %, levoglucosan 98 % and formic acid
99 % were purchased from Merck (Darmstadt. Germany). Acetol 90 %,
and glycolaldehyde (dimer) were obtained from Sigma (St. Louis. MO,
USA). Deionized water (18 mQ) was produced by a Millipore Milli-Q water
purification system (Bedford. MA, USA).

Oasis® mixed-mode, reversed-ph g cati 1 (MCX),
Oasis® mixi de, reversed-ph i h (MAX): Oasis*®
mwed-modc, reversed-phascr’vseak catlon-e\change (WCX) and Oasis®
mixed-mode. re d-phase/weak ani hange (WAX). all 500 mg/3 ml,

concentrations of formic acid, acetic acid and acetol were measured using the
UV detector (210 nm), and glyoxal, glycolaldehyde and levogl were
determined by the ref . Forct hi three systems
were evaluated using various columns for sep:u'ahon of the seven standard
pounds. For ms A and B, ch gl lutions under 1.0 were
btained in both d and the pound: eluled near the mobile phase. In
the case of system C, separations with over 1.0 was achieved for six
compounds in both detectors using two ionic exclusion columns connected in
series. This system was chosen for determining the compounds above.

To obtaining the best column system (C system), an experimental design
and subsequent screening were performed to optimize the chromatographic
conditions. The experimental design’s response was the resolution, and the
variables studied were: concentration of H,SO, (mobile phase) between 0.0025
and 0.0075 M. flow rate of mobile phase between 0.4 and 0.6 ml min” and

cartridges were obtained from Waters Corp (Milford M: h
USA). The ODS C-18 (500 mg/3 ml) cartridges were purchased from Agilent
(Santa Clara, CA. USA).

1.3 Sample pre-treatment

For the pre-treatment of the sample, three types of fillers were evaluated
in solid phase extraction (MAX, MCX and C-18) with both sample types. The
cleaning methods used in this work were based on the recommendations of the
manufacturer and on some studies described in other matrices [29-31]. The
methods are described below.

1.3.1 SPE procedure using Oasis® MAX and Oasis® WCX

500 ul of diluted sample (1/10 dilution in water) is added to a cartridge of
500 mg /3 ml.

The sample is washed with NaOH (0.5 M) and subsequently eluted with
HCI (1.0 M).

1.3.2 SPE procedure using Oasis® MCX and Oasis® WAX

500 pl of sample (1/10 dilution in water) is added to a cartridge of 500 mg.
/3 ml, followed by washing with water and subsequent elution with methanol.
The sample is evaporated to dryness and reconstituted in mobile phase (0.005
M H,SO0, in deionized water).

1.3.3 SPE procedure using ODS C-18

500 ul of the sample (1/10 dilution in water) is added to a cartridge of 500
mg/3 ml, followed by washing with water and subsequent elution with mobile
phase.

1.4 Samples

2.4.1 Liquid by-product from HTC process

Hydrothermal processing of pine was performed in a 1.2 L Parr stirred
pressure reactor (model 4540 C). During each run, a mixture of pine and water
in a mass ratio of 1:8 was loaded into the reaction vessel. Nitrogen was passed
through the reactor for 10 min to purge oxygen. The reactor was heated to
the desired temperature and maintained at that temperature for the required
time period, after which the reactor was rapidly cooled off by immersion in a
water bath. Subsequently, the process gas was collected in a bag; the solid and

HTC by-products were d via vacuum filtration.

2.4.2 Aqueous bio-oil phases

Bio-oil les were produced in a bench-scale pyrolysis plant at the
Technological Development Unit of Universidad de Concepeion. During each
run, oven-dry sawdust was fed into a fluidized bed reactor using nitrogen and
pyrolyzed in contact with hot sand (temperature of pyrolysis = 530 °C). After
removing the char, bio-oil was condensed and collected. Twenty milliliters of
bio-oil was very slowly dispersed in 200 ml cold water (5 °C) with the help of
an IKA T-25 Ultra-Turrax at 6000 rpm. The precipitate or “pyrolytic lignin™
was filtered off and the aqueous phase was analyzed.

2 RESULTS AND DISCUSSION

1.1 Optimizati of sep P
treatment

and sample pre-

1.1.1 HPLC column conditioning

For separati were used

aphic d i two d
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column b 55-75 °C. In Figure I, the coefficient plots with
confidence mlervals for UV (Y)) and refractometer detector (Y,) are shown.

Y, (UV Detector)

0.1

0.20

0.10

0.0

Y, (Rl Detector)

0.1

Figure 1: The coefficient plots with confidence intervals for separation
optimization in UV detector (Y ) and refractometer (Y,).

Y, = 1.4242 (20.0425) + 0.1230 (:0.0355) X, + 0.0460 (+0.0335) X, +
0.079 (£0.0335) X, + 0.1557 (:0.0554) X,X, - 0.115 (£0.0397) XX, + 0.1475
(£0.0397) X,X, + 0.150 (£0.037) X,X,.

Y, = 12270 (£0.0153) + 0.0320 (£0.0199) X, + 0.204 (+0.0199) X, +

0.124 (:0.0199) X, +0.0975 (+0.0223) X X, - 0.0775 (:0.0223) X X, + 0.1025
(+0.0223) XX,

Here X is the column temperature, X, is the mobile phase flow and X is
the H SO, concentration in the mobile phase. This method was validated by
analysis of variance (ANOVA) using MODDE 7.0.0.0 software.

The optimal separation conditions were: X, = 75 °C, X, = 0.6 mL min"
and X = 0.0075 M. Under these conditions (table 1), the chromatographic
resolutions in both detectors were greater than 1.7.

1.1.2 Extraction method optimizati
The main drawback of aqueous bio-oil phase analysis, or of the by-
product HTC process, is the ity of the ples. For ple, Figure

2 shows HTC liquid (by producli and bio-oil phase chr

for pl \Mthoul injected into the HPLC-UV/RID in the
ized ditions mentioned in 3.1.1. For this reason, treatments
of pl prlor to ct p separatmn were evaluated to eliminate

interference. At first, liquid- hquld e hods were employed to

remove low polarity compounds, but these did not give satisfactory results.
Subsequently, the solid phase ion (SPE) technique was evaluated, which
showed favorable results. From this technique. fillings that have been used by
several authors in the determination of organic acids, sugars and aldehydes in
liquid samples, primarily in wines. were evaluated [20].
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Figure 2: Chromatograms of HTC liquid (by-product) and aqueous bio-oil
phase injected without previous treatment in the HPLC-UV/RID.
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The optimal SPE conditions were: 1.0 M HCI concentration (elution
with 1.5 ml), flow rate of 1 drop per second and NaOH concentration 0.5 M
(washing solution with 1.5 ml). Table 1 shows a summary of the optimum
conditions of the chromatographic separation and the solid phase extraction.

Table 1: Chromatographic an SPE optimal conditions.
SPE conditions Optimum

MAX (reversed-phase/strong
anion-exchange)

SPE column

Bio-oil sample 1 mL of aqueous phase

1 ml (*df. 25 with deionized

HTC sample (liquid by-product)

water)
Washing solution NaOH (0.5 M) 1 mL
Elution solution HCI (1.0 M) 1 mL

Chromatographic conditions

Two Rezex™ ROA-Organic

Columns s 5

The objective of this treatment is to obtain a chromatcgram free of Acid H' (8 %), 300 x 7.80 mm
interference affecting the quantifi of the . and also to obtain Oven temperature 75°C
compound recoveries between 85-110 % [32]

Mobile phase HISO4 0.0075 M

In the first stage. the WCX, WAX. MAX, C-18 and MCX columns were P
evaluated only with aqueous bio-oil. However, WCX and WAX col were Flaw 06 mLmin
eliminated because they exhibited low ion of the ds of interest Detactoe UV (210 nm) - Refractometric

and inefficient removal of compounds interfering with chromatographic
analysis. This is primarily due to the low pH range that can be tolerated by these
columns [31]. In the case of MCX. C-18 and MAX columns, these exhibited
greater interference elimination in a second stage: assays were performed with
aqueous bio-oil and liquid HTC samples. In the case of the MCX columns,
an important elimination of interferences was shown, but the retention of
compounds of interest was not optimum. The C-18 extraction column has a
higher retention of the interference compounds, and this column is extensively
used for retention of the d studied‘ A disad: ge of this method
oceurs when working with 1 ds of similar polarity.
Of the latter, the MAX column was the one that showed chromatograms with
less interference and high retention compounds of interest.

Considering that the second goal of this treatment is to obtain a high
recovery from the solid phase extraction. a screening and an experimental
design were carried out with recovery response. The variables studied were:
HCI (sol elution) b 0.5 = 1.0 M HCI, elution flow
(drop per second) and concentration of NaOH in the washing solution (0.1-0.5
M). In all tests, the sample volume was 1.5 mL.

‘The polynomial response obtained from the experimental design is shown
below:

y= 89.055 (£0.1530) + 2.6799 (+0.1057) Z, + 1.7354 (+0.1161) Z, —
1.980 (+0.1057) Z, + 1.4023 (+0.2252) Z,Z, - 5.8749 (+0.2508) Z,Z, +2.9023
(£0.2252) 7., + 0.4750 (£0.1182) Z,Z, — 0.2249 (+0.1182) Z,Z, -0.142188
(x0.101235) Z,Z,

In Figure 3, the coefficient plots with confidence intervals for SPE
optimization are shown.

¥ recovery (%)

Figure 3: The coefficient plots with confidence intervals for solid phase
extraction optimization

Here Z, is HCI ion, 7, is e flow and Z, is NaOH
concentration. This method was also validated by analysis of variance
(ANOVA) using MODDE 7.0.0.0 software.

detector

*df: Dilution factor

The npllmuauon of the solid phase extraction protocol using strong anion
h phases ides with published works, which have been used to

determine organic acids and sugars in fruit juice matrix [23].

1.2 Analytical parameters and quantification

The calibration curves were built based on standards of the compounds,
injecting 9 points in triplicate. In figure 4. the chromatograms of 6 standard
compounds are shown in both detectors (UV/RID). Moreover, due to absence
of reference material for these samples, recoveries were determined based
on standard addition (50 mg L"). For liquid samples of HTC. recovery was
evaluated for levoglucosan, acetic and formic acids only For aqueous bio-oil
samples recovery was evaluated for the six afor Each
spike was processed in triplicate by the overall method, mcludmg the SPE pre-
treatment and HPLC analysis. Each injection was carried out in triplicate, in
tables 2 and 3, the results are shown.

The detection limit (LD) and quantification limit (LQ) were determined
using the method described by Miller et.al [33]. The determined detection
limits were lower in the UV detector. However, this analytical method was
developed for the determination of compounds found in a high percentage
in the samples studied. If relevant. the working range offered by this method
avoids dilution of the sample, which added uncertainty to the analytical result.
The working range of this method is to 400 to 500 mg L for the compounds
studied (tables 2 and 3).

Table 2: Analytical parameter by UV detector.

Formic acid | Acetic acid Acetol
- y=970.33x - | y=575.22x- y=97.0x —
Calibration’euiye 33029 14735 4532
R? 0.9997 0.9996 0.9997
*LD (mg L) 53 2.5 a3
*LQ (mg L") 17.6 83 123
Linear range (mg L") LQ-500 LQ-500 LQ-500
“Recovery liquid
HTC (%) 92 89 x
<Recovery aqueous
bio-oil (%) i i 101
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Intermediate precision of 5% 2 L GRATH
S G ¥ ; i - )
liquid HTC (% RSD) i daiBinii 3
Intermediate precision of 44 33 49 254 g %E §
aqueous bio-oil (% RSD) . - | g %‘2 ¢
*LD: detection limit. E I g
* LQ: quantification limit. 00 /\A“ i& A
€ Added (50 mg L") of each compounds.
Table 3: Analytical parameter by refractometric detector ”l'v ¢ 2 ks 2 s ® i 2 = &
Glyoxal | Levogly Gly hyd
104 o
s y=173.1x - y=84.5x - = . 2
Calibration curve i I e : § g )
g 2
R? 0.9994 0.9992 0.9981 ﬁ Z A 3
*LD (mg L) 22 18 09 T R R R R h e
"LQ (mg L") 73 6.0 3.0 Figure 4: HPLC-UV/RID chromatograms of six standard compounds of
: 50 mg L' each.
I fes L.Q-500 L.Q-400 LQ-400
(mg L") .
¢ PR DetACh
Recﬁz”;‘;‘;“‘ds = 91 ‘ UV detector (210 nm)
“Recovery aqueous Ly
Bio-oil (%) 3 0 88
Intermediate 50
precision of liquids - 31 -
HTC (% RSD) i3
Intermediate < l i
precision of aqueous 52 45 6.7
Bio-oil (% RSD)
10 E) £ ) 50
*LD: detection limit. & mn
Rl R T
L.Q: quantification limit. Rafractbitric datactor

¢ Added (50 mg L") of each compounds.

To determine intermediate precision, 2 samples (of each process) were
analyzed on different days and with different analysts in triplicate (n = 6).
The determined analytical parameters are shown in tables 2 and 3 for UV and
the reff respectively. I liate precision is a little higher in the
samples of aqueous bio-oil: this finding can be attributed to the fact that these

les exhibit more ds than liquid HTC samples.

The importance of a correct validation for this analytical method in
complex matrices is based on the high variability that is found in several
publications. The work involved in this problem is the Round robin test that
was performed in 2005 [34]. In this test, the results obtained by different
laboratories were compared. The most extreme cases are in the determination
of organic acids (e.g.. formic acid, results of the same sample find between
0.3-9.5 wt%): these were performed by GC derivatization with benzylic esters
(prior to analysis), GC without derivatization and HPLC. In all these methods,
no validation parameters are presented.

Figure 5: HPLC-UV/RID chromatogram in liquid HTC (by-product)
sample.

W
Table 4 Quantification of acetic acid. formic acid. and levoglucosan in 21 UV detector (210 nm)
liquids HTC by-product by HPLC-UV/RID. !
Samples | Formic acid *wt% | Acetic acidwt% | Levoglucosan wt% s
PHTC-1 27+0.1 0.26 + 0.02 IND
“HTC-2 0.14 + 0.02 0.33 +0.03 ND
IHTC-3 035 0.02 15201 0.10=0.01 S O O
*wt% : weight/weight percent in liquid sample. ol 1
*The liquids samples (HTC process) were produced at 255°C for 1 hour, %] Refractometric detector H ! §
immediate analysis. = l ! .

“The liquids samples (HTC process) were produced at 255°C for 1 hour,
analysis carried out after a month of the process.

4The liquid sample (HTC process) were produced at 275°C for 0.5 hour,
immediate analysis.

4ND: no detected.

2840
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Figure 6: HPLC-UV/RID chromatogram in aqueous bio-oil sample.
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For this study, different liquid HTC processes and aqueous bio-oil samples were analyzed. Figures 5 and 6 present a typical chromatogram of a liquid HTC
(by-product) and an aqueous bio-oil sample by both detectors, respectively, and tables 4 and 5 summarize the samples analyzed with the developed method.

Table 5 Quantification of organic pounds in aq bio-oil ples by HPLC-UV/RID.

Samples F or.l:vlil;/acid A:etig; acid Glicol. ': hyd. L _'o osan Aceotol Gl_?'(:xal
o wt% wt% wt% wt% wt%

"MP-1 1.2+0.1 46+02 35+03 25+0.1 1.5+02 0.52 +£0.02

EXT-1 0.50+0.01 0.41 +0.02 0.50 +0.01 0.41+0.01 0.18+0.03 ND*

‘EXT-2 0.44=0.02 0.72 +£0.02 0.66 +0.03 0.55+0.02 0.30+0.03 | ND

“EXT-3 12£0.1 0.71 +0.02 ND 0.14+0.01 ND ND

‘EXT-4 1.4=0.1 0.76 + 0.02 ND 0.13+0.01 ND [ ND

*wt.% : wt.% based on wet liquid.

*Bio-oil aqueous phase (extraction with anhydrous bio-oil/butyl acetate/water, 1/0.8/2).
Testing with 35.6 gr de aqueous bio-oil (MP-1)+ 114.4 gr of deionized water.

“Testing with 35.6 gr de aqueous bio-oil (MP-1)+ 114.4 gr of deionized water + catalyst (HPA: H PV Mo

“No detected.

Previous studies have reported concentrations of acetic acid in liquid
HTC by-product ranging from 0.1 to 0.3 % in pine wood [35]. similar to
those proposed by this method. Moreover. for the aqueous phase of bio-oil,
the results obtained with this method are in the range determined by other
studies, for example levoglucosan by HPTLC (1-2 wt%) [36], and acetic acid
and glycolaldehyde (hydroxyacetaldehyde) by GC-FID/MS (2.5-8.5 wt% and
7.3-11.3 wt% dry basis, resp: 1y) [37]. Is imp to in this last
work, formic acid cannot be determined by GC-MS/FID [37].

Regarding the process of HTC, the first tests were performed at a different
temperature and time. However, the most significant change is with respect to
the stability of the sample: it should be analyzed the same day of the process.
Furthermore, the reactor for the HTC process requires a short time for use, and
for this reason, more trials are needed to optimize the operation conditions.

In contrast to the HTC process, operating conditions for fast pyrolysis
are studied. For this reason, efforts are focused on obtaining compounds of
interest. Preliminary studies of the aqueous bio-oil samples indicate that the
use of the catalyst may be useful for extraction of formic acid, acetic acid and
levoglucosan.

4. CONCLUSIONS

The itative d ion of organic ds that are suitable for
use as raw materials in the chemical industry could be performed using HPLC-
UV/RID, preceded by a solid phase extraction using a MAX column. The
solid phase ¢ ion is y because it deli cleaner ch
improving the resolution of the previously mentioned compounds. The
developed method shows a good resolution and recovery (between 88-101
%). Additionally, the method might be used in the pyrolysis of liquids from
different types of forest biomass.

This method allows a fast and accurate identification of compounds in
complex liquids from liquid HTC (by-product) and aqueous bio-o0il phases
using readily accessible equipment.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo se ha demostrado que el tanino insoluble de corteza de Pinus radiata es capaz de
amplificar la reactividad de una reaccién de Fenton y Fenton-like en fase heterogénea. El incremento
de la reactividad depende del pH al cual ocurre la reaccién. A valores de pH superiores a 5.00, el
tanino actua principalmente como antioxidante debido a la formacién de bis y tris-complejos con
Fe(lll), los que retienen al hierro desde los sistemas de reaccion. Los complejos Fe(lll)-tanino,
formados a pH mayor a 5.00, poseen una minima capacidad de reducir Fe(lll). Sin embargo, a pH
inferiores a 5.00, el sistema Fenton heterogéneo conducido por tanino insoluble presenta mayor
capacidad de reduccion de Fe(lll) que el sistema conducido por catequina en fase homogénea.

Por otro lado, se ha demostrado el aumento en la eficiencia en la degradacién de atrazina en la
reaccién de Fenton cuando es conducida por tanino insoluble en fase heterogénea frente a los
sistemas Fenton y Fenton-like convencionales y el sistema conducido por catequina en fase
homogénea. Ademas, al evaluar los productos de degradacion por GC-MS posterior a la
degradacion, no hay evidencias de descomposicion del tanino y liberacion de compuestos fendlicos

al ambiente.

La mayor eficiencia en la produccidn de radicales -OH ha sido evaluada por dos metodologias
analiticas, en las cuales el sistema conducido por tanino insoluble a pH 3.40 fue el que presentd

mayor rendimiento.

De este modo, la fraccidn insoluble de taninos condensados de corteza de Pinus radiata posee un
doble efecto: mantiene los grupos fendlicos en fase sdlida y promueve la reaccién de Fenton. Lo
anterior, es prometedor desde el punto de vista ambiental, debido a que el tanino proviene de la
corteza que es un residuo forestal y que podria servir de soporte de bajo costo para la reaccién de
Fenton ademas de amplificarla, lo que podria permitir el uso de la reaccién de Fenton en la

degradacion de contaminantes en efluentes, sin la liberacidon de compuestos fendlicos al ambiente.
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ANEXOS
1. GPC

Curva de calibracion

En la Figura A1, se presenta la curva de calibrado de PS, donde se grafica el log Mw (o en su defecto,

Mn) de cada estandar versus el tiempo de retencidn de éstos. El ajuste corresponde a una curva

polinomial de orden 2.

Ad). R-Square

Model Polynomial
0.99996

c2 Intercept
c2 81
c2 82

Value Standarc

11.07059
-0.72947
0.01484

d Error
0.45881
0.06742
0.00247

Figura Al: Curva de calibrado de estandares de Poliestireno (PS).

tiempo de retencion (min)

2. Reduccidn de Fe(lll)

En la Tabla IA se muestran las concentraciones del complejo Fe(ll)-ferrozina para la reaccién de

reduccion de Fe(lll) con catequina a pH=3.40.

Tabla IA: Concentraciones de complejo Fe(ll)-ferrozina para reduccidn con catequina a pH=3.40.

Tiempo | A(nm) Absorbancia | b (cm) | €exp Concentracion | %CV
(min) (experimental) (umol.L?)
+
0 563 0.090 1| 27643136 3.3 1.2
1 563 0.175 1 27643 6.3 1.1
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2 563 0252 1 27643 91| 08

3 563 0.224 1 27643 11.7| 08

4 563 0.430 1 27643 156 | 08

5 563 0.561 1 27643 203 | 07

10 563 0.855 1 27643 309 | 08
20 563 111 1 27643 *LLB | *LLB
30 563 124 1 27643 *LLB | *LLB
60 563 17 1 27643 *LLB | *LLB
1440 563 139 1 27643 *LLB | *LLB

*LLB: No cumple Ley de Lambert-Beer.

En la Tabla IIA, se muestran las concentraciones para el complejo Fe(ll)-ferrozina cuando se reduce

el Fe(lll) con tanino a pH=3.40, es posible observar el aumento en la reduccién con respecto a

catequina (Tabla 1A), lo que indica el mayor rendimiento en esta reaccion del tanino insoluble.

Tabla llA: Concentraciones de complejo Fe(ll)-ferrozina para reduccién con tanino a pH=3.40.

Tiempo A(nm) Absorbancia | b (cm) | €exp Concentracion | %CV
(min) (experimental) (umol.L?)
0 563 0.102 1| 27621 3.7 1.4
1 563 0.312 1| 27621 113 1.2
2 563 0.366 1| 27621 13.2 1.2
3 563 0.502 1| 27621 18.2 0.8
4 563 0.630 1| 27621 278 0.7
5 563 0.809 1| 27621 59.3 0.7
10 563 1.375 1| 27621 LB *LLB
20 563 1.917 1| 27621 *LLB *LLB
30 563 2122 1| 27621 *LLB *LLB
60 563 2156 1| 27621 *LLB *LLB
1440 563 1322 1| 27621 *LLB *LLB

*LLB: No cumple Ley de Lambert-Beer.
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3. Evaluacion del efecto adsorbente

A continuacion se muestran en las Figuras 1Ay 2A la evaluacion en la disminucion de la absorbancia

del naranja de metilo solo con presencia de tanino (1A) y con reaccidon de Fenton soportada en

tanino.
T
1
—_
1.5
1]
2 R‘.' |
] T | 'F‘H
] :,\ | r)k
-
& ]
b 054
4]
200 360 d-CINJ ) 5‘50 ' B&ﬂ T(!NJ SIJIG 960 -.-'\.!a.-ein::l'.h {irm §
# MName Abs<499nm> # MName Abs<499nm>
1 1.02870 3 1.01330
2 1.05590 4 0.%4464

Figura 1A: Naranja de metilo en presencia de tanino insoluble.

Se puede observar en la figura anterior, la minima diminucién de la absorbancia del naranja de
metilo a 499nm en presencia de tanino, lo que permite concluir que el efecto adsorbente e este
material no es la via de diminucién principal en la concentracién final del colorante.

Por otro lado, en la Figura 2A se observa un efecto completamente diferente, en los mismos tiempos
y con iguales concentraciones iniciales de reactivos, se observa una disminucién paulatina en la
absorbancia, destacando que la mayor caida se aprecia en los primeros 5 minutos de analisis, lo cual
esta de acuerdo a lo reportado para la reaccidon de Fenton (Pignatello et al.2006)

Absorbance (AL}

300 4[‘}0 500 600 i 700 3IZIIEI 9[‘)0 '.’\'Iavelu'lc'.h (i )
# HName Abs<4%9nm> # HName Abs<45%%nm>
1 0.68763 3 0.50799
2 0.56129 4 0.44300
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Figura 2A: Disminucion en la absorbancia de naranjo de metilo en presencia de Fe(lll)/H,0,/tanino.

4. Analisis por EPR

En la Figura 3A se muestra el analisis por EPR para los diferentes sistemas, la linea continua es
producto de las mediciones consecutivas cada 0.03 segundos.

— Fe(ll)/H,0,
—— Fe(lll)H,O,/catequina
= Fe(ll1)/H,0,/tanino

8 —— Fe(ll)H,0,
7]

Senal normalizada (AU)

—

0 T T T T T T T T T T b T T T T 1 T T 1

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
tiempo (s)

Figura 3A: Tendencia de los distintos sistemas medidos por EPR.

Para cada sistema se realizaron las medidas por EPR a dos distintos pH: 3.4y 7.0

En la Figura 4A se muestran las tendencias para el sistema con Fe(ll)/DHB/H,0, a pH 3.40.
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Figura 4A: Tendencias para los 4 sistemas evaluados para Fenton a pH=3.40

En la Figura 5A se muestran las tendencias para Fenton a pH 7.0

10 4
A —— Fenton
9 I\ —— Fenton/catechol
8 I\ — Fenton/catechin
. —— Fenton/tannin
g
o ]
7]
e 54
(0]
Noq
(o]
E 34
2
2 -
1 -
0 -
14
T T T T T T T T T 1
25 0.0 2.5 5.0 75 10.0

time (min)

Figura 5A: Tendencias para sistemas Fenton a pH 7.0

En la Figura 6A se muestran los perfiles EPR para los sistemas Fenton-like evaluados
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normalized signal

—— Fenton-like

—— Fenton-like/Catechol
—— Fenton-like/Catechin
—— Fenton-like/Tannin

T
25
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Figura 6A: Tendencias para sistemas Fenton-like evaluados.

5. Degradacion atrazina

Cuantificacion

En la Tabla IlIA se detalla la cuantificacidn de atrazina a través del tiempo.

Tabla llIA: Cuantificacién de atrazina en el sistema optimizado.

tiempo Area Concentracion calculada | Concentracion*f.d
(min) |[Areal |Area2 |Area3 |promedio |ATZ(umol-L?) (umol.L?)

0| 929789| 905000 | 914425 916404 5.60 11.20

0.1| 902308 | 906869 | 906983 905386 5.53 11.07

0.5| 882433| 853318 | 853308 863019 5.28 10.55

1.0| 862642 | 823231| 847120 844331 5.16 10.32

2.0| 760970| 766710| 757666 761782 4.66 9.32

5.0| 656653 | 639648 | 641618 645973 3.95 7.90

10.0| 460633 | 495837| 479368 478612 2.93 5.86

30.0| 80478| 132634 95008 102706 0.63 1.27

60.0 1014 118 19 383.7 <LOD <LOD
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6. Detencion de la reaccion con EDTA

Se evalud por EPR el quenching de la reaccién Fenton y Fenton-like con EDTA a pH 7.00.

—— Fenton
—— Fenton+ EDTA

Intensity

N I v I v I N I i I
3400 3450 3500 3550 3600 3650
Magnetic field (G)

Figura 7A: Quenching de la reaccion.
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7. Disefo experimental

Tabla IVA: Valores maximos y minimos para screening.

Concentracion Fe(lll) (-1 a 1) Concentracion H202 (-1al) | mgdetanino(-1a1l) pH
50 umolel? 0.5 mmoleL? 20 mg 2.5
250 umoleL? 3.0 mmoleL? 60 mg 7.0

A continuacidn, en la Tabla VA se muestran las combinaciones de experimentos realizadas para la
determinacién de la maxima inclinacion.

Tabla VA: Combinaciones para el screening disefiado para degradacion de atrazina.

Concentracién Fe(lll) | Concentracién H0> | mg de tanino pH Area de peak (Degradacién)
50 0.5 20 2.5 396395
50 0.5 60 2.5 279662
250 0.5 20 2.5 155324
250 0.5 60 2.5 146495
50 3.0 20 2.5 322372
50 3.0 60 2.5 158646
250 3.0 20 2.5 63141
250 3.0 60 2.5 0
50 0.5 20 7.0 684046
50 0.5 60 7.0 428542
250 0.5 20 7.0 226537
250 0.5 60 7.0 61177
50 3.0 20 7.0 468963
50 3.0 60 7.0 292022
250 3.0 20 7.0 69689
250 3.0 60 7.0 0
150 1.75 40 4.5 47386
150 1.75 40 4.5 45323
150 1.75 40 4.5 47691
150 1.75 40 4.5 46839

Optimizacién

En la Tabla VIA se detallan las variables y sus valores utilizados.

Tabla VIA: Valores maximos y minimos para optimizacion.

Concentracion Fe(lll) (-1a1) Concentracion H202 (-1al) mg de tanino (-1a 1) pH
50 umoleL? 0.85 mmoleL? 40 mg 2.4
150 pmolelL? 2.4 mmolelL? 50 mg 4.4
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En la Tabla VIIA se muestran las combinaciones de experimentos para la optimizacidn del sistema.

Tabla VIIA: Combinaciones para la optimizacidn en el sistema disefiado para degradacion de Atrazina

Concentracion Fe(lll) Concentracion H202 mg de tanino | pH Area de peak (Degradacién)
50 0.85 30 24 329825
50 0.85 50 24 287300
150 0.85 30 2.4 122205
150 0.85 50 2.4 89805
50 2.4 30 24 250558
50 2.4 50 2.4 222403
150 2.4 30 2.4 15586
150 2.4 50 2.4 10406
50 0.85 30 4.4 213839
50 0.85 50 4.4 237723
150 0.85 30 4.4 53613
150 0.85 50 4.4 108998
50 2.4 30 4.4 142206
50 2.4 50 4.4 158930
150 2.4 30 4.4 8786
150 2.4 50 4.4 21
100 1.625 20 34 138235
100 1.625 60 34 19447
50 1.625 40 34 917355
200 1.625 40 3.4 32
100 0.075 40 34 496224
100 3.175 40 34 6240
100 1.625 40 1.4 672832
100 1.625 40 5.4 294174
100 1.625 40 34 5557
100 1.625 40 34 5560
100 1.625 40 34 5033
50 0.85 30 2.4 329825
50 0.85 50 2.4 287300
150 0.85 30 2.4 122205
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8. Degradacién atrazina en condiciones éptimas

Determinacion parametros analiticos instrumentales

Curva calibracién atrazina

4000000
3000000 4
«
X,
©
>
£ 2000000 4
(v
o
< —
Equation y=atbx
Adj. R-Square | 0.99997
1000000 5 st | T hems oo
B Slope 163811.21029 297.83111
0 T T T T ; T . T ; T
0 5 10 15 20 25

concentracion (mol L)

Figura 8A: Curva de calibracion de atrazina (1.2-24.1 pmoleL?)

Tabla VIIIA: Modelo de regresidn lineal para curva de calibrado de atrazina

Modelo de regresion lineal

Fecha 12/11/2015 26/11/2015 10/12/2015
Pendiente Curva (mvolt.s.L.pg?) 1630661170 164323+158 164045+166
Intercepto (pg-L?) 1674.3+80.6 1674.3+77.5 3406.6181.4
Coeficiente correlacién multiple 1 1 1
Coeficiente de determinacion R? 1 1 1
RZajustado 1 1 1

Error tipico 8732.9 12537.8 10617.6
Limite de deteccidn (pg-L?) 0.161 0.229 0.194
Observaciones 24 24 24

*Limite de deteccién calculado segiin método de la AOAC?
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