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RESUMEN

Esta investigacion estudié la sintesis de nanoparticulas de hierro
cerovalente utilizando el extracto del epicarpio de aguacate (Persea americana
Mill.) (GAP-nzVI), y su aplicacion en el proceso Electro-Fenton (EF), para la
remocion de Cr(VI), en solucion acuosa. El extracto de epicarpio de aguacate fue
obtenido por Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE), a 42 kHz utilizando

metanol/agua 80:20 v/v como solvente.

La composicion fendlica fue separada e identificada por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC-DAD-ESI-MS). La composicion de fenoles
totales (CFT), y flavonoides totales (FT), fueron determinados por
Espectrofotometria UV-Visible. El potencial de 6xido-reduccién del extracto fue
evaluado por Voltametria Ciclica (CV) y Voltametria de Onda Cuadrada (SWV),

a una velocidad de barrido de 100 mV/s.

Las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), fueron sintetizadas por
medio de la reduccion de una sal de cloruro férrico (FeCls), utilizando el extracto
fendlico obtenido del epicarpio de aguacate. La morfologia, distribucién y tamafio
de las nanoparticulas fueron analizados por Microscopia de Fuerza Atdmica
(AFM), y Microscopia Electronica de Transmision (TEM). La cristalinidad y la
composicion superficial de las nanoparticulas fue evaluada por Difraccion de

Rayos X (XRD), con refinamiento de Rietveld.

Los grupos funcionales asociados a la superficie de las nanoparticulas
fueron identificados por Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier

(FTIR). Las nanoparticulas de hierro cerovalente sintetizadas a partir del extracto
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del epicarpio de aguacate (GAP-nZVI), fueron empleadas en el proceso EF para
remover Cr(VI), contenido en una solucion acuosa. El rendimiento de remocion y
la cinética de la reaccion fueron analizados a diferentes concentraciones iniciales
de Cr(VI) (10 mg/L, 30 mg/L y 50 mg/L) y pH (3.0, 6.0 y 9.0), midiendo la
concentracion final después de cada 5 min. Los cambios en la estructura y
superficie de las GAP-nZVI antes y después del proceso EF fueron analizados
por FTIR y XRD.

Los resultados de CV y SWV exhibieron dos picos anddicos del APE a
0.13 Vy 0.64 V. Las micrografias de AFM y TEM mostraron que las GAP-nZVI
poseen una morfologia cuasi-esférica con dipersidad regular. Al utilizar estas
nanoparticulas en el proceso EF se obtuvo un porcentaje de remocién de Cr(VI),
> 94 % para todos los tratamientos de concentracion inicial de Cr(VI), y pH
después de 25 min, y un maximo de remocion de > 99 % a pH 3.0y 10 mg/L. Los
resultados de ANOVA confirmaron que la concentracion inicial de Cr(VI), y el pH
influyen de forma significativa (p < 0.05), sobre el porcentaje de remocion de
Cr(VI).

Se determindé que al aumentar la concentracion inicial de 10 mg/L a
50 mg/L, el porcentaje de remocion disminuyd 5 % después de 25 min.
Finalmente, el estudio cinético confirmé que la reaccién del proceso EF es de
orden cero y que puede reducirse el tiempo de contacto de 25 min a 5 min al no
existir cambios estadisticamente significativos en el porcentaje de remocion de
Cr(VI) (p < 0.05).

Esta investigacion demostré que se pueden sintetizar nanoparticulas de
hierro cerovalente (nzZVIl), de 19 nm y morfologia cuasi-esférica utilizando el
extracto del epicarpio de aguacate. Al emplear las nanoparticulas de hierro

cerovalente en el proceso EF, se puede reducir el tiempo requerido para remover
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> 94 % de Cr(VI), a tan solo 5 min, bajo cualquier concentracién inicial y pH
trabajados. Finalmente, se determin6 una remocion de >90 % a pH de 9.0, al cual
los métodos convencionales (como adsorcidn) obtienen menores porcentajes de
remocién de Cr(VI) (<< 80 %).
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OBJETIVOS

General

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de hierro cerovalente (nzVl),
producidas a partir de la reduccion de una sal de cloruro férrico (FeCls), utilizando
el extracto obtenido del epicarpio del aguacate (Persea americana Mill.), y
aplicarlas en el proceso Electro-Fenton para la remocion de Cr(VI), en solucion

acuosa.

Especificos

1. Definir por voltametria ciclica y voltametria de onda cuadrada la capacidad
reductora del extracto del epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.),
obtenido por Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE) a 25 kHz utilizando

metanol/agua 80:20 v/v como solvente.

2. Producir nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI1), utilizando el extracto
de epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.), obtenido mediante

Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE).

3. Analizar el tamafio, morfologia, naturaleza cristalina y composicion
guimica de las nanoparticulas de hierro cerovalente por Microscopia de
Fuerza Atémica (AFM), Microscopia Electronica de Transmision (TEM),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), y
Difraccion de Rayos X (XRD).

XX



Determinar el porcentaje de remocién de Cr(VI), en solucion acuosa y el
orden de la reaccion del proceso Electro-Fenton utilizando nanoparticulas
de hierro cerovalente (nZVI), en funcién de las condiciones de pH de 3.0,

6.0y 9.0, y concentracion inicial de Cr(VI), de 10 mg/L, 30 mg/L y 50 mg/L.

Comparar los cambios en la estructura y superficie de las nanoparticulas
de hierro cerovalente (nZVI), luego del proceso Electro-Fenton a pH de 3.0
y concentracion inicial de 10 mg/L de Cr(VI), por Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR), y Difraccion de Rayos X (XRD).
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HIPOTESIS

Objetivo 1
Hipotesis nula (Ho): el extracto del epicarpio de aguacate (Persea americana
Mill.), obtenido por extraccion asistida por ultrasonido (UAE), posee capacidad

reductora.

ug >0V

Hipotesis alternativa (Hi): el extracto del epicarpio de aguacate (Persea
americana Mill.), obtenido por extraccién asistida por ultrasonido (UAE), no posee

capacidad reductora.

Objetivo 2
Hipdtesis nula (Ho): se pueden sintetizar nanoparticulas de hierro cerovalente
(nZVI), por medio del extracto de epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.),

obtenido por extraccion asistida por ultrasonido (UAE).

U = Uy = U3

Hipodtesis alternativa (Hi): no se pueden sintetizar nanoparticulas de hierro
cerovalente (nzZVI), por medio del extracto de epicarpio de aguacate (Persea

americana Mill.), obtenido por extraccion asistida por ultrasonido (UAE).
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M1 F Uy F U3
Objetivo 3
Hipodtesis nula (Ho): el tamafio, morfologia, naturaleza cristalina y composicion
quimica de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), dependen del

extracto de epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.).

U1 = Uy = U3

Hipotesis alternativa (Hi): el tamafio, morfologia, naturaleza cristalina y
composicion quimica de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), no

dependen del extracto de epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.).

M1 F Uy F U3

Objetivo 4
Hipdtesis nula (Ho): la concentracion inicial de Cr(VI), el pH y sus interacciones
no influyen significativamente en el porcentaje de remocién de Cr(VI), utilizando

nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI).

Hyy: ay = =a, = 0 (la concentracion inicial de Cr(VI) no influye)
Hyg: By == Pp =0 (el pH no influye)
Hyag: (af)11 == (af)q = 0 (no hay interacciéon entre factores)
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Hipotesis alternativa (Hi1): la concentracion inicial de Cr(VI), el pH y sus
interacciones influyen significativamente en el porcentaje de remocion de Cr(VI),
utilizando nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI).
Hig: algun a; # 0 (la concentracion inicial de Cr(VI) influye)
Hip: algiun f; # 0 (el pH influye)
Hiap: algin (af);; # 0 (existe alguna interaccion)
Objetivo 5
Hipotesis nula (Ho): no existe diferencia significativa en la estructura y

composicion de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nzVI), luego del

proceso Electro-Fenton a pH de 3 y concentracion inicial de 10 mg/L de Cr(VI).
Hamtensidaa = 0
Uacomposicisn = 0

Hipotesis alternativa (Hi): existe diferencia significativa en la estructura y

composicion de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nzVI), luego del

proceso Electro-Fenton a pH de 3 y concentracion inicial de 10 mg/L de Cr(VI).

HUprntensidad #0

Hacomposicion F 0
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INTRODUCCION

La contaminacion del agua debido a la presencia de metales pesados
como Cr, Ni, As, Cd y Pb ha sido extensamente estudiado debido a su naturaleza
peligrosa y no biodegradable (Islam, Ahmed, Raknuzzaman, Habibullah-Al-
Mamun, & Kundu, 2017; Poguberovi¢ et al., 2016), por lo que su presencia es
uno de los riesgos medioambientales mas severos para los ecosistemas

acuaticos (Islam et al., 2017).

El cromo hexavalente (Cr(VI)), es un metal pesado soluble en agua
altamente téxico (D. A. Khan, Mushtaq, Khan, & Khan, 2013; Saha, Nandi, &
Saha, 2011) y su consumo puede involucrar efectos cancerigenos y mutagénicos
en los humanos (Chen, Murphy, Sun, & Costa, 2019). La Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA), ha establecido que el limite maximo de
concentracion de cromo en agua para consumo humano debe ser 0.10 mg/L,
basado en sus efectos dermatolégicos (Rahmani, Hossieni, & Poormohammadi,
2015). Se encuentra presente en residuos acuosos de procesos industriales
como la produccion de pinturas y colorantes (San & Dénmez, 2012), cuero
(Barrera-Diaz, Lugo-Lugo, & Bilyeu, 2012), mineria (Islam et al., 2017), o
acabado de metales (Huaiwei & Xing, 2011).

En la actualidad se han desarrollado diversas tecnologias basadas en
métodos fisicos o quimicos de remocién en solucién acuosa (Guo, Li, & Li, 2020;
Nahuel Montesinos et al., 2014). Algunas de esas tecnologias consisten en
procesos de precipitacion quimica, adsorcion, intercambio idnico,
electrocoagulacion, reduccion fotocatalitica y procesos biolégicos (Barrera-Diaz

et al., 2012; San & D6nmez, 2012); sin embargo, la mayoria de estos procesos
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involucran procesos de larga duraciéon, bajas eficiencias de remocién, altos
costos de mantenimiento o regeneracion (Barrera-Diaz et al., 2012; Fazlzadeh et
al., 2017).

Recientemente, han surgido tecnologias mas eficientes para la
remediacion del agua que emplean nanomateriales (Yang, Zhang, & Hu, 2013).
Las nanoparticulas metalicas han resultado ser muy efectivas en el tratamiento
de metales pesados en agua debido a su pequefio tamafio y gran area superficial
(Iravani, 2011; Yang et al., 2013). Las nanoparticulas de hierro cerovalente
(nzVI), han sido estudiadas como un material alternativo para la remocion de
metales pesados (Yirsaw, Megharaj, Chen, & Naidu, 2016).

Esto se debe a su gran potencial redox (S. Liu, Yu, Wang, Shen, & Cong,
2020) y capacidad quelante contra los contaminantes organicos e inorganicos
(Wu et al., 2020). La sintesis de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), se
basa en la reduccién de una sal de Fe(ll)/Fe(lll), por medio de un agente reductor
(por ejemplo: NaBHa4, N2H4, or Na2S204), (Pasinszki & Krebsz, 2020; Stefaniuk,
Oleszczuk, & Ok, 2016). No obstante, la sintesis convencional involucra el uso
de solventes toxicos o peligrosos (W. Zhang et al., 2017), con lo que se corre el
riesgo de generar subproductos volatiles peligrosos para el ambiente (lravani,
2011).

Es mas, la adicidbn agentes protectores o surfactantes es indispensable
para evitar la aglomeracién de las nanoparticulas (S. Liu et al., 2020; Pasinszki &
Krebsz, 2020; Yirsaw et al., 2016). La sintesis “verde” ha sido desarrollada como
una alternativa que podria sustituir a la sintesis tradicional (Iravani, 2011; Mubayi,
Chatterji, Rai, & Watal, 2012). Este método consiste en utilizar extractos de
materias biolégicas (como plantas, bacterias y hongos) para preparar particulas
de nzVI (Iravani, 2011; Wei, Fang, Zheng, & Tsang, 2017).
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Los extractos de plantas han sido principalmente utilizados para la
preparacion de nZVI debido a su alto contenido polifendlico (Iravani, 2011), que
se traduce en capacidades reductoras y de estabilizacion coloidal significativas
(Keffous et al., 2016). Se ha reportado la sintesis de nZVI utilizando extractos de
hojas de eucalipto (Machado, Pacheco, Nouws, Albergaria, & Delerue-Matos,
2015; Z. Wang, 2013) roble, morera y cereza (Poguberovic¢ et al., 2016), cascara
de mango (Desalegn, Megharaj, Chen, & Naidu, 2019), té verde (Zhu, He, & Liu,
2018), asi como extractos de Rosa damascene, Thymus vulgaris, and Urtica
dioica (Fazlzadeh et al., 2017).

Utilizando estos productos se sintetizaron nanoparticulas altamente
reactivas (Poguberovi¢ et al., 2016), generando residuos biodegradables (Wu et
al., 2020). Las nuevas tendencias proponen la valorizacion de los subproductos
de las plantas (como hojas, semillas y cascaras), para la produccién de
nanomateriales (Ahmed, Badawy, Ahmed, Kalia, & Abd-Elsalam, 2022; Kamaraj,
Kidane, Muluken, & Aravind, 2019; Machado et al., 2015), donde se pueden
aprovechar las propiedades de la biomasa no utilizada (Machado, Grosso,
Nouws, Albergaria, & Delerue-Matos, 2014, Stefaniuk et al., 2016).

La cascara (o epicarpio) del aguacate (Persea americana Mill.), es un
subproducto que contiene una amplia variedad de compuestos fendélicos con
potencial reductor (Rosero, Cruz, Osorio, & Hurtado, 2019), el cual podria ser
utilizado para la sinteis de nanomateriales (Rajeshkumar & Rinitha, 2018). El
extracto fendlico de la semilla de aguacate ha sido utilizado para la sintesis de
nanoparticulas de cobre y plata (Giron-Vazquez et al., 2019; Rajeshkumar &
Rinitha, 2018) . Otras investigaciones han obtenido particulas nZVI a partir de los
extractos de la hoja de aguacate (Machado et al., 2015). Mientras que el aceite

de aguacate ha servido para la sintesis de nanoparticulas de oro (Kumar, 2021).
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El fruto de aguacate (Persea americana Mill.), contiene diferentes
compuestos fenolicos (Giron-Vazquez et al., 2019), que pueden ser separados
facilmente por extraccion asistida por ultrasonido (UAE) (Zaki, Ismail, Abdelatif,
El-Mohsen, & Helmy, 2020). EI método consiste en la generacion de burbujas
gue impactan en la vecindad de la matriz vegetal (Vinatoru, Mason, & Calinescu,
2017). La cavitacion permite la difusion de los componentes internos a través de
la pared celular hacia el solvente (M. K. Khan, Abert-Vian, Fabiano-Tixier,
Dangles, & Chemat, 2010; Vinatoru et al., 2017).

Como consecuencia del uso de esta técnica, disminuye el tiempo
requerido para la extraccion de fenoles y aumenta el rendimiento de extraccion
con respecto a los métodos convencionales (como destilacién), (M. K. Khan et
al., 2010; Vinatoru et al., 2017). Los extractos poseen compuestos fendlicos con
propiedades reductoras que se pueden determinar por medio de técnicas
electroquimicas (Makhotkina & Kilmartin, 2012). La voltametria ciclica permite
medir la corriente resultante luego de aplicar un potencial sobre un extracto
(Elgrishi et al., 2018; Makhotkina & Kilmartin, 2012).

Al explorar diferentes voltajes se pueden identificar los potenciales redox
(Elgrishi et al., 2018; Makhotkina & Kilmartin, 2012), y determinar la capacidad
del extracto vegetal para reducir las sales de hierro (Z. Wang, 2013). Con ello se
puede determinar si los compuestos fendlicos del extracto vegetal son capaces
para reducir sales de hierro (Z. Wang, 2013). Algunos estudios han identificado
la capacidad de reductora del extracto acuoso de Limoniastrum feei (Keffous et
al., 2016), el extracto de hojas de eucalipto (Eucalyptus tereticornis) (Z. Wang,
2013) y cascara de naranja (Citrus sinensis L.) (M. K. Khan et al., 2010).

Las particulas verdes de nZVI han sido principalmente utilizadas para la

remocion de metales pesados del agua (Nahuel Montesinos et al., 2014;
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Poguberovi¢ et al., 2016; Tarekegn, Hiruy, & Dekebo, 2021), especialmente
Cr(VI) (Fazlzadeh et al., 2017; Makhado, 2018; Zhu et al., 2018); a pesar de ello,
las tecnologias recientes prometen mejoras en el rendimiento de remocion y
disminucion en el tiempo de contacto (Pasinszki & Krebsz, 2020; Yirsaw et al.,
2016). Por lo cual se requieren investigar las nuevas metodologias de eliminacién
de Cr(VI), utilizando particulas verdes de nZVI, tanto para la valorizacién de la
biomasa inutilizada (Machado et al., 2014) como para la evaluacién de su posible

escalamiento industrial (Stefaniuk et al., 2016; Wu et al., 2020).

La incorporacion de hierro en procesos electroquimicos avanzados (AOP)
ha crecido en los ultimos afios (Peng, Leng, & Guo, 2019; Rahmani et al., 2015),
debido a que son mas eficientes y generan menos residuos que los procesos
convencionales de adsorcion (Ken & Sinha, 2020; Peng et al., 2019). El proceso
Electro-Fenton (EF), es un proceso electroquimico avanzado (AOP), donde el
hierro puede actia como reactivo y catalizador al mismo tiempo (Pasinszki &
Krebsz, 2020). El proceso se basa en una reaccion entre Fe/Fe(ll) y peroxido de
hidrogeno, la cual genera radicales de oxhidrilo (OH*) (Rahmani et al., 2015).
Estos radicales presentan un alto poder oxidante, que permite la degradacién de
compuestos organicos y el incremento de la reactividad del hierro (Rahmani et
al., 2015; Saif, Tahir, & Chen, 2016).

Aumentar la reactividad de las especies de hierro puede resultar en
mejores eficiencias de remocion de metales pesados (Rahmani et al., 2015). El
pH de la solucién afecta la remocién de metales pesados en solucion acuosa
(Rahmani et al., 2015), ya que a valores bajos de pH se favorece la formacion de
iones ferrosos (Fe?*), (Shokri, 2017), los cuales incrementan la reduccién de
especies oxidadas (Rahmani et al., 2015). El voltaje aplicado esta directamente
relacionado con la generacion de radicales de oxhidrilo en los procesos de

oxidacion avanzada (Rahmani et al., 2015; Shokri, 2017). Algunos estudios han
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investigado el proceso EF utilizando electrodos de hierro (Rahmani et al., 2015;
Shokri, 2017), y compasitos nanoestructurados de hierro con celulosa (Kumari &
Dutta, 2020; Wu et al., 2020).

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue obtener el extracto
fendlico del epicarpio (0 cascara) del aguacate (Persea americana Mill.),
utilizando Extraccién Asistida por Ultrasonido (UAE), y analizar su poder reductor
por medio de Voltametria Ciclica (CV), y Voltametria de Onda Cuadrada (SWV).
Adicionalmente, se sintetizaron nanoparticulas de hierro cerovalente (nzZVI),
utilizando el extracto fendlico. Estas nanoparticulas fueron empleadas en el
proceso Electro-Fenton para evaluar su eficiencia y reactividad en la remocion de
Cr(VI) en solucion acuosa. Los compuestos fendlicos se caracterizaron utilizando
Espectrofotometria UV-Visible y Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
acoplado con Espectrometro de Masas (HPLC-DAD-ESI-MS).

Las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), fueron sintetizadas
aplicando el extracto de epicarpio de aguacate sobre una sal de cloruro férrico
(FeCls), en una relacion volumétrica 3:1. La morfologia, tamafio y distribucion de
las nanoparticulas fue evaluada por Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM), y
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM). La cristalinidad y la composicién
de las fases presentes en las nanoparticulas fueron analizados por Difraccion de
Rayos X con refinamiento de Rietveld. Los grupos funcionales superficiales se
identificaron por medio de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR). Ademas, se evaluo el efecto que tienen el pH y la concentracién inicial de

Cr(VI), sobre el porcentaje de remocion de Cr(VI), y el orden de la reaccion.
Para determinar el efecto de la concentracion de Cr(VI) (10 mg/L, 30 mg/L

y 50 mg/L), y pH (3.0, 6.0 y 9.0), sobre el porcentaje de remocion de Cr(VI), se

utilizé un disefio factorial completo que consistié en 2 factores con 3 niveles cada
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uno (disefio 32), con 3 repeticiones para cada una de las muestras; siendo en
total 27 unidades experimentales. Las hipétesis se evaluaron con un nivel de
confianza del 95 %. Las hipétesis nulas fueron rechazadas si el valor de p
asociado al resultado observado fue igual o menor que el nivel de significancia (p
< 0.05). La relevancia y novedad de este proyecto de investigacién consistié en
aprovechar los compuestos fendlicos contenidos en la cascara del aguacate para
la fabricacion de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), y aplicarlas en el

proceso EF para la remocion de Cr(VI).

Otros estudios han sintetizado nanoparticulas nZVI utilizando el extracto
fendlico de la cascara del aguacate para la remocion de Cr(VI), (Ahmed et al.,
2022); es por ello que, este trabajo es el primero en utilizarlo en el proceso Electro
Fenton. Estudios preliminares (Rahmani et al., 2015) han estudiado este proceso
utilizando electrodos de hierro en un amplio rango de pH (3-9). Concentraciones
de Cr(VI) por encima de los limites aceptables en agua (10-50 mg/L), permitira
aportar al estudio de nzZVI en procesos Electro-Fenton en condiciones no

convencionales.
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1. ANTECEDENTES

El cromo hexavalente Cr(VI) es un metal pesado que se encuentra
presente en residuos acuosos de diversas industrias siderargicas (Yan, Herzing,
Kiely, & Zhang, 2010). Su toxicidad es cien veces mas que su estado reducido
de cromo trivalente Cr(lll), (Saha et al., 2011).

Tiene la capacidad de acumularse en el cuerpo humano y provocar serios
dafnos en la salud (Fazlzadeh et al., 2017; Saha et al., 2011). Una prolongada
exposicién o consumo de este metal puede causar nauseas, diarreas severas 0
hemorragias (Rahmani et al., 2015). En concentraciones méas altas puede ser

mutagénico o cancerigeno (Hu et al., 2011).

El Cr(VI) es la forma oxidada del cromo mas comun en los ecosistemas
acuaticos, debido a su alta solubilidad en agua (Poguberovi¢ et al., 2016). Al ser
un metal dificil de absorber se puede movilizar a través del agua y el suelo (Zhu
et al., 2018). Se han empleado diversos métodos fisicos y quimicos para la
remocion del cromo (Guo et al., 2020). Entre estos se encuentran la filtracion,
precipitacion, adsorcion, electrodeposicién o intercambio i6nico (Guo et al., 2020;
Hu et al., 2011).

Durante los ultimos afios se ha estudiado el uso de nanomateriales para
el tratamiento de sustancias contaminantes en efluentes acuosos (Agarwal,
Gupta, & Agarwal, 2019; Yang et al., 2013). Estos materiales de escala
nanomeétrica presentan propiedades fisicas y quimicas distintas a los de mayor
tamano (Iravani, 2011). Su elevada area superficial les confiere mayor capacidad

para reaccionar e interactuar con otros compuestos (Lu & Astruc, 2020).



Las nanoparticulas metélicas son estructuras de un tamafio de entre 1-
100 nm (S. Liu et al., 2020). Poseen una alta actividad catalitica, estabilidad
térmica y fuerte capacidad para donar electrones (Nasrollahzadeh, Sajjadi,
Iravani, & Varma, 2021). Las propiedades porosas y reactivas de su superficie
son aprovechadas en procesos de adsorcion (S. Liu et al., 2020; Nasrollahzadeh
et al., 2021) y éxido-reduccién (Rahmani et al., 2015). Con estos resultados se
obtienen procesos de remediacibn mucho mas eficientes, estables y de bajo
costo (Lu & Astruc, 2020; Nasrollahzadeh et al., 2021).

Las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI) han sido utilizadas en
procesos de remediacion de polutantes organicos e inorganicos en agua
(Rahmani et al., 2015; Weng, Jin, Lin, Naidu, & Chen, 2016) y suelos (Pasinszki
& Krebsz, 2020). El interés de estas nanoparticulas para remover metales
pesados se debe a su bajo costo, abundancia y potencial estandar de reduccién
(E® = —0.44 V) (S. Liu et al., 2020). Este potencial es menor en comparacion con
otros metales y compuestos orgénicos, lo que le permite ser una especie

altamente reactiva (Yan et al., 2010).

El mecanismo utilizado para sintetizar nanoparticulas nZVI sigue un
enfoque “bottom up” (Machado et al., 2015; Yan et al., 2010). EI método
tradicional involucra la reduccion de Fe(ll)/Fe(lll) utilizando borohidruro de sodio
(NaBHa4) (Machado et al., 2015). No obstante, se considera toxico y peligroso
debido a la generacion de subproductos volatiles altamente dafinos para el
ambiente (Iravani, 2011). EI método de sintesis podria resultar inseguro y poco
factible si se deseara replicar a nivel industrial (Mubayi et al., 2012; T. Wang, Jin,
Chen, Megharaj, & Naidu, 2014).

Recientemente se han desarrollado mejores alternativas a la sintesis

convencional, como la sintesis verde (Mubayi et al., 2012) o biosintesis (Agarwal



et al., 2019; Wei et al.,, 2017). Consiste en el uso de extractos de plantas
(Fazlzadeh et al., 2017), algas (Agarwal et al., 2019), hongos o bacterias (Agarwal
et al., 2019; Saif et al., 2016). Estos extractos poseen compuestos fitoquimicos
biolégicamente activos con alta capacidad reductora (Kozma, Rénavari, Kénya,
& Kukovecz, 2016).

En la sintesis de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), se emplea
una variedad de compuestos quimicos como fenoles, flavonoides, proteinas o
vitaminas (Fazlzadeh et al., 2017; Kozma et al., 2016). Son responsables tanto
de la reduccién del hierro como de la estabilizacion y proteccién de las
nanoparticulas (Fazlzadeh et al., 2017; Machado et al., 2015). La estabilizacién
coloidal permite inhibir la aglomeracion de las nanoparticulas en su medio acuoso
(Kozma et al., 2016).

Los compuestos fendlicos o polifenoles son los principales agentes
reductores y estabilizantes en la sintesis de nanoparticulas nZVI (Desalegn et al.,
2019). El mecanismo de estabilizacion ocurre por la formacidon de complejos entre
los grupos carboxilo o hidroxilo de los compuestos reductores y el hierro metalico
de las nanoparticulas (Z. Wang, 2013). Se ha reportado que la sintesis utilizando
extractos de plantas es mas estable, facil y eficiente que la sintesis mediada por

microorganismos (Iravani, 2011; Mubayi et al., 2012).

El fruto del aguacate (Persea americana Mill.) es un material biolégico
nativo de Centroamérica (Zaki et al., 2020). Es aprovechado en la industria
alimenticia, farmacéutica y cosmética (Hurtado-Fernandez, Fernandez-Gutiérrez,
& Carrasco-Pancorbo, 2018). Consta de tres partes: epicarpio (cascara),

mesocarpio (pulpa) y endocarpio (semilla) (Rosero et al., 2019).



El contenido fendlico se encuentra principalmente en el epicarpio
(cascara) (Rosero et al.,, 2019). Se han reportado altos rendimientos de
extraccion de polifenoles de la cdscara de aguacate por ultrasonido (Zaki et al.,
2020). Esta técnica de extraccion se basa en la cavitacion de burbujas en el seno
de la pared celular de la matriz vegetal, provocada por la generacion de ondas
ultrasonido (M. K. Khan et al., 2010).

En los Ultimos afios se han disefiado estrategias para incrementar la
eficiencia y velocidad de remocién de Cr(VI) utilizando nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVI) (Pasinszki & Krebsz, 2020). Entre ellas se encuentra el uso
de compositos (G. Liu et al.,, 2016; Pasinszki & Krebsz, 2020) o procesos
electroquimicos avanzados (Pasinszki & Krebsz, 2020; Rahmani et al., 2015).
Los métodos electroquimicos se consideran mas eficientes y limpios (Rahmani
et al., 2015).

Electro-Fenton es un proceso electroquimico de oxidacion avanzada
(AOP) basado en la produccion de radicales de hidroxilo (OH®) (Taha & Ibrahim,
2014). En esta reaccion las nanoparticulas nZVI participan como reductores y
como catalizadores (Pasinszki & Krebsz, 2020). La reaccién Fenton consiste en
el aprovechamiento del poder oxidante del peréxido de hidrégeno por la adicién
de hierro cerovalente o ferroso (Fe®/Fe?*) (Rahmani et al., 2015). Es utilizada para
descomponer moléculas organicas (Pasinszki & Krebsz, 2020), pero también ha
mostrado resultados satisfactorios en la remocién de compuestos inorganicos
como el Cr(VI) (Rahmani et al., 2015).

El objetivo de esta investigacién es preparar nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVI) empleando un extracto del epicarpio de aguacate y utilizarlas
en el proceso Electro-Fenton para mejorar la eficiencia de remocion de Cr(VI) en

solucién acuosa.



1.1 Determinacion del problema

La incontrolable descarga de residuos urbanos e industriales sobre las
aguas superficiales supone un riesgo desvalorizado. A largo plazo puede

conllevar consecuencias negativas para la salud humana (El-sayed, 2020).

La elevada concentracion de metales pesados que transportan dichos
residuos es uno de los focos de mayor peligrosidad, ya que algunos de estos
compuestos pueden bioacumularse en los organismos vivos (El-sayed, 2020;
Poguberovic et al., 2016). El Cr(VI) tiene un efecto toxico sobre la salud humana
y los ecosistemas acuaticos debido a su facil movilidad (Saha et al., 2011; Zhu et
al., 2018). Puede provocar dafios en el sistema respiratorio (D. A. Khan et al.,
2013) o gastrointestinal (Rahmani et al., 2015). Industrias siderurgicas,
productoras de cemento o curtidoras de cuero son algunas que contribuyen con

la acumulacién del Cr(VI) en el ambiente (Saha et al., 2011).

A consecuencia de la enorme brecha educativa y de legislacion sobre la
calidad del agua en Guatemala, el problema pasa casi desapercibido entre la
poblacién. Esto lo convierte en un potencial riesgo medioambiental (Saha et al.,
2011).

Segun el Acuerdo Gubernativo 236-2006, la concentracibn maxima
permisible para el cromo hexavalente en descargas de aguas residuales sobre
cuerpos receptores es de 0.10 mg/L. Aunque, su monitoreo y control se
consideran dudosos debido al incumplimiento de este y otros parametros,

evidenciandose en muchos de los cauces del pais.

El desarrollo de nuevas tecnologias que permitan la remocion de

contaminantes peligrosos en el agua ha crecido en los ultimos afios (El-sayed,



2020). El estudio de nanomateriales ha permitido su aplicacidon en procesos de
remediacion ambiental (El-sayed, 2020; Saif et al., 2016). Las nanoparticulas de
hierro cerovalente (nZVI) han sido los materiales mas utilizados debido a sus
propiedades adsorbentes y reductoras (El-sayed, 2020). Para obtener estas
nanoparticulas se puede utilizar una sintesis verde o biosintesis (Pasinszki &
Krebsz, 2020). Con ello se elimina el uso de solventes toxicos y se aprovecha el

material biolégico disponible en la naturaleza (Gémez-Lépez et al., 2020).

En los procesos de remediacion del agua se pueden emplear procesos
electroquimicos avanzados para sustituir las metodologias tradicionales
(Rahmani et al., 2015). El proceso Electro-Fenton puede permitir la degradacién
de una amplia gama de contaminantes dificiles de remover (Shokri, 2017). Utiliza
hierro para incrementar el potencial oxidante del peréxido de hidrégeno (Rahmani
et al.,, 2015). Debido a lo mencionado anteriormente, se busca estudiar la
aplicacion de las nanoparticulas de hierro cerovalente en el proceso Electro-

Fenton y determinar la eficiencia de remocion de Cr(VI).



2.  MARCO TEORICO

2.1. Nanomateriales

Los nanomateriales (NMs) se definen como aquellos materiales
nanoestructurados con dimensiones que van desde 1 hasta 100 nm y se
presentan en una variedad de formas y composiciones quimicas (El-sherbiny &
Salih, 2018).

Entre estos se encuentran los nanoadsorbentes, nanometales,
nanocatalizadores, y nanofotocatalizadores (Nasrollahzadeh et al., 2021).
Actualmente, estan ganando importancia debido a su versatilidad en multiples
aplicaciones tecnoldgicas, a consecuencia de que a este nivel de la estructura
los materiales presentan propiedades quimicas, fisicas y mecanicas totalmente
distintas (Saleh, 2020), que mejoran el rendimiento de los procesos en
comparacién con los materiales de mayor tamafo (El-sherbiny & Salih, 2018;
Saleh, 2020).

Dependiendo de los componentes quimicos utilizados en la produccion de

los nanomateriales, pueden clasificarse en nanomateriales:

o Basados en carbono (CNMs)
o Basados en polimeros (PNMs)
o Basados en lipidos



J Basados en metales (MNMs)

. Basados en 6xidos metalicos

. Nanomateriales magnéticos

Se pueden clasificar también segun la naturaleza quimica: nanomateriales
inorganicos (como los metalicos) y nanomateriales basados en moléculas

organicas (como los polimeros organicos) (Lu & Astruc, 2020).

2.2. Nanoparticulas

Dentro de los diversos campos de estudio de la nanotecnologia y la
nanociencia, uno de los temas mas estudiados en el Ultimos afios son las
nanoparticulas (Tesh & Scott, 2016). Las nanoparticulas (NPs) son estructuras
con dimensiones menores a los 100 nm, cuyas propiedades fisicas y quimicas

difieren de sus conglomerados de gran tamafio (El-Sherbiny & Salih, 2018).

Las nanoparticulas de mayor interés son nanomateriales basados en
metales (MNMs). Estas poseen interesantes propiedades electronicas que
permiten aplicaciones Utiles en areas como la informéatica, Optica y catalisis (El-
sherbiny & Salih, 2018). Las nanoparticulas metélicas (NPs), han demostrado
cierto potencial para la remediacion ambiental, como el tratamiento del agua
contaminada (Tesh & Scott, 2016), en donde se consideran una opcién muy
atractiva para la remocion o conversion de contaminantes toxicos y peligrosos

del agua (Nasrollahzadeh et al., 2021).

Los metales nobles como el oro, plata y platino son algunos tipos de

nanoparticulas cuyas aplicaciones han sido muy estudiadas en ramas de la
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medicina y catélisis debido a sus propiedades antimicrobianas y reactividad
(Jamkhande, Ghule, Bamer, & Kalaskar, 2019).

2.2.1. Propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas

metalicas

El tamafio nanométrico de las particulas brinda mejores propiedades
fisicas y quimicas, como el incremento en el area superficial, alta reactividad, alta
capacidad reductora y actividad catalitica, con relacion a las de gran tamafio
(Nasrollahzadeh et al., 2021; Wei et al., 2017). La alta relacién area superficial-
volumen que presentan define una incremento en la reactividad, ya que se
permite un mayor contacto e interaccion de las nanoparticulas con las sustancias
de interés (Nasrollahzadeh et al., 2021).

Las nanoparticulas presentan ciertas propiedades especificas de acuerdo
al tipo de metal que les permite ser funcionales en areas del diagnostico y
tratamiento de enfermedades, o la remediacion de suelos y agua (Jamkhande et
al., 2019).

2.2.2. Estabilizacion de las nanoparticulas metalicas

El tamafio y morfologia es influenciado por la estabilidad de los
conglomerados de sus moléculas y la distribucién de estos en su medio acuoso
(Verma, Ebenso, & Quraishi, 2019). Las nanoparticulas deben estar estabilizadas
por un medio protector que genere fuerzas de dispersion hidrofébica o
electrostatica (S. Liu et al., 2020). Si no existe ningun tipo de fuerza o interacciéon
entre las nanoparticulas metalicas puede ocasionarse su coagulacion, donde
tienden a acumularse entre si para formar particulas de mayor tamafio (Ken &
Sinha, 2020; X. Wang, Du, & Ma, 2016).



La funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas se puede
promover con la adicion de algun agente (S. Liu et al., 2020; Verma et al., 2019).
La funcionalizacion superficial se puede llevar a cabo con materiales organicos o
inorganicos que pueden dispersar las nanoparticulas, por microemulsiéon con

nanoesferas o repulsiones electrostaticas (Verma et al., 2019):

o Materiales organicos: se pueden emplear polimeros sintetizados,
proteinas, polipéptidos, anticuerpos o ligandos (S. Liu et al., 2020; Saleh,
2020). Promueven la formacion de coloides que estabilizan Ia
nanoparticula por interacciones hidrofébicas debido a los electrones libres

gue tienden a formar complejos con el metal (S. Liu et al., 2020).

o Materiales inorganicos: como diéxido de silicio, que es inerte, no toxico y
biocompatible con diferentes grupos funcionales organicos, permitiendo su
aplicacién en catalisis o adsorcién (S. Liu et al., 2020; Verma et al., 2019).
Se pueden agregar 6xidos o sulfuros metalicos, que forman capas

protectoras a la nanoparticula, llamadas Core-Shell (S. Liu et al., 2020).

Figura 1. Esquema de funcionalizacion superficial de nanoparticulas
metalicas (MNPs), por interacciones electrostaticas

repulsivas

Cations

Fuente: Verma, Ebenso, & Quraishi (2019). Transition metal nanoparticles in ionic liquids:

Synthesis and stabilization.
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La aplicacién de un estabilizante que contribuya adecuadamente con la
dispersion de las nanopatrticulas es un punto critico en la formacién de un tamafo
y forma adecuado (S. Liu et al., 2020; Nasrollahzadeh et al., 2021). En la practica,
los polimeros y macromoléculas tienden a estabilizar mejor la nanoparticula. un
mecanismo que puede esperarse cuando se realiza una biosintesis
(Nasrollahzadeh et al., 2021).

En algunas ocasiones puede ocurrir un fendmeno peculiar de
estabilizacién, en el que se forman interacciones electrostaticas entre las
moléculas dispersantes, e interacciones hidrofébicas con las nanoparticulas (Ken
& Sinha, 2020; Verma et al., 2019). El fendmeno es generado por un efecto
estérico, conocido como repulsion estérica-electrostatica, similar a lo que sucede

con las membranas bioldgicas (Ken & Sinha, 2020).

2.3. Sintesis de nanoparticulas metalicas

La sintesis de nanoparticulas metalicas (MNPSs) se puede clasificar en dos

enfoques convencionales, que utilizan métodos fisicos y quimicos:

. Enfoque Top-Down: emplea una variedad de técnicas de distribucion de
metales de mayor volumen, por molienda, fresado o pulverizacion, para
obtener particulas mas finas hasta alcanzar el tamafio nanométrico (El-
Sherbiny & Salih, 2018; Verma et al., 2019). Su principal desventaja es la
posibilidad de obtener estructuras deformes que afectan las propiedades

de las nanoparticulas (El-sherbiny & Salih, 2018).

o Enfoque Bottom-Up: se inicia con una sal del metal precursor disuelta en
un solvente adecuado, y por medio de una reaccién de reduccién quimica,

se cristalizan las nanoparticulas metalicas por nucleacion (El-Sherbiny &
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Salih, 2018; Verma et al., 2019). Se debe controlar el crecimiento de los
cristales para obtener el tamafo, forma y estabilidad deseada de la
nanoparticula (El-Sherbiny & Salih, 2018; Machado et al., 2015). Su
principal desventaja es que algunas técnicas de este enfoque no se
pueden replicar a nivel industrial (El-sherbiny & Salih, 2018).

Figura 2. Esquema de los enfoques bottom-up y top-down para la

sintesis de nanoparticulas metalicas

Bottom-up approach

1 mm 100 um 10 um 1um 100 nm 10 nm 1nm 0.1 nm
L 1 1 | 1 1 1 ]
Macroscopic H Mesoscopic H Microscopic
Top-down approach
— < dd
y L R Q00 9%
Rt - b e B3
- <= AP A
L aadle o~
Bulk metal Powder MNPs Clusters Atoms

Fuente: Elsherbiny, & Salih (2011). Green synthesis of metallic nanoparticles using biopolymers

and plant extracts.

En el enfoque bottom-up se escogen los tres reactivos fundamentales: sal
del metal precursor, agente reductor y agente protector de la superficie (El-
Sherbiny & Salih, 2018; Gémez-Lopez et al., 2020). Estos elementos controlan el
potencial rédox de la reaccion, la morfologia y estabilidad superficial en la
formacion de las nanoparticulas, para obtener un crecimiento favorable (El-
sherbiny & Salih, 2018).
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Figura 3. Principales métodos de los diferentes enfoques de sintesis
de nanoparticulas metalicas: bottom-up y top-down

( Nanoparticle synthesis )
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Fuente: Iravani (2011). Green synthesis of metal nanoparticles using plants.

2.3.1. Método de reduccidén quimica

Entre los diversos métodos bottom-up, es el mas empleado para la sintesis
de nanoparticulas metalicas (Stefaniuk et al., 2016). Se parte de una sal del metal
precursor para las nanoparticulas en presencia de un surfactante, y se reduce

por medio de diversos agentes reductores (El-sherbiny & Salih, 2018).

El agente reductor mas comun es el borohidruro de sodio (NaBH4) en
solucion acuosa (Jamkhande et al., 2019; G. Liu et al., 2016). Las nanoparticulas
formadas se protegen con citrato trisédico o lauril sulfato de sodio, que permiten

una dispersion de los coloides particulados (Jamkhande et al., 2019).
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Pero, una de las desventajas de este método son sus altos costos, la
toxicidad de los agentes reductores y la generacion de impurezas o subproductos

volatiles y peligrosos para el ambiente (Jamkhande et al., 2019).

Uno de los métodos mas prometedores cuya tendencia ha emergido
recientemente en los estudios nanotecnolégicos, es el método verde (green
synthesis, en inglés) o biosintesis (Giron-Vazquez et al., 2019; Jamkhande et al.,
2019). Surgi6 con el fin de aprovechar la materia biol6gica para la sintesis de

nanoparticulas metalicas (Jamkhande et al., 2019).

2.3.2. Biosintesis de nanoparticulas metalicas de hierro

Los meétodos bioldégicos o verdes para sintetizar nanoparticulas han
ganado terreno como estrategias seguras, poco costosas y con menor

generacion de residuos téxicos o peligrosos (Girén-Vazquez et al., 2019).

La biosintesis o sintesis verde de nanoparticulas metéalicas son técnicas
gue involucran la aplicacion de material biolégico como microorganismos y sus
enzimas, o productos metabdlicos de plantas (Iravani, 2011; Jamkhande et al.,
2019). Estas técnicas no involucran el uso de presiones y temperaturas altas,

grandes cantidades de energia o solventes dafinos (Jamkhande et al., 2019).

La presencia de diferentes metabolitos primarios o secundarios en plantas
Yy microorganismos se puede convertir en una fuente muy variada para la
produccion de nanoestructuras sustentables (Giron-Vazquez et al., 2019).
Compuestos como flavonoides, terpenos, vitaminas, acidos fendlicos, alcaloides
o biomoléculas, pueden ser materia prima para llevar a cabo la reduccion de las

sales metdlicas precursoras de las nanoparticulas (Girén-Vazquez et al., 2019;
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Nasrollahzadeh et al., 2021). Pueden actuar como como agentes estabilizantes
de estas, y a su vez, mejorar la reactividad quimica (Giron-Vazquez et al., 2019).

La sintesis de nanoparticulas metélicas se puede agrupar en dos

categorias principales, como:

° Bioreduccion: en este método los iones metalicos son reducidos por los
agentes con alta capacidad reductora presentes en plantas o
microorganismos (Nasrollahzadeh et al., 2021). Se obtienen
nanoestructuras relativamente estables e inertes, que pueden ser

facilmente purificadas (Jamkhande et al., 2019).

° Biosorcion: en este método los cationes metalicos en medio acuoso se
fijan a la pared celular de los organismos, en €l se promueve la formacion
de nanoparticulas debido a las interacciones peptidicas (Jamkhande et al.,
2019).

Para el método de preparacion de nanoparticulas de hierro cerovalente
(nzVI) se pueden emplear soluciones polifendlicas de extractos (Giron-Vazquez
et al., 2019; Stefaniuk et al., 2016). El extracto preparado se separa del residuo
y se mezcla con la solucién de hierro(ll), para su reduccién a hierro cerovalente
(Stefaniuk et al., 2016).

Algunos parametros que determinan la formaciébn estable de
nanoparticulas metalicas son el tiempo o periodo de incubacién, el mezclado
(para un crecimiento estable de los cristales), temperatura, pH y la aireacion
(Nasrollahzadeh et al., 2021).
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Figura4. Esquema de biosintesis de nanoparticulas metélicas:
factores que afectan la formacion de nanoparticulas

estables y dispersas
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Fuente: Nasrollahzadeh, Sajjadi, Iravani, & Varma (2021). Green-synthesized nanocatalysts and

nanomaterials for water treatment: Current challenges and future perspective.

Diversos estudios han empleado ciertas variedades de plantas, como
hojas de eucalipto (T. Wang et al., 2014), roble, mora o cereza (Poguberovi¢ et
al., 2016). Debido a su alta capacidad antioxidante, sus extractos pueden ser muy

Gtiles para la formacion de nanoparticulas (Poguberovi¢ et al., 2016).

El aguacate (Persea americana Mill.) ha mostrado cierto potencial
aprovechado para sintetizar nanoparticulas (Girébn-Vazquez et al., 2019), debido

a su alto contenido de compuestos fendlicos antioxidantes (Melgar et al., 2018).
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2.4. Aguacate (Persea americana Mill.)

El aguacate (Persea americana) es un arbol que pertenece a la familia de
las Lauraceae, cuyo fruto posee un alto valor nutricional debido a la riqueza de
aceites esenciales, carotenoides y polifenoles (Girén-Vazquez et al., 2019). Es
también conocido como pera cocodrilo, fruta mantequilla o palta (Rajeshkumar &
Rinitha, 2018). El fruto de aguacate esta constituido principalmente por el
epicarpio (cascara), mesocarpio (pulpa) y endocarpio (semilla) (Rosero et al.,
2019).

2.4.1. Taxonomia del aguacate

En la siguiente tabla se muestra informacién acerca de su clasificacion

taxonémica:
Tablal. Taxonomia del fruto de aguacate
Taxon o subfilo Nombre
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Laurales Juss.
Familia Lauraceae Juss.
Género Persea Mill.
Especie Persea americana Mill.

Fuente: Hassler (2021). Persea americana Mill.

El aguacate es nativo de Centroamérica y México. Su facilidad para
cultivarse en diferentes condiciones subtropicales ha permitido su esparcimiento
por diferentes partes del mundo (Hurtado-Fernandez et al., 2018; Melgar et al.,
2018).
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Se pueden diferenciar tres razas ecoldgicas: mexicano, guatemalteco y
antillano, y cada uno posee algunas caracteristicas interesantes. El aguacate
guatemalteco es rigido y mas pequefio, en comparacion con los otros (Hurtado-
Fernandez et al., 2018; Rosero et al., 2019).

La calidad del fruto siempre es el resultado de complejas actividades
metabdlicas afectadas por factores ambientales como la temperatura, la
disponibilidad de agua, luz y nutrientes (Hurtado-Fernandez et al., 2018), lo que
permite obtener ciertas variantes fenotipicas de la especie (Hurtado-Fernandez
et al., 2018; Rosero et al., 2019).

2.4.2. Composicién quimica del aguacate
El aguacate es una matriz muy compleja de compuestos quimicos. Es muy
apreciado por los acidos grasos y vitaminas del mesocarpio, razon por la que es
procesado industrialmente para obtener productos como aceites (Hurtado-

Fernandez et al., 2018; Jiménez-Velazquez et al., 2020).

Figura 5. Partes del fruto de aguacate

Endocarp Mesocarp Exocarp

Pericarp

Fuente: Hurtado-Fernandez, Fernandez-Gutiérrez, & Carrasco-Pancorbo (2018). Avocado fruit -

persea americana.
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Uno de los principales componentes del aguacate son las grasas (entre
las que predominan los acidos grasos monoinsaturados, como el acido oleico), y
algunos acidos grasos poliinsaturados y saturados (Hurtado-Fernandez et al.,
2018; Zaki et al., 2020). EI contenido oleaginoso es el responsable del
incremento en la rapidez de maduraciéon. Todos estos compuestos se encuentran

principalmente en el mesocarpio (Hurtado-Fernandez et al., 2018).

Se hallan otros constituyentes como vitaminas E y C, pigmentos (como
carotenoides, clorofilas y antocianinas), esteroles, compuestos fendélicos (Zaki et

al., 2020) y azucar-alcoholes de siete carbonos (Hurtado-Fernandez et al., 2018).

La riqueza de componentes quimicos permite que Su consumo esté
asociado con ciertos beneficios a la salud humana, como la reduccion de los
niveles de colesterol, control de la diabetes o prevencion de cancer (Hurtado-
Fernandez et al., 2018).

2.4.3. Propiedades del epicarpio de aguacate

El epicarpio del aguacate se puede encontrar en diferentes colores,
formas, texturas y contenido fitoquimico, dependiendo del genotipo (Hurtado-
Fernandez et al., 2018; Rosero et al., 2019). Es normalmente de color verde claro
u oscuro, con una apariencia rugosa. Constituye el 12-16 % en peso del fruto
seco, por debajo de la semilla que representa entre un 16-21 % en peso seco
(Rosero et al., 2019). En la mayoria de los procesos industriales del aguacate (y
Su consumo), la cascara o epicarpio de aguacate es desechada. Este tipo de
desechos contiene sustancias que pueden aprovecharse, como los compuestos

fendlicos (Jiménez-Velazquez et al., 2020).
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Algunas de sus propiedades mas importantes son su alta actividad
antioxidante y potencial nutritivo, que son aprovechados para la manufactura de
antifangicos y cosméticos (Jiménez-Velazquez et al.,, 2020). Su actividad
biolégica es atribuida a compuestos fitoquimicos como los acidos polifendlicos y
los derivados de flavonoles. Este contenido es mayor en la cascaray las semillas,
ricos en acidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico (Rosero et al., 2019). A partir
una recuperacion metandlica se han podido extraer del epicarpio un 82 % de
fenoles solubles, flavonoides y taninos condensables, con wuna baja

concentracion de antocianinas (Jiménez-Velazquez et al., 2020).

2.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias fitoquimicas, productos del
metabolismo de las plantas, que no poseen una funcion directa en los procesos
metabdlicos fundamentales como la fotosintesis o la respiracion celular (Martin-
Gordo, 2018).

Los metabolitos secundarios se clasifican en cuatro grandes grupos:
terpenos, compuestos fendlicos, alcaloides y glucdsidos. Los compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides son un grupo derivado del fenol (De
Araujo, de Paulo Farias, Neri-Numa, & Pastore, 2020; Martin-Gordo, 2018).

2.5.1. Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas cuya estructura esta
constituida por un anillo aromatico sustituido por uno o mas grupos hidroxilo. Se

dividen en flavonoides, acidos fendlicos, taninos, estilbenos y lignanos (De Araudjo
et al., 2020; Xu, Wang, Pu, Tao, & Zhang, 2017).
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La biosintesis de compuestos fendlicos inicia en la ruta del &cido
shikimico, mediante el acoplamiento entre el fosfoenolpiruvato y la D-eritrosa-4-
fosfato, para producir acido 3-deoxi-D-arabino-heptusoldnico-7-fosfato (DAHP)
(Martin-Gordo, 2018).

La abundancia de compuestos fendlicos en plantas ha recibido la atencion
en el transcurso de los afios (Magiera & Zareba, 2015), debido a sus efectos
antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos, antiinflamatorios y bioactivos
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer (Magiera
& Zareba, 2015; Xu et al., 2017).

25.1.1. Flavonoides

Los flavonoides son moléculas constituidas por 15 &4tomos de carbono,
arreglados en tres anillos aromaticos en forma de heterociclo, compuestos en

una secuencia C6-C3-C6 y unidos por un puente de carbono (Xu et al., 2017).

Los diferentes sustituyentes en el anillo puente determinan una gama de
compuestos con diferentes propiedades. Entre estos se encuentran seis
subgrupos: flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonoles y antocianinas (Xu et
al., 2017).

Estdn distribuidos principalmente en frutas y vegetales. Se han

caracterizado mas de 6000 flavonoides y representan la mayor proporcion de

metabolitos secundarios en la naturaleza (Magiera & Zargba, 2015).
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2.5.1.2. Acidos fendlicos

Comprenden una serie mas compleja de compuestos fendlicos en plantas.
Se pueden dividir en dos subgrupos: acidos hidroxibenzoicos y acidos

hidroxicinamicos (Rosero et al., 2019; Xu et al., 2017).

Los &acidos hidroxibenzoicos estan basados en estructuras de anillo
aromatico sustituido por un grupo carboxilo en forma C6-C1 (como el acido galico
o vainilico) (Xu et al., 2017). Los acidos hidroxicinAmicos poseen cadenas de tres
carbonos unidos al anillo aromético en forma C6-C3 (como el acido cumarico o
cafeico) (Rosero et al., 2019; Xu et al., 2017). Forman parte de la dieta en el
consumo humano y juegan un papel muy importante en la prevencion de

enfermedades terminales (Aires, 2017; Xu et al., 2017).

25.1.3. Taninos

Son compuestos fendlicos de alto peso molecular. Al igual que los acidos
fendlicos, se dividen en dos subgrupos: taninos hidrolizables y taninos
condensados (Aires, 2017; Xu et al., 2017).

Los taninos hidrolizables son derivados de éacido galico, divididos en
galotaninos y elagitaninos. Mientras que los taninos condesados son oligémeros
o polimeros del monémero flavan-3-ol (Xu et al., 2017). Poseen un alto potencial
guelante con iones metalicos, y demuestran cierta capacidad como agentes de
precipitacion de proteinas y antioxidantes biologicos (De Araujo et al., 2020; Xu
etal., 2017).
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251.4. Estilbenos

Se encuentran entre la menor proporcion de compuestos fendlicos
hallados en la naturaleza (Corso, Perreau, Mouille, & Lepiniec, 2020; Kozma et
al., 2016). Constan de un nucleo de 1,2-difeniletileno sustituido con algunos
hidroxilos. Presentan isomeria cis-trans, y se encuentran en diversas especies
vegetales como uvas o almendras, entre los que destaca el resveratrol (Xu et al.,
2017).

25.1.5. Lignanos

Estos son compuestos que constan de dos unidades de fenil-propano, en
forma de dos anillos fenélicos unidos por cadenas simples, productos de la
dimerizacién oxidativa. Es muy comun hallarlos en semillas, granos y cereales
(Xu et al., 2017).

Figura 6. Estructura de algunos compuestos fendlicos:
flavonoides
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Fuente: Corso, Perreau, Moille, & Lepiniec (2020). Specialized phenolic compounds in seeds:

structures, functions, and regulations.
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2.6. Métodos de extraccién de compuestos fendlicos

La amplia variedad de compuestos fendlicos hallados en matrices
biolégicas como frutas, vegetales, algas permite su potencial estudio e interés

para ser extraidos y utilizados (Aires, 2017; Iravani, 2011).

Definir un método de extraccion puede significar diversos pasos debido a
su estructura quimica. Estos se encuentran libres, polimerizados, acoplados o
asociados en mezclas complejas con biomoléculas (Aires, 2017). El primer paso
en la identificacion y determinacion de compuestos fenolicos es la extraccion. Se
utilizan desde métodos convencionales de extraccion solido-liquido hasta

métodos mas avanzados que aplican procedimientos verdes (Xu et al., 2017).

2.6.1. Métodos convencionales de extraccion

Los métodos clasicos o convencionales de extraccion de polifenoles

incluyen el uso técnicas como la maceracion, percolacion o la extraccion Soxhlet:

. Maceracion: el procedimiento consta de la aplicacion de un solvente a la
muestra de interés, rompiendo las paredes celulares. Pero requiere mucho

tiempo y altos volumenes de solvente (Aires, 2017; Xu et al., 2017).

. Percolacién: se coloca la muestra en un contenedor cilindrico cerrado y a
través de la aplicacion de un solvente, gota a gota, se recolecta el liquido

con los componentes extraidos (Aires, 2017).
. Extraccion Soxhlet: es una técnica en la que se coloca la muestra dentro
de una bolsa porosa a través de un reflujo con un solvente a altas

temperaturas (Aires, 2017; Xu et al., 2017). Tiene la desventaja de que
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ciertos componentes no son termolabiles y pueden destruirse,

disminuyendo el rendimiento de la extraccion (Aires, 2017).

La eleccion del solvente es el paso determinante, ya que debe coincidir
con la polaridad y miscibilidad de los componentes fitoquimicos con el solvente
(Aires, 2017; Xu et al., 2017). Debido a la diversidad de compuestos fendlicos
presentes en muestras bioldgicas, resulta conveniente utilizar mezclas acuosas
y organicas de solventes para incrementar la eficiencia de extraccion (Aires,
2017).

2.6.2. Métodos avanzados de extraccién

Entre los métodos avanzados de extraccion de compuestos fendlicos mas

comunes, se encuentran:

o Extraccion asistida por ultrasonido (UAE): se basa en sonicacion o
produccion de ondas sonoras que generan burbujas de cavitacion en los
tejidos de muestras vegetales, permitiendo la extraccion de los metabolitos
(Xu et al., 2017).

o Extraccidon asistida por microondas (MAE): se basa en la aplicaciéon de
energia térmica transmitida por microondas sobre la matriz vegetal. La
energia es absorbida por varios compuestos y las moléculas de agua (Xu
et al., 2017; H. F. Zhang, Yang, & Wang, 2011). El incremento de la
energia interna provoca una ruptura de la pared celular, lo que facilita la
transferencia de los metabolitos secundarios al solvente (H. F. Zhang et
al., 2011).
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. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE): se basa en la aplicacién de
diéxido de carbono a condiciones supercriticas. Extrae a los compuestos
no polares compatibles con el diéxido de carbono (Verma et al., 2019; Xu
etal., 2017). Es costoso en comparacion con otros métodos de extraccion,

a pesar de consumir menos compuestos toxicos (Xu et al., 2017).

o Extraccion con fluidos presurizados (PFE): también conocido como
extraccion de solvente acelerado (ASE) (Aires, 2017; Rodriguez-Carpena,
Morcuende, Andrade, Kylli, & Estévez, 2011). Se utiliza un solvente a una
alta temperatura y presion para mejorar la solubilidad y desorcion de
moléculas, e incrementar la extraccion de polifenoles desde la matriz
vegetal (Aires, 2017).

. Extraccion asistida por enzimas (EAE): se basa en la aplicacion de
enzimas sobre la matriz vegetal. Estas provocan lisis de las paredes
celulares, lo que facilita la extraccion de componentes celulares (Aires,
2017).

En ciertas circunstancias se pueden combinar métodos de extraccion para

obtener diferentes tipos de polifenoles, debido a las ventajas y desventajas de

cada método por separado (Aires, 2017; Xu et al., 2017).
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Tabla Il.

Métodos de extraccién de compuestos fendlicos

Método de Aplicacion Ventajas Desventajas
extracciéon
Necesita altas cantidades
SLE de solventes, baja

(convencional)

De uso general

Es simple, facil y versatil

eficiencia y largos
periodos de extraccién

Es sencillo, facil, eficiente,

Su escalamiento a nivel

UAE De uso general P e . ;
economico y versatil industrial es muy costoso
Para compuestos . i no se opera
mp Consume menor cantidad de S P
fenolicos ; adecuadamente puede
MAE térmicamente solventes y tiempo, y se ocurrir degradacion en el
extraen mas antioxidantes 9
estables extracto
. . No se extraen compuestos
Mejora la seguridad y i
Para compuestos - ! fendlicos polares y
SFE . selectividad, y se previenen .
fendlicos no polares dafios por oxidacion requiere altos costos de
P inversion
Para compuestos
PEE fendlicos Requiere bajas cantidades Necesita trabajar a alta
térmicamente de solvente, y es mas rapida temperatura y presién
estables

Fuente: elaboracién propia con datos de Xu, Wang, Pu, Tao, & Zhang (2017). Advances in

extraction and analysis of phenolic compounds from plant materials.

2.6.3. Principios de la extraccidon asistida por ultrasonido

(UAE)

La tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido (UAE) implica la
sonicacion de una matriz vegetal. Se basa en la generacion de ondas sonoras
gue provocan burbujas de cavitacion en la vecindad de las paredes celulares (M.
K. Khan et al., 2010; Xu et al., 2017). Cuando la burbuja colapsa en la superficie
de la pared celular causa la hinchazon o lisis, o que permite la difusion de su

contenido a través de la pared (M. K. Khan et al., 2010).
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El rendimiento de la extraccion es afectado por factores como el tiempo de
sonicacion, la temperatura, la presion, la frecuencia y distribucion de las ondas,
la potencia de sonicacion, el solvente y la muestra (M. K. Khan et al., 2010; Xu et
al.,, 2017). Para la extraccion de compuestos fendlicos se debe considerar el
burbujeo de un gas inerte a la mezcla, como nitrégeno o argén, para minimizar la
oxidacion de las especies (Vinatoru et al., 2017). El gas permite reducir la
oxidacion al disminuir la energia de los impactos por cavitacion (Vinatoru et al.,
2017).

El metanol es el solvente mas adecuado para obtener altos rendimientos
de extraccion de compuestos fendlicos en diferentes matrices vegetales. (M. K.
Khan et al., 2010; Xu et al., 2017).

2.6.3.1. Mecanismo de extraccién

La sonicacién de extractos permite la generacion de burbujas de impacto
asimeétricas, como pequefios jet-martillo. El proceso puede tomar lugar en cuatro
mecanismos de difusién, segin la capa que deben atravesar los componentes
(Vinatoru et al., 2017).

. La difusion tipo | ocurre entre los componentes internos y la capa limite de

solvente que rodea la particula (Vinatoru et al., 2017).

o La difusion tipo Il ocurre por la transferencia directa desde los

componentes hasta el solvente (Vinatoru et al., 2017).

. La difusion tipo Il ocurre entre la capa limite de solvente que rodea la

particula y el solvente (Vinatoru et al., 2017).
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o Puede ocurrir un lavado o enjuague del contenido celular (Vinatoru et al.,
2017).

Figura 7. Mecanismos de extraccion por UAE

Difusién tipo |

_, Difusién tipo IT

— Difusién tipo III

Lavado

Fuente: Vinatoru, Mason, & Calinescu, (2017). Ultrasonically assisted extraction (UAE) and

microwave assisted extraction (MAE) of functional compounds from plant materials.

2.7. Métodos de analisis de compuestos fendlicos

La gran diversidad de métodos existentes, tanto para la cuantificacion
como para la caracterizacion estructural, define una amplia capacidad para
determinar la presencia de estos compuestos en diversas matrices vegetales
(Corso et al., 2020).
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2.7.1. Espectrofotometria UV-Visible

Es una técnica relativamente sencilla para determinar y cuantificar una
diversidad de metabolitos en plantas, basado en el principio de absorcion de luz

ultravioleta irradiada a la muestra (Granato, Santos, Maciel, & Nunes, 2016).

El ensayo mas conocido es el de Folin-Ciocalteu (FC). Emplea un reactivo
de una mezcla de acido fosfomolibdico y fosfotingstico para producir iones de
molibdato y tungsteno (Granato et al., 2016; Mufioz-Bernal et al., 2017). La
reaccion se lleva a cabo a condiciones de pH alcalino, con el fin de ionizar el
compuesto fendlico a su forma acida de fenolato. Este ultimo reduce al reactivo

de Folin-Ciocalteu a través de una reaccion rédox (Granato et al., 2016).

El método determina la cantidad fendlica o el contenido de taninos
condensados. Se lleva a cabo a una longitud de onda de 760-765 nm, debido a
la formacion de un croméforo azul (Aires, 2017; Mufioz-Bernal et al., 2017). El
ensayo tiene la desventaja de que el reactivo utilizado para la deteccion no es
especifico solamente para polifenoles, sino que reacciona con otras sustancias

como acido ascorbico, pigmentos, aminas o azlcares reductoras (Aires, 2017).

2.7.2. Cromatografia

El fundamento de estas técnicas se basa en la separacion fisica o quimica
de cada uno de los componentes presentes en una muestra disuelta de polaridad
compatible, llamada fase movil (Magiera & Zareba, 2015). Al pasar a través de
una fase estacionaria solida, debido a las diferencias en las propiedades de
separacion de las moléculas presentes, presentaran variabilidad en la elucién o
retencion en una de las dos fases (Aires, 2017; Xu et al., 2017). La cromatografia,

en general, para la identificacion de compuestos fitoquimicos, se clasifica en:
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Cromatografia de gases (GC): es til para la identificacion y cuantificacion
de compuestos fenolicos como taninos, flavonoides o antocianinas. Los

compuestos se separan segun sus diferencias de volatilidad (Aires, 2017).

La columna se encuentra vinculada a un detector de ionizacién de llama.
También se puede acoplar un detector de espectrometria de masas (MS)

para mejorar la selectividad y sensibilidad (Aires, 2017; Xu et al., 2017).

Cromatografia liquida (LC): dentro de estas se encuentra la Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Permite separar, caracterizar y
cuantificar, con mejor selectividad y eficiencia el contenido total de
flavonoles (Aires, 2017; Granato et al., 2016).

Utiliza un solvente presurizado como fase mavil que porta la muestra
vegetal. A través de su paso por una columna rellena con material
adsorbente permite la separacion, basada en las diferencias de retencion
(Aires, 2017). Cuando se acopla un detector UV se pueden determinar
multiples flavonoides y acidos fendlicos (X. Zhang, Zhou, Liu, Li, & Whang,
2016). Un detector de espectrometria de masas (MS) permite identificar
numerosos polifenoles y provee informacién estructural acerca de estos.
Es uno de los detectores mas sensibles (Loépez-Cobo et al., 2016; Xu et
al., 2017).

Cromatografia de capa fina (TLC): utiliza una placa adsorbente dentro de
una camara de una mezcla de solventes. Permite separar los compuestos
debido a diferencias de polaridad, segun sus distancias recorridas (Xu et
al., 2017).
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Existen otras técnicas que pueden ser Utiles para separar compuestos
fendlicos, como la cromatografia de ultra resolucion (UPLC), cromatografia
en columna de adsorcién o cromatografia de intercambio i6nico (Aires,
2017; Xu et al., 2017).

2.7.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC-MS)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada con un
detector de masas (MS) es una técnica muy avanzada con alta sensibilidad y
selectividad (Xu et al., 2017). Permite la deteccién de un amplio rango de
compuestos fendlicos en sus diferentes formas isoméricas: glicosilados y libres
(Navarro et al., 2019). Puede proveer informacion estructural acerca de los

compuestos presentes en la muestra (Navarro et al., 2019; Xu et al., 2017).

La presencia de polifenoles se puede verificar mediante la absorbancia
caracteristica de cada componente, la medicibn de la masa del ion
pseudomolecular [M — H]~ o mediante informacién previamente publicada
(Rosero et al., 2019).

2.7.4. Espectrometria infrarroja

El espectrometria infrarroja (IR) y la espectrometria infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) son técnicas analiticas utilizadas para
caracterizar diferentes compuestos organicos presentes en extractos de plantas
(Johnson, Mani, Ashwath, & Naiker, 2020; Patle et al., 2020).

Es un ensayo no destructivo que se basa en la deteccion de diferentes

grupos funcionales como alcoholes, acidos carboxilicos o carbohidratos, dentro

de la region infrarroja del espectro electromagnético (4000-400 cm?) (Patle et al.,
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2020). Los estiramientos que los grupos O-H y C-H presentan a una frecuencia
de 3700-2500 cm™ que permiten detectar la presencia de fenoles en matrices
biolégicas. Es muy util para identificar acidos fendlicos, flavonoles o flavonas
(Patle et al., 2020; Xu et al., 2017).

Figura 8. Resumen de métodos de analisis de compuestos

fendlicos

[ Phenolic compounds analysis methods ]
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electrophoresis || spectroscopy

Ultraviolet detector

Detectors Detectors -
Diode array detector
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Flame lonization detector

L
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Fuente: Xu, Wang, Pu, Tao, & Zhang (2017). Advances in extraction and analysis of phenolic

compounds from plant materials.

2.7.5. Voltametria ciclica (CV)

La voltametria ciclica (Cylic Voltammetry, CV, en inglés) es una técnica
electroquimica utilizada para la determinacion de los potenciales de reduccion y
oxidacion de ciertas especies moleculares (Elgrishi et al., 2018). Los polifenoles

o compuestos fendlicos son compuestos electroactivos. Al aplicar voltametria
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ciclica a los extractos fendlicos se pueden trazar los potenciales del sistema de
oxido-reduccion (Makhotkina & Kilmartin, 2012).

La voltametria ciclica es muy utilizada por su alta sensibilidad, rapidez,
simplicidad y versatilidad para los andlisis electroquimicos de diversas soluciones
quimicas (Keffous et al., 2016). Los voltamogramas son los graficos obtenidos
por voltametria ciclica. El eje x representa el potencial aplicado y el eje y la

corriente resultante (Elgrishi et al., 2018). En la Figura 9 se muestra la convencion
de medicion recomendada por la IUPAC.

Figura 9. Voltamograma ciclico segun IUPAC
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Fuente: Elgrishi, Rountree, McCarthy, Rountree, Eisenhart, Dempsey (2018). A practical

beginner's guide to cyclic voltammetry.

El sistema siempre consta de tres electrodos. El electrodo de trabajo es
generalmente de carbon vitreo. El electrodo de referencia es de Ag*/Ag (Elgrishi
et al., 2018). Y el electrodo de medicién es de carbén (Elgrishi et al., 2018) o
platino (Makhotkina & Kilmartin, 2012). Factores como el rango de potencial, el

namero de ciclos o la velocidad de escaneo son importantes en una medicion
voltamétrica (Elgrishi et al., 2018).
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2.7.6. Voltametria de onda cuadrada (SWV)

La voltametria de onda cuadrada (o Square Wave Voltammetry, SWV, en
inglés), es una técnica electroquimica basada en el escaneo de los picos de
oxidacion o reduccion de las especies electroactivas al suministrar corriente en
pulsos negativos y pulsos positivos (Newair, Kilmartin, & Garcia, 2018). Esta
técnica también ha sido utilizada para la caracterizaciéon de polifenoles y su
capacidad antioxidante debido a un menor consumo de especies electroactivas,
mayor rapidez para analisis y menores problemas de envenenamiento de

electrodos (Newair et al., 2018).

2.8. Nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI)

Las micro y nanoparticulas de hierro cerovalente son formas elementales
del hierro metalico a micro y nano tamafio (Mukherjee, Kumar, Sinha, Lama, &
Saha, 2016; Raman & Kanmani, 2016). Poseen una gran &rea superficial, alta
reactividad y comportamiento reductor. Se han utilizado ampliamente en la

remocion de polutantes en el ambiente (Raman & Kanmani, 2016).

El hierro cerovalente (Fe) es una fuente excelente para la reduccién de
numerosas reacciones quimicas, actuando como donador de electrones (Y. Liu

& Wang, 2019), de acuerdo con la siguiente reaccién de 6xido/reduccion:
Fe® - Fe3t +3e~ (E°=—0.04V)
Donde E° el potencial de reduccion estandar. En comparacion con otros
metales, es menor. Esto le permite actuar como agente reductor en presencia de

diferentes metales, como arsénico o cromo (Poguberovi¢ et al., 2016; Yan et al.,
2010).
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En condiciones ambientales, se oxida a Fe?" y Fe®*, permitiendo la
formacion de oxidos de hierro como el FeO o FesOa4 (Y. Liu & Wang, 2019).

2.8.1. Efecto del pH

Las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI), se ven afectadas por el
pH del medio en la que se encuentren debido a la formacion de 6xidos de hierro,
fendmeno conocido como corrosién (Y. Liu & Wang, 2019; Raman & Kanmani,
2016).

Este efecto se puede explicar a través del diagrama de Pourbaix (Figura
10), que correlaciona la especie de hierro con el pH y su potencial de 6xido-

reduccion (Y. Liu & Wang, 2019).

Figura 10. Diagrama de Pourbaix del hierro a condiciones
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Fuente: Liu & Wang (2017). Reduction of nitrate by zero valent iron (ZVI)-based materials: A

review.
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2.8.2. Caracteristicas de las nanoparticulas de hierro
cerovalente (nzZVI)

Las propiedades estructurales de las particulas de nZVI, como su tamafio
y area superficial pueden variar dependiendo de las condiciones de sintesis
(Raman & Kanmani, 2016). El tamafio tipico de las nZVI se encuentra entre 10
y 100 nm. Mientras mas pequefias tendran una mayor relacion area superficial-
volumen, y por lo tanto una mayor superficie reactiva (Yirsaw et al., 2016). La
morfologia superficial de las nano particulas incluye una forma aflorada y
esférica, altamente dispersas. Se pueden conseguir formas mas cristalinas como
cuasiesferas o cadenas (Y. Liu & Wang, 2019). Algunos de los potenciales

beneficios que brindan, son:

Fuertes propiedades de adsorcion, reactividad y movilidad

o Capacidad de regeneracion y reusabilidad
o Provee mejoras en el tratamiento de contaminantes en agua y suelos
o Compatible con otros enfoques de tratamiento, es decir, puede remover

tanto compuestos organicos como inorganicos.

o Altamente efectivos y apropiados para la degradacién de patégenos.

Presentan ciertos problemas como aglomeracién de algunas particulas
qgue no fueron superficialmente modificadas. Su alta reactividad con el oxigeno

ambiental puede provocar corrosion (Ken & Sinha, 2020).
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2.9. Caracterizacion de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI)

Las técnicas instrumentales mas utilizadas para el analisis de la
morfologia, tamafio y otras caracteristicas de la hanoparticulas metalicas son las

del tipo 6ptico, como la microscopia electronica (Mukherjee et al., 2016).

2.9.1. Microscopia electrénica

El analisis de la morfologia de las nanoparticulas de hierro cerovalente, se
puede llevar a cabo por medio de Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).
La técnica puede determinar la forma, distribucién y tamafio de las particulas
(Mukherjee et al., 2016; Taha & Ibrahim, 2014).

Se puede acoplar con un espectrometro de Energia Dispersiva de Rayos
X (EDX), para identificar su composicion elemental (Iravani, 2011). Las
caracteristicas superficiales y la textura formada entre las nanoparticulas se
puede visualizar por medio de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) (Taha
& Ibrahim, 2014).

2.9.2. Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X (XRD), es una técnica muy util para la evaluacién
de la estructura cristalina de las nanoparticulas (Guo et al., 2020; Meva et al.,
2019). Los difractogramas de nanomateriales pueden brindar informacién acerca
de la composicion de las fases, el tamafio del cristal, la red cristalina o la

orientacion cristalogréafica (Meva et al., 2019).
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La ley de Bragg relaciona la longitud de onda (1) incidida y reflectada por
los planos atémicos de separacion d y el angulo de difracciéon () (Meva et al.,
2019).

2dsin8 = na

Del angulo obtenido por un andlisis de difraccion de rayos X permite
determinar el tamafio promedio del cristalito, por medio de la ecuacion de
Scherrer (Meva et al., 2019).

Donde D, es el tamafio promedio del cristal, K es una constante o factor
de forma adimensional, 4 es la longitu de donda de Cu-Ka y S es la anchura a
media altura (FWHM), de los picos de difraccién a un angulo de Bragg 6 (Meva
et al., 2019).

Cada uno de los picos que se obtienen en el difractograma pueden
asociarse a las especies que se forman alrededor de la estructura, antes y
después de una reaccion. Generalmente se forman especies de FeO, FeOOH,
Fe203 y FesO4 (Guo et al., 2020).

Se pueden detectar cambios en la composicion y tamafio de las particulas
como resultado de su sintesis. Cuando se alcanza una buena formacién de la
fase cristalina del hierro metélico se visualizan elongaciones finas y largas

(Yuvakkumar, Elango, Rajendran, & Kannan, 2011).
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2.9.3. Refinamiento de Rietveld

Al realizar un andlisis de difraccién de rayos X de polvos se puede aplicar
el método de Rietveld. Consiste en un refinamiento paramétrico de las
estructuras cristalinas (Pereira, Costa, Souza, Haddad, & Ferreira, 2018). El
método permite obtener refinamientos de los picos del difractograma, mejorando
los resultados obtenidos por difraccion de rayos X (Lal et al., 2019). Permite
brindar mas informacion acerca del tamafio de cristal y su estructura cristalina
(Pereira et al., 2018).

Con el refinamiento de Rietveld se consiguen no solo mejorar el patrén de
difraccion, sino también cuantificar las fases presentes en la nanoparticula o
cristal (Lal et al., 2019; Pereira et al., 2018).

2.9.4. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
A través de un analisis de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR) se identifican las interacciones entre las biomoléculas del extracto
asociadas a las nanoparticulas de hierro (Rajeshkumar & Rinitha, 2018).
Se puede detectar la presencia de grupos fenoles, carboxilos, carbonilos
y especies asociadas directamente con el hierro metélico. Se pueden también
identificar los estiramientos de los enlaces Fe-O o FeOOH (Guo et al., 2020).
2.9.5. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X
Se puede determinar la composicion superficial de las nanoparticulas de

hierro mediante espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS). Alcanza una

profundidad de andlisis de menos de 10 nm (Mukherjee et al., 2016).
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2.9.6. Dispersion de luz dinamica

Uno de los métodos mas comunes para analizar la distribucion de los
tamafios de particula dentro de una matriz o suspension es el analisis por
dispersion de luz dindmica (DLS) (Meva et al., 2019; Wei et al., 2017).

Se basa en el andlisis de la intensidad de las fluctuaciones de luz
dispersada por las nanoparticulas como resultado de las interferencias entre las

cargas superficiales o el movimiento por difusién de las mismas (Wei et al., 2017).

2.9.7. Potencial Zeta

Mediante un espectrometro electroacustico de potencial zeta ({) se puede
analizar la carga superficial de las nanoparticulas de hierro (Mukherjee et al.,
2016; Wei et al., 2017).

La aplicacién de un potencial eléctrico sobre la doble capa de cargas que
rodea en forma coloidal la nanoparticula permite identificar la movilidad de los
electrones e indicar su estabilidad (Wei et al., 2017).Una de sus desventajas es
gue es muy sensible a los cambios de pH y la fuerza iénica del medio (Mukherjee
et al., 2016).

2.9.8. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

El barrido de la superficie de una muestra de nanoparticulas por medio de
microscopia de fuerza atémica permite recopilar informacion de las
caracteristicas topograficas que presentan las nanoparticulas metalicas
suspendidas en un medio suspendido (Arreche, Montes de Oca-Vasquez, Vega-

Baudrit, & Vazquez, 2020). Ademas de obtener el patrén topografico, un analisis
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de AFM brinda informacién acerca del tamafio, distribucion y forma de las
nanoparticulas (Arreche et al., 2020; Bagheri, Jafari, & Eikani, 2021).

2.10. Mecanismo para la remocion de contaminantes: Core-Shell

La aplicacion de particulas de nzZVI en el tratamiento de diversos
polutantes se lleva a cabo por la formacion de una estructura conocida como
Core-Shell. Ocurre tanto en el tratamiento de agua como en suelos (Yan et al.,
2010).

Figura 11. Esquema del Core-Shell de una nanoparticula nZVi

Reduction

G 0
Surface 4\ Hg
mineralization

— N2t Sorption +

/ Reduction

Sorption +
Precipitation

Fuente: Yan, Herzing, Kiely, & Zhang (2010). Nanoscale zero-valent iron (nZVI): Aspects of the

Core-Shell structure and reactions with inorganic species in water.

Esta estructura es un complejo entre hierro, polifenoles e hidroxido de
hierro y puede ser identificada mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) (Desalegn et al., 2019). Puede llegar a tener un didmetro de entre 20 y 45
nm (Saif et al., 2016).
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2.10.1. Formacién de la estructura Core Shell

El proceso de biorreduccion de la sal de hierro (FeClzs), para la formacion
de la estructura cerovalente se puede llevar a cabo mediante la siguiente reaccion
radicalaria (Saif et al., 2016):

FeCl; + H,0 — [Fe(H,0),]3* + H,0
R + [Fe(H,0),]3* + H,0 - [Fe(H,0),]** + H* + R — OH
[Fe(H,0),]?>" + 2R~ + H* + OH™ - Fe?*0* + Fe?*Fe3t*0?2" + R—H+ R — OH~

Debido a la variedad de compuestos fendlicos en los extractos vegetales
también puede ocurrir la formacion de complejos entre el ion férrico y los

polifenoles (Figura 12) (Saif et al., 2016).

Figura 12. Formacién de complejo polifenoles-nanoparticulas de
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Fuente: Wang (2013). Iron complex nanoparticles synthesized by eucalyptus leaves.

La formacién de la estructura Core-Shell es producida mediante la
guelacion de los polifenoles y el hierro cerovalente de las nanoparticulas (Saif et

al., 2016). En interaccién con el medio acuoso y diferentes compuestos metéalicos
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forma una interfase de adsorcion y una de intercambio de electrones. Esta
constituida principalmente por hidréxido de hierro (Saif et al., 2016; Yan et al.,
2010). Las reacciones rédox, adsorcion o de coprecipitacién son los principales
mecanismos de remocién de contaminantes que se llevan a cabo con las
nanoparticulas nZVI (Mukherjee et al., 2016; Raman & Kanmani, 2016; Saif et al.,
2016).

Los mecanismos de remocién son muy importantes para la reduccion de
oxidantes fuertes disponibles en el ambiente. Pueden ser compuestos clorados,
pesticidas, bifenilos policlorados, aniones inorganicos o metales pesados (Yirsaw
et al., 2016).

2.11. Cromo hexavalente

El cromo hexavalente (Cr(VI)), es un contaminante presente en los
residuos de una variedad de industrias (Yan et al., 2010). Se puede movilizar a
través los ciclos geoquimicos y biolégicos de aguas subterraneas, suelos o rios.
Debido a su efecto cancerigeno y mutagénico puede provocar problemas en
diversas especies, incluidos los humanos (Yirsaw et al., 2016). Su esparcimiento
o liberacion ocurre en industrias de siderurgia, cromado de metales, produccién
de pigmentos y textiles o curtido del cuero, en donde es desechado en grandes
cantidades (Yan et al., 2010; Yirsaw et al., 2016).

Su solubilidad en agua es mas alta que el cromo trivalente (Cr(lll)), el cual
es menos peligroso. Se encuentra mayormente en su estado toxico. La reduccion
de Cr(VI) a Cr(lll), es el enfoque de tratamiento mas comun en suelos y agua
(Saha et al., 2011; Yirsaw et al., 2016). La Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos, basada en los efectos dermatolégicos, definio que el

estandar limite permisible de Cr en agua potable debe ser no mas de 0.10 mg/L.
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Por el contrario, otros paises como Canada, México o la OMS lo han definido
como 0.05 mg/L (Barrera-Diaz et al., 2012).

El Cr(VI) puede existir en solucién acuosa bajo diferentes formas: iones
dicromato (Cr207%), iones cromato (CrOs*), &cido crémico (H2CrOs) e
hidrogenocromato (HCrO4). La distribucion relativa de estas especies depende
del pH, concentracién de Cr(VI) y el potencial redox (Barrera-Diaz et al., 2012).
La distribucién y predominancia de cada especie se puede representar por medio
del diagrama de Pourbaix, como el de la Figura 13. Este diagrama demuestra
que la solubilidad del cromo es menor en su forma de hidroxido, cuando el pH es

alcalino (Barrera-Diaz et al., 2012).

Figura 13. Diagrama de Pourbaix del cromo
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Fuente: Zhilin (2011). Pourbaix diagram for chromium. Consultado el 21 de noviembre de 2021.

Recuperado de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pourbaix-cr.png.
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2.11.1. Mecanismo de remocién de Cr(VI)

La reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) en presencia de nanoparticulas de hierro
Fe®, ocurre a través de la oxidacion a Fe(ll) y Fe(lll). Luego el Cr(lll) co-precipita
en su superficie (Wei et al., 2017; Yirsaw et al., 2016). Si la reaccién se lleva a
cabo en medio acuoso se genera la forma hidroxidada del hierro. Esta reaccion

de reduccién de cromo genera un efecto efervescente (Yirsaw et al., 2016).

2HCr0,” + 3Fe® + 14H* - 3Fe?* + 2Cr3* + 8H,0
3Fe?* + Cr0,%” + 16H* - 3Fe?* + 2Cr3* + 8H,0

Algunos factores que afectan su remocion son la concentracion de las
nanoparticulas nZVI, tiempo de residencia y cinética de adsorciéon del cromo(VI)

sobre las nanoparticulas (Yan et al., 2010; Yirsaw et al., 2016).

Figura 14. Esquema del mecanismo de remocion de Cr(VI) por las

nZVl
Extracts
7N HO
Crft E‘r",Fe”/’;él:_\

| \ Cr(OH) ,+\\

(CryFep.0)(OH3)]

or Crl.Fel,,‘OOHvL

g membrane

Mechanism of removing cr*

Fuente: Wei, Fang, Zheng, Tsang (2017). Biosynthesized iron nanoparticles in aqueous extracts

of Eichhornia crassipes and its mechanism in the hexavalent chromium removal.
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Para la remocion de Cr(VI), existen muchos otros métodos. Los métodos
electroquimicos han ganado importancia durante los ultimos afios, debido a su

alta eficiencia y bajo costo (Peng et al., 2019).

2.11.2. Proceso Electro-Fenton

El proceso Electro-Fenton consiste en la generacion de peréxido de
hidrégeno (H202) en presencia de iones ferrosos (Fe?*) (Rahmani et al., 2015). A
través de la reaccion Fenton se mejora el potencial electroquimico del H20:. Este
es el responsable del potencial 6xido-reductor en la reaccién, por medio de la

generacion de iones hidroxilo (Rahmani et al., 2015; Saif et al., 2016):

Fe?* + H,0, + H* - Fe3* + OH" + H,0

Fe3* + e~ - Fe?*

Al aplicar nanoparticulas de hierro cerovalente se sigue un mecanismo

mas complejo, pero mucho mas reactivo (Saif et al., 2016).

Fe® + H,0, — Fe?* + 20H™
Fe,05/Fe;0, + H* - Fe?* /Fe3* + H,0
Fe?* + H,0, —» Fe3* + OH™ + OH’

La precipitacion del metal es una parte muy importante del proceso. La
reaccion puede permitir una reduccion del Cr(VI) a Cr(lll), por la oxidacion de los

iones ferrosos generados (Rahmani et al., 2015).

A05<pH<6.5:

6Fe?* + Cr,0,°” + 14H* — 6Fe?* + 2Cr3* + 7H,0
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A pH >6.5:

3Fe?* + Cr0,%” + 4H,0 — 3Fe?* 4+ 2Cr3* + 80H™

2.11.3. Cinética de lareaccidn Fenton

Para la degradacion de contaminantes organicos por la reaccion Fenton
se han propuesto diferentes modelos cinéticos, en el que la velocidad de reaccién
depende de la concentracion de la especie contaminante y los radicales OHe

generados en la reaccion (Shokri, 2017):

dc ,
= = —kIC][0H"]

No obstante, el proceso Electro-Fenton sigue un modelo de orden cero
(Rahmani et al., 2015; Shokri, 2017):

dc _
dt
2.11.3.1. Modelos cinéticos para lareaccion Fenton

Para relacionar la concentracién de Cr(VIl) en funcién del tiempo se
pueden utilizar modelos cinéticos que determinen el tipo de orden que sigue la
reaccion de remocioén de Cr(VI) por el proceso Electro-Fenton (Rahmani et al.,
2015).

. Modelo de orden cero
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ac = ko
o Modelo de primer orden

dc L C

de 1

Al utilizar el método integral, desde una concentracion inicial C, hasta una

concentracion final C;, se obtiene para el modelo de orden 1:

Ce

dc
? = kl dt
Co

In(C,) —In(Cy) = —k;t
In(C,) = —k,t + In(Cy)

Esta linealizacion se puede utilizar facilmente para representar los datos

cinéticos y obtener la constante cinética de cada experimento.

o Modelo de segundo orden

Alintegrar la ecuacion diferencial, desde una concentracion inicial C, hasta

una concentracion final C;, se obtiene:
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Ct

dc

F:_kzdt
Co

! =k,t + !
c, G

De esta ultima linealizacion fueron ajustados los datos cinéticos para
obtener su constante cinética, a cada experimento. Al comparar los coeficientes
de determinacion de cada modelo se logré determinar cual de los modelos se

ajusta mejor a los datos de la reaccion.
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3.1.

3. DISENO METODOLOGICO

Variables

A continuacién, se muestran las variables propuestas en la investigacion:

Tabla lll. Variables propuestas de la investigacion, en fase de extraccion,

determinacion e identificacibn de compuestos fendlicos del

epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.)

Factor potencial de disefio

Variable Dimensionales Constante Variable
Extraccion y determinacién de los compuestos fenélicos del epicarpio de aguacate
Masa de cascara de aguacate g X
Frecuencia de sonicado kHz X
Tiempo de extraccion min X
Potencia de sonicado W X
Relacién de volumen mL/100 mL X
Concentracién de epicarpio g/mL X
Velocidad de centrifugado rpm X
Longitud de onda nm X
Absorbancia Adimensional X
Rendimiento de extraccién g materia seca/g muestra X
Contenido Total de Fenoles mg EAG/g extracto seco X
Flavonoides Totales mg EQ/g extracto seco X
Absorbancia= f(Contenido Total de Fenoles (CTF), Flavonoides Totales)
Velocidad de fase mévil mL/min X
Temperatura del horno °C X
Tiempo de retencién min X
Relacion m/z a.u. X
Abundancia relativa Adimensional X
Tiempo de andlisis min X
Composicién lg/g extracto seco X

Relacién de volumen de solventes = f(Tiempo de analisis)
Abundancia relativa = f(Tiempo de retencién, m/z)

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IV. Variables propuestas de la investigacion, en fase de sintesis y
caracterizacion y aplicacion de las nanoparticulas de hierro

cerovalente

Factor potencial de disefio

Variable Dimensionales Constante Variable
Voltametria ciclica del extracto de epicarpio
Potencial de electrodo de trabajo \% X
Corriente A X
Velocidad de barrido mV/s X
Potenciales catddico y anédico \% X

Corriente = f(Potencial de electrodo de trabajo)

Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI)

Relacion de volumen extracto:Fe(lll) mL/mL X
Temperatura de trabajo °C X
Escala de medicion nm X
Tamafio de particula nm X
NUmero de onda cm? X
Transmitancia a.u. X
Intensidad de la sefial kcps X
Longitud de onda plano incidente nm X
Angulo 260 ° X
Distancia interplanar A X
Parametros estructurales cristalinos A; Adimensional X

Frecuencia estadistica = f(Tamafio de particula); Transmitancia = f(NUmero de onda)
Intensidad de la sefial = f(Angulo 26, Composicion elemental)
Reaccion Fenton para remocion de Cr(VI)

Concentracién de Cr(VI) mg/L X
pH Adimensional X
Tiempo min X
Concentracién de H20:2 mL/L X

Volumen de solucién de nZVI mL

Longitud de onda nm X

Absorbancia Adimensional X
En porcentaje Remocién de Cr(VI) Adimensional X

mg/ L-min, min?,
L/(mg-min)

pH, Concentracion de Cr(VI) = f(Tiempo); Absorbancia = f(Concentracion de Cr(VI))

En porcentaje Remocién de Cr(VI) = f(pH, Concentracion inicial de Cr(VI), Tiempo)

Constante cinética (PZO, PSO, PSO) X

Fuente: elaboracién propia.
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3.2. Delimitacion del campo de estudio

El estudio de la remocion de Cr(VI) utilizando nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVI) por el proceso Electro-Fenton comprende las areas de
electroguimica, nanotecnologia y quimica de productos naturales. Debido a la
interrelacion entre varias areas cientificas, la investigacion se realizé en los

siguientes laboratorios:

o Centro Nacional de Innovaciones Biotecnolégicas (CENIBiot), Centro
Nacional de Alta Tecnologia (CeNAT-CONARE), San José Costa Rica; en
donde se obtuvo el extracto de la cascara del aguacate asistida por

ultrasonido, caracterizacion del extracto y liofilizaciones requeridas.

o Centro de Electroquimica y Energia Quimica (CELEQ), Escuela de
Quimica, Universidad de Costa Rica (UCR), San José Costa Rica; en él

se llevo a cabo el anélisis de CV y SWV del extracto.

o Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC), Centro Nacional de
Alta Tecnologia (CeNAT-CONARE), San José Costa Rica; en donde se
llevo a cabo la sintesis y caracterizacion (FTIR, AFM y TEM) de las nZVI.

o Unidad de Difraccion de Rayos X (UDRX), Escuela de Quimica,
Universidad de Costa Rica (UCR); donde se realiz6 la caracterizacion

cristalografica por Difraccion de Rayos X de polvos.

o Laboratorio de Fisicoquimica, Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia (CCQQFar), Universidad de San Carlos de
Guatemala; donde se realizo el estudio colorimétrico de remocion de

Cr(VI) por el proceso Electro-Fenton utilizando las nZVI.

53



3.3. Recursos humanos disponibles

Investigador: Br. Brian Fernando Lopez Campos

Asesor: Dr. Edward Mario Augusto Guerrero Gutiérrez
Director LANOTEC Dr. José Roberto Vega-Baudrit

Investigador LANOTEC  Dr. Sergio A. Paniagua Barrantes

Director UDRX-UCR Lic. Leonardo Quesada Roman

Director CELEQ-UCR Dr. Jean Sanabria Chinchilla

Director DFQ-USAC Lic. Christian Farfan

3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria, reactivos)

Los materiales utilizados en la investigacion se muestran a continuacion:

3.4.1. Reactivos

. Aguacate variedad Hass, Comercial Dominguez, calidad Extra

. Agua destilada desmineralizada tipo Ill, HARLECO, pura

o Hexano GC grado ACS, J.T. Baker, pureza 99.76 %

) Metanol grado HPLC, J.T. Baker, >99.9 %

. Cloruro férrico en polvo anhidro, Sigma-Aldrich, >99 %

. Peréxido de hidrégeno (estabilizado con estanato de sodio), Fisher
Scientific, solucién 30 %.

. Dicromato de potasio grado analitico, Merck, =99.0 %.

. 1,5-Dipfenilcarbazida grado reactivo, Sigma-Aldrich, =99 % (TLC).

. Nitrégeno Ultra Alta Pureza (UAP), Praxair, 99.999 %.

) Hidroxido de sodio grado ACS, Merck, >97.0 %.

. Acido sulfarico grado ACS, Merck, 95.0-98.0 %.

. Reactivo Folin-Ciocalteu grado reactivo, Sigma-Aldrich, solucién 2 M.
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Acido férmico grado ACS, J.T. Baker, >88 %.

Acetona grado HPLC, Sigma-Aldrich, >99.8 %.

Solucién de carbonato de sodio al 20 %, CENIBiIot (preparada en el lugar).
Solucién de acetato de sodio 1 M, CENIBIot (preparada en el lugar).
Solucién de cloruro de aluminio al 1 %, CENIBiot (preparada en el lugar).
Mica de Muscovita (50x75 mm) de 0.15-0.21 mm, EMS, calidad V-1.

Resina de silicon HP 200, Sepax Technologies.

3.4.2. Equipos de medicién

Espectrofotometro UV-Visible (marca Shimadzu, modelo UV-1800)
Lector de microplacas (marca BioTek, modelo SYNERGY H1)
Cromatografo Liquido de Alta Resolucion acoplado con Espectrometria de
Masas (HPLC-ESI-MS) (marca Agilent, modelo 1200) que consiste en:
bomba binaria, desengrasante, autosampler, compartimento de
termostato de columna, detector de arreglo de diodos, columna C18
150x2.1 mm (marca Phenomenex, modelo Luna), sistema de andlisis MS
(marca SCIEX, modelo 4000 QTRAP).

Potenciostato/Galvanostato  Autolab  (marca  Metrohm,  modelo
PGSTATI128N) con una celda de tres electrodos.

Electrodo de carboén vitreo (marca Metronm, modelo 6.1204.110).
Electrodo auxiliar de barra de grafito (marca Metrohm, modelo
6.1247.000).

Electrodo de referencia de Ag/AgCl (marca Metrohm, modelo 6.0726.100).
Microscopio Electronico de Transmision (TEM) con Espectrémetro de
Energia Dispersiva de Rayos X (EDX) (marca JEOL, modelo 2010/3010).
Microscopio de Fuerza Atémica (AFM) (marca Asylum Research, modelo
MFP-3D) sobre table stand (marca Herzan, modelo TS-150).
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Difractometro de Rayos X (XRD) (marca Bruker, modelo XD8 Advance).
Espectrometro Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) (marca
Thermo Scientific, modelo Nicolet iS5).

Potencidometro (marca Sartrorius, modelo PB-11).

Fuente de poder DC regulada (marca EZ, modelo GP-1505).

Balanza analitica (marca Boeco, modelo BXX31).

Balanza de precision portatil (marca Adam Equipment, modelo HCB 1502).
Micropipeta de 20-200 uL (marca Eppendorf, modelo M36872F).
Micropipeta de 10-100 uL (marca Eppendorf, modelo 151342A).

3.4.3. Equipo adicional

Rotaevaporador (marca Buchi, modelo R-215), con accesorios: bafio de
agua (B-491), bomba de vacio (V-700), controlador de vacio (V-850) y
enfriador recirculante (marca Ecoline Star Edition, RE-104).

Campana de extraccion de gases (LABCONCO, 081195498X).

Bafo ultrasonico (marca Branson, modelo 2510R-DTH).

Liofilizador (marca Buchi, modelo L-300).

Centrifuga (marca Fisher Scientific, modelo 15393528).

Agitador magnético (marca IKA, modelo C-MAG HSIO).

Agitador magnético (marca Thermo Fisher Scientific, modelo C-MAG
HSIO).

Agitador magnético (marga Scilogex, modelo SCI340-HS).

Molino de café eléctrico (marca KitchenAid, modelo BCG111ER).

Tangue de nitrégeno (marca Theodore Branch, modelo L03).
Refrigerador de doble compartimento (marca Fogel, modelo desconocido).
Microrejilla de cobre de 400 mesh para TEM, 4 mm de diametro (marca
EMS Diasum, modelo FCF 400-Cu).

56



Electrodos de barra de grafito (7.5 cm?).

3.4.4. Cristaleria y materiales

Erlenmeyer de 250 mL y 500 mL

Probetas de 25 mL y 100 mL (marca Premiere)

Beaker de 100 mL, 250 mL, 600 mL (marca KIMAX)

Bal6n aforado de 50 mL, 100 mL y 250 mL (marca LMS)

Balones esmerilados de 500 mL (marca ILMABOR, tamafio NS24)
Balén esmerilado de 100 mL (marca Schott Duran, tamafio NS14)
Frascos de boro 3.3 (marca BOECO, modelo 1510)

Pipeta de 1 mL (marca Superior Marienfeld, modelo AS/DIN, £0.01 mL)
Pipeta de 5 mL (marca LMS, modelo AS/DIN, £0.03 mL)

Tubos de ensayo de 20 cm (marca Sartorius, modelo 9820)

Tubos de ensayo de 2 mL (marca Greiner Bio-One, modelo 2015-06)
Filtro de Nylon 45/33 (tamafio de poro 0.45 um, diametro 33 mm), estéril
Filtro de PTFE 45/33 (tamafio de poro 0.45 um, diametro 33 mm), estéril
Microplacas y gradillas para microplacas

Celdas de espectrofotometro de 10 mm (cuarzo y plastico)

Tamiz mesh 40 (marca Home Concept)

Viales (1 mL, 5 mLy 10 mL)

Puntas de micropipeta (1 mLy 2 mL)

Jeringas de 5 mL (marca NIPRO, JD-05L2238-SB)

Microjeringa de 20 uL (sin informacién, propiedad de CENIBiot)
Toallitas Kimwipes (marca Kimberly-Clark, Kimtech Science, 34155)
Adaptador para balones NS24 a Rotaevaporador (marca Keck, modelo 24)
Desecador

Pastilla de agitador magnético pequefia
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3.5.

Vidrios de reloj, cajas Petri y portaobjetos

Espatulas y pinzas

Embudo de filtracién

Gradillas

Mangos de succién

Manguera, regulador y aguja de tanque de nitrdgeno

Cables puente con pinzas tipo lagarto, cinta de aislar y masking tape

3.4.5. Equipo de proteccion personal

Guantes de nitrilo
Guantes térmicos
Mascarilla

Lentes

Botas industriales

Bata de laboratorio

Técnica cualitativa o cuantitativa

Las técnicas analiticas instrumentales que se utilizaron en la investigacion

son de enfoque cualitativo y cuantitativo (mixto).

extracto de epicarpio de aguacate se utilizé el enfoque cualitativo con la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD-ESI-MS). Para su
cuantificacion fue utilizada la técnica de espectrofotometria UV-Vis. El potencial

redox del extracto de epicarpio de aguacate fue cuantificado por voltametria

Para la caracterizacién de los compuestos fendlicos presentes en el

ciclica (CV), y voltametria de onda cuadrada (SWV).
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Para la caracterizacion de las nanoparticulas de hierro cerovalente (nZV1),
fueron empleadas las técnicas de microscopia electronica de transmision (TEM),
microscopia de fuerza atomica (AFM), difraccién de rayos X de polvos (XRD) y
espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), con enfoque
cualitativo. La cuantificacion de las fases presentes en la superficie de las
nanoparticulas fue realizada en el difractometro de rayos X con el refinamiento
de Rietveld. ElI avance de la reaccion Fenton para la remocién de cromo

hexavalente fue controlado por medio de espectrofotometria UV-Vis.

3.6. Recoleccién y ordenamiento de lainformacion

La recopilacion de datos cualitativos y cuantitativos que relacionan las
variables experimentales fue divida en tres etapas, como se muestra en la Figura
15. Las etapas 1 y 2 consisten principalmente en caracterizaciones. La etapa 3
es la que presenta el estudio de aplicacion de las nanoparticulas de hierro

cerovalente (nZVI).

Figura 15. Esquema las etapas de recoleccion de informacion

~
» Extraccion y caracterizacion del extracto de epicarpio de

aguacate
J

~
* Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVI)
J

~
* Aplicacion de las nanoparticulas de hierro cerovalente
(nZV1) en el Proceso Electro-Fenton

Fuente: elaboracion propia.
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3.6.1. Extraccion y caracterizaciéon de compuestos fendlicos
del epicarpio de aguacate

Para llevar a cabo la obtencién del extracto de epicarpio de aguacate se

siguié la secuencia de pasos descrita a continuacion:

3.6.1.1. Preparacion de la muestra

Se retir6 el epicarpio de 5 aguacates y se eliminé la pulpa con una cuchara.
La cascara o epicarpio se corté en trozos pequefios (cuadritos). A esta pulpa se
le adicion6é hexano para lavar y remover los excesos de pulpa. Luego se
colocaron las muestras de epicarpio en un beaker de 1 L y se llevo al horno a 30
°C por 2 h hasta alcanzar una humedad de entre 5-7 %. Posteriormente se llevd
la muestra al congelador por 1 h y finalmente al liofilizador a -104 °C por 4 dias
para obtener una muestra totalmente seca. Finalmente, la muestra de epicarpio

fue molida y tamizada hasta conseguir un polvo fino (mesh 40) (Zaki et al., 2020).

3.6.1.2. Obtencién de extracto de epicarpio de
aguacate por extraccion asistida por
ultrasonido (UAE)

Se emplearon 10 g de epicarpio de aguacate para extraerlos con 100 mL
de metanol al 80 % (metanol/agua 80:20 v/v), en un bafio ultrasénico a 40 °C por
45 min (42 kHz, 100 W). Luego las muestras fueron centrifugadas por 7 min a
4200 rpm (6 desaceleraciones). El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro
de PTFE 45/33 y transferido a viales para refrigeracion posterior (a 4 °C) (M. K.
Khan et al., 2010; Zaki et al., 2020). Para mejorar el rendimiento de extraccion de
los polifenoles se llevé la muestra al rotaevaporador a 110 bar, 100 rpm y 40 °C

para remover el solvente. La fraccion resultante se recuperd con acetona y se
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eliminé nuevamente el solvente por evaporacion. A la muestra final se le agregé
agua, se llevo al congelador por 4 h y luego al liofilizador por 5 dias. Finalmente
se determind el rendimiento de extraccién de polifenoles sobre los 10 g de

epicarpio inicial.

3.6.1.3. Determinacion de contenido total de fenoles
(CTF)

Para el Contenido Total de Fenoles (CTF) se utilizé el ensayo de Folin-
Ciocalteu. Una alicuota de 30 uL del extracto se mezclé con 15 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteu, seguido de 50 uL de carbonato sodico al 10 % v/vy 200 uL
de agua (Rodriguez-Carpena et al., 2011). Se realizaron tres repeticiones con la
muestra y cuatro blancos (con agua). La determinacion espectrofotométrica
consisti6 en agregar los contenidos a pocillos de microplacas. Se utilizé el
protocolo programado en el lector de microplacas del CENIBiot para Folin-
Ciocalteu, el cual consistio en los siguientes pasos: agitacion lineal por 1 min,
lectura inicial de la absorbancia a 755 nm, reposo por 25 min, agitacion orbital
por 1 min y lectura final de la absorbancia a 755 nm (Rodriguez-Carpena et al.,
2011). El contenido fendlico fue calculado a partir de una curva estandar de acido
galico programada en el equipo, expresando los resultados como miligramos de
equivalentes de acido gélico (EAG), por 100 gramos de extracto seco (Rodriguez-
Carpena et al., 2011).

3.6.1.4. Determinacion de flavonoides totales (FT)

El contenido de flavonoides fue medido por medio de un ensayo
colorimétrico en microplacas. Una alicuota de 50 uL del extracto fue agregado a

40 pL de metanol, 15 uL de AICls al 1 %, 15 uL de acetato de sodio 1 My 100 uL
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de agua (Antasionas, Riyanto, & Rohman, 2017). El estudio se realiz6 en
triplicado, utilizando agua como blanco de comparacion.

La determinacion espectrofotométrica consistié en agregar los contenidos
a pocillos de microplacas. Se utilizd el protocolo programado en el lector de
microplacas para Flavonoides (CFT), y consisti6 en los siguientes pasos:
agitacion lineal por 10 segundos, lectura inicial de la absorbancia de las muestras
a 415 nm, reposo por 10 min y lectura final de la absorbancia a 415 nm. Para la
cuantificacion de flavonoides en la muestra se utilizo una curva estandar de rutina
programada en el equipo. El contenido total de flavonoides fue como miligramos

equivalentes de rutina por 100 gramos de extracto seco (Antasionas et al., 2017).

3.6.1.5. Elucidacion de compuestos fendlicos por
HPLC-ESI-DAD-MS/MS

El extracto fue analizado en un cromatégrafo liquido de alta resolucién
(HPLC) para la identificacion de los compuestos fendlicos. La separacion fue
llevada a cabo en una columna de 150x2.1 mm C18 Luna (Phenomex, Torrance,
CA, USA) con un tamafio de particula de 5 um. La fase mavil consistié en (A)
formiato de amonio/agua al 0.1 % y (B) metanol. El gradiente se llevo de la
siguiente forma: gradiente isocratico los primeros 4 min al 10 % de B; de 4-8 min,
incremento lineal de 10 % a 30 % de B; de 8-15 min, incremento lineal de 30 %
a 60 % de B; de 15-25 min, incremento lineal de 60 % a 100 % de B; gradiente
isocrético de 100 % por 5 min. El flujo fue de 1 mL/min a una temperatura de
35 °C.

El flujo generado por el sistema cromatografico se introdujo en la fuente
Turbo VTM. El andlisis se llevé a cabo en un espectrometro de masas (MS)

SCIEX 400 QTRAP controlado por el software Analyst v.1.4.5. La cuantificacion
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se realiz6 en modo MRM. La fuente de iones operé en modo negativo con los
siguientes parametros: temperatura de 500 °C, voltaje del atomizador de iones
de -4200 V. La configuracion del gas fue: nebulizador de gas (GS1) a 50 psi,
calentador (GS2) a 50 psi, cortina de gas (CUR) a 25 psi y colision de gas (CAD),

a nivel medio (Esquivel-Alvarado et al., 2020).

Una de las muestras de extracto de aguacate se enriquecio de polifenoles

utilizando columna HP 200, con el fin de eliminar los azlcares reductores.

3.6.1.6. Potencial redox del extracto de epicarpio de
aguacate por voltametria ciclica (CV) vy

voltametria de onda cuadrada (SWV)

El potencial reductor del extracto de epicarpio de aguacate fue analizado
por las técnicas de voltametria ciclica (CV) y voltametria de onda cuadrada
(SWV). Para ello se utilizé un potenciostato/galvanostato de tres electrodos: un
electrodo de referencia de Ag/AgCl, un electrodo de trabajo de carbdn vitreo y un
electrodo auxiliar de barra de grafito. Las mediciones se realizaron a temperatura
ambiente (23 °C) en 50 mL de una solucién 0.1 M de KCI (como electrdlito
soporte) bajo una atmésfera de nitrégeno ultra alta pureza (UAP). Se diluyd un
volumen de 300 pL del extracto de epicarpio de aguacate en los 50 mL de
solucién (para una concentracion final de 4 uL de extracto/mL de solucién). Los
voltamogramas ciclicos fueron obtenidos en un rango de potencial de -0.40 V a
1.1 V a una velocidad de 100 mV/s.

Los voltamogramas de onda cuadrada (catédico y anddico), fueron

medidos bajo una amplitud de 25 mV, salto de potencial de 4 mV y frecuencia de

10 Hz. Los blancos fueron medidos utilizando Unicamente la solucién de KCI a
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las mismas condiciones, sin la adicion de extracto de epicarpio de aguacate
(Elgrishi et al., 2018; Newair et al., 2018; Z. Wang, 2013).

Figura 16.

Diagrama de flujo para la obtencion de extracto fendlico
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Fuente: elaboracién propia.
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3.6.2. Sintesis y aplicacion de las nanoparticulas de hierro

cerovalente

Para la sintesis de nanoparticulas se llevaron a cabo los siguientes pasos:

3.6.2.1. Sintesis de nanoparticulas de hierro

cerovalente (nZVI)

Para sintesis de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI) se preparé
inicialmente una solucién de cloruro férrico (FeCls) 1 M al disolver 1.62 g de FeCls
anhidro en agua destilada. Luego, se agreg0 gota a gota el extracto de epicarpio
de aguacate a la solucion de FeCls en una realcion volumétrica 3:1 (30 mL de
extracto a 10 mL de solucién 0.1 M de cloruro férrico) (Poguberovic et al., 2016).
Esta mezcla se llevé a cabo bajo agitacién constante a 1000 rpm en un balon de

100 mL en atmésfera de nitrdgeno UAP por 24 h a temperatura ambiente.

La solucion resultante de nZVI se almacend a 4 °C en tubos de ensayo
sellados. Esta muestra fue identificada como solucion de nanoparticulas de hierro
cerovalente (nzZVI) (Fazlzadeh et al., 2017; Poguberovi¢ et al.,, 2016). Una
fraccidn de la solucién de nanoparticulas nZVI se diluy6 en agua destilada, luego
congelada a -20 °C y finalmente liofilizada a -104 °C bajo una presion de 10 mbar
por tres dias para obtener un polvo seco para su caracterizacion por FTIR y XRD
(Z. Wang, 2013).

3.6.2.2. Caracterizacion de las nZVI por AFM
La superficie topogréfica de las nanoparticulas nZVI fue determinada en

un microscopio de fuerza atémica con puntas de 48 N/m en modo “sin contacto”.

La muestra fue preparada en una dilucién 1/10 de la solucion fresca de nZVI en
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agua destilada y depositando una gota de la suspension en mica. Luego, se dejo

secando por 1 dia y se realizd su lectura en el microscopio.

3.6.2.3. Caracterizacion de las nZVI por TEM

La morfologia, tamafio y distribucién de las nanoparticulas de hierro
cerovalente fueron determinados por microscopia electrénica de transmision
(TEM) a 120 kV (Machado et al., 2015). El microscopio estaba equipado con un
espectrometro de rayos X de energia dispersiva (EDX), para visualizar la
composicion elemental. A pesar de ello, no se realizo el andlisis elemental debido
a la suspensiéon de funcionamiento del EDX. La muestra de nanoparticulas fue
diluida 10 veces y una gota de la dilucion fue depositada sobre un soporte de
capa de carbono sobre una microrejilla de cobre de 300 mesh. La muestra se
dejé en el desecador por 3 dias antes del andlisis. La muestra fue visualizadas

en el equipo a una escala de 50 nm y 100 nm (Machado et al., 2015).

3.6.2.4. Caracterizacion de las nzZVI por XRD con

refinamiento de Rietveld

Para el analisis por difraccion de rayos X de polvos se utiliz6 una muestra
previamente liofilizada de nZVI, antes y después del proceso EF. Los patrones
de difraccién fueron obtenidos utilizando un difractor de Rayos X equipado con
una fuente de radiacion de Cu Ka (4 = 0.154 nm) (Z. Wang, 2013). La muestra
fue dispersada con metanol y secada al ambiente sobre un porta muestras.
Finalmente, la muestra fue analizada en un rango de 26 de 10-70° (el incremento
y velocidad por paso seran ajustados experimentalmente) (Z. Wang, 2013). Se
aplicé el método de Rietveld (programado en el software del fabricante del
equipo) para cuantificar las fases presentes en la superficie de las

nanoparticulas.
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Estos refinamientos dependen de los picos caracteristicos que se
presenten en el difractograma, con el fin de obtener los parametros cristalinos de
las nanoparticulas (Pereira et al., 2018). Se realizé una caracterizacion de las
nanoparticulas frescas, una de las nanoparticulas después de 24 h en contacto

con aire y una después del proceso EF (a pH 3.0 y 10 mg/L).

3.6.2.5. Caracterizacion de las nzZVI por FTIR

Para determinar los grupos funcionales en la superficie de las
nanoparticulas fue utlizada la técnica de espectrometria infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR). El analisis se llevdo a cabo sobre la misma
muestra preparada para el analisis de XRD. Debido a que la muestra fue
previamente liofilizada y el cristal ATR era de diamante, no fue necesario el uso
de capsulas de KBr (Fazlzadeh et al., 2017). La muestra fue ajustada en la célula
ATR de diamante y todos los espectros infrarrojos fueron analizados utilizando
64 barridos, con una resolucién de 4 cm™ y un rango de medicién de 4000 cm™
a 600 cm. El andlisis fue efectuado antes y después del tratamiento de remocion
de cromo hexavalente por el proceso Electro-Fenton, a las condiciones
establecidas (Taha & Ibrahim, 2014).

3.6.2.6. Proceso Electro-Fenton para remocion de
Cr(VI) utilizando las nzZVI

Para estudiar el efecto de las nanoparticulas nZVI en la remocién de Cr(VI)
por medio del proceso Electro-Fenton, se utilizé un disefio experimental que
consistié en tres niveles y dos factores (concentracién inicial de Cr(VI) y pH)
realizados en triplicado. Los experimentos batch fueron llevados a cabo en
Erlenmeyer de 100 mL bajo agitacion constante a temperatura ambiente. Se

prepararon diferentes soluciones de Cr(Vl) a 10 mg/L, 30 mg/L y 50 mg/L
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utilizando dicromato de potasio (K2Cr207), ajustando el pH a valores de 3.0, 6.0
y 9.0. El pH fue ajustado con hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M y acido cloridrico
(NaOH) 1 M (Rahmani et al., 2015). Se agregaron dosis de 2 mL de peréxido de
hidrégeno (H202) al 30 % y 2 mL de solucion de solucion de nzZVI al 0.025 M a
las soluciones de Cr(VI), para una mezcla total de 60 mL (concentraciones finales
de 10 mL/L de H202y 0.047 g/L de nZVI.

El reactor consisitd de dos electrodos de barra de grafito con area
superficial de 7.5 cm? conectados a una fuente de poder DC fija a 10 V reaccion
(Kumari & Dutta, 2020; Rahmani et al., 2015). Adicionalmente, se afiadio cloruro

de potasio (KCI) al 0.1 M como electrélito soporte para todos los experimentos.

La absorbancia de Cr(Vl) se determin6 por medio de un método
colorimétrico de 1,5-difenilcarbazida a una longitud de 540 nm, en un
espectrofotometro de doble haz. Adicionalmente, se prepararon soluciones
estandar de Cr(VI) a 0.01 mg/L, 0.5 mg/L, 1.25 mg/L, 2.5 mg/L y 3.25 mg/L
utilizando dicromato de potasio. Con esta curva de calibracion se interpolaron los

valores de concentracion de Cr(VI).

El porcentaje de remocion de Cr(VI) fue calculado con la siguiente

ecuacion:

%R:C‘)C;chXmO% (1)

Donde C, y C; son las concentraciones de Cr(VI) al inicio y al final del

tratamiento (Rahmani et al., 2015).

Las mediciones de absorbancia se repitieron cada 5 min, hasta los 25 min

de reaccion. Las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm por 3 min (para evitar

68



interferencias de soélido) (Rahmani et al., 2015). Las muestras finales de los
experimentos a pH 3.0 y 10 mg/L de Cr(VI), fueron liofilizadas para obtener polvos

finos y secos, requeridos para su caracterizacion por FTIR y XRD.

Figura 17. Diagrama de flujo para el proceso de sintesis de
nanoparticulas de hierro cerovalente (nzZVI)

empleando el extracto de epicarpio de aguacate
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Fuente: elaboracion propia.
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3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

A continuacion, se presentan los datos recolectados del experimento.

Tabla V. Contenido Total de Fenoles (CTF) en el extracto de epicarpio

de aguacate para seis muestras

CTF Promedio Desviacion estandar

Muestra CTF (mg/g) (mglg) (mg/g)
197.28
202.72
213.59
225.54
198.37

209.24

207.79 10.73

OO WIN|F

Nota. Datos de CTF presentados como miligramos de fenoles por gramo de
extracto seco.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla VI. Contenido Total de Fenoles (CTF) en el extracto de epicarpio

de aguacate enriguecido para cuatro muestras

Promedio Desviacidon estandar
Muestra CTF (mg/g) (malg) (mg/g)
1 245.57
2 324.48
3 342 19 290.26 50.28
4 248.79

Nota. Datos de CTF presentados como miligramos de fenoles por gramo de
extracto seco. Se descartaron dos unidades por la prueba de Dixon.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIl.  Flavonoides Totales (FT) en el extracto de epicarpio de

aguacate para seis muestras

FT Promedio Desviacidn estandar

Muestra FT (mg/qQ) (mg/g) (mglg)
9.3494
0.9157
2.1205
5.7349
2.1205

0.9157

3.5261 3.3577

OO~ WIN|F

Nota. Datos de FT presentados como miligramos de flavonoides por gramo de
extracto seco.

Fuente: elaboracién propia.

Tabla VIIl. Flavonoides Totales (FT) en el extracto de epicarpio de

aguacate enriquecido para cuatro muestras

Muestra FT (mg/g) FT Promedio Desviacion estandar

(mg/9) (mg/9)
1 5.7349
2 3.3253
3 33753 4.5301 1.3912
4 5.7349

Nota. Datos de FT presentados como miligramos de flavonoides por gramo de
extracto seco. Se descartaron dos unidades por la prueba de Dixon.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IX. Rendimiento de polifenoles en el extracto de epicarpio de
aguacate después de proceso de liofilizacion

Rendimiento de extraccion
(%)

204.80 202.23 25.70

Masa final (g) Tara del recipiente (Q)

Nota. Rendimiento obtenido sobre 10.00 g de extracto seco (liofilizado).

Fuente: elaboracién propia.

Tabla X. Identificacion de compuestos fendlicos a partir de
cromatograma en HPLC-DAD-ESI-MS/MS

: e, - Formula Composicion
No. de pico Identificacion [M — H] molecular (ug/g &%)
1 Quercetina 301.03 Ci15H1007 0.31
2 (Epi)catequina 289.07 C15H140s 5.45
3 Acido vanilico 167.04 CgHgO4 0.14
4 Acido gélico 170.12 C7HeOs 0.58
5 Acido ferulico 193.05 C10H1004 1.01
6 Acido p- 163.04 CoHs0s 1.56
cumarico
Acido 354.31
! clorogénico C16H1809 212
Acido 4- 138.12
8 hidroxibenzdic C7He03 0.32
0

Nota. Datos obtenidos directamente del equipo. La identificacion de compuestos
se realiz6 contra una base de datos de los [M — H]~ tedricos.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XI. Picos de oxidaciéon y reduccién del extracto de epicarpio de
aguacate obtenido por voltametria de onda cuadrada (SWV)

No. Asignacion Potencial (V) Area (A-V) Altura (A)
1 ngé‘;"ﬁége 0.13374 4.0201E-07  2.744E-06
2 Potencial de 0.63728 2.49E-03  5.142E-08

oxidacion
3 ngzg';‘(')ge 0.16342 3.1862E-07  1.7042E-06

Fuente: elaboracion propia.

Tabla Xll. Tamafio de particula de las nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVl) AFMy TEM

Técnica Numero de Diametro
empleada particulas (nm)
P identificadas
AFM 312 14 +3
TEM 78 12+ 2

Nota. Valores expresados como promedio + desviacion estandar. Tamafio de
muestra para AFM: n = 312. Tamafo de muestra para TEM: n = 78.

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla Xlll.  Identificacién de grupos funcionales superficiales de las nZVI
por espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR)

Numero de Asignacion o tipo de

No. onda (cm™) vibracion Grupo funcional
1 3380 Estiramiento O—-H Compuestos fendlicos
2 3194 Estiramiento O-H Aldehidos
3 2938 Estiramiento C—H Alqueno
4 1720 Estiramiento C=0 Acido carboxilico
5 1610 Estiramiento C=C Alqueno
6 1404 Estiramiento C-C Aromaticos
7 1213 Estiramiento C—-N Aminas
8 1055 Estiramiento C-O-C Carbonilicos
9 887 Flexion C-H Aromaticos
10 660 Flexion C-H Alcano

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIV.  Calibracion de concentracion de Cr(VI), obtenidos por

espectrofotometria UV-Vis

Concentracion de Absorbancia

Cr(VI) (mg/L) 1 2 3 Promedio
0.00 0.0000 _ 0.0000 __ 0.0000 0.0000
0.01 0.0100 _ 0.0600 __ 0.0600 0.0433
0.50 0.4900 _ 0.4800 _ 0.4700 0.4800
1.05 0.9800 _ 0.8400 _ 0.8200 0.8800
2.50 1.7000 _ 1.8600 _ 1.8300 1.7967
3.25 21300 2.2000 __ 2.0400 2.1233

Nota. Datos de absorbancia obtenidos a una longitud de onda de 765 nm, utilizando
método colorimétrico con 1,5-difenilcarbazida.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XV. Concentracién de Cr(VI) final después del proceso Electro-
Fenton, utilizando las nZVI

Concentracion de Cr(VI)

pH Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)
10 30 50
0.0174 0.1146 1.5755
3 0.0490 0.0779 0.1008
0.0550 0.1613 0.1613
0.0283 0.7255 2.2374
6 0.1032 0.7792 1.9334
0.1976 0.9361 1.1019
0.0844 0.2623 0.6323
9 0.0698 0.1259 0.2467
0.1030 0.1452 0.2159

Nota. Medidas de concentracion de cromo hexavalente después de 25 min.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XVI. Porcentaje de remocion de Cr(VI) final después del proceso

Electro-Fenton, utilizando las nZVI

En porcentaje

pH Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)
10 30 50
99.83 99.62 96.85
3 99.51 99.74 99.80
99.45 99.46 99.68
99.72 97.58 95.53
6 98.97 97.40 96.13
98.02 96.88 97.80
99.16 99.13 98.74
9 99.30 99.58 99.51
98.97 99.52 99.57

Nota. Valores de porcentaje de remocién después de 25 min.

Fuente: elaboracion propia, utilizando los datos de la Tabla XV.
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Tabla XVII. Concentracién de Cr(VI) en funcion del tiempo, a pH 3.0

Concentracion de Cr(VI)
Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

Tiempo (min)

0 10 30 50

5 0.2412 0.1907 0.2673
10 0.1667 0.1660 0.3491
15 0.0136 0.1572 0.6203
20 0.0095 0.0901 0.7526
25 0.0000 0.0825 0.8342

Nota. Datos de concentracion de Cr(VI) promedio, sobre tres réplicas por
tratamiento.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XVIIl. Concentracion de Cr(VI) en funcion del tiempo, a pH 6.0

Concentracion de Cr(VI)
Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

Tiempo (min)

0 10 30 50

5 0.0931 0.3433 0.3508
10 0.1076 0.4318 0.7622
15 0.1104 0.7973 1.1613
20 0.1102 1.0331 2.0575
25 0.0700 1.1398 2.5744

Nota. Datos de concentracion de Cr(VI) promedio, sobre tres réplicas por
tratamiento.

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla XIX. Concentracion de Cr(VI) en funcion del tiempo, a pH 9.0

Concentracion de Cr(VI)

Tiempo (min)

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

0 10 30 50

5 0.0187 0.2406 0.4957
10 0.0613 0.2513 0.3751
15 0.0589 0.2544 0.4363
20 0.0453 0.2165 0.3738
25 0.0336 0.1735 0.4579

Nota. Datos de concentracion de Cr(VIl) promedio, sobre tres réplicas por
tratamiento.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XX. Constante cinética de orden cero para el proceso Electro-

Fenton con nzVI, en laremocién de Cr(VI) en solucion acuosa

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

oH 10 30 50
mg 2 mg 2 mg 2
ko (L-min) R ko (L-min) R ko (L-min) R
3 -0.013 0.83 -0.0059 0.92 0.031 0.96
6 -8.7E-04 0.16 0.044 0.96 0.11 0.98
9 2.8E-05 0.015 -0.0034 0.63 -0.0015 0.052

Nota. Los valores de constante cinética corresponden a los promedios de tres
réplicas.

Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de las Tabla XVII, Tabla XVIIl y Tabla XIX.
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Tabla XXI. Constante cinética de pseudo primer orden para el proceso
Electro-Fenton con nZVI, en laremocién de Cr(VI) en

solucién acuosa

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)
pH 10 30 50

k, (min™!) R? k,; (min ') R? Kk, (min 1) R?

3 -0.24 0.89 -0.046 0.90 0.061 0.93
6 -0.011 0.20 0.066 0.94 0.010 0.97
9 0.017 0.079 -0.016 0.64 -0.0032  0.042

Nota. Los valores de constante cinética de pseudo primer orden corresponden a
los promedios de tres réplicas.

Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de las Tabla XVII, Tabla XVIIl y Tabla XIX.

Tabla XXIl. Constante cinética de pseudo segundo orden para el proceso
Electro-Fenton con nzVI, en laremocion de Cr(VI) en

solucién acuosa

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

pH LlO IS-SO L50
) ® k) e
mg - min mg - min mg - min
7.4 0.90 0.38 0.88 -0.13 0.89
0.14 0.24 -0.11 0.90 -0.12 0.82
-0.84 0.18 0.077 0.63 0.0068 0.52

Nota. Los valores de constante cinética de pseudo segundo orden corresponden
a los promedios de tres réplicas.

Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de las Tabla XVII, Tabla XVIIl y Tabla XIX.
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3.8. Analisis estadistico

A continuacion, se describe el analisis estadistico de los datos que
utilizado para explicar los resultados de cada uno de los objetivos. La mayoria de
los datos puntuales, como los potenciales de oxidacién y reduccién del extracto,

se encuentran representados como promedio + desviacion estandar.

3.8.1. Andlisis de varianza: experimento factorial 32 para el

efecto de la concentracion inicial de Cr(VI) y pH

Para estudiar el efecto de la concentracion inicial de Cr(VI) y pH sobre el
porcentaje de remocién de Cr(VI) utilizando el proceso Electro-Fenton con las
nZVI sintetizadas, se propuso utilizar un disefio factorial 3% con una significancia
de a = 0.05 y la siguiente informacién:

n = 3 niveles
k = 2 factores independientes (Concentracién de Cr (VI) y pH)
Numero de experimentos:
N =n* - N = 32 = 9 experimentos
Las variables x; y x, a trabajar estan codificadas en los niveles bajo (-1),

medio (0) y alto (1), suponiendo los niveles naturales para la concentracién de
Cr(VI) y pH:
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Tabla XXIIl. Codificacién de variables naturales

Nivel Concentracion Nivel
codificado de Cr(VI) codificado pH
para x; (mg/L) para x,
-1 10 -1 3
0 30 0 6
50

Fuente: elaboracién propia.

Para eliminar el error experimental fueron realizadas 3 réplicas en el punto

central.

N; = (9 experimentos) - (3 réplicas) = 27 corridas

En forma desglosada, aleatorizando el orden estadistico de las corridas

para eliminar el error experimental, se obtuvieron los datos que indica la Tabla

XXIV.
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Tabla XXIV. Disefio factorial 32 desglosado

Variables Variables Remocion
No. codificadas decodificadas Ct (mglL) de (Cérn(VI)
X1 X2 Co pH porcentaje)

1 -1 -1 10 3 0.00 100.00

2 1 -1 50 3 2.30 95.40

3 0 1 30 9 0.30 98.99

4 0 0 30 6 1.01 96.65

5 -1 0 10 6 0.00 100.00

6 1 0 50 6 3.30 93.39

7 -1 1 10 9 0.03 99.68

8 0 -1 30 3 0.08 99.74

9 1 1 50 9 0.86 98.27
10 -1 -1 10 3 0.00 100.00
11 0 0 30 6 1.09 96.37
12 -1 0 10 6 0.06 99.40
13 0 1 30 9 0.09 99.68
14 -1 30 3 0.02 99.93
15 -1 1 10 9 0.01 99.91
16 1 -1 50 3 0.06 99.89
17 1 0 50 6 2.84 94.32
18 1 1 50 9 0.28 99.44
19 1 0 50 6 1.58 96.84
20 0 0 30 6 1.33 95.58
21 -1 1 10 9 0.06 99.40
22 1 1 50 9 0.23 99.54
23 -1 -1 10 3 0.00 100.00
24 0 30 9 0.12 99.59
25 -1 0 10 6 0.20 97.96
26 1 -1 50 3 0.15 99.70
27 0 -1 30 3 0.15 99.51

Nota. Co = x1 = Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L); pH = xa.

Fuente: elaboracion propia.
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En resumen, el disefio factorial quedaria de la siguiente manera:

Tabla XXV. Resumen de disefio factorial 32

Factores: 2 Réplicas: 3
Corridas base: 9 Corridas totales: 27
Bloques base: 1 Bloques totales: 1

Fuente: elaboracién propia.

Y al obtener los promedios de las tres réplicas o repeticiones, se obtiene

una presentacion promedio de los datos:

Tabla XXVI. Presentacion de datos de porcentaje de remocion de Cr(VI)

para andlisis de varianza, segun disefio factorial 32

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

10 30 50
3 100.00 99.73 98.33
pH 6 99.30 96.20 94.85
9 99.67 99.42 99.08

Fuente: elaboracion propia.

A partir de la Tabla XXVI, se puede obtener el andlisis de varianza

tomando en cuenta los factores. Siendo para cada observacion:

yij=p+ai+ B+ (aB)ij + &
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Donde u es la media del promedio de cada tratamiento o factor (de
acuerdo con cada réplica), a; es el efecto del factor x1 (concentracién inicial de
Cr(VI)), p; el efecto del factor x2 (pH), (aB);; es el efecto de la interaccion entre
los dos factores xi-x12 (concentracion inicial de Cr(VI) y pH) y &, es el error

aleatorio.

Para contrastar este planteamiento, se formulan las hipotesis estadisticas:

Hy,: a, == a, = 0 (la concentracion inicial de Cr(VI) no influye)

H,,: algin a; # 0 (la concentracion inicial de Cr(VI) influye)

Hyg: B1 =+ = B = 0 (el pH no influye)
Hyg: algun B; # 0 (el pH influye)

Hoap: (aB)11 = = (aB)q = 0 (no hay interaccion)

Hyp: algan (af);; # 0 (existe alguna interaccion)

Al plantear un analisis de varianza bifactorial que tome en cuenta todas
estas interacciones se obtiene una ecuacion para la sumatoria de cuadrados del

factor x1 (A) con a niveles y el factor x2 (B) con b niveles, como se muestra:
SST =S85, + SSg + SSup + SSy52 + SSE
Debido a que es un disefio simétrico, en donde el numero de
observaciones de cada factor es el mismo (3x3x3), se planee una tabla para las

sumatorias de los tratamientos del factor x1 (A). Esta seria similar a la de los

tratamientos del factor x2 (B), y se puede presentar de la siguiente forma:
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Tabla XXVII. Resumen de las sumas totales para cada tratamiento, a
un factor dado, con tamafo de muestra simétrico (3

observaciones)

. N Sumatoria de T2 T2
Tratamlento.del Tamafio de cada muestra, { _t
factor A, i muestra, n; T n;
L

T 2

10 mg/L n_;=3 T, T,? 1
ny

T 2

30 mg/L ny =3 T, T,? =
n;

T. 2

50 mg/L n, =3 T, T;? =
ns

a 2

T;
Total z n; = 9 To = z Ti - —
i=1 =

i

Fuente: elaboracion propia.

Donde los totales T; representados en la Tabla XXVII se obtuvieron de la

siguiente manera:

n;g
T; = z Vi,
i

Las sumas de cuadrados total (SST):
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La suma de cuadrados debido al factor concentracion inicial de Cr(VI) (A):

a b aT.2 TZ
=) Y G-y =) -

i=1 j=1 i=1

La suma de cuadrados debido al factor pH (B):

SSB—ZZ(% y) = T—Z—TWZ

i=1j= j=1

La suma de cuadrados debido a la interaccion entre los factores (AB):

TU
SSAB - (yU yl y] y) ___SSA SSB

i=1j= i=1j=

Y la suma de cuadrados del error (SSE):

k n
SSE = Z Z Yij = Vi — ¥ +7) = SST =SS, — SS5 — SSup

i=1j

Con estos valores se obtuvieron los cuadrados medios de cada fuente de

variacién, asi como sus valores de F de Fisher, los cuales fueron necesarios para

realizar la prueba de hipotesis de comparacion de medias entre cada factor. Esta

informacion se resume en la Tabla XXVIII.
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Tabla XXVIIl. Resumen de calculo de F de Fisher para analisis de
varianza de dos factores, con tres observaciones cada uno

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor F
variacion cuadrados libertad medio
Concentracion
M
inicial de SS, a—1 CM, = 534 = CMa
Cr(Vl) — Co a-1 CME
SSg CMj
H SS b—1 = =
P 5 CMp =37 B~ CME
o _ CMyp Fyp
Int%rﬁgclz_;on sS., (_al) 191¢/ _ SSun My
(a-1D)B-1) — CME
CME
Error SSE ab(n —1) __ SSE
ab(n—1)
Variacion total SST abn — 1

Fuente: elaboracion propia.

La regla de decision para rechazar los parametros F calculados, a un

95 % de confianza, son:

. Serechaza Hy,:a; = -+ = a4, = 0 al nivel « = 0.05 cuando:

FA > Fa—l,ab(n—l);a 0 bien Pa <a

. Serechaza Hyg: f; ==, = 0 al nivel «a = 0.05 cuando:

FB > Fb—l,ab(n—l);a 0 bien PB <a
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o Serechaza Hy,p: (af);1 = = (af)q, = 0 al nivel « = 0.05 cuando:

Fap > F(a—l)(b—l),ab(n—l);a 0 bien Pap < Q

Resultados del andlisis de varianza para el porcentaje de

Tabla XXIX.
remocién de Cr(VI), utilizando el proceso Electro-Fenton con
GAP-nzVI
Fuente de variacion Gr.ados de Valor F Valor p
libertad
Co 2 8.14 0.0030
pH 2 16.04 0.0001
Interaccion Co-pH 1 241 0.0870
Error 18
Total 26

Nota. Los valores de p < 0.05 indican que se rechazan las hipotesis de igualdad
de medias para los factores de concentracion inicial de Cr(VI) y pH.

Fuente: elaboracion propia.

3.8.2. Ajuste de modelos de regresién multiple

Para relacionar los dos factores sera trabajado un modelo de regresion

gue busca dar respuesta a la variable y (porcentaje de remocion de Cr(VI)). El

modelo de ajuste corresponde a una regresion lineal multiple de segundo orden,

escrita de la siguiente forma:

Yy = Bo+ Bix1 + Baxy + B12Xx1%; + .3113512 + .3223522 +té&

87



Donde los coeficientes 8 son los coeficientes de regresion, € es el error
aleatorio, con media cero. Debido a que un modelo de regresiéon multiple se

puede escribir la ecuacién en términos de la asignacién correspondiente:

Y = Bo + Bixy + Paxy + B3xz + Paxy + Psxs + €

Donde los nuevos valores son x; = Cy,x, = pH,x3 = Cy * pH =, 3 = f12,
x4 = Co%, By = P11, X5 = pH? Y Bs = fB,,. Los resultados obtenidos por el método

de minimos cuadrados (en la Tabla XXX) brindaron el siguiente modelo:
%R = 109.81 — 0.09C, — 3.66pH + 4.5 x 1073C, * pH + 1.5 X 1073C,% + 0.29pH?
3.8.3. Andlisis de correlacion del modelo de regresion multiple

Para el andlisis de correlacion, se determinaron los estadisticos de prueba
para cada parametro o coeficiente. Se debe contrastar la significancia de los

coeficientes individuales f;; contra una prueba de hipotesis:

Hos: B; = 0 (No existe un cambio en el %R)
Hia: B # 0 (Existe algun cambio en el %R)

j=01,2 ..k

. Se rechaza Hy,: B; = 0, al nivel de significancia a« = 0.05 cuando

t0>t( )Osip=P(t>|t0|)<a

a
E,n—l

Los resultados del analisis de correlacidon se encuentran en la Tabla XXX.

De los cuales, al contrastar los valores p de cada parametro contra la significancia
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a = 0.05, se demuestra que todos los parametros referidos a la concentracién
inicial de Cr(VI) no provocan un cambio significativo en el porcentaje de remocion
(%R) (Cy (By),Co * pH(B3), Co*(B,)). Esto denota que solo el pH tiene un efecto

estadisticamente significativo sobre el porcentaje de remocion.

Tabla XXX. Analisis de regresion para el modelo de regresion multiple del
porcentaje de remocion de Cr(Vl) en funcion de la

concentracién inicial de Cr(VIl) y pH

Valor Estadistico

Pardmetro estimado Error estandar t-student Valor p
Constante 109.81 2.39 45.90 <0.0001
Co -0.09 0.09 -1.01 0.3219

pH -3.66 0.74 -4.96 0.0001

Co * pH 4.5x103 0.01 0.73 0.4760
Cy? 1.5x104 1.3x10°3 0.11 0.9125
pH? 0.29 0.06 5.00 0.0001

Fuente: elaboracion propia.

Adicional, se presenta el coeficiente de distribucion y coeficiente de

distribucion ajustado del modelo en la Tabla XXXI.

Tabla XXXI. Coeficiente de determinacion para el modelo de regresién
multiple del porcentaje de remocion de Cr(VI) en funcion de la

concentracion inicial de Cr(VI) y pH

Variable Observaciones R? R? ajustado C.V.
%R 27 0.76 0.66 1.16

Fuente: elaboracidn propia.
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3.8.4. Prueba t para la diferencia de medias del contenido de
fenoles totales (CTF) y flavonoides totales (FT) entre el

APE fresco y el APE purificado

Para evaluar si existe un cambio estadisticamente significativo del CTF y
FT entre el extracto de epicarpio de aguacate fresco y purificado (menor
concentracion de azUcares), se realizé una prueba t al 95 % de confianza. Se

determind el valor p y se contrasté la significancia de la diferencia del CTF y FT:

Hy;: l_)cj =0 (No existe diferencia en el CTF o FT)
Hy;: Ecj # 0 (Existe alguna diferencia en el CTF o FT)

j=01,2 ..k

. Se rechaza H;: Ecj = 0, al nivel de significancia « = 0.05 cuando

t(l_gn_l) >ty > t(%n_l) osip=P(t>|t]) <a

2’

Tabla XXXII. Pruebat parala diferenciadel CTFy FT entre el extracto
fresco y el extracto purificado

Contenido D.; (mg/g) Estadistico ¢; Valor p;
82.47 +

CTF 20.62 4.000 0.0039

FT 1.80+1.00 0.558 0.5922

Nota. Los valores de p < 0.05 o |[t| > 1.860 indican que se rechazan las hipotesis
de diferencia del CTF entre el extracto fresco y el extracto purificado.

Fuente: elaboracién propia.
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Los resultados de la prueba de hipoétesis de la Tabla XXXII, demuestran
gue los existe una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en el CTF

del extracto fresco y del extracto purificado.

3.8.5. Pruebat paraladiferencia del porcentaje de remocién de

Cr(V) a5 miny 25 min

Para determinar si existe una diferencia en el porcentaje de remocion de
Cr(VI) después de 5 min y después de 25 min, se realizd una pruebat al 95 % de
confianza. Se determiné el valor p para cada tratamiento. Se debe contrastar la

significancia de las diferencias del %R contra una prueba de hipotesis:
Hoy;: Dy =0 (No existe diferencia en el %R)
Hy;: E%Rj # 0 (Existe alguna diferencia en el %R)

j=0,1,2,..k

o Se rechaza Hy;: D; = 0, al nivel de significancia @ = 0.05 cuando:

t(l—gn—l) >ty > t(%,n—l) osip=P(t>|t]) <a

2
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Tabla XXXIIl.  Pruebat para la diferencia del porcentaje de remocién de
Cr(VI) después de 5 min y después de 25 min

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)
pH 10 30 50

L P L P i P

3 35.20 8.00E-04 1.10 0.3854 -0.88 0.4737

6 0.1460 0.8973 -8.502 0.01355 -5.283 0.03401

9 -1.526 0.2665 1.648 0.2411 0.08156 0.9424

Nota. Los valores de p < 0.05 o |[t| > 4.303 indican que se rechazan las hipotesis
de diferencia en el porcentaje de remocion de Cr(VI).

Fuente: elaboracién propia.

Los resultados de la prueba de hipotesis se encuentran en la Tabla XXXIII.
De los cuales, al contrastar los valores p de cada parametro contra la significancia
a = 0.05, se demuestra que los tratamientos a pH 3.0 y 10 mg/L de Cr(VI), pH
6.0 y 30 mg/L de Cr(VI), y pH 6.0 y 50 mg/L de Cr(VI) presentan una diferencia

significativa en el porcentaje de remocion (%R), después de 5 min y 25 min.
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4. RESULTADOS

Tabla XXXIV. Rendimiento de extracciéon, contenido total de fenoles
(CTF) y flavonoides totales (FT) del extracto de epicarpio
de aguacate (Persea americana Mill.) (APE)

Rendimiento CTF (mg
Muestra de extraccion EAG/g ei;rr;?t% Egé%)
(en porcentaje) extracto seco)
Extracto 207.79+£10.73 3.53+£3.36
Extracto 25.70
purificado 290.26 +50.28 453 +1.39

Nota. Datos de rendimiento de extraccién porcentual expresados como g de
materia seca/g de muestra. Datos de CTF expresados como EAG = equivalentes
de acido gélico. Datos de CTF expresados como EQ = equivalentes de
guercetina. Valores expresados como promedio + desviacion estandar.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXV. Perfil de compuestos fendlicos presentes en el APE

Composicion . _
Compuesto Familia de polifenoles
(Mg/g extracto)

Quercetina 0.31 Flavonol
Acido ferulico 1.01 Acido hidroxibenzoico
Acido vanilico 0.14 Acido hidroxibenzoico
Acido galico 0.58 Acido hidroxibenzoico
Acido p-cumarico 1.56 Acido hidroxibenzoico
Acido clorogénico 2.12 Ester polifendlico
Acido 4-hidroxibenzoico 0.32 Acido hidroxibenzoico
Epicatequina 5.45 Flavonol

Nota. Datos de composicion expresados como microgramos de especie fendlica
por gramo de extracto seco. Perfil obtenido por HPLC-MS (Seccion 3.6.1.5).

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 18. Voltamograma a) ciclico, b) de onda cuadrada anédico
y ¢) de onda cuadrada catodico del APE
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Nota. Datos medidos a 100 mV/s utilizando electrodo de carbén vitreo.

Asignacion: linea azul = Blanco (KCI 0.10 M), linea negra = Extracto + KCI.

Fuente: elaboracién propia.

Tabla XXXVI. Potencial redox del APE obtenidos por SWV

Tipo de Potencial

NUmero sefial V)
1 Anddica 0.13

2 Anddica 0.64

3 Catodica 0.15
Potencial redox, AE: 0.62

Fuente: elaboracién propia.
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Figura19. Micrografia de las GAP-nzZVI, obtenida por TEM a una
escalade (a) 100 nm,y (b) 50 nm

Fuente: [Micrografias de Brian Lépez]. (San José, Costa Rica. 2021). Coleccion particular.
Guatemala.
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Figura 20. Distribucion del tamafio de las GAP-nZVI, obtenida por
TEM a una escala de 100 nm
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Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de la Figura 19 (a).

Figura21l. Micrografiade las GAP-nZVI, obtenida por AFM
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Fuente: [Micrografia de Brian Lopez]. (San José, Costa Rica. 2021). Coleccién particular.
Guatemala.
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Tabla XXXVII. Tamafo promedio de las GAP-nZVI, obtenido por
AFMy TEM

Técnica Diametro
empleada (nm)

AFM 14 +3
TEM 19+8

Nota. Valores de tamafo de particula expresados como promedio + desviacion

estandar. Tamafio de muestra para AFM: n = 312. Tamafio de muestra para TEM:
n=78.

Fuente: elaboracion propia.

Figura 22. Espectro infrarrojo de las GAP-nZVI, obtenido por FTIR
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVIII.

Identificacion de grupos funcionales superficiales en
las GAP-nzZVI, obtenido por FTIR

No. Oer]]ér;e(rComqle) ASign\?ﬁj?;C?égpo de Grupo funcional
1 3380 Estiramiento O-H Compuestos fendlicos
2 3194 Estiramiento O-H Aldehidos
3 2938 Estiramiento C-H Algueno
4 1720 Estiramiento C=0 Acido carboxilico
5 1610 Estiramiento C=C Alqueno
6 1404 Estiramiento C-C Aromaticos
7 1213 Estiramiento C-N Aminas
8 1055 Estiramiento C-O-C Compusa_stos

carbonilicos
9 887 Flexion C—H Aromaticos
10 660 Flexion C—H Alcano

Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de la Figura 22.
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Figura 23. Patrdén de difraccion de rayos X de las GAP-nZVI, obtenido por
XRD con refinamiento de Rietveld
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Nota. (a) = GAP-nZVI frescas; (b) = GAP-nZVI después de 24 h en contacto con

aire.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 24. Porcentaje de remocion de Cr(VI) en funcién de la
concentracion inicial de Cr(VI) y pH por medio del

proceso Electro-Fenton, utilizando las GAP-nZVI
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Fuente: elaboracion propia.

101



Figura 25.

Concentracion de Cr(VI) en funcién del tiempo, a
diferentes concentraciones iniciales, apH a) 3.0, b) 6.0
y ¢) 9.0 por medio del proceso Electro-Fenton
utilizando las GAP-nzVI
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIX. Parametros cinéticos para el proceso EF a diferentes
concentraciones iniciales de Cr(VI) y pH

Concentracion inicial de Cr(VI) (mg/L)

10 30 50
pH
Orden cero
mg 2 mg 2 mg 2
ko (L-min) R ko (L-min) R ko (L-min) R
3 -0.013 0.83 -0.0059 0.92 0.031 0.96
6 -8.7E-04 0.16 0.044 0.96 0.11 0.98
9 2.8E-05 0.015 -0.0034 0.63 -0.0015 0.052
Primer orden
pH
k; (min~1) R? k, (min™!) R? Kk, (min™!) R?
3 -0.24 0.89 -0.046 0.90 0.061 0.93
6 -0.011 0.20 0.066 0.94 0.010 0.97
9 0.017 0.079 -0.016 0.64 -0.0032 0.042
Segundo orden
pH L L L
bo(mn) B (o) B k() B
mg - min mg - min mg - min
3 7.4 0.90 0.38 0.88 -0.13 0.89
6 0.14 0.24 -0.11 0.90 -0.12 0.82
9 -0.84 0.18 0.077 0.63 0.0068 0.52

Nota. Los valores de concentracion de Cr(VI) utilizados, corresponden al intervalo
de 5-25 min.

Fuente: elaboracion propia, con datos obtenidos de la Figura 25.
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Figura 26. Comparacién de los (1) espectros FTIR y (2) patrones
de XRD de las GAP-nZVI antes y después del proceso

EF a una concentracién inicial de 10 mg/L y pH 3.0
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Nota. (a) = GAP-nZVI frescas; (b) = GAP-nZVI después de 24 h en contacto con
aire; (c) = GAP-nzVI después del proceso EF.

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.1. Contenido de fenoles totales (CFT) y flavonoides totales (FT) del

extracto de epicarpio de aguacate

La Tabla XXXIV muestra el rendimiento de extraccion, contenido total de
fenoles (CTF) y flavonoides totales (FT) (en base seca) del extracto del epicarpio
de aguacate (APE), obtenido por extraccién asistida por ultrasonido (UAE). Se
obtuvo un 25.70 % de recuperacién de materia seca al final del proceso de
extraccion, que corresponde a los polifenoles. ElI APE fresco demostré un CTF
de 207.79 +£10.73 mg/gy un FT de 3.53 + 3.36 mg/g. Estudios previos reportaron
un 10.90 % de rendimiento de extraccion de polifenoles de la cascara de la
naranja (Citrus sinensis L.) y un CTF de 275.8 mg/100 g, utilizando la misma
técnica de UAE (M. K. Khan et al., 2010).

Otro estudio obtuvo un CTF de 200.28 + 2.75 mg/g y un FT de 54.77 +
3.21 mg/g presentes en el extracto de Limoniastrum feei (Keffous et al., 2016).
Estos resultados demuestran que el rendimiento de extraccién de polifenoles a
partir de la cascara del aguacate por el método de UAE fue dos veces mayor al
obtenido a partir de la cascara de naranja y posee uno de los CTF mas altos entre
las especies citricas (generalmente reconocidas por tener altos contenidos
polifendlicos) (Keffous et al., 2016; M. K. Khan et al., 2010). Si bien, demostré un
bajo FT en comparaciéon con sus analogos. Esto puede asociarse a que los
flavonoides tienen ciertas fluctuaciones de concentracion en la céscara del
aguacate por la variacion de las condiciones ambientales y enzimaticas, que
provocan la oxidacién de los flavonoides y formacion de sus correspondientes

acidos fendlicos (Zaki et al., 2020).

105



Por otra parte, se obtuvo un incremento del 20-40 % en el CTF y 20-30 %
en el FT del APE purificado (sometido a un proceso de eliminacién de azucares
reductores) con respecto al APE fresco. Este valor se encuentra entre los mas
altos reportados en la literatura para CTF en la cascara del aguacate (Rosales,
Pazos, & Sanroman, 2012). Para evaluar si existe una diferencia
estadisticamente significativa entre el CTF y FT del extracto fresco y el extracto
purificado se realizé una prueba t-student al 95 % de confianza, donde se rechaz6
la hipotesis nula Unicamente para el CTF (p < 0.05) (ver Tabla XXXII). No
obstante, se acepto la hipo6tesis nula para la igualdad de FT entre el extracto
fresco y el extracto purificado. Estos resultados confirman que el proceso de
enriquecimiento de polifenoles incrementd significativamente el CTF del APE
purificado con respecto al APE fresco, pero no hubo cambio significativo en el
FT.

En la Tabla XXXV se encuentra el perfil cromatogréfico de polifenoles
presentes en el APE. Destacan los &cidos hidroxibenzoicos (acido ferulico,
vanilico, gélico, entre otros) y una alta concentracion de epicatequina (5 pg/g).
Los resultados coinciden con otro estudio que reportd un alto contenido de 4cidos
hidroxibenzoicos y catequina (de la misma familia que la epicatequina) en la

cascara del aguacate (Zaki et al., 2020).

5.2. Voltametria Ciclica (CV) y Voltametria de Onda Cuadrada (SWV) del

extracto de epicarpio de aguacate (APE)

La capacidad reductora del extracto de epicarpio de aguacate (APE) fue
determinada por voltametria ciclica (CV) y voltametria de onda cuadrada (SWV).
La Figura 18a muestra las sefiales electroquimicas de los compuestos
electroactivos en el APE (linea negra), con respecto al blanco (linea azul). Los

resultados muestran un incremento de la corriente generada en la regién anddica
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inducida por el APE. Este incremento en la corriente con respecto al blanco
representa la respuesta electroquimica de las especies reductoras, que se oxidan
cerca del electrodo cuando se aplica voltaje (Amidi, Mojab, Moghaddam, Tabib,
& Kobarfard, 2012). Las respuestas anddicas que detectan los potenciales de
oxidacion de las especies reductoras tienden a aparecer en la regién superior del
voltamograma ciclico. Por otro lado, las sefales catdédicas que detectan
potenciales de reduccion de las especies oxidantes tienden a aparecer en la
region inferior del voltamograma ciclico (Elgrishi et al., 2018). Por ello, la
presencia de sefiales continuas y la ausencia de picos de voltaje definidos
revelan que el APE contiene mudltiples especies reductoras con diferentes
potenciales de oxidacion, como los polifenoles (Zielinska & Turemko, 2020).
Adicionalmente, el voltamograma ciclico en la regién de oxidacion reversible

(cambio de voltaje negativo) muestra un pico catédico cerca de 0.10 V.

La Figura 18b muestra el voltamograma de onda cuadrado anodico, que
fue obtenido con el propdsito de mejorar la deteccion de respuestas mas
sensibles en la region anddica. Esta técnica electroquimica mejoro la resolucion
de los picos caracteristicos en la curva anddica, en comparacion con el
voltamograma ciclico. Como muestra la figura, el APE exhibe un incremento en
la corriente con respecto al blanco. Se identificaron dos picos de oxidacion a 0.13
Vy 0.64 V. Estos picos corresponden a los componentes de naturaleza reductora
presentes en el extracto. El pico a 0.13 V muestra una mayor area (0.40 pA-V)
gue el pico a 0.64 V (0.050 pA-V). Este resultado indica un mayor contenido de
componentes con potencial de oxidacién de 0.13 V. Se sabe que el potencial de
reduccion estandar del Fe**/Fe® es —0.04 V (Z. Wang, 2013). Al hacer una
comparacion de los picos anddicos y el potencial de reduccién del Fe(lll) a Fe®
se confirmé que el APE es capaz de reducir el Fe(lll) a Fe® para producir
nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI). Los compuestos fendélicos presentes

en el extracto pueden reducir y acomplejar el hierro simultaneamente
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(Poguberovi¢ et al., 2016). El mecanismo de reduccién del Fe(lll) por medio de
polifenoles permite una proteccion de la superficie de las nanoparticulas de hierro
cerovalente (nZVI) debido a la formacion de complejos, esto podria resultar en
alta dispersidad (Adusei-Gyamfi & Acha, 2016), como sera discutido mas

adelante en la seccién de TEM.

Adicionalmente, el voltamograma de onda cuadrada catddico de la Figura
18c muestra un pico a 0.15 V. El &rea bajo la curva de este pico (0.33 pA-V)
corresponde a la reduccion de los componentes del APE a la oxidacion reversible.
El pico catédico demostré una posicion similar a la del primer pico anddico, como
lo muestra la Figura 18a. La correspondencia entre el pico catodico y el anddico
explica la naturaleza reversible de los compuestos fendlicos y su capacidad para
ser reducidos de nuevo (Amidi et al., 2012). Algunos extractos de plantas no
poseen reversibilidad oxidativa (Keffous et al., 2016; Makhotkina & Kilmartin,
2012); sin embargo, el APE si exhibio esta propiedad. El potencial redox del APE
identificado en el voltamograma de onda cuadrada se encuentra en la
Tabla XXXVI.

5.3. Caracterizacion de las GAP-nzZVI

La morfologia, tamafio y distribucion de las nanoparticulas de hierro
cerovalente sintetizadas a partir del extracto de epicarpio de aguacate (GAP-
nZVI, acrénimo corto de green-synthesized nano zero-valent iron particles using
avocado peel extract) fueron evaluados mediante Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) y Microscopia de Fuerza Atomica (AFM). La Figura 2lay
Figura 21b muestran las micrografias TEM de las GAP-nZVI a escalas de 100
nmy 50 nm, respectivamente. Estas figuras indican una morfologia cuasi-esférica
de las GAP-nZVI, con un tamafo de entre 5-40 nm. A partir de la distribucion de

tamafio de la Figura 20, se confirma un tamafio de particula promedio de 19 nm.
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Estos resultados demuestran una distribucién no aglomerada de las GAP-nZVI.
Los componentes del APE son los responsables tanto de la reduccion como de
la estabilizacion coloidal de las GAP-nZVI (Desalegn et al., 2019). Asimismo, las
imagenes confirman la presencia de la estructura Core-Shell. El color negro
representa el core o interior de la particula, mientras que la fina capa gris que
rodea el interior corresponde al shell o caparazén (Taha & Ibrahim, 2014).
Estudios previos que han utilizado otros extractos de planta también han
reportado una morfologia cuasi-esférica similar (Fazlzadeh et al., 2017; Guo et
al., 2020; Poguberovi¢ et al., 2016).

La Figura 21 muestra la imagen topografica AFM de las GAP-nZVI que
confirma la morfologia cuasi-esférica y distribucion regular de las nanoparticulas
observado en las micrografias de TEM. Mediante esta técnica se encontrd un
tamafio de particula promedio de 14 nm. La comparacion de tamafios de particula

obtenidos mediante las técnicas de AFM y TEM se encuentra en la Tabla XXXVII.

La Figura 22 muestra el espectro infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR), de las GAP-nZVI antes del proceso Electro-Fenton (EF). El pico ancho de
alta intensidad a 3380 cm puede corresponder a un estiramiento O—H de los
compuestos fendlicos. El pico de la banda identificado a 3194 cm™ podria indicar
la vibracion del estiramiento O—H proveniente de los grupos aldehido (COH)
(Kumari & Dutta, 2020). Un tercer pico fuerte a 1055 cm coincide con la vibracion
del estiramiento C—O—C de carbonilos presentes en compuestos heterociclicos,
usualmente hallados en proteinas de extractos de plantas (Fazlzadeh et al.,
2017). Por otra parte, el pico a 1213 cm podria asociarse con la vibracién de un
estiramiento C—N de grupos amina presentes en proteinas. El pico a 1720 cm?
podria asignarse al estiramiento C=0 de grupos carbonilos de acidos alifaticos
saturados dimerizados (Z. Wang, 2013), o aldehidos y cetonas (Desalegn et al.,

2019). Otros grupos funcionales identificados también se muestran en la
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Tabla XXXVIII. De acuerdo con esta tabla, la abundancia de diferentes grupos
funcionales sobre la superficie de las GAP-nZVI indica la presencia de grupos
como fenoles, alcoholes, terpenoides, aminas (de proteinas), acidos carboxilicos
y grupos carbonilicos (Fazlzadeh et al., 2017; Z. Wang, 2013). La aparicion de
estas interacciones podria relacionarse con las especies fendlicas que redujeron
el Fe(lll) a Fe los cuales también sirvieron como agentes protectores en otros
extractos de planta reportados (Fazlzadeh et al., 2017). Las interacciones entre
estas funcionalidades superficiales pueden explicar la alta dispersidad observada
en las micrografias de TEM (Kumari & Dutta, 2020).

La Figura 23 muestra el patréon de difraccion de rayos X (XRD) de (a) las
GAP-nzVly (b) las GAP-nZVI después de estar 24 h en contacto con aire. Los
patrones de XRD de las GAP-nZVI mostraron una alta intensidad del pico cercano
a 20 = 49.7°, el cual corresponde a los polifenoles del extracto en las GAP-nZVI
(Shahwan et al., 2011) también confirmados por FTIR. El patron de difracciéon
sugiere que los polifenoles del APE que cubren la superficie de las nZVI exhiben
una alta cristalinidad. Este pico organico fue reportado en particulas nzZVi
sintetizadas con extracto de té (Hoag et al., 2009). Adicionalmente, otros picos
organicos de XRD han sido reportada en particulas nZVI sintetizadas con
extracto de hoja de té verde (Shahwan et al., 2011), extracto de hoja de eucalipto
(T. Wang et al., 2014); extractos de hoja de pifia, manzana y ciruela (Machado et
al., 2015), asi como extractos de Rosa damascene, Thymus vulgaris, y Urtica
dioica (Fazlzadeh et al., 2017). Esta propiedad representa una notable diferencia
del método de sintesis verde de nZVI con respecto a los métodos convencionales

(con borohidruro de sodio) (Rong&evié, Nemet, Ferri, & Matkovi¢-Calogovié, 2019).
Para confirmar la presencia de hierro en las nanopatrticulas, se realiz6 un

analisis de XRD a las GAP-nZVI después de 24 h en contacto con aire, mostrado
en la Figura 23(b). El patron de XRD de las GAP-nZVI después de 24 h en
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contacto con aire demostro la desaparicion de las reflexiones de los polifenoles y
la aparicion de varios picos caracteristicos de especies de hierro como FeClz,
FeOOH, Fe20s, and Fe®. El andlisis indica que el hierro cerovalente y los
compuestos organicos que protegian las GAP-nZVI fueron oxidadas después de
24 h por contacto con aire y confirmaron una estructura cristalina de los
compuestos remanentes (Fazlzadeh et al., 2017). Adicionalmente, la aparicién
de especies de hierro(ll) podrian corresponder a los compuestos del shell de las
GAP-nZVI. Estas especies se oxidan para preservar el interior de la particula,
produciendo una estructura Core-Shell de Fe®-FeOOH-FexOy-polifenoles
(Fazlzadeh et al., 2017; Guo et al., 2020; T. Wang et al., 2014).

5.4. Proceso Electro-Fenton (EF) utilizando las GAP-nZVI para la

remocién de Cr(VI)

La concentracion inicial de Cr(VI) es un factor crucial en el proceso
electroquimico (Rahmani et al., 2015), y el estudio de diferentes concentraciones
de Cr(VI) permiten evaluar el efecto limitante de su remocién. La Figura 24
muestra la remocién de Cr(VI) utilizando las GAP-nzZVI bajo el efecto de
diferentes concentraciones iniciales de Cr(VI) y pH por el proceso Electro-Fenton
(EF).

El disefio experimental consistié en valores constantes de voltaje aplicado
(10 V), dosis de peréxido de hidrégeno (10 mL/L) y dosis de GAP-nZVI1 (0.047g/L).
Esta figura muestra el porcentaje de remocién de Cr(VI) a concentraciones
iniciales de 10 mg/L, 30 mg/L y 50 mg/L a pH 3.0, 6.0 y 9.0 después de 25 min
de reaccién. Como se observa en la figura, el porcentaje de remocion fue > 99 %
a 10 mg/L de Cr(VI) para todos los tratamientos de pH después de 25 min. A una
concentracion inicial de 30 mg/L, el porcentaje de remocion presentd un ligero

decremento para el tratamiento a pH 3.0 y 9.0, aun manteniendo el porcentaje de

111



remocion por encima de 99 %. Sin embargo, la eficiencia de remocién disminuyé
de 99 % a ~96 % para el tratamiento a pH 6.0 y 30 mg/L de Cr(VI). A 50 mg/L, el
porcentaje de remocion solamente disminuyé por debajo del 99 % para los

tratamientos a pH 3.0 y 6.0 hasta alcanzar 98 % y 95 % respectivamente.

Por lo tanto, el porcentaje de remociéon de Cr(VI) tiende a disminuir
ligeramente con el aumento en la concentracion inicial de Cr(VI) después de
25 min de reaccion. Esta tendencia indica que la dosis de GAP-nZVI se vuelve
insuficiente y sugiere la necesidad de un tratamiento adicional (Shokri, 2017). El
area superficial de las GAP-nZVI se satura rapidamente de Cr(VI) con el
incremento de la concentracion inicial de Cr(VI), formando una capa pasivante
gue previene la transferencia de electrones (Nahuel Montesinos et al., 2014; Zhu
et al., 2018).

Este comportamiento inhibe los mecanismos redox entre nanoparticula-
contaminante y disminuye la eficiencia de remocion de Cr(VI) (Hu et al., 2011,
Zhu et al., 2018). A pesar de este efecto, el porcentaje de remocion de Cr(VI) se
mantuvo arriba del 90 % para todas las concentraciones iniciales de Cr(VI) y
podria indicar que la dosis de GAP-nZVI provee un ligero efecto limitante en la

remocion de Cr(VI).

Estudios previos han obtenido eficiencias de remocion de Cr(VI) menores
a altas concentraciones iniciales de Cr(VI) utilizando adsorcion (Poguberovi¢ et
al., 2016) o tratamiento con electrodos de sacrificio de Fe (Rahmani et al., 2015).
Por el contrario, los resultados obtenidos con esta investigacion utilizando el
proceso EF con GAP-nZVI indican mayores eficiencias de remocion de Cr(VI) a

altas concentraciones iniciales de Cr(VI) que las mencionadas anteriormente.
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Asimismo, el porcentaje de remocion de Cr(VI) requerido para un
tratamiento efectivo (concentracion final < 0.10 g/L) debe ser 99 % para 10 mg/L
de Cr(VI1), 99,7 % para 30 mg/L de Cr(VI) y 99.8 % para 50 mg/L de Cr(VI). Por
lo cual, los resultados revelan que las GAP-nzZVI removieron el Cr(VI)
efectivamente por el proceso EF a pH 3.0 y concentraciones iniciales de 10 mg/L
y 30 mg/L, dado que su concentracion final fue menor al limite estandar (< 0.10
mg/L); este comporatmiento también fue obtenido a pH 6.0 y 9.0 para una

concentracion inicial de 10 mg/L de Cr(VI).

La Figura 24 también muestra el efecto del pH inicial sobre el proceso EF
utilizando las GAP-nZVI, a pH de 3.0, 6.0 y 9.0 después de 25 min de reaccion.
Esta figura muestra que el porcentaje de remocion de Cr(VI) fue 3.5 % mas bajo
a pH 3.0 que a pH 6.0 a ciertas concentraciones iniciales de Cr(VI) (30 mg/L y 50
mg/L). Mientras que, el porcentaje de remocion de Cr(VI) increment6 desde pH
6.0 a 9.0, resultando en un 4.5 % de incremento en el tratamiento de

concentracion inicial méas alta (50 mg/L).

Este comportamiento podria asociarse a las caracteristicas de los
sistemas de equilibrio Fe-agua y Cr-agua bajo condiciones acidas y alcalinas en
el proceso EF (P. V. Nidheesh & Gandhimathi, 2014). Inicialmente, la remocion
de Cr(VI) consistié en dos etapas: una reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) por las
especies de hierro (Fe/Fe?*) y una coprecipitacion subsecuente de los hidroxidos
de Fe®*/Cr®* (Barrera-Diaz et al., 2012).

Las particulas de GAP-nZVI presentaron un rol catalitico en el proceso EF
y sirvieron como una fuente de iones Fe?* para la reaccion Fenton (Shokri, 2017).
El mecanismo conduce a una rapida generaciéon de iones Fe?* sobre el Core-
Shell de las GAP-nZVI debido a la reacciéon entre Fe® y H202> (Rahmani et al.,

2015; Shokri, 2017). Este cambio sirvi6 como “fuerza impulsora” para la
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reduccion de Cr(VI), como lo indican las siguientes reacciones para condiciones
acidas y alcalinas (Poguberovi¢ et al., 2016; Rahmani et al., 2015; Ye et al.,
2021):

Para condiciones acidas:

Fe® + H,0 — Fe?* + H, + OH™
3Fe® + Cr,0,%” + 8H* — 3Fe?* + 2Cr(OH); + H,0
Fe’* + H,0, - Fe3* + OH® + OH™
6Fe?* + Cr,0,% + 8H* — 6Fe3* + 2Cr(OH); + H,0

Para condiciones basicas:

Fe® + H,0 — Fe?* + H, + OH™
3Fe 4+ 2Cr0,%~ 4+ 16H* — 3Fe?* + 2Cr®* + 8H,0
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH® + OH™
3Fe?* + 2Cr0,%~ + 8H,0 — 3Fe3* + 2Cr3* + 160H"

La tendencia del porcentaje de remocion de Cr(VI) en un rango de pH de
3.0 a 6.0 podria atribuirse a la capa de 6éxido de hierro (Fe(OH)?*) sobre el Core-
Shell de las GAP-nZVI bajo condiciones acidas que sirven como donadores de
electrones (Yan et al., 2010). A estas condiciones, la capa se puede disolver con
mayor facilidad por los iones H* y exponer los sitios activos de superficie de la
particula para la transferencia de electrones (Fazlzadeh et al., 2017; Yan et al.,
2010). El pH &cido y el alto voltaje del proceso EF (> 0.4 V) fueron adecuados
para la predominancia de las especies dicromato (Cr207%) (Fazlzadeh et al.,
2017; Rahmani et al., 2015), que promovieron una reduccion mas efectiva del
Cr(VI1) a Cr(lll).

114



El voltaje constante del proceso (10 V), también previno la hidrélisis de
Cr207% a HCrO4 y H2CrO4 que pudo haber afectado su remocién (Fazlzadeh et
al., 2017; Salgado-Gémez, Macedo-Miranda, & Olguin, 2014). Conforme el pH
inicial incrementd de 3.0 a 6.0, las especies Cr.07% se volvieron menos atraidas
a la superficie de las nzZVI (Yan et al., 2010). Esta figura exhibié un maximo de

remocion de Cr(VI) de > 99 % a pH 3.0 y una concentracion inicial de 10 mg/L.

Por el contrario, el porcentaje de remocion de Cr(VI) fue minimo a pH 6.0 para
todas las concentraciones iniciales de Cr(VI). A pH 6.0, el Cr(VI) se distribuye en
especies dicromato (Cr207?) y cromato (CrOs?), resultando en una compentencia
por los sitios activos de la superficie de las GAP-nzZVI (Ye et al., 2021). Esta
competencia incrementa la fuerza ionica de la solucién e inhibe potencialmente

la reaccion redox (Ye et al., 2021).

Posteriormente, los altos porcentajes de remociéon de Cr(VI) resultantes a
pH 9.0 podrian asociarse a la predominancia de Cr(Vl) como especies CrOs?
sobre las especies hidrolizadas (HCrO4/H2CrO4) que son mas dificiles de
remover (Fazlzadeh et al., 2017; Rahmani et al., 2015). El voltaje constante del
proceso EF (10 V) también evit6 la hidrélisis de CrO4? a este pH (Salgado-Gémez
et al.,, 2014). De este modo, las particulas de GAP-nZVI pueden reducir
efectivamente el CrO4> por atracciones electrostaticas inducidas entre las
nanoparticulas y las especies de Cr(VI) (Teymori, Khorsandi, Aghapour, Jafari, &
Maleki, 2020). Un punto importante acerca de los polifenoles que recubren las
GAP-nZVI es la presencia de iones fenoxi (fenolatos) a estas condiciones
(Kumamoto, Sonda, Nagayama, & Tabata, 2001), dado que la mayoria de los
polifenoles identificados (Tabla XXXV), exhiben valores de pKa mayores a 8.0
(Numviyimana, Chmiel, Kot-Wasik, & Namiesnik, 2019).
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La solubilidad de estos compuestos incrementd en condiciones alcalinas
y sirvieron como donadores de electrones en la reduccion de Cr(VI)
(Chrysochoou & Reeves, 2017). Este efecto adicional mejord la eficiencia de
remocion de Cr(VI) del proceso EF. La obtencién de un mejor porcentaje de
remocion de Cr(VI) a pH 9.0 que a 6.0 también podria corresponder al descenso
en la solubilidad de las especies de Cr(lll) generadas por el proceso a
condiciones alcalinas (Nahuel Montesinos et al., 2014). A estos pH, el exceso de
iones OH~ produce la inmovilizacion de Cr(lll) al coagular como Cr(OH)s (Jiang,
Niu, Li, Oturan, & Oturan, 2020; Nahuel Montesinos et al., 2014). Esta tendencia
es mas favorable a condiciones alcalinas que a condiciones &cidas debido a un
menor requerimiento de iones Fe?* para los mecanismos del proceso EF, como

se mostré en las reacciones quimicas.

Estos resultados coinciden con otras investigaciones sobre el
comportamiento del pH en los mecanismos de reducciéon de Cr(VI) con nZVly la
distribucion de las especies (Fazlzadeh et al., 2017; Kumari & Dutta, 2020;
Poguberovic et al., 2016; Rahmani et al., 2015; Wu et al., 2020). Trabajos previos
han estudiado el efecto de las nZVI sintetizadas por métodos verdes para la
remocion de Cr(VIl) en solucién acuosa utilizando procesos de adsorcion
(Fazlzadeh et al., 2017; Kumari & Dutta, 2020). Aunque sus resultados mostraron
gue el porcentaje de remocion de Cr(VI) a condiciones acidas estuvo por encima
del 90 %, el porcentaje de remocion disminuyé 30-40 % a condiciones alcalinas
después de 25 min de tratamiento (Fazlzadeh et al., 2017; Kumari & Dutta, 2020;
Poguberovic et al., 2016).

Los resultados de este trabajo demostraron que el proceso EF utilizando
GAP-nZVI bajo condiciones alcalinas mantienen un alto porcentaje de remocién
de Cr(VI) (> 90 %) después de 25 min de tratamiento. Los altos valores de

eficiencia obtenidos con este proceso podrian relacionarse con la estabilidad de
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las GAP-nZVI bajo una reaccion inducida por electricidad (Rosales et al., 2012;
Wei et al., 2017). La dispersidad de las GAP-nZVI observada en los resultados
de TEM también demuestra una mejora en la agregacion acuosa a través de
fuerzas electro-estéricas (Kumari & Dutta, 2020; Wei et al., 2017), que resulta en

mayor area superficial total y transferencia electronica (Wei et al., 2017).

Los resultados de ANOVA (ver Tabla XXIX) indican que existe un efecto
estadisticamente significativo de la concentracion inicial de Cr(VI) y el pH sobre
el porcentaje de remocion de Cr(VI), considerando que p < 0.05 para estos
efectos. A pesar de esto, los resultados sugieren que no existe un efecto

significativo de la interaccion entre estas dos variables (p > 0.05).

El proceso EF utilizando GAP-nZVI demostré alta eficiencia para la
remociéon de Cr(VI), incluso a pH alcalino y altas concentraciones iniciales de
Cr(VI). También fue estudiado el efecto del tiempo de reaccion para determinar
el orden cinético de la remocion de Cr(VI). Interesantemente, algunos
experimentos alcanzaron valores mas altos de remocion a los 5 min que a los 25
min. La seccion subsecuente discute el efecto del tiempo sobre la remocion de
Cr(VI).

5.5. Estudio cinético de laremocion de Cr(VI)

La Figura 25 muestra el perfil de concentracion de Cr(VI) como funcion del
tiempo a diferentes pH (3.0, 6.0 y 9.0). La Figura 25(a) muestra el perfil de
concentracion a pH 3.0. Para las concentraciones iniciales de Cr(VI) de 10 mg/L
y 30 mg/L, la concentracion disminuyd 98 % y 99 % (< 0.30 mg/L) sobre los 25
min de reaccion, respectivamente. A una concentracion inicial de 50 mg/L, la
concentracion disminuy6 98 % sobre los 25 min de reaccion. En cambio, este

experimento alcanzé un minimo de ~0.27 mg/L (> 99 % de remocion) en tan solo
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5 min. Subsecuentemente, la concentraciéon de Cr(VI), incremento linealmente
como funcién del tiempo hasta alcanzar un 1.1 % de regeneracion de Cr(VI),

después de 25 min.

Esta fluctuacién en la concentracién del Cr(VI) se debe a una electro-
regeneracion de los iones Cr207%, lo cual tiende a aparecer en procesos EF con
metales (P. V. Nidheesh, Gandhimathi, Velmathi, & Sanjini, 2014). Inicialmente,
se espera que los iones Fe?* se regeneren desde iones Fe3* al reaccionar con
H20:2 en el catodo (Rosales et al., 2012). Sin embargo, dado que la superficie de
las GAP-nZVI se encuentra saturada a altas concentraciones iniciales (Nahuel
Montesinos et al., 2014), la transferencia de masa de los iones Fe?* se encuentra
limitada. Tanto este efecto como la mayor capacidad del Cr(lll) para regenerarse
(Chumakov, Batalova, & Slizhov, 2016), resulta en un ataque oxidativo del Cr(lll)

por los radicales "OH en el catodo (Jiang et al., 2020; Rosales et al., 2012).

Esta investigacion es la primera en demostrar la regeneracion de Cr(VI)
por medio de un proceso EF/nZVI a pH 3.0 y altas concentraciones iniciales de
Cr(VI). Otros estudios solamente han demostrado la regeneracion de Cr(VI),
utilizando otros procesos de remediacion (Chumakov et al., 2016; Rosales et al.,
2012) o materiales (Bury, Mumford, & Stevens, 2021; P. V. Nidheesh &
Gandhimathi, 2014). Dicho efecto es menos probable que ocurra en procesos EF
para la remocion de compuestos organicos (Rosales et al., 2012; Shokri, 2017)

debido a su naturaleza reversible cuando se oxidan (Keffous et al., 2016).

La Figura 25(b) muestra el perfil de concentracion de Cr(VI) a pH 6.0. A
una concentracion inicial de Cr(VI) de 10 mg/L, la concentracién disminuyé ~99
% en 5 min y se mantuvo constante después de 25 min de tratamiento. Al
contrario, para una concentracion inicial de 30 mg/L y 50 mg/L, la concentracién

disminuyd 98.9 % y 99.3 %, alcanzando un minimo de < 0.8 mg/L de Cr(VI), en
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tan solo 5 min de reaccién. Subsecuentemente, la concentracion de Cr(VI)
incrementd linealmente como funcién del tiempo, hasta alcanzar un 2.7 % y
4.5 % de regeneracion después de 25 min de tratamiento, respectivamente. Esta
figura muestra que las concentraciones iniciales de Cr(VI) de 30 mg/L y 50 mg/L

flucutaron después de 5 min de reaccion.

El proceso exhibid electro-regeneraciéon a pH 6.0. Aunque el proceso
redujo > 98 % de Cr(VI) a Cr(lll), existe una cantidad remanente de Cr(VI) disuelto
gue puede promover el proceso de regeneracion. Debido a la existencia de dos
especies anionicas de Cr(VI) (Cr207> y CrO4%) a pH 6.0 (Ye et al., 2021), se
incrementd el consumo de radicales ‘OH para la electro-regeneracion en el
catodo (Jiang et al., 2020). Como consecuencia de este efecto, existen dos
diferentes vias por las cuales se puede regenerar el Cr(VI) (Chumakov et al.,
2016; Jiang et al., 2020), y los resultados demostraron esta tendencia positiva.
La existencia de las dos especies anionicas de Cr(Vl) a pH 6.0 mejord la
redisolucion de los precipitados Cr(OH)s de generados (Tarekegn et al., 2021), lo

cual pudo favorecer la regeneracion de Cr(VI).

Este efecto fue evidenciado al comparar las velocidades de cambio de los
tratamientos de concentracion inicial de 30 mg/L (0.044 mg/(L-s)), y 50 mg/L (0.11
mg/(L-s)), esto confirmd que las concentraciones iniciales mayores de Cr(VI)
incrementan la velocidad de cambio del proceso de regeneracion. En contraste
con la Figura 25(a), la tasa incremental a 50 mg/L fue 3.7 veces mayor a pH 6.0
que a 3.0. Por ese motivo, el cambio en el pH de 3.0 a 6.0 afecta

significativamente la eficiencia de remocion de Cr(VI) del proceso EF.
Finalmente, la Figura 25(c) muestra el perfil de concentracién de Cr(VI) a

pH 9.0. Para las concentraciones iniciales de Cr(VI) de 10 mg/L, 30 mg/L y 50

mg/L, la concentracién disminuy6 99.6 %, 99.2 % y 99.1 %, respectivamente.
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Esta figura muestra que la concentracion de Cr(VI), alcanzé un minimo de
< 0.50 mg/L aproximadamente a los 5 min de reaccion para todas las
concentraciones iniciales. Después de este instante, la concentracion mostré una
fluctuacion despreciable contra el tiempo. La tendencia reflejé que el Cr(VI), es
incapaz de regenerarse a condiciones alcalinas. La reaccion rapidamente
alcanzé el equilibrio en los primeros 5 min y mostré un mejor rendimiento de
remocion que a pH mas bajos a lo largo de los 25 min de reaccién. A condiciones
alcalinas, la formacion de Cr(OH)z y Fe(OH)s no solo disminuyen la concentracion
de Cr3* y Fe®* disueltos, sino que también inhibe su regeneracion (Desalegn et
al., 2019; Jiang et al., 2020; Wei et al., 2017).

La formacion de estos precipitados facilitd la inmovilizacion de Cr(lll) en
fase sdlida, y proveyd un porcentaje de remocion constante (Wei et al., 2017).
Estos resultados indican que los procesos EF prolongados a pH alcalinos no
afectaran la eficiencia de remocion de Cr(VI), como si sucedio a pH 6.0.
Consecuentemente, tanto la reaccion de regeneracion como la de reduccion no
se ajustaron a ningun modelo cinético, como se discute mas adelante. La
tendencia también reveld que la concentracién de equilibrio es dependiente de la
concentracion inicial de Cr(VI). Conforme la concentracion inicial de Cr(VI)
aumento de 10 mg/L a 50 mg/L, la concentracion de equilibrio incrementd desde
0.044 mg/L a 0.43 mg/L. Por lo tanto, los cambios en el pH de 6.0 a 9.0 afectaron

el porcentaje de remocién de Cr(VI) del proceso EF.

Dado que el proceso EF es altamente eficiente, se requiere estudiar la
cinética de remocion en los primeros 5 min de reaccion para obtener un perfil de
concentracion de Cr(VI) sobre el proceso de remocién como tal. Otros estudios
han analizado la cinética de remocion de Cr(VI) por procesos de adsorcion con
nZVI obtenidas de extractos de hojas de roble, morera y cereza (Poguberovi¢ et

al., 2016), asi como extractos de Rosa damascene, Thymus vulgaris, and Urtica
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dioica (Fazlzadeh et al., 2017). Estos studios también han presentado ligeras
variaciones en la eficiencia de remocion de Cr(VI) (< 2 %), entre diferentes
tratamientos de concentracién inicial de Cr(VI), especialmente a concentraciones
iniciales menores a los 300 mg/L (Fazlzadeh et al., 2017; Poguberovi¢ et al.,
2016).

Por otro lado, incorporar nZVI sintetizadas por medio del extracto del
epicarpio del aguacate en el proceso EF demostré que el proceso electroquimico
puede reducir el tiempo requerido de contacto para > 95 % de remocion de Cr(VI)
desde 15-30 min en procesos de adsorcion (Fazlzadeh et al., 2017) hasta ~5 min
en el proceso EF. Para comprobar estos efectos, se realizé una prueba t-student
al 95 % de confianza para la diferencia del porcentaje de remocion de Cr(VI) entre
5 min y 25 min (ver Tabla XXXIII). Los resultados indican que Unicamente los
tratamientos a pH 3.0y 10 mg/L, pH6.0y 30 mg/L,y a pH 6.0 y 50 mg/L presentan
una diferencia estadisticamente distinta en el porcentaje de remocion de Cr(VI)
(p <0.05) entre 5 min y 25 min. De estos tratamientos, los de pH 6.0 son los que
presentaron electro-regeneracion; y se confirma que la electro-regeneracion es
significativa a estas condiciones. Ademas, se comprueba que el tiempo requerido
para la remocion de Cr(VI) por medio del proceso EF puede ser reducido de
25 min a tan solo 5 min. La dosis adicional de nZVI utilizada en este trabajo
(0.047 g/L) fue menos de un cuarto de la dosis utilizada en los estudios de
adsorcion (0.20 g/L) (Fazlzadeh et al., 2017; Poguberovi¢ et al., 2016). Por lo
tanto, las GAP-nZVI en el proceso EF representan un tratamiento mas eficiente
de Cr(VI), en solucion acuosa que los procesos de adsorcion, potencialmente

reduciendo el tiempo de contacto requerido y la dosis de nanoparticulas.
Finalmente, la Tabla XXXIX muestra los parametros cinéticos para cada

uno de los tratamientos de pH y concentracion inicial realizados, utilizando orden

cero, primer orden y segundo orden. Como se muestra, los pardmetros cinéticos
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muestran un ajuste de orden cero para la mayoria de los tratamientos, asi como
los de regeneracion (30 mg/L y 50 mg/L a pH 6.0). Esto confirma que la
concentracion de Cr(VI) no afecta significativamente la cinética de la reaccion.
Como se ha discutido en trabajos previos, la reaccién toma lugar en la superficie
del electrodo (Rahmani et al., 2015), y los reactivos Fenton (Fe%Fe?*/H202), son
los factores limitantes (Rosales et al., 2012). Ademds, los tratamientos a
condiciones alcalinas (pH 9.0) no se ajustaron a ningin modelo cinético debido a
su transformacion irreversible como hidroxidos durante los primeros 5 min de
reaccion (R? << 0.50) (Wei et al., 2017).

5.6. Caracterizacion de las GAP-nZVI después del proceso Electro-

Fenton

La Figura 26-1 muestra la comparacion de los espectros FTIR de las GAP-
nZVI antes y después del proceso EF. El pico ancho a 2860 cm™ podria indicar
la vibracion del estiramiento O—H de &cidos carboxilicos (Kumari & Dutta, 2020).
También fue observada una disminucion de intensidad de los estiramientos C=C
asginado a 1610 cm, del estiramiento C—N de las aminas a 1213 cm™, y el
estiramiento C—O—C de compuestos heterociclicos a 1055 cm™ (Fazlzadeh et al.,

2017) debido a la oxidacion promovida por el proceso EF.

De forma similar, el espectro mostr6 un pico de alta intensidad a 1422 cm-
1 que puede corresponder al estiramiento C—C (Fazlzadeh et al., 2017; Z. Wang,
2013), y una banda delgada a 876 cm™ asignado a la vibraciéon del estiramiento
C-H (Desalegn et al.,, 2019; Fazlzadeh et al., 2017), el cual incrementd su
intensidad después del tratamiento EF. Por lo cual, estas interacciones explican
que las particulas GAP-nZVI han disminuido su contenido de grupos funcionales

fendlicos después del proceso EF.
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Finalmente, la Figura 26-2(c) muestra una comparacion de los patrones
de XRD de las GAP-nZVI después del proceso EF. Los picos de difraccion
identificados después del proceso EF (26 = 28.3°, 40.5°, 50.2°, 58.7°, 66.4°,
73.7°), corresponden a KCI (PDF 00-041-1476), el cual fue empleado como
electrolito soporte en los experimentos EF. Por otra parte, tanto los picos de
difraccion de los polifenoles de la Figura 26-2(a), y los picos caracteristicos de
las especies de Cr o Fe de la Figura 26(b) desaparecieron o no fueron

encontrados.

La ausencia de estos picos podria ser atribuida a la oxidacién de los
polifenoles y la formacion de Cr(OH)s/Fe(OH)s (Guo et al.,, 2020; Nahuel
Montesinos et al., 2014). Dado que el Cr(lll) resultante tiene una estructura
amorfa y alta dispersidad cuando se inmoviliza (Guo et al., 2020), los resultados
indican una remocion efectiva del Cr(VI) por el proceso EF. Por lo tanto, el analisis
sugiere que los componentes remanentes en la solucion fueron cloruro de potasio

y materia organica oxidada, anteriormente observada en FTIR.
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CONCLUSIONES

El extracto del epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.) obtenido
por extraccion asistida por ultrasonido (UAE) a 42 kHz utilizando
metanol/agua 80:20 v/v como solvente, posee dos picos anddicos a
0.13Vy0.64V,yuna capacidad reductora de 0.62 V.

Nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI) se sintetizaron utilizando el
extracto del epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.) con un tamafio
de 19+ 8 nm.

Las nanoparticulas de hierro cerovalente sintetizadas a partir del extracto
del epicarpio de aguacate (GAP-nZVI) poseen un tamafio promedio de
19 + 8 nm, morfologia amorfa y cuasi-esférica, distribucion regular y posee

presencia de grupos superficiales polifendlicos.

La concentracion inicial de Cr(VI) y el pH influyen significativamente en el
porcentaje de remocién de Cr(VI) en solucién acuosa, siguiendo un
modelo cinético de orden cero cuando se utiliza el proceso Electro-Fenton
a 10 V y nanoparticulas de hierro cerovalente sintetizadas a partir del
extracto del epicarpio de aguacate (GAP-nZVI) a una concentracion de
0.047 g/L, con posibilidad de reducir el tiempo requerido de contacto de
25 min a ~5 min tras no existir cambios significativos en el porcentaje de

remocion (p < 0.05).
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El proceso Electro-Fenton tiene un efecto significativo en la estructura y
superficie de las GAP-nzZVI a un pH de 3.0 y concentracién inicial de
10 mg/L, debido a la oxidacion de la materia organica y formacién de

Cr(OH)s/Fe(OH)s altamente dispersos y amorfos.
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Logros de la investigacion:

1. Se obtuvo un porcentaje de remocién de Cr(VI) de > 94 % con el proceso
Electro-Fenton empleando nanoparticulas de hierro cerovalente
sintetizadas a partir del extracto del epicarpio de aguacate (GAP-nZVI) a
todos los tratamientos de concentracion inicial de Cr(VI) (10 mg/L, 30 mg/L
y 50 mg/L) y pH (3.0, 6.0 y 9.0) después de 25 min de reaccion.

2. Se consiguieron porcentajes de remocién de Cr(VI) > 98 % a condiciones
alcalinas con el proceso Electro-Fenton empleando nanoparticulas de
hierro cerovalente sintetizadas a partir del extracto del epicarpio de
aguacate (GAP-nzVI), que es 20-50 % mas alto que los tratamientos

convencionales de remocion de Cr(VI) (como adsorcion).

3. Los resultados cinéticos del proceso Electro-Fenton empleando
nanoparticulas de hierro cerovalente sintetizadas a partir del extracto del
epicarpio de aguacate (GAP-nZVI) demostraron que se puede reducir el
tiempo de contacto necesario para > 90 % de remocién de Cr(VI) de
25 min a 5 min, y es 67 % mas veloz que los métodos convencionales de
remocion (como adsorcion) y lo vuelve una opcion viable para un

escalamiento industrial.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto y capacidad limitante que presentan las nanoparticulas
de hierro cerovalente sintetizadas a partir del extracto del epicarpio de
aguacate (GAP-nzVI) y el peroxido de hidrégeno en el proceso de

remocién de Cr(VI) a través del proceso Electro-Fenton.

Analizar el efecto del tiempo y potencial del andlisis voltamétrico sobre la
estabilidad electroquimica de los compuestos fendlicos activos en el

extracto del epicarpio de aguacate (APE).

Desarrollar un estudio de la influencia del tiempo de exposicion al
ambiente de las nanoparticulas de hierro cerovalentes sintetizadas a
partir del extracto del epicarpio de aguacate (GAP-nzZVI) utilizando las
técnicas de XPS y XRD, para rastrear la composicion y estado de
oxidacion de las fases de las nanoparticulas durante el proceso Electro-

Fenton.

Estudiar la capacidad catalitica y reutilizable de las nanoparticulas de
hierro cerovalentes sintetizadas a partir del extracto del epicarpio de
aguacate (GAP-nZVI) como material de electrodo en el proceso Electro-

Fenton para la remocion de Cr(VI).
Realizar un estudio comparativo de las propiedades superficiales y

magnéticas de las nanoparticulas de hierro cerovalentes sintetizadas a

partir del extracto del epicarpio de aguacate (GAP-nZVI).
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APENDICES

Apéndice 1. Esquema del proceso de extracciéon de compuestos
fendlicos del epicarpio de aguacate

Liofilizacion Trituracion

Fuente: elaboracion propia. [Fotografias de Brian Lopez Campos]. (Pavas, San José, 2021)
Coleccion particular. Costa Rica.
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Apéndice 2. Esquema del proceso de anédlisis del extracto del
epicarpio de aguacate

Extracto fenolico Liofilizacién

Anilisis voltamétrico cv y SWv

Fuente: elaboracion propia. [Fotografias de Brian Lopez Campos]. (Pavas, San José, 2021)
Coleccion particular. Costa Rica.
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Apéndice 3. Esquema de la sintesis y caracterizacion de las GAP-nZVI

GAP-nzZVI

APE + FeCl;(3:1 v/v)

Montaje de muestras de AFM

0
Micrografia Micrografia
AFM TEM

Fuente: elaboracion propia. [Fotografias de Brian Lopez Campos]. (Pavas, San José, 2021)
Coleccion particular. Costa Rica.
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Apéndice 4. Esquema de caracterizacion de las GAP-nZVI por
FTIRy XRD

GAP-nZVI Liofilizacion

Montaje de muestra

Analisis FTIR

GAP-nZVI Andlisis XRD

Transmitancia (a.u.)

3000 b= 2000
Nimero de onda (cm™)

Fuente: elaboracion propia. [Fotografias de Brian Lopez Campos]. (Pavas, San José, 2021)
Coleccion particular. Costa Rica.
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Apéndice 5. Esquema del proceso EF utilizando las GAP-nzZVI

Calibracion de concentracion de Cr(VI)

Andlisis en UV-Vis

e
/e -F

<%
&GS v &

- | -~

Disefio de experimentos

GAP-nZVI

Porcentaje de remockin de Cr(VI) (%)
r 5 % 8 8 8 &

2 2 40 0
Concentrackin inicial de Cr(VI) (mg/L)

Antes
vs
Después

Fuente: elaboracion propia. [Fotografias de Brian Lopez Campos]. (Pavas, San José y Ciudad
de Guatemala, 2021) Coleccion particular. Guatemala y Costa Rica.
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Apéndice 6. Espectro UV/Vis de (a) cloruro férrico (FeCls), (b) APE y
(c) GAP-nzVI

3.0 H

P,

2.5 1

2.0

1.5

Absorbance

1.0

0.5

0.0 1

T T T T T T T
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para los
residuos de porcentaje de remocion de Cr(VI)

Variable n Media Desvllamon Vglor P Conclusion
estandar (unilateral)
Como p > 0.05, no
Residuo se rechaza Ho. Los
de 27 0.00 0.95 0.3562 residuos provienen
Porcentaje de subpoblaciones
R con distribucion

normal.

Nota. Ho supone que las observaciones de cada tratamiento proceden de una
poblacién con distribucién normal. N = Niumero de observaciones.

Fuente: elaboracién propia.

Apéndice 8. Andlisis de varianza para los residuos de porcentaje de

remocion de Cr(VI)

Sumade Grados de  Cuadrado Valor p

Fuente cuadrados libertad medio (unilateral) Conclusion
Modelo 9.79 8 1.73 0.0017 Como p > 0.05, no
se rechaza Ho para
Co 5.71 2 2.86 0.0007 el factor pH. Las
pH 121 2 0.60 0.1382 varianzas de las
subpoblaciones de
Error 3.26 22 0.28 pH son
homogéneas. Sin
embargo, los
Total 13.05 26 residuos de
Cp son
heterogéneos

Nota. Ho supone que las observaciones de cada tratamiento poseen varianzas
homogéneas.

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 9. Histograma de la distribucion de residuos para el
porcentaje de remocion de Cr(VI)

Frecuencia relativa

23 -108 0.15 138 260
Residuo de %R

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 10. Grafico de dispersion para los residuos del porcentaje

de remocién de Cr(VI)

*
e s pEr e
.

Residuo de %R

10 L 20 25 30 35 40 45 50
Concentracin inicial (mgiL)

Nota. Existe independencia de los residuos con respecto a la concentracion inicial
de Cr(VI).

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 11. Grafico de dispersion para los residuos del porcentaje
de remocion de Cr(VI) con respecto al pH

.
..
+8 passe

Residuo de BR
..

+

pH

Nota. Existe independencia de los residuos con respecto al pH.

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 12. Gréfico de dispersion pararesiduos del porcentaje R

en funcién de los residuos pronosticados

2247

Residuo de %R
.

" T T T |
9459 86.01 §7.43 98.84 100.25]
Valor pronosticada de %R

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 13. Grafico Q-Q Normal para los residuos del porcentaje de
remocion de Cr(VI)

102.394
n= 27 r= 0.876 (%Remocién}
10014+ . .
=
=
2
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93.38 95.64 97.89 10014 102.39)
Cuantiles de una Normal(98.489,3.8273)

Fuente: elaboracion propia.
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