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RESUMEN

El xilol es un solvente organico aromatico toxico e inflamable, regulado por
SEDRONAR, que presenta numerables aplicaciones industriales y analiticas. Entre ellas, se
encuentra su empleo como agente deshidratante, y extractante de medios de inclusion para

tejidos, en la realizacion de preparados de histologia.

El uso rutinario de xilenos en estudios histolégicos acarrea consigo la problemética
de la disposicion final de los desechos generados a partir de su uso. El solvente en cuestion
no debe ser descartado por la red cloacal, debe manipularse bajo estrictos controles de uso,
y el costo de tratamiento del residuo disponible en el mercado, es muy elevado. Como
consecuencia, muchas entidades optan por el almacenamiento indefinido, hasta dar con una

solucién viable.

Ante esta situacion, el Laboratorio de Quimica Ambiental del IANIGLA toma la
iniciativa de poner a punto un tratamiento de purificacion de xilol, para lo cual, se
realizaron pruebas piloto satisfactorias. Para aseguramiento del proceso de purificacion, y
evaluacion de la calidad del xilol resultante, se requeria contar con un seguimiento analitico
instrumental y analisis estadistico, lo cual fue el objeto de estudio del presente seminario
de investigacion. En este sentido, se evaluaron comparativamente dos posibles métodos de
purificacion de xilol, los cuales se basaron en la técnica de centrifugacion y la destilacion
fraccionada, respectivamente. El seguimiento a lo largo del proceso de purificacion se llevo
a cabo mediante analisis por espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-
IR). El estudio y la validaciéon de los datos obtenidos, se basé en el analisis estadistico
multivariado de componentes principales (PCA), y andlisis de la varianza (ANOVA). El
PCA fue utilizado como herramienta estadistica para la evaluacion integral de los
resultados. EI ANOVA permiti6 determinar si los resultados obtenidos mediante las
metodologias aplicadas mostraban diferencias significativas, y seleccionar aquella con la

cual se pudiera lograr una mejor purificacion del xilol.




TABLA DE ABREVIATURAS

En la siguiente tabla se presentan en orden alfabético, las abreviaturas empleadas a lo largo

del manuscrito y sus significados.

Abreviatura Significado
ANOVA Anélisis de la varianza.
BTX Benceno, tolueno y xileno.
C Muestras de centrifugacion.
CD (AoB) Cola de destilacion, correspondientes a destilaciones Ay B.
FD (A 0 B) Fracciones de destilacion, correspondientes a las

destilaciones A o B.

FT-IR Espectrometria de Infrarrojo con transformada de Fourier

Mezcla de fracciones de destilacion, correspondientes a las

MFD (A0 B) destilaciones A o B.
MIT Medio de inclusién para tejidos.
MPH Muestra de partida de histologia
PCA Anaélisis de componente principales
S/IR Relacién sefal ruido.
XC Xileno comercial.
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1. INTRODUCCION

1.1. XILOL

El xilol, también denominado como xilenos, es un solvente aromatico volatil que

comercialmente se encuentra como una mezcla de tres isémeros: orto-xileno (1,2-

dimetilbenceno), meta-xileno (1,3-dimetilbenceno) y para-xileno (1,4-dimetilbenceno). El

meta-xileno se encuentra en mayor proporcion (entre 60% y 70%) y el para-xileno en

menor proporcion (< 5%)*. Mediante analisis por cromatografia de gases, se ha encontrado

que ademas puede contener etilbenceno, como impureza del proceso de obtencién?.

1.1.1. Propiedades fisico-quimicas del xilol

Los datos fisico-quimicos de los isdbmeros que presenta el xileno se resumen en la

Tabla 1.13*. En dicha tabla se pueden observar las siguientes caracteristicas:

Los isomeros son moléculas con la misma férmula molecular, pero diferente
estructura. Por este motivo, los isémeros orto-, meta- y para-xileno poseen el mismo
peso molecular. Los tres xilenos, presentan isomeria constitucional o estructural de
posicion”.

Las densidades de las moléculas descriptas varian desde 0,861 g/mL en el caso del
isbmero para-xileno, hasta 0,880 g/mL para el isdbmero orto-xileno. El isémero
meta-xileno presenta una densidad intermedia mas cercana a la del para-xileno, con
un valor de 0,868 g/mL. EIl xilol por ende, resulta menos denso que el agua, cuya
densidad es 0,997 g/mL a 25°C y 101,3 kPa®.

Los puntos de ebullicion de los isomeros meta- y para-xileno son muy cercanos
entre si, 139,3°C y 138,3 °C, respectivamente. El orto-xileno presenta el punto de
ebullicion mas elevado a 144,0 °C.

El punto de fusion, difiere notablemente entre los tres isomeros. EI meta-xileno
presenta el menor punto de fusion a -47,8 °C, luego orto-xileno funde a -25 °C. El
isdbmero con mayor temperatura de fusién, es el para-xileno; éste se destaca de los

otros dos por situarse por encima de 0 °C.




e La solubilidad en agua de los tres isdbmeros es practicamente nula. El xileno resulta

inmiscible en agua.

Tabla 1.1. Principales caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de xilenos.

Isbmero orto-xileno meta-xileno para-xileno
No:nuelgg\lgt*ura 1,2-dimetiloenceno  1,3-dimetilbenceno  1,4-dimetilbenceno
NUmero CAS** 95-47-6 108-38-3 106-42-3
Estructura quimica |M - | IJ
PM [g/mol] 1062 1562 106,2

Descripcion fisica

Liquido incoloro
con olor aromatico

Liquido transparente
e incoloro con olor

Placas o prismas
incoloros a bajas
temperaturas;

aromatico liquido incoloro con
olor aromatico
Densidad [g/mL] a
25 °C y 1013 kPa 0,880 0,868 0,861
Punto de ebullicion
144 1 1
a 101,3 kPa [°C] 0 39.3 383
Punto de fusién a
2 -47 1
101,3 kPa [°C] 50 8 30
Presion de vapor a
25 °C [KPa] 0,88 1,10 1,20
Solubilidad en agua
a25°Cy101,3 kPa 0,02 0,02 0,02
(% VIV)
Punto de ignicion a
2v.c. 27 v.c. 27 v.c.
101,3 kPa [°C] s2v.e Ve Ve
Punto de
autoignicion a 463 527 528

101,3 kPa [°C]

*IUPAC: Union internacional de quimica pura y aplicada. **CAS: Identificacion numérica Unica de
compuestos quimicos, establecida por chemical abstracts service. v.c.: pardmetro determinado a vaso

cerrado.

El punto de inflamacion es la temperatura minima, a presién de una atmosfera

(101,3 kPa), a la que una sustancia combustible, en contacto con el aire, desprende la

cantidad suficiente de vapor para que se produzca la inflamacién de la mezcla vapor-aire




mediante el aporte a la misma de una energia de activaciéon externa. Dicha energia puede
ser de origen térmico (llama), mecanico (friccion), eléctrico (chispa) o quimico (reaccién
exotérmica). Al valor se suele afiadir "v.a", vaso abierto o "v.c", vaso cerrado, para indicar
el método de determinacion del parametro. Este pardmetro también suele denominarse

como "punto de ignicion™’.

El punto de autoignicién es la temperatura minima, a presion de una atmosfera
(101,3 kPa), a la que una sustancia, en contacto con el aire (méas bien con el oxigeno), arde
espontaneamente sin necesidad de ningin aporte energético adicional a la mezcla. Se
diferencia de la temperatura de inflamacion, en que no necesita foco de ignicion para
generarse la combustion. También en este caso, una cantidad de oxigeno en aire superior a
la normal, o el efecto catalitico de metales u otros contaminantes puede provocar un

descenso de la temperatura de autoignicion’.

1.1.2. Métodos de obtencién del xilol

Los compuestos arométicos derivados del benceno, son de importancia industrial y
econdémica. Son la principal materia prima de compuestos quimicos de uso global como por

ejemplo plasticos, productos de caucho y de fibra sintética.

Las potenciales vias de obtencidon de compuestos aromaticos son: sintesis a partir de
moléculas pequefias, aislamiento directo del carbon o de petrdleos parafinicos-aromaticos
y, preferentemente, la obtencion mediante procesos piroliticos o cataliticos a partir de

carbon o petrdleo con posterior aislamiento.

Respecto a la obtencién de compuestos aromaticos a partir de moléculas pequerias,
en 1868, M. Berthelot logrd por primera vez sintetizar benceno partiendo de tres moles de
etino o acetileno®. EI método consiste en hacer pasar acetileno a través de un tubo de

porcelana calentado al rojo.

Por otra parte, las fuentes de materias primas de compuestos aromaticos son:
productos de la destilacion seca de hulla (coquizacion), reformado de bencina (mezcla
liquida de alcanos como pentano, hexano y heptano) a partir de bencina bruta, y bencina de

pirolisis de la disociacion de nafta con vapor®*®. A continuacién, se hard una breve




descripcién de los distintos métodos de obtencidn de compuestos aromaticos, a partir de las

materias primas previamente mencionadas.

1.1.2.1. Coquizacion de hulla

La hulla (carbén mineral) contiene hidrocarburos aromaticos como combinaciones
de moléculas de alto peso molecular. Mediante el proceso de coquizacién, es decir,
transformacion de la hulla y los residuos pesados del petréleo en coque (combustible
s6lido), se disocian y transponen. Para llevar a cabo este proceso, es necesaria la aplicacion
de elevadas temperaturas (1000 a 1400°C).

Las moléculas aroméaticas mas pequefias que se forman en los tres productos de la
coquizacion (gas bruto, agua de coqueria y alquitran), pueden aislarse por métodos
especiales. Del gas de coqueria o gas bruto, se separan los compuestos aromaticos, por
lavado de los gases con hidrocarburos de ebullicion alta (aceite de antraceno), o por
adsorcion sobre carbon activado. La mezcla de compuestos aromaticos se destila
posteriormente del aceite de lavado, o se desorbe del carbon con vapor de agua. La
destilacion, da como producto el denominado benceno bruto (BTX), formado
mayoritariamente por benceno, tolueno, y en un 6% de su volumen por xilenos.

Minoritariamente posee etilbenceno, entre otros compuestos aromaticos superiores®,

1.1.2.2. Reformado de bencina

El reformado de la bencina o éter de petréleo, es una forma particular de craqueo
catalitico (descomposicion térmica). Se producen un conjunto de isomerizaciones,
ciclaciones y deshidrogenaciones (aromatizaciones) en presencia de catalizadores como,

por ejemplo, platino.

La elaboracion por destilacion del producto bruto reformado permite separar una
fraccion rica en compuestos aromaticos. Debido a su elevado punto de ebullicién, son una

fuente importante para la obtencion de tolueno e isémeros del xileno®.

1.1.2.3. Extraccion liquido-liquido

La recuperacién de compuestos aromaticos puros a partir de mezclas de

hidrocarburos no es posible utilizando el proceso de destilacion. Esto se debe a que los




puntos de ebullicion de algunos compuestos alifaticos son muy cercanos a los aromaticos
que se desean recuperar. Ademas, pueden formarse azeotropos entre compuestos alifaticos

y aromaticos, generando que la mezcla de ambos posea el mismo punto de ebullicién.

Las extracciones liquido-liquido han resultado de amplia aplicacion en la industria.
Los procesos mas utilizados, desarrollados y patentados por industrias petroleras, son
Udex, Sulfolan y Arosolvan. En la Tabla 1.2 se puede observar que los tres métodos
emplean solventes, 0 mezclas de ellos, y condiciones de temperatura y presion especificas.
Las extracciones liquido-liquido se realizan en columnas de extraccién bajo el principio de

contracorriente®*?,

Tabla 1.2. Extracciones liquido-liquido para la obtencién de compuestos aromaticos.

Propiedad de Condiciones de
Proceso Solvente .,
empresa extraccion
Mono-, di-, tri- 0
] 130-150 °C, 500-
Udex UOP-Dow tetraetilenglicol/H,O 200 kPa
y mezclas
Di6xido de
Sulfolan Shell-UOP tetrahidriotiofeno 50 °C
(sulfolan)
Arosolvan Lurgi N'met"ﬁ"éo"do”a/ 20-40 °C, 100 kPa
2

1.1.2.4. Separacion de isomeros del xileno

Para llevar a cabo la separacion de los isébmeros del xileno, en primer lugar, se
realiza una destilacion fraccionada de la mezcla, para separar el orto-xileno del meta-xileno
y el para-xileno. El punto de ebullicion del isomero orto- es aproximadamente 5 °C mayor
que el de los otros dos. Luego, en la cabeza de destilacion se obtiene una mezcla de
etilbenceno, meta- y para-xileno, que después de una laboriosa destilacion se logra liberar
del etilbenceno (componente mas volatil). El resultado es una mezcla en la proporcion
aproximada 2:1 meta-ileno:para-xileno. Posteriormente, se seca cuidadosamente sobre
A|203 0 SIOZ

Finalmente, se lleva a cabo un enfriamiento progresivo para separar cristales de

para-xileno del meta-xileno liquido, cuyos puntos de fusion son 13 °C y -47,8 °C,




respectivamente. Es importante destacar que para evitar taponamientos por formacion de
hielo, el contenido de agua debe disminuir a aproximadamente 10 pg/mL en la etapa de

secado®*?,

1.1.3. Riesgos de exposicion y toxicidad

La intoxicacion aguda produce sintomas como fatiga, mareo, temblores, disnea, en
algunas ocasiones nauseas y vomitos. También puede observarse irritacion cutanea, de las
mucosas oculares, de los rifiones y de las vias respiratorias altas. En casos méas severos,

puede ocasionar hasta la pérdida del conocimiento®.

La exposicion cronica causa debilidad general, insomnio, excesiva fatiga, cefalea,
mareo, irritabilidad, pérdida de memoria y zumbidos en los oidos. Ademas, en algunos
casos, se detectan vestigios de xileno en los organos, en especial, en las glandulas
suprarrenales, la médula 6sea, el bazo y el tejido nervioso. Por otra parte, se puede percibir
sabor dulce en la boca, pérdida del apetito, sed, sensacion de quemazén en los 0jos y

hemorragia nasal.

Las alteraciones mas comunes son a nivel cardiovascular, pero también se han
observado trastornos funcionales en el sistema nervioso central, en la sintesis de proteinas y
deterioro en la actividad inmunolégica. Las mujeres pueden sufrir alteraciones en el ciclo
menstrual y se ha visto que las trabajadoras expuestas xilenos en concentraciones que
sobrepasaban periddicamente los limites de exposicion, también se ven afectadas por
problemas durante sus embarazos (toxicosis, amenaza de aborto, hemorragias durante el

parto) y esterilidad®.

1.1.4. Manipulacion en el laboratorio

Deben mantenerse ciertos recaudos durante la manipulacion del xilol en el
laboratorio. Ademas de los riesgos para la salud especificados en la seccidn precedente,
existen riesgos fisicos y quimicos que deben tenerse en cuenta. Pueden generarse cargas
electrostaticas como resultado del flujo o la agitacion. Y reacciona violentamente con

oxidantes fuertes como el 4cido nitrico, ocasionando peligro de incendio y explosion®.




1.1.5. Usos

Los xilenos se emplean como diluyentes de barnices y pinturas, como aditivos de
alto octanaje en combustibles para aviones, en productos farmacéuticos y en la produccién
de colorantes y acidos ftélicos, entre otros. El xilol también se utiliza para preparar
muestras para cortes histologicos, debido a que disuelve balsamo de Canada (medio de
montaje), poliestireno, parafinas, y otros medios de inclusion para tejidos (MIT), como por

ejemplo Histoplast® o Paraplast®®.

1.1.6. Uso de xilol en histologia

1.1.6.1. Técnica de preparacion de cortes histologicos

La técnica de preparacion de muestras méas utilizada en estudios histoldgicos,
involucra los pasos que se detallan en el ejemplo de la Figura 1.1. Cabe destacar que el
nimero de repeticiones, y el tiempo de permanencia de la muestra en cada una de las
etapas, pueden variar. Ambos dependen de las caracteristicas de la muestra, y de las
condiciones operativas que establezca el manipulador para lograr mejores preparados. A
continuacién se daréd una breve explicacion a cada una de las etapas de la metodologia de

preparacion de muestras para estudios histoldgicos*:

I.  Fijacion: El tejido se fija en formol (solucion acuosa de metanal al 40%,
cominmente denominado como formalina o formaldehido), inmediatamente
después de ser extraido del organismo. Asi, se logra preservar su estructura y
destruir microorganismos patégenos presentes.

I1.  Deshidratacién: La muestra se lava con agua destilada, y luego se deshidrata con

una serie de soluciones alcohdlicas de concentraciones crecientes: etanol 70% —
etanol 90% — etanol 96% — etanol 100%.

I11.  Aclaramiento: Se sustituye el agente deshidratante (etanol) por una sustancia
miscible (xilol) en el medio de inclusion para tejidos (MIT).

IV.  Armado del blogue de MIT: La muestra se sumerge en MIT fundido, se encastra en

un molde, y se deja enfriar. Luego, el bloque obtenido se talla y empareja para

formar el denominado taco.




VI.

VII.

VIII.

IX.

Corte con micrétomo: El taco se corta en finas rebanadas de entre 5y 10 pm,

mediante el uso de un microtomo. Los cortes obtenidos se montan sobre
portaobjetos.

Extraccion de MIT: Para poder tefiir los cortes histologicos, el MIT debe disolverse

y extraerse nuevamente con xilol.

Hidratacion: Los tejidos deben rehidratarse mediante el empleo de soluciones
alcohdlicas de concentracidn decreciente y finalmente agua destilada: etanol 100%
— etanol 96% — etanol 80% — H2O(q).

Tincién: La muestra se sumerge en hematoxilina (colorante), se lava, se sumerge en
eosina (colorante). Finalmente, se coloca en etanol 80%.

Deshidratacion: La muestra se vuelve a deshidratar con etanol 96% — etanol 100%

— etanol 100%. Luego, se hace pasar una ultima vez por xilol, para lograr un
preparado permanente.

Montaje: Se adhiere un cubreobjetos sobre un portaobjetos con la preparacion
tefiida. Esta adhesion se lleva a cabo mediante la colocacion de un medio de
montaje, cuyas propiedades Opticas (indice de refraccion similar al del vidrio,

1.518), permiten la visualizacion de la muestra bajo microscopio.
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Figura 1.1. Preparacion de cortes histoldgicos. A) Fijacion, deshidratacion, aclaramiento, y armado del
bloque de medio de inclusion para tejidos (MIT). B) Corte, extraccion de MIT, hidratacidn, tincion,
deshidratacion y montaje para posterior observacién en microscopio. Los tiempos de cada etapa son
variables. Se ejemplifica tincion mas utilizada: hematoxilina-eosina.

1.1.6.2. Xilol como desecho de preparados histoldgicos

Mediante cromatografia de gases se encontré que el resultado del procedimiento
histologico previamente descripto, es la contaminacion de los xilenos tanto con MIT, como
con etanol y restos de tejidos 2. En los laboratorios de histologia, los bafios de solventes son
re-utilizados a lo largo de varias inclusiones, pero los mismos tienen una vida util limitada
debiendo ser recambiados a lo largo de aproximadamente quince ciclos para evitar la
pérdida de calidad de los cortes. De este modo se van generando desechos de solventes

contaminados, siendo el xilol el de mayor preocupacion debido a que no puede ser
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descartado como desecho domiciliario y necesita un tratamiento especial como residuo
peligroso para su disposicion final. Esta disposicion resulta costosa y dificilmente viable
dado los escasos volumenes que normalmente se generan a lo largo del afio
(aproximadamente veinticinco litros en instituciones regionales donde se llevan a cabo
tareas destinadas a la investigacion como en IMBECU, CONICET, Mendoza, Argentina),
por lo que terminan siendo confinados en depositos hasta disponer de un sistema seguro de

desecho.

Adicionalmente, el xilol es uno de los solventes regulados y controlados por la
Secretaria de Programacion para la Prevencion de la Drogadiccion y la Lucha contra el
Narcotrafico (SEDRONAR) vy el Registro Nacional de Precursores Quimicos (RENPRE),
por lo que su uso y guarda deben ser cuidados y reportados con precision a las autoridades

competentes™**.

1.1.6.3. Purificacion de xilenos de preparados histoldgicos

Debido a la acumulacion de desechos de xilol de origen histoldgico y su compleja
disposicion final, surge la necesidad de reducir los volimenes producidos tanto en el area
de la salud ptblica o privada, como en el ambito de la investigacion’. Mediante la
implementacion de la destilacion como medio de procesamiento de los desechos, no solo se
alcanza este objetivo sino que también, se logra una recuperacion del 90% al 95% del xilol,
pudiendo ser reutilizado durante el proceso histolégico®'®. Se ha demostrado que los
desechos de xileno pueden ser recuperados efectivamente por destilacion a presion
atmosférica a temperaturas de ebullicion entre 138 °C y 144 °C? logrando en ocasiones, la
obtencién de un producto de mayor pureza que el adquirido comercialmente (presencia de
etilbenceno)®*’; mientras que el etanol, sin embargo, requiere de destilacion con aplicacion

de vacio para obtener el producto reciclado de calidad aceptable®.

Ademas de resultar beneficiosa para el medio ambiente, balances economicos

indican que esta alternativa permite disminuir notablemente los costos tanto de compra del

producto, como de disposicién final del mismo®*"°.
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1.2. ESPECTROMETRIA DE INFRARROJO
1.2.1. Fundamentos

Las regiones del espectro electromagnético comprenden, en orden creciente de
energias: ondas de radio, microondas, radiacion infrarroja, visible, ultra violeta, rayos X y
rayos y. Estas regiones, junto con su correspondiente valor de frecuencia y nimero de onda,

pueden observarse en la Figura 1.2.

3x 10 3x 108 3x 100 Ix1p Ix 102 Ix 100 3x 1072 3x 10 Nimero de onda, cm™!

102 10% 10" 101 103 10" 10 107 R .

T T T T T T T T T T T T [ ] Moo
Rayos-X Visible Microondas

——— —d | o

Rayos gamma Ultravioleta Infrarrojo Radio

L &+ + + ;¢ & § [ & | |

10713 101 10 107 10 10 10 10
Figura 1.2. Regiones del espectro electromagnético.

X Longitud de onda, m

En la zona del infrarrojo, se distinguen tres regiones espectrales: infrarrojo cercano
(12800 a 4000 cm™), medio (4000 a 200 cm™) y lejano (200 a 10 cm™). La regién del

infrarrojo medio es la mas utilizada en mediciones espectrométricas®.

La espectrometria de infrarrojo se basa en las vibraciones de los atomos de las

moléculas. La energia de esta radiacion, no es suficientemente elevada para causar

ionizaciones como sucede en el caso de los rayos X o0 .

Un espectro de infrarrojo se obtiene determinando qué fraccion de la radiacion
infrarroja incidente en una muestra es absorbida a una energia en particular. La frecuencia
de vibracion de determinados grupos funcionales, define la energia a la cual se observa
cierta sefial en el espectro electromagnético. Para que una molécula pueda absorber
radiacion en la region del infrarrojo, el momento dipolar eléctrico de la misma debe
cambiar como consecuencia de su vibracion o rotacion. Por comparacion, una molécula

diatémica homonuclear resulta inactiva en esta zona?®?:.
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Dos tipos béasicos de vibraciones son los que producen sefiales en el espectro
infrarrojo: tension y flexién de enlaces. Una vibracion de tension o estiramiento, implica un
cambio en la distancia interatdbmica a lo largo del eje de enlace entre dos atomos. En la
Figura 1.3 A se muestran los tipos de vibracion de estiramiento: simétrica, si ambos a&tomos
externos se alejan del &tomo central, y asimétrica si uno se aleja y el otro se acerca®® %% Por
otra parte, hay cuatro tipos de vibraciones de flexion, cuya caracteristica comun es que se

modifica el angulo entre dos enlaces. En la Figura 1.3 B se muestran los cuatro tipos de

flexion: tijereteo, aleteo, torsion y balanceo® 2.
Simétrica Balanceo en el plano Tijereteo en el plano
+ + + -
Asimétrica Aleteo fueradel plano  Torsion fuera del plano
A. Vibraciones de tension B. Vibraciones de flexién

Figura 1.3. Tipos de vibraciones moleculares: A. Tension, B. Flexion. El signo + indica
movimiento del plano hacia el exterior de la pagina y — indica movimiento del plano
hacia el interior de la misma.

1.2.2. Zonas de absorcién en infrarrojo

En un espectro de infrarrojo, en general, se representa graficamente el porcentaje de
transmitancia [%], o la absorbancia (adimensional), en el eje de las ordenadas; mientras que
en el eje de las abscisas se grafica la longitud de onda [pum], o el nimero de onda [cm™]. La
representacion gréfica escogida para los espectros analizados en este trabajo, muestra la

absorbancia en funcién del nimero de onda.

Las principales zonas de absorcion en el infrarrojo (definidas por intervalos de
nameros de onda), de los distintos enlaces quimicos presentes en los grupos funcionales, se
muestran en la Tabla 1.3.2°%2. Se puede observar, a través de las variaciones en los

intervalos de numero de onda, que existen diferencias energéticas para el mismo tipo de
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enlace. Por ejemplo, el enlace C-H, dependiendo del grupo funcional al cual pertenece:
alcanos, alquenos, alquinos, anillos aromaticos; registra sefial de absorcion a distintos

ndmeros de onda.

Tabla 1.3. Zonas absorcion en el infrarrojo [cm™] de enlaces presentes en distintos
grupos funcionales.

2850-2970
C-H Alcanos “1340-1470
3010-3095
C-H Alquenos T 675.095
C-H Alquinos 330
: " 3010-3100
C-H Anillos aromaticos T 690-900
O-H Alcoholes y fenoles (mondmeros) 3590-3650

O-H Alcoholes y fenoles (unidos por puentes de hidrogeno)  3200-3600

O-H Acidos carboxilicos (monémeros) 3500-3600

O-H Acidos carboxilicos (unidos por puentes de hidrogeno)  2500-2700

N-H Aminas, amidas 3300-3500
C-C Alquenos 1610-1680
C-C Anillos aromaticos 1500-1600
C-C Alquinos 2100-2260
C-N Aminas, amidas 1180-1360
C-O Alcoholes, éteres, acidos carboxilicos, ésteres 1050-1300
C-O Aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres 1690-1760

. ) 1500-1570
NO, Nitroderivados “1300-1370
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1.2.3. Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier

Tradicionalmente se empleaban instrumentos dispersivos para obtener espectros de
infrarrojo. Con la disponibilidad de los espectrometros de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR), se lograron importantes caracteristicas: rapidez, sensibilidad, alta
resolucidn, y precision y exactitud de la longitud de onda. La mayoria de los instrumentos
de FT-IR se basan en el interferometro de Michelson como sistema Optico, mientras que la
transformada de Fourier es un método matematico que se emplea para el tratamiento de los

datos?®?,

1.2.4. Preparacion de muestras

La preparacion de la muestra para un andlisis por FT-IR es la instancia méas
compleja y que toma mayor tiempo. El material donde la muestra es soportada, idealmente
debe ser transparente a la radiacion infrarroja. Debido a que no existen solventes, o
sustancias que sean transparentes en toda la region espectral de interés, es decir, que no
generen una sefial que pueda superponerse con la cualquier muestra, debe escogerse

minuciosamente el material adecuado para cada una de ellas®.

1.2.4.1. Muestras sélidas

El método maés utilizado para el andlisis de muestras solidas es la realizacion de
discos o pastillas que contengan los analitos de estudio (Figura 1.4). Consiste en el
mezclado de la muestra sélida con haluro de alcali desecado y pulverizado. Cominmente,
para este fin, se hace uso del bromuro de potasio (KBr), que resulta completamente
transparente en la region del infrarrojo medio. La mezcla de la muestra y KBr, se muele
finamente en un mortero de agata, se la introduce en un pastillero, el cual se somete a una
presion de aproximadamente 10 toneladas. La presion aplicada durante el prensado, genera

que la mezcla se sinterice, produciendo un disco transparente.
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Figura 1.4. Preparacion de muestras solidas para andlisis por FT-IR.

Deben tenerse en cuenta ciertos factores relevantes al preparar las pastillas. La
relacion de la cantidad de muestra con la de haluro alcalino debe ser pequefia, se
recomienda mezclar entre 2 y 3 mg de muestra con aproximadamente 200 mg de la sal. El
disco debe tener el grosor suficiente para poder ser manipulado con facilidad sin que se
quiebre, debido a su fragilidad, y no debe ser demasiado grueso, porque dificulta la

transmision de la radiacion®.

1.2.4.2. Muestras liquidas y soluciones

Para el andlisis de muestras liquidas se utilizan diferentes tipos de celdas.
Comercialmente se dispone de celdas selladas con caminos opticos fijos, y de celdas
desmontables. Las primeras, poseen la desventaja de que no pueden ser desmontadas para
su limpieza. Por otra parte, las celdas desmontables pueden ser desensambladas, y ademas,
el camino Optico puede modificarse mediante la utilizacion de separadores de Teflon®, de

20,21

espesor variable entre 0,015 y 1 mm*“. En la Figura 1.5 se muestran las celdas

mencionadas.
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Figura 1.5. Celdas para liquidos para analisis por FT-IR. A. Selladas. B. Desmontables.

El material de la celda es de extrema importancia y se escoge en base a las
propiedades de la muestra. Tiene que cumplir con dos requisitos fundamentales: debe ser
transparente a la radiacion infrarroja, y ser insoluble en el liquido a contener y su

correspondiente solvente.

Otra alternativa rapida, es el empleo de peliculas liquidas (Figura 1.6). Este método,
consiste en intercalar una gota de la muestra entre dos pastillas compuestas de un haluro de
alcali. Ambas pastillas se mantienen unidas por capilaridad. Luego, la pelicula liquida se
monta en un soporte para llevar a cabo el analisis. Nuevamente, el grosor final obtenido no

debe impedir o dificultar la transmisién de la radiacion®,

Figura 1.6. Pelicula liquida
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1.2.5. Aplicaciones de la espectrometria de infrarrojo

Toda especie molecular que no sea diatomica homonuclear absorbe en la region del
infrarrojo, motivo por el cual practicamente cualquier molécula organica o inorganica

puede ser analizada por este método.

La especificidad de los espectros obtenidos, encuentra utilidad en, por ejemplo, el
andlisis de mezclas de compuestos orgénicos y la determinacién de contaminantes del
aire?®. Pueden identificarse moléculas poliméricas, y ademas, se aplica en el analisis de
biomoléculas tales como lipidos, proteinas, péptidos, biomembranas, acidos nucleicos,

tejidos animales, células microbianas, plantas y muestras clinicas'.

El anélisis por FT-IR resulta beneficioso también, para los seguimientos Ilevados a
cabo durante la sintesis y/o purificacion de compuestos quimicos. En el presente trabajo, se

hace uso de esta metodologia durante el seguimiento de la purificacion del xilol.

1.2.5.1. Zonas caracteristicas de espectros FT-IR de xilenos

Con el fin de poder identificar las sefiales generadas por XC en un espectro de
infrarrojo, resulta necesario conocer los espectros originados por cada uno de los isomeros
que componen la mezcla comercial. Los espectros de infrarrojo de los isbmeros orto, meta
y para xileno se muestran en la Figura 1.7%. En dichos espectros, se identifican con letras
las zonas de absorcion caracteristicas de cada uno de ellos. Por otra parte, los grupos
funcionales, el tipo de vibraciones que se ven involucradas, y el caracter del enlace
asociado de las moléculas isoméricas de los xilenos se muestran en la Tabla 1.4. También,
los ndmeros de onda a los cuales se registran sefiales de absorcion de radiacion

electromagnética infrarroja media?*2.

18



——puxileno | A B C

—— m.xileno
—— o.xileno

| O

Absorbancia

. | 1A

2500 2000 [ 1500 1000 | 500

4000 3500

=

NUmero de Onda [cm™]

Figura 1.7. Espectros FT-IR de isdbmeros orto-, meta- y para-xileno. Principales zonas
de absorcion identificadas en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4. Principales zonas de absorcion en IR del xilol. Los valores numéricos corresponden a nimeros de onda [cm™].

Zona del espectro A B C D E F
Caracter Aromatico Alifatico Aromatico Aromatico Aromatico  Aromatico
Grupo funcional =CH CHj3 CH, CH Isdbmeros -C=C- -C=C- =CH
Estiramiento 3000-3100 - - 2900 - 1550-1700 1495 -
Estiramiento i 2040-2060 2930 - i i i i
asimétrico
Estiramiento i 2860-2880 2850 - i i i i
simétrico
Bandas de i i ; - 1700-2000 i i i
combinacion
Flexion del anillo - - - - - - - 680-820
Identificacion =CH Ar CH CHC:IZ : Isom C=C1600 C=C 1495 =CH Flex
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1.2.6. Tratamiento de Espectros

Para extraer la informacidn que ofrecen los espectros IR, se hace uso de una serie de
técnicas generalizadas de las cuales haremos mencion a continuacion y que se utilizaran

como herramienta de andlisis en el presente trabajo.

1.2.6.1. Correccion de linea de base

Consiste en tomar la diferencia de absorbancia entre el valor maximo del pico y la
base del mismo (valores donde la absorbancia es minima), en lugar del cero de la escala®*®.

Ver Figura 1.8.

Maximo

Absorbancia

Cero de
la escala

Numero de onda [cm1]
Figura 1.8. Correccion de linea de base

1.2.6.2. Deconvolucioén

La deconvolucién, es un proceso implementado para resolver picos superpuestos
que no han podido resolverse instrumentalmente. Esta técnica, produce espectros que tienen
bandas mucho maés estrechas, y es capaz de distinguir caracteristicas reducidamente

espaciadas, mejorando significativamente la capacidad de diferenciarlas en el espectro®’.

En el presente trabajo se hace uso de la autodeconvolucion de Fourier?’. Como
consecuencia, se logran identificar los picos de absorcidn correspondientes a los grupos
funcionales metilo, metileno y metino, que en los espectros de FT-IR aparecen a nimeros

de onda entre 3000 y 2800 cm™, como una combinacién de los mismos. La seleccion de los
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parametros en la autodeconvolucion de Fourier, en este caso, se basa en la obtencion de
cinco picos caracteristicos, correspondientes a los estiramientos simétricos y asimétricos de
metileno y metilo, y al estiramiento del enlace C-H del metino. En la Tabla 1.4, se pueden
observar las zonas de absorcion caracteristicas de los mismos, mientras que, en la Figura
1.9, se muestra un espectro FT-IR en la zona de absorcion de C-H alifatico, antes y después

de aplicar la autodeconvolucion de Fourier.

Absorbancia

| | | | | | |
2960 2940 2920 2900 2880 2860 2840

NUmero de Onda [cm™]
Figura 1.9. Zona de estiramiento C-H alifatico de espectro FT-IR de xilol puro (A)

antes y (B) después de la autodeconvolucion de Fourier. Estiramientos: (1) asimétrico
CHs, (2) asimétrico CH,, (3) CH, (4) simétrico CHsy (5) simétrico CHs.
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1.3. QUIMIOMETRIA
1.3.1. Definicion y aplicaciones

“La quimiometria es una disciplina quimica que utiliza matematica, estadistica y
I6gica formal para disefiar o seleccionar procedimientos experimentales Optimos, para
proveer la méaxima informacién quimica relevante analizando datos quimicos, y para

conocer sistemas quimicos”?.

Uno de los aspectos mas relevantes de la quimiometria es la aplicacién del analisis
multivariado a datos quimicos. El andlisis estadistico multivariado, es una poderosa
herramienta para analizar y estructurar conjuntos de datos obtenidos de sistemas en estudio,
y para generar modelos matematicos empiricos que son, por ejemplo, capaces de predecir
valores de importantes propiedades que no pueden ser medidas directamente. Problemas
tipicos que pueden ser abordados con éxito, por métodos quimiométricos son:
determinacion de la concentracion de cierto componente en una mezcla compleja,
clasificacion de muestras segin su origen, prediccion de propiedades o actividad quimica
de compuestos, reconocimiento de presencia o ausencia de subestructuras en la estructura
quimica de un compuesto orgéanico desconocido y evaluacion del estado de un proceso

quimico tecnoldgico, entre otros.

1.3.2. Andlisis estadistico multivariado

La estadistica multivariada es una extension de la estadistica univariada. La
estadistica univariada investiga independientemente cada variable, o relaciona una sola
variable independiente a una variable dependiente. Es conocido que, en el area de la
quimica, los procesos bajo analisis son de naturaleza multivariada, lo que significa que una
buena caracterizacion requiere de varias variables. El andlisis multivariado, considera

varias variables en simultaneo.

Numerables situaciones muestran que una aproximacion multivariada, puede
resultar satisfactoria incluso en casos donde consideraciones univariables son
completamente Gtiles?®. La ventaja del anélisis multivariado se basa en que un nimero

importante de variables independientes permite obtener mucha méas informacion sobre una
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muestra, si el conjunto es tratado adecuadamente. Mientras que el uso de una sola sefial o
un solo valor de la variable independiente, produce una importante pérdida de informacion

que resulta relevante?’.

1.3.3. Parametros estadisticos

La aplicacion de metodologias de clasificacion multivariada al tratamiento de datos
analiticos, requiere que el analista conozca en profundidad tanto el sistema analitico en
estudio, asi como también los fundamentos mateméticos del método, para que los
resultados sean interpretados apropiadamente. Para describir completamente los métodos de
analisis multivariado, se hace necesaria la comprensién del algebra matricial®®. En la Tabla
1.5, se detallan algunos elementos matematicos basicos que son utilizados habitualmente en

la realizacion de un analisis estadistico multivariado.

Tabla 1.5. Principales pardmetros estadisticos, ecuaciones e interpretacion de los mismos.

Parédmetro Ecuacion Interpretacion
n _\2 Medida de la dispersion de los valores
Varianza 2 _ 2z (% — %) gue toman las variables respecto a la
n—1 media de los mismos
Desviacion Raiz puadrada o!e la v_ayianza, expresa la
estandar medldg de la dispersion en las mismas
unidades que poseen los datos
Estima la variacion conjunta de dos
variables aleatorias:
Covarianza o (=) =) o Deper_wdencia o!i,rect_a Sigy, >0
xy n—1 e No existe relacion lineal entre las

dos variables si g, = 0
e Dependencia inversa si g, < 0

Medida adimensional de la relacion lineal
entre dos variables aleatorias
cuantitativas, varia entre -1y 1, si:
e r =1 correlacion positiva perfecta
Coeficiente de e 0 <r<1correlacion positiva

correlacion de r= e 1 =0 no existe relacion lineal

Pearson No necesariamente implica que las variables son
independientes: pueden existir relaciones no
lineales

e -1<r<0correlacion negativa
e r=-1correlacion negativa
perfecta

x: valor medio de la variable; n: cantidad de valores que toma la variable
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1.3.4. Anélisis de componentes principales (PCA)

Un problema con los datos multivariados, es que se dificulta ver patrones, y
relaciones. Por ejemplo, un espectro de infrarrojo, posee numerosas mediciones de
absorbancia. Por lo tanto, el objetivo de muchos métodos de andlisis multivariado es la
reduccién de datos. Con bastante frecuencia, existe cierta correlacion entre las variables,
por lo que parte de la informacién puede resultar redundante. El analisis de componentes
principales (PCA), es una técnica para reducir la cantidad de datos cuando hay correlacion
presente. Ademas, es utilizado frecuentemente para la clasificacion de sistemas
predefinidos de conjuntos de muestras, de las cuales se conoce su composicién quimica o
alguna propiedad analitica relevante?. En otras palabras, el empleo de PCA permite evaluar
los resultados analiticos con el fin de hallar propiedades desconocidas, asi como también

relaciones entre las variables en estudio, basandose en el conocimiento del sistema.

La idea detrds del PCA, es encontrar componentes principales Zi, Zs, ..., Z,, que
sean combinaciones lineales de las variables originales Xi, X, ..., X, que describen cada

muestra:

Z1 = a11X1 + a2X2 + azX3+ -+ ainXn

Z2 = a21X1 + az22X2 + a23X3+ -+ axzXn

Zn = aniX1 + an2X2 + an3X3 + -+ amXn

Los coeficientes, ai1, a1z, ..., a1n SON elegidos para que las nuevas variables, a diferencia de
las variables originales, no estén correlacionadas entre si. Crear un nuevo conjunto de
variables de esta manera, puede parecer un ejercicio inGtil puesto que obtenemos n nuevas
variables en lugar de las n originales, y por lo tanto no se ve reducida la cantidad de datos.
Sin embargo, también se eligen los componentes principales de manera que el primer
componente principal (PC1), Z1, representa la mayor parte de la variacion en el conjunto de

datos, el segundo (PC2), Z2, explica la siguiente variacién mas grande y asi sucesivamente.
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Por lo tanto, cuando se produce una correlacion significativa, el numero de PC utiles es

mucho menor que el nmero de variables originales®.

El PCA realiza una manipulacion mateméatica de la matriz de datos, donde el
objetivo es representar la variacion presente en algunas variables, empleando un pequefio
numero de PC. Los componentes principales se obtienen a partir de la matriz de covarianza,
y forman angulos rectos entre si. Esta propiedad, se conoce como ortogonalidad. En
términos matematicos, los componentes principales, son los autovectores de la matriz de
covarianza, y la técnica para encontrar estos autovectores, se denomina autoanalisis. A cada
componente principal (autovector), le corresponde un autovalor, que indica la varianza de
los datos que es explicada por esa componente principal®.

A veces, es posible dar una interpretacion fisica a los componentes principales. Por
este motivo, suele referirse a los componentes principales como variables latentes u ocultas.
En otros casos, se encuentra que algunas variables no contribuyen significativamente,
incluso con la PC1, un importante beneficio del PCA es que dichas variables pueden ser

descartadas.

Por otra parte, se pueden graficar las muestras empleando un nuevo espacio definido
por las componentes principales. PC1 se encontrara en la direccion de méxima variacion de
las variables originales, PC2 estara en la direccién de la siguiente maxima variacion, y asi
subsecuentemente®®. Los nuevos ejes definidos como las componentes principales,
permiten al analista probar la matriz de datos, y poder observar la naturaleza multivariada
de los mismos, en un ndmero reducido de dimensiones. Con esta nueva vision, se logra

reconocer el modelo, e identificar estructuras en los datos.

1.3.4.1. Analisis de resultados mediante PCA

Los resultados obtenidos tras la realizacion de un PCA, permiten identificar
claramente la distribucion y agrupamiento de datos, y analizar la dependencia que tienen las

componentes principales con las variables en estudio.
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° Determinacion del nimero de componentes principales: Existen algunos criterios

para determinar el nimero de componentes principales a retener, uno de ellos es
conservar aquellas componentes cuyos autovalores sean superiores a 1. Otro,
consiste en representar un grafico de autovalores en funcién del nimero de
componentes principales (scree plot), y considerar el nUmero de componentes en el
que el descenso se estabiliza. En la Figura 1.10, puede observarse como ambos
criterios convergen en la eleccion de dos componentes principales. Un tercer
criterio, que es el utilizado en el presente trabajo, consiste en la eleccion de la
cantidad de componentes principales que expliquen un porcentaje de varianza de los
datos, mayor al 90%. En la Figura 1.10 esto se cumple al escoger tres componentes

principales para describir el modelo.

4.5

52 59%
40 |

35|
30
257

20 ¢

Autovalor

1.5 ¢

10 ¢

05 ¢
12% 03%

00 ¢

Numero de Autovalor

Figura 1.10. Gréafico de autovalores en funcién del nimero de autovalor. Las cantidades asociadas
a cada punto corresponden a los porcentajes de varianza de los datos, explicados por cada uno de
los autovalores. Aclaracion: el software utilizado posee formato de texto en inglés por lo cual, las
comas aparecen como puntos.
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o Gréfico de scores: El grafico de scores, o de proyeccion de las variables originales

sobre las componentes principales, expone el comportamiento de cada muestra
respecto a los mismos. La ubicacion de las muestras depende de sus caracteristicas,
es decir, si existieran subgrupos de muestras con diferentes caracteristicas entre si,
se lograria reconocer dichas diferencias, permitiendo generar una clasificacion.

o Grafico de loadings: El grafico de loadings, describe el comportamiento de las

propias variables originales en las componentes principales. Esto es, aquellas
variables que poseyeran fuerte influencia sobre las PC, se encontrarian ubicadas en
el grafico alejadas del cero, mientras que aquellas cuya influencia fuese nula o
escasa, se hallarian cerca de él.

o Matriz de varianza: La matriz de varianza de los datos, permite determinar el grado

de dispersion de los datos originales sobre las PC. Una elevada dispersion puede
deberse a una incorrecta seleccion de variables, a un ndmero elevado de

componentes principales, o simplemente, a la variabilidad de los datos originales.

Es importante tener en cuenta que, si se seleccionaran un numero elevado de
componentes principales, el modelo se ajustaria adecuadamente, pero teniendo incorporada
informacidn que resultaria irrelevante, cayendo en un sobreajuste, y obteniendo errores
aleatorios. En el polo opuesto, se puede correr el riesgo de no considerar informacion
importante si la cantidad de PC se viera disminuida en exceso, confluyendo en un

subajuste, introduciendo errores sistematicos.

1.3.5. Andlisis de la varianza (ANOVA)

El andlisis de la varianza (ANOVA), surge como una generalizacion del contraste

estadistico para dos medidas, cuando el nimero de muestras a contrastar es mayor a dos.

Se utiliza el nombre de analisis de la varianza, ya que el elemento béasico del analisis
estadistico es precisamente, el estudio de la variabilidad. Si mediante los contrastes
estadisticos adecuados, la variacion producida por cierto factor, es significativamente

mayor que la producida por el error experimental, se puede aceptar la hipotesis de que los
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distintos niveles del factor actGan de forma diferente®. En la Tabla 1.6 se muestran los

parametros incluidos en el ANOVA realizado en este trabajo.

Por medio del ANOVA se plantean dos hipdtesis:

Hipotesis nula: La media de todos los conjuntos de datos son iguales.
Hipotesis alternativa: Las medias de uno o maéas conjuntos de datos

seleccionados son diferentes.

Tabla 1.6. Notacion relativa al modelo, y respectivos significados.

n Numero de observaciones
X Media muestral de todas las observaciones
o} Desviacion estandar
F de Fisher: Se considera la razon de dos varianzas, es decir, la razén de
los cuadrados de las desviaciones estandar. La cantidad calculada F esta
dada por:
F 0,°
F=—
03
La hipdtesis nula adoptada es que las poblaciones de donde se toman las
muestras sean normales, y que sean iguales las varianzas®.
Medida de significacion estadistica. Con un 95% de confianza, se
establece que si p < 0,05, se rechaza la hipétesis nula, determinando que
p las medias de los conjuntos de datos son significativamente diferentes. Por

el contrario, si p > 0,05 se acepta la hipoétesis nula, y las medias de los
conjuntos son no significativamente diferentes.
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CAPITULO II

EXPERIMENTAL




CAPITULO 11

2. EXPERIMENTAL
2.1. MATERIALES Y REACTIVOS

A continuacion, se detallan los materiales y reactivos que fueron utilizados para

llevar a cabo la etapa experimental.

Las pastillas para el analisis por FT-IR, se prepararon con bromuro de potasio pro-
analisis marca Tetrahedron (Argentina), pureza 98,5%. Previamente, fue desecado en una
mufla, cuya temperatura fue en aumento hasta alcanzar 400 °C, se mantuvo durante una
hora, y luego se dejo enfriar. El tiempo total aproximado fue de una hora. Ademas, el KBr
fue molido finamente, tamizado y almacenado en desecador. Xilol marca Biopack
(Argentina), con pureza del 99,9%, fue utilizado como referencia de XC. Se usoé cloruro de

sodio de grado analitico marca Anedra (EE. UU.), con 99% de pureza.

2.2. INSTRUMENTACION ANALITICA, SOFTWARE Y EQUIPOS MENORES

A lo largo de la realizacion de este trabajo se hizo uso de instrumentos de analisis
(espectrometro de FT-IR), y también de los que se denominan equipos menores (centrifuga,
balanza y vortex, entre otros). Los detalles técnicos de cada uno de ellos, su procedencia, y

las condiciones de uso se enuncian a continuacion.

2.2.1. Espectrometro de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos con un espectrometro Spectrum BX
FT-IR System marca Perkin Elmer (EE. UU.), con interferometro DynaScan y detector de
sulfato de triglicina deuterada (DTGS). Posee un laser Helio Nedn (HeNe) de clase Il
categorizado por el Centro de Dispositivos y Salud Radiolégica (CDRH)*, que emite
radiacion continua y visible a una longitud de onda de 633 nm. El sistema éptico permite
un rango de barrido de 7800 a 100 cm™ con resolucién maxima de 1 cm™. El sistema
electronico estd basado en el procesador integrado Motorola 68340. Ventanas de KBr

separan el compartimento de muestras del sistema éptico manteniéndolo purgado, libre de
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humedad y de diéxido de carbono®. En la Figura 2.1 se muestra una imagen del

espectrometro FT-IR utilizado mientras se obtiene un espectro de xilol.

Figura 2.1. Espectrometro FT-IR

2.2.2. Prensa hidraulica

Para aplicar presion sobre el pastillero, se empled
una prensa hidraulica (Figura 2.2) marca H. B. Torletti
(Argentina) con rango de presion de 0 a 20 toneladas y
sensibilidad de 0,5 toneladas.

2.2.3. Pastillero

Para preparar las pastillas, se hizo uso de un
pastillero Perkin Elmer (EE. UU.), de 13 mm de didmetro
interno (Figura 2.3), cuyo limite maximo de seguridad es de

10 toneladas de presion.

Figura 2.2. Prensa Hidraulica.
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Figura 2.3. Pastillero Perkin Elmer de 13 mm de diametro interno.

2.2.4. Equipo de destilacion

El equipo de destilacién consta de un manto calefactor Arcano (Argentina) MCS
500 mL con rango de programacion de temperatura de 5 °C a 320 °C, una columna
Vigreaux y un baldn de destilacion marca Industria Vidriera Argentina (IVA) de 600 mm
de longitud y 250 mL de capacidad, respectivamente. Ademas, se utilizaron un termémetro
de vidrio de mercurio marca B & C Germany (Alemania) de 300 mm de largo con rango de
temperatura de -10 a 250 °C, con una sensibilidad de 2 °C , y un tubo refrigerante Pyrex

tipo Friedrichs de 350 mm de longitud marca IVA.

2.2.5. Centrifuga

La centrifuga de mesa empleada es marca
Luguimac (Argentina) modelo LC-15, con rango de
programacion del tiempo de 0 a 99 minutos. Rotor CL-
0450. El radio del rotor mas el adaptador es de 150mm,
y el rango de programacion de la velocidad es de 0 a
3600 rpm (0 a 2177 g). Cada uno de los cuatro

adaptadores A14-1615 tiene una capacidad para cuatro

tubos de pléastico o de vidrio para centrifuga de 15 mL

Figura 2.4. Centrifuga de mesa

de volumen (Figura 2.4).
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2.2.6. Mufla

Se utiliz6 una mufla ORL (Argentina) con controlador de temperatura Dhacel
DH100 para desecar el bromuro de potasio empleado en las pastillas. La temperatura
méaxima que puede ser alcanzada por la misma es de 1250 °C con resolucién de 1 °C. El

KBr obtenido se almacend en desecador.

2.2.7. Micropipeta

Las muestras fueron tomadas con una micropipeta de
marca Kartell (Italia) modelo PL 100 con rango de medicién
de 10 uL a 100 pL. Ver Figura 2.5.

2.2.8. Balanza

Se utiliz6 una balanza analitica AND (EE. UU.),
modelo HR-200 con una capacidad de 210 g y sensibilidad de

0,0001 g. El tamafio del plato es de 85 mm de diametro

. Figura 2.5. Micropipeta P100
(Figura 2.6).

_— Bio Vortex V1 —
. 3

Figura 2.6. Balanza analitica AND Figura 2.7. Vortex Boeco
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2.2.9. Vortex

Para agitar las muestras se utilizd un vortex marca Boeco (Alemania), modelo V1
(Figura 2.7). Presenta un rango de velocidad de 2 a 150 g con un tiempo de aceleracion de 3

s. La capacidad de los tubos es de 1,5 a 50 mL.

2.2.10. Material del vidrio y mortero de 4gata

Se dispuso de material de vidrio no volumétrico como embudos, frascos de entre 30
y 1000 mL de capacidad para almacenar las muestras en cada etapa, ampolla de
decantacion de 500 mL de capacidad, pipetas Pasteur para colectar fracciones de

centrifugacion, y vasos de precipitado de 250 mL y de 10 mL.

El material de vidrio volumétrico utilizado fue una probeta de 500 mL y tubos de
centrifuga y, por ultimo, material de precisibn como matraces aforados de 25 mL de

capacidad y pipeta de doble aforo de 1 mL de capacidad.

Para moler finamente el KBr y mezclarlo con la muestra, se hizo uso de un mortero

de 4gata de 60 mm de diametro. El mortero se muestra en la Figura 2.8.

Figura 2.8. Mortero de agata.

2.2.11. Software

Los espectros de FT-IR se obtuvieron mediante el uso del programa SPECTRUM
v5.3.1 y el andlisis de los mismos se llevé a cabo con OMNIC 7.3. ORIGIN 7.0 fue
utilizado para procesar datos de los espectros y para realizar ANOVA. Para el Analisis de
Componentes Principales (PCA), se utiliz6 el programa STATISTICA 7.0.
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2.3. METODOLOGIA DE TRABAJO

En el presente trabajo se propusieron dos caminos alternativos como posibles
medios de purificacion de la muestra de partida. La muestra de partida de histologia
(denominada como MPH) consistié en el xilol proveniente de bafios de estudios de
histologia. Es decir, mezcla de xilenos que se almacenan como desecho tras agotar su poder
desparafinizante. Uno de los métodos se basé en una centrifugacién, bajo distintas
condiciones experimentales que favorecieran la separacion de fases y por consiguiente, la
purificacion del xilol. ElI segundo método consistio en llevar a cabo una destilacion

fraccionada bajo temperatura controlada.

Con el objeto de purificar la MPH, se evalud la efectividad de las metodologias
propuestas: centrifugacion y destilaciéon. Para alcanzar tal fin, se realiz6 un seguimiento
analitico del proceso de purificacion, mediante el empleo de FT-IR. El analisis integral de

los resultados, se llevo a cabo mediante el uso de PCA como herramienta estadistica.

En las siguientes secciones se dara a conocer en detalle la metodologia de trabajo

aplicada en cada uno de los procedimientos mencionados.

2.3.1. Muestras de referencia

Se tomaron tres alicuotas de cada una de las muestras correspondientes tanto al XC,
como a la MPH vy se les efectuaron los correspondientes analisis por medio de FT-IR. Las
muestras de XC se tomaron como referencia del producto final que se desea obtener. Por
otra parte, en base a los datos obtenidos mediante MPH, se pueden analizar los posibles

efectos de cada una de las metodologias aplicadas.

2.3.2. Decantacion

En una ampolla de decantacion de 500 mL, medidos con una probeta, se
introdujeron 400 mL de la MPH. Alrededor de la misma se colocé un recipiente plastico, se
lo llend con hielo en escamas y se dejé en reposo durante 30 minutos. Luego de retirarse el
bafio de hielo, se descarto la fase inferior y se almaceno la superior para ser empleada en

etapas posteriores.

36



2.3.3. Centrifugacion

Cada centrifugacion se llev6 a cabo, mediante el agregado en un tubo de centrifuga
de una alicuota de 10 mL de la fase superior organica obtenida tras la decantacion. Los
tubos se numeraron de C1 a C6. A los tubos C1, C2 y C3 no se les afiadié NaCl. A los
tubos C4, C5 y C6 se les agregaron 500 mg de NaCl y se agitaron en el vortex durante 30
segundos a aproximadamente 40 g. Ambos grupos de muestras se colocaron en un bafio de
hielo durante 10 minutos y luego se centrifugaron. En la Tabla 2.1 se enuncian las
condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo los ensayos de centrifugacién. Por un lado se
vario la velocidad, y por el otro la presencia o ausencia de sal, para analizar el posible

efecto de cada una de ellas.

Tabla 2.1. Condiciones de centrifugacion de MPH.

Muestra Tiempo [min] Velocidad [g] NaCl [mg]
Cl 15 284 0
C2 15 378 0
C3 15 486 0
C4 15 284 500
C5 15 378 500
C6 15 486 500

Al finalizar la centrifugacion, la fase organica de cada tubo se extrajo con pipetas

Pasteur, y se almacend para su posterior andlisis por FT-IR.

2.3.4. Destilacion fraccionada

Para proceder con la destilacion, se tomaron con una bureta 150 mL de la fase
obtenida mediante la decantacion, y se colocaron en un balén de 250 mL. Luego se armd el
equipo de destilacion como se muestra en la Figura 2.1. Por otra parte, se rotularon y
pesaron cinco matraces de 25 mL con sus tapones, uno para cada fraccion y el Gltimo para

la cola de destilacion.
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Figura 2.9. Esquema de equipo de destilacion fraccionada.

Durante la destilacion se colectaron, en cada uno de los matraces, las
correspondientes fracciones. En primer lugar, se obtuvo la cabeza de destilacion de 25 mL,
denominada como fraccion 0. A continuacion se colectaron, sin interrupcion, el resto de las
fracciones de 25 mL, hasta obtener la fraccion 3. Tras consumar el proceso, se dej6 enfriar

el sistema.

Mientras tanto, se pesaron los matraces con sus correspondientes fracciones, se les
calculo la densidad, y se las almacené en frascos de vidrio rotulados del 0 al 3. Con el
altimo matraz, se tomaron 25 mL del remanente del contenido del balén denominado como

cola, ya a temperatura ambiente, y se pesaron para realizar el calculo de densidad.

Finalmente, se obtuvo una nueva muestra, denominada como mezcla de fracciones
de destilacion (MFD). Para generar esta mezcla, se tomé 1 mL de cada una de las tres
fracciones de destilacion (1, 2 y 3) con una pipeta de doble aforo y se colocaron dentro de

un nuevo frasco contenedor.

Se llevo a cabo una repeticion del procedimiento completo previamente descripto
obteniendo datos correspondientes a dos destilaciones, la primera llamada A y la segunda
B. Las muestras se analizaron por triplicado, obteniendo tres espectros de FT-IR de cada

una de ellas.
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2.3.5. Pastillas de bromuro de potasio

Para preparar las pastillas de cada una de las
muestras, se colocaron 200 mg de KBr en el mortero de
agata, y se afiadieron 36 pL de cada muestra, tomados con

micropipeta. Ambos se molieron, se introdujeron en el

pastillero, y se les aplico una presion de 10 toneladas

Figura 2.10. Pastilla de KBr

durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo, se extrajeron

las pastillas del molde (Figura 2.10).

Las pastillas que se utilizaron como blanco, se prepararon de la misma manera que

las correspondientes a las muestras, pero sin el agregado de las mismas.

2.3.6. Adquisicion de espectros FT-IR

Luego de montar las pastillas en el espectrometro, se obtuvieron los espectros bajo
las siguientes condiciones: el rango de barrido fue de 4000 a 400 cm™ vy la resolucién de 4
cm™. Posteriormente a haber obtenido el espectro de cada una de las muestras, se
corrigieron los espectros respecto al blanco, mediante el cociente entre los espectros de las
muestras con solvente, y el espectro del blanco de bromuro de potasio. Cada dia de trabajo,
se realizo una nueva pastilla de KBr para corregir las contribuciones de humedad y didxido

de carbono del ambiente de los espectros de las muestras.

2.3.7. Tratamiento de espectros FT-IR

La informacion contenida en los espectros obtenidos mediante FT-IR fue procesada
y extraida mediante la utilizacion, segun la zona del espectro, de las técnicas

implementadas como herramientas de analisis que se detallan a continuacion.

2.3.7.1. Correccion de linea de base

La correccién de linea de base automatica se aplico a la zona de estiramiento C-H

alifatico y aromatico comprendida entre los niimeros de onda de 3100 y 2800 cm™.
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2.3.7.2. Autodeconvolucion de Fourier

Los picos correspondientes a metilenos, metinos y metilos de la zona de C-H
alifatico se obtuvieron mediante la aplicacién de la autodeconvolucién de Fourier en el

intervalo comprendido entre 2980 y 2830 cm™.

2.3.7.3. Andlisis semicuantitativo: cocientes de areas

Los espectros obtenidos del andlisis por FT-IR proporcionaron informacion sobre
los grupos funcionales presentes descriptos en la Tabla 1.4. A partir de los mismos, se
pudieron obtener datos semicuantitativos mediante la realizacién de cocientes entre las
areas de las zonas caracteristicas del espectro. Dichos cocientes resultan comparables con
los obtenidos de otros espectros. Esta metodologia de procesamiento de sefiales analiticas
es una ventaja cuando, como en este caso, no se dispone de patrones para realizar curvas de
calibrado. Adicionalmente permite hacer correcciones de los espectros entre pastillas
analizadas disminuyendo la variabilidad de la sefial analitica entre dichas pastillas. En la
Tabla 2.2 se enuncian y explican los cocientes de areas que se involucraron en el analisis

estadistico como variables.

Tabla 2.2. Cocientes de areas obtenidos de espectros de IR e interpretacion de los mismos. La
identificacion de las zonas involucradas se mostré en la Tabla 1.4.

Relacion de areas Regi6n del espectro [cm™] Interpretacion de relaciones

Relacion metileno/ metilo (CH2/CHy).
Este cociente se relaciona con la
o tosu e ausn____ 1yl S s g
CH e
3 (2960 a 2940) + (2880 a 2860) es la relacion CH,/CH3 més largas y
menos ramificadas son las cadenas
hidrocarbonadas.

Relacién estiramiento CH
aromatico/CH Aliféatico. La
— CH Ar 3100 a 3000 cont_ribu_cién relativa de m_odos de
_ - estiramiento C-H aromatico con
CH Al 3000 a 2800 respecto a bandas de estiramiento C-H
alifatico. Indicador de grado de
aromaticidad.
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CH Al
C=C1600

3000 a 2800

Relacion estiramiento CH
alifatico/C=C 1600. Contribucién
relativa de bandas de estiramiento
alifatico C-H a grupos de carbonos
aromaticos C=C. Valores mas altos
170021550 indican aumento de grupos alifaticos

respecto a grupos de carbono
aromatico. Esta relacion es equivalente
al indice 11 de Guo y Bustin®.

Factor A =
CH Al

Contribucion relativa de las bandas de

estiramiento C-H alifaticas a la suma
3000 a 2800 de estiramiento C-H alifétigo_y
estructuras de carbono aromatico.

CHAI T C=C1g0g (3000a2800)+(1700a1550) geqn Ganz y Kalkreuth™® representa

el cambio en la intensidad relativa de
los grupos alifaticos.

Relacion entre el pico caracteristico

C=C1495 1495 del anillo aromatico del xilol a 1495
C=C1600 1700 a 1550 cmy la zona del espectro relativa a la
deformacion C=C del plano del anillo.
Relacion entre el pico caracteristico
C=C1495 1495 del anillo aromatico del xilol a 1495
"= CH Flex 820 a 680 cmy la deformacion fuera del plano
del enlace =CH aromatico.
Relacion entre el pico caracteristico
del anillo aromatico del xilol a 1495
C=C1495 1495 cmy las bandas de combinacién
" Isom 200023 1700 caracteristicas de los isémeros del
xileno que se encuentran entre 2000 y
1700 cm™.
Relacion entre y las bandas de
combinacion caracteristicas de los
Isom 2000a1700 isébmeros del xileno que se encuentran
— CH Flex 8202680 entre 2000y 1700 cm™ y la
deformacion fuera del plano del enlace
=CH aromatico.
Relacion entre y las bandas de
combinacion caracteristicas de los
Isom 2000a1700 isébmeros del xileno que se encuentran
C=C1600 1700 a 1550 entre 2000 y 1700 cm™ y la zona del
espectro relativa a la deformacién
C=C del plano del anillo.
Relacion entre la deformacion fuera
= CH Flex 820 a 680 del plano del enlace =CH aromatico y
C=C1600 1700 a 1550 la zona del espectro relativa a la

deformacion C=C del plano del anillo.

41



2.3.8. Analisis de componentes principales (PCA)

Para evaluar la efectividad de cada proceso, se realizd un analisis de componentes
principales al grupo de muestras obtenidas y sus correspondientes variables en las cuales se

incluyeron los cocientes de areas descriptos previamente.

2.3.9. Analisis de la varianza (ANOVA)
Por altimo se realiza un andlisis de la varianza con un factor, para discriminar si los
grupos que se desean contrastar resultan significativamente diferentes o no, con un 95% de

confianza. Esto se logra mediante la observacion del p-valor.
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CAPITULO I11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de optimizar un método de purificacion del solvente en estudio, se

propusieron dos metodologias, las cuales fueron descriptas previamente.

En primer lugar, se realizaron ensayos para establecer las condiciones Optimas de
realizacion de pastillas de bromuro de potasio para poder obtener espectros de infrarrojos
de cada una de las muestras a analizar. Los resultados espectrales de las muestras de
solvente obtenidas luego de aplicar los respectivos métodos de purificacion se evaluaron en
comparacidon con los datos correspondientes al XC mediante la aplicacion de PCA. Durante
la realizacion del PCA, se reformularon las condiciones de dicho anélisis en funcion de la
eliminacién de valores atipicos y de variables que resultaban prescindibles. Esto se logro

mediante la aplicacion de ciertos criterios que se exponen a continuacion.

3.1. ENSAYOS PRELIMINARES

A lo largo de esta seccidon se daré explicacion a los detalles técnicos de cada uno de
los procedimientos experimentales, y se desarrollaran los criterios implementados para
obtener el PCA. Esto engloba todas las muestras incorporadas en el analisis, y las variables

informativas que permitieron la obtencion del modelo expuesto en la seccién de resultados.

3.1.1. Seleccién del tiempo de centrifugacion

Se realizd un ensayo exploratorio sobre el tiempo a implementar durante la
centrifugacion de la MPH. Con este fin, se centrifugd a la velocidad de trabajo mas elevada,
486 g, durante 10 minutos (superando esta velocidad se corre el riesgo de romper los tubos
de vidrio) y a la velocidad mas baja, 284 g, durante 15 minutos. Al notarse mayor turbidez
en la fase a purificar en el primer caso, se determiné realizar los ensayos a un tiempo

comun de 15 minutos.
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3.1.2. Condiciones de destilacion

Se llevaron a cabo dos destilaciones, denominadas A y B. En ambas, a lo largo de la
colecta de la fraccion 0, cabeza de destilacion, se mantuvo la temperatura constante a un
valor de 74 °C durante algunos minutos. Posteriormente, se elevé a 130-132 °C,

temperatura a la cual se desencadeno el resto de la destilacion.

En la Tabla 3.1 se muestran las condiciones de recoleccién de cada una de las

fracciones de la destilacion A.

Tabla 3.1. Condiciones de destilacion A

Fraceion Masa Volumen Densidad Temperatura Tier_npo

[9] [mL] [9/mL] [°C] [min]

74 8a20

FDAO (Cabeza) 21,24 25 0,850 130 21438
FDAL 21,55 25 0,862 130 39a43
FDA2 21,60 25 0,864 130 44 a 49
FDA3 21,56 25 0,862 130 - 132 50 a54

CDA* 21,83 25 0,873 - -

*El célculo de densidad de la cola (CDA), se efectu6é tomando 25 mL del volumen total, de aproximadamente
40mL, remanente en el balén.

Al finalizar la primera destilacion, se not6 la pérdida de un volumen de 10 mL en la
cola para alcanzar el volumen total inicial. Revisando el equipo de destilacion, se encontrd
que la union entre la columna Vigreaux y el tubo refrigerante presentaba una pequefa fisura
por la cual escapo el volumen faltante de solvente. Al reparar en la causa del inconveniente,
se logro restaurar el equipo de destilacion y de esta manera, se pudo realizar una nueva

destilacion. Las condiciones de la destilacion B se exponen en la Tabla 3.2.

La reparacion del equipo de destilacion resultd eficiente debido a que el volumen
inicial colocado en el balén de destilacion coincide con la sumatoria de los volimenes

obtenidos de cada una de las fracciones, y de la cola.

Como se puede ver en los calculos de densidad, no se observan diferencias
apreciables entre las distintas fracciones y la cola. Por lo tanto, este parametro no puede ser
tomado como indicador del proceso de purificacion. Con mayor énfasis, el analisis por FT-

IR es utilizado para llevar a cabo el seguimiento de la purificacion.
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Tabla 3.2. Condiciones de destilacion B

Fraccion Masa  Volumen Densidad Temperatura Tiempo

[0] [mL] [9/mL] [°C] [min]

74 8al6

FDBO (Cabeza) 21,31 25 0,853 130-132 16423
FDB1 21,58 25 0,863 130-132 24 a43
DFB2 21,60 25 0,864 130-132 44 a 46
FDB3 21,59 25 0,864 130-132 47 a 50

CDB* 21,87 25 0,875 - -

*El calculo de densidad de la cola (CDB), se efectud tomando 25 mL del volumen total, de aproximadamente
50mL, remanente en el balon.

3.1.3. Optimizacidn de condiciones de preparacion de pastillas

Se plantedé una alternativa a la preparacion de muestras liquidas, denominada
pelicula liquida, sugerida por la bibliografia?®*!. Para evaluar la efectividad de la técnica
propuesta, se realizaron espectros FT-IR de prueba de pastillas que contenian volumenes
crecientes de xilol Comercial (XC). En la Figura 3.1 se puede observar que el espectro
correspondiente al volumen de muestra menor, 26 pL, posee la més baja relacion
sefial/ruido (S/R) del grupo representado. Por el contrario, las pastillas de 36 y 40 pL
muestran una buena relacion S/R, y permiten distinguir los picos caracteristicos de la

muestra, que se identificaron en la introduccion.

El limite superior de volumen de prueba se establecié en 40 pL. Bajo estas
condiciones, el exceso de xilol que no se incorporé a la pastilla, se derramé del pastillero.

Ademas, la pastilla se adhiri6 a la superficie del molde, complicando su extraccion.

Consecuentemente, se fijo el volumen de trabajo en 36 pyL debido a que el espectro
de esta muestra no presenta grandes diferencias respecto al de 40 pL. Y al mismo tiempo,

bajo dichas condiciones, no surgieron complicaciones operativas.
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Figura 3.1. Espectros FT-IR de pastillas con volumenes de prueba crecientes.

Por otra parte, en la Figura 3.2 se puede observar que, por medio de la técnica
propuesta (con el agregado de 36 pL de muestra), se obtienen espectros comparables a los

que se logran mediante la realizacion del método de pelicula liquida.

La técnica sugerida por la bibliografia requiere, para cada muestra, la preparacion
de dos pastillas de KBr, la obtencion de un espectro blanco en conjunto de las mismas, y la
manipulacion de ambas junto con las muestras en cada etapa. En contrapartida, la técnica
propuesta permite la preparacion de una sola pastilla con la muestra en su interior,
analogamente a lo que indica la bibliografia para el analisis de muestras sélidas**. Como
consecuencia, la técnica desarrollada es comparable con técnicas estandarizadas, resulta

mas sencilla, y permite analizar mayor cantidad de muestras en menos tiempo.
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Figura 3.2. Comparacién entre espectros obtenidos por medio de la técnica de
pelicula liquida (bibliografia) y pastilla de 36 pL (técnica propuesta).

3.1.4. Eliminacion de valores atipicos y de variables no informativas por PCA

Es necesario hacer una seleccién previa de los elementos que constituyen el grupo
definitivo de muestras para presentar los resultados, como asi también, de las variables que

determinan el analisis que mejor represente el conjunto de datos y sus caracteristicas.

3.1.4.1 Valores atipicos

Los valores atipicos son aquellas observaciones que se desvian significativamente
del resto, y que provocan una mala representacién de los grupos de muestras®’. En

consecuencia, para obtener una buena representacion, es menester eliminarlos.
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En la Figura 3.3 se encierran en un circulo los valores atipicos C2 y FDB3 que se

identifican como 1y 2 respectivamente.
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Figura 3.3. Representacion de las muestras en el plano definido por las PC1 y PC2.
Identificacion de valores atipicos denominados como 1 y 2. Aclaracion: el software utilizado
posee formato de texto en inglés por lo cual, las comas aparecen como puntos.
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Figura 3.4. Espectros FT-IR de: A Valor atipico 1 (C2 Figura 3.3) en
comparacion con otro del mismo grupo de datos (C3) y B Valor
atipico 2 (FDB3 Figura 3.3) en comparacion con otro del mismo

grupo de datos (FDB1).
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En la Figura 3.4 se muestran los espectros FT-IR correspondientes a los puntos 1
(C2) y 2 (FDB3) sefialados en la Figura 3.3. En contraste con los espectros de referencia
(C3 y FDBL, respectivamente), se advierte que los espectros correspondientes a los puntos
aislados poseen una relacién S/R baja, que la linea de base no tiende a ser constante, y que
los picos correspondientes al CO, que se encuentran entre 2400 y 2300 cm™ no han sido
bien corregidos con el espectro blanco, siendo mas evidente en el valor atipico 1 (C2). En
efecto, la extraccion de datos de areas de los picos correspondientes a los valores atipicos
resulta pobre, por lo cual es natural encontrar que estos puntos se alejen de los grupos de

datos a los cuales pertenecen.

Este criterio de eliminacion de valores atipicos se aplico a todas las muestras que no

figuran en el PCA expuesto como resultado del analisis.

3.1.4.2. Variables no informativas

La eliminacion de variables no informativas en conjuntos de datos multivariantes,
antes de realizar un modelado final, puede mejorar su capacidad predictiva®®. En la Figura
3.5 se muestran todas las variables involucradas en el andlisis, y se recuadran aquellas que
se consideran no informativas (1 y 2). Esta seleccion se debe a que contribuyen
escasamente a las componentes principales que explican el mayor porcentaje de la varianza,
0 a que su aporte es casi el mismo que el de otras variables. La variable Isom/C=C 1600,
sefialada como 1, contribuye escasamente a PC1 y a PC2 y. La variable C=C 1495/C=C
1600, sefialada como 2, contribuye practicamente de la misma manera que lo hace C=C
1495/1som.

Este criterio de eliminacion de variables fue aplicado a todos los analisis que se
llevaron a cabo, y permitio explicar un mayor porcentaje de varianza de los datos para la
misma cantidad de componentes principales seleccionadas. En la Figura 3.7 mostrada en la
seccion de resultados generales, se expone el nuevo conjunto de variables. Este avance, se

obtuvo tras la eliminacién de aquellas variables que fueron sefialadas en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Representacion de todas las variables evaluadas, en funcion de PC1 y PC2 antes de la
eliminacion de las que fueron sefialadas. 1 presenta un bajo aporte a PC1 y préacticamente nulo a
PC2, y 2 contribuye casi del mismo modo que lo hace C=C 1495/Isom. Aclaracion: el software
utilizado posee formato de texto en inglés por lo cual las comas aparecen como puntos.

3.2 RESULTADOS

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos tras efectuar un PCA, con los
valores atipicos y las variables no informativas eliminados. En la Figura 3.6 se muestran
todos los grupos de muestras, y su distribucion en el plano definido por las componentes
principales 1 y 2. Ademas se amplia la zona recuadrada permitiendo identificar grupos de
muestras que, a pesar de estar agrupadas, presentan importantes diferencias. La
aglomeracion de estos puntos se debe a que alrededor, se encuentran grupos de muestras

con mayores diferencias respecto a las componentes principales establecidas, como FDB y
CD, AyB.
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Figura 3.6. Representacion de muestras en el plano definido por PC1 y PC2.
Referencias: XC: xilol comercial (x3), MPH: muestra de partida de histologia (x3), C1
a C6: centrifugaciones (x1), FDAL a FDA 3: fracciones de destilacién A (x3), CDA:
colas de destilacion A (x3), MFDA: mezcla de fracciones de destilacion A (x3); FDB1
a FDB 3: fracciones de destilacion B (x3), CDB: colas de destilacion B (x3),

mezcla de fracciones de destilacion B (x3). Aclaracién: el software utilizado posee
formato de texto en inglés por lo cual, las comas aparecen como puntos.
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Por otra parte, la Figura 3.7 expone las variables puestas en juego en el PCA, y
cuanto aporta cada una de ellas a PC1 y PC2. Se puede observar a simple vista que todas
las variables contribuyen significativamente, y que el paso previo de eliminacion de
aquellas que no resultaban informativas, mejord el andlisis. Este progreso se ve reflejado en
el mayor porcentaje de varianza de los datos, explicado por PC1 y PC2, respecto de
aquellos que se observan en la Figura 3.5 de la seccién precedente, donde aun no se

eliminaban las variables resaltadas.
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Figura 3.7. Representacion de las variables en el plano definido por PC1y
PC2. Han sido eliminadas las variables no informativas sefialadas en la
Figura 3.5. Aclaracidn: el software utilizado posee formato de texto en
inglés por lo cual las comas aparecen como puntos.

En la Figura 3.8 se grafican las muestras en funcion de PC 1 y PC3. Al incluir la
componente principal 3 en el modelo se logra, en este caso, explicar el 92,56 % de la
varianza de los datos (Tabla 3.2). Ademas, permite otorgarle tridimensionalidad a la
distribucion de los puntos que representan las muestras en el espacio definido por las PC 1,
2y 3.
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Figura 3.8. Representacion de muestras en el plano definido por PC1 y PC3.
Referencias: XC: xilol comercial (x3), MPH: muestra de partida de histologia (x3),
C1 a C6: centrifugaciones (x1), FDAL1 a FDA 3: fracciones de destilacion A (x3),
CDA: colas de destilacion A (x3), MFDA: mezcla de fracciones de destilacion A
(x3); FDB1 a FDB 3: fracciones de destilacion B (x3), CDB: colas de destilacion B

(x3),

mezcla de fracciones de destilacion B (x3). Aclaracion: el software
utilizado posee formato de texto en inglés por lo cual, las comas aparecen como
puntos.
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Tabla 3.2. Varianza explicada de componentes principales 1, 2y 3.

Componente Varianza Varianza Explicada
Principal Explicada (%0) Acumulada (%)
1 52,59 52,59
2 32,98 85,57
3 6,99 92,56

En la Figura 3.9 se grafican las variables del PCA en funcién de PC1y PC3. En ella

se puede visualizar que ocurre una superposicion entre dos variables, y que otras dos no

aportan significativamente a PC3. Naturalmente esto puede ocurrir, debido a que las

mismas variables que resultan significativas para PC1 y PC2 no tienen por qué serlo

también para PC3. Sin embargo, es importante destacar que, como se observa en la Figura

3.10, el 85,57% de la varianza de los datos queda explicada tan sélo con PC1y PC2.
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Figura 3.9. Representacion de las variables en el plano definido por PC1 y PC3. Aclaracidn: el
software utilizado posee formato de texto en inglés por lo cual, las comas aparecen como puntos.

Finalmente, a lo largo de las siguientes secciones se discuten los resultados

obtenidos, correspondientes a cada etapa experimental llevada a cabo.
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3.2.1. Xilol comercial (XC) vs. muestra de partida de histologia (MPH)

Estos dos grupos de muestras se tomaron como puntos de comparacion para la
evaluacion de la efectividad de los procesos de purificacién propuestos. El objetivo es
obtener un solvente purificado, que posea caracteristicas quimicas comparables con las del

solvente comercial XC, y que por lo tanto, se diferencie de la MPH que se desea purificar.

En el detalle del recuadro de la Figura 3.6 se puede observar que XC se localiza en
la zona de mayor aporte de la variable =CH Ar/CH Al a PC2. Esta tendencia resulta
coherente con las caracteristicas quimicas de las moléculas presentes en XC, debido a que
se trata de una mezcla de isémeros del xileno, cuyo caracter aromatico prevalece sobre el

alifatico.

Por otra parte, el grupo de MPH se localiza en la zona donde la variable =CH
Flex/C=C1600 aporta positivamente a PC1. Esta variable es un cociente de zonas
espectrales caracteristicas de los isdmeros del xileno. Ya que la composicion mayoritaria de
MPH es xilol, resulta interesante encontrarla entre dicha variable, y el Factor A (cociente de
mayor aporte positivo a PC1). Como se describié en la Tabla 2.2, el Factor A es un
indicador de que mientras mas cerca se encuentre de la region definida por esta variable,
mayor caracter alifatico poseera la muestra en cuestion. Este resultado puede deberse a que

la muestra se encuentra impurificada con MIT, el cual otorga esta caracteristica.

En el caso de PC1 y PC3 (Figuras 3.8 y 3.9), MPH se encuentra asociada a las
variables CH,/CH3 y Factor A, que denotan mayor caracter alifatico de la muestra con

respecto a XC, debido a la presencia de MIT, reafirmando lo previamente expuesto.

XC y MPH forman dos conjuntos bien definidos, ubicados en las zonas de las
variables que identifican los grupos funcionales presentes en cada uno de ellos. De acuerdo
con los resultados del ANOVA de un factor, y con un 95% de confianza, los grupos XC y
MPH resultan significativamente diferentes respecto a PC1, PC2 y PC3 (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. ANOVA de las PC 1, 2y 3 para los grupos de muestras XC y MPH.
Grupo n x o F p o Decision del andlisis
PC1

XC 3 -0,03174 0,37922
MPH 3 157871 0,07002

52,32074 0,00194 0,05 Sg. Diferentes

PC2

XC 3 125366 0,31790
MPH 3 0,42915 0,19462

14,67910 0,01860 0,05 Sg. Diferentes

PC3

XC 3 -0,7532  0,16528
MPH 3 -0,1542  0,26268
Sg.: Significativamente

11,17557 0,02876 0,05 Sg. Diferentes

3.2.2. Centrifugacion

Las muestras centrifugadas (centrifugaciones “C” en la Fig. 3.6),
independientemente de las condiciones experimentales, no son significativamente
diferentes a MPH con respecto a PC1 (Tabla 3.4; 95% de confianza). Respecto a PC2 y
PC3, MPH y C son significativamente diferentes. Debido a que PC1 es la componente que
explica mayor porcentaje de varianza de los datos (52,59%), se concluye que la

centrifugacion no cumple con el objetivo de purificar el xilol.

Tabla 3.4. ANOVA de las PC 1, 2y 3 para los grupos de muestras MPH y C.
Grupo n x c F p o Decision del analisis

PC1

MPH 3 1,57871 0,07002

c 5 170683 0.38247 0,31040 0,59759 0,05 No Sg. Diferentes

PC2

MPH 3 0,42915 0,19462

c 5 0.72319 0.70934 7,15328 0,03680 0,05 Sg. Diferentes

PC3

MPH 3 -0,15420 0,26268

c 5 107247 0.66236 8,94295 0,02431 0,05 Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente

Por otra parte, se observa una tendencia de las muestras de centrifugacion a

diferenciarse de MPH en relacién a PC2 y PC3.
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A continuacién se analizaran las contribuciones de cada una de las variables
experimentales propuestas: presencia de NaCl y velocidad de centrifugacion, para

comprender la causa de dicha diferenciacion.

3.2.2.1. Presencia de NaCl

A pesar de que para PC3, MPH y C con NaCl (C4, C5 y C6) son significativamente
distintos (95% de confianza, Tabla 3.5), se concluye que el agregado de NaCl no muestra
un efecto significativo en la purificacion. Esto se explica, por el hecho de que C con NaCl
no forma un grupo significativamente distinto al de MPH para las PC1 y PC2, las cuales, en

conjunto, explican el 85,57% de la varianza de los datos.

Tabla 3.5. ANOVA de PC 1, 2 y 3. Grupos de muestras MPH y C con NaCl (C4, C5y C6).
Grupo n x G F p a Decision del analisis

PC1

MPH 3 1,57871 0,07002

0,75363 0,43431 0,05 No Sg. Diferentes

w

C con NaCl 1,45903 0,22828

PC2

MPH 3 0,42915 0,19462

C con NaCl 048497  0,80514 3,65363  0,12853 0,05  No Sg. Diferentes

w

PC3

MPH 3 -0,15420 0,26268

CoonNaCl 3 073950 028276 008669 001599 005 Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente.

3.2.2.2 Velocidad de centrifugacion

Se efectué un ANOVA de un factor a los datos de las centrifugaciones llevadas a
cabo a 486 g (C3 y C6), y se los comparé con el grupo MPH, para evaluar el efecto del
aumento de la velocidad de centrifugacion. Con un 95% de confianza, para PC1, los grupos
no resultaron significativamente diferentes (Tabla 3.6). Sin embargo, para PC2 y PC3,

MPH y C a 486 g, son significativamente diferentes.

C3 (486 g, sin NaCl) y C6 (486 g, con NaCl) se encuentran alejados de la zona
donde se ubica MPH. En efecto, se posicionan alrededor de las variables que indican mayor
caracter alifatico, como Factor A'y CH Al/C=C 1600 (Figuras 3.6 y 3.7). Ambas variables,

contribuyen negativamente a PC2. Este comportamiento, podria deberse a que, a mayor
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velocidad de centrifugacion (independientemente de la presencia de sal), se favoreceria la
separacion de la fase polar de la fase organica, concentrando aun mas el MIT en esta

ultima, en el cual es soluble.

Tabla 3.6. ANOVA de PC 1, 2y 3. Grupos de muestras MPHy C a 486 g (C3 y C6).
Grupo n x c F p a Decision del analisis

PC1

MPH 3 1,57871 0,07002

124 1632 N . Dif
Ca486¢g 1,93167 0,35048 3,38 0,16323 0,05 0 Sg. Diferentes

N

PC2

MPH 3 0,42915 0,19462

163,32069  0,00103 0,05 Sg. Diferentes

N

Cad86¢ -1,43814 0,03325

PC3

MPH 3 -0,15420 0,26268

2,6102 1 Di
Cad86g 2 096478  0,01518 32,61028  0,01065 0,05 Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente.

A nivel experimental, la centrifugacion puede ser Gtil para separar la fase acuosa,
compuesta de agua y etanol, de la fase orgénica. Sin embargo, no resulta eficiente para
separar el MIT de los xilenos. Por ende, esta técnica no encuentra aplicacion como

herramienta para alcanzar el objetivo del presente trabajo.

3.2.3. Destilacion

A simple vista, en las Figuras 3.6 y 3.8, puede notarse que las muestras
correspondientes a las fracciones de la destilacion A (FDA) se agrupan uniformemente en
las cercanias de XC. En cambio, las muestras de las fracciones de la destilacion B (FDB),
se diferencian de dichos grupos de muestras, ubicandose en la zona de mayor contribucion
de la variable C=C 1495/=CH Flex e Isom/=CH Flex al extremo negativo de PC1. Ambas
variables son indicadoras de isomeria. Este resultado podria deberse a que, durante el
desarrollo de B (luego de reparar la fisura), se logra efectuar una destilacién mas eficiente,
sin perdida de muestra. Como consecuencia, la variacion en la proporcion de isémeros del

xileno en cada una de las fracciones, a lo largo de la destilacion B, resulta asequible.
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Lo interesante de lo expuesto, es que mediante la realizacion de un analisis por FT-
IR no sélo se consiguen identificar grupos funcionales de una muestra en particular.
También es posible distinguir cambios en las condiciones experimentales, correlacionarlos
con resultados estadisticos, y consecuentemente determinar las caracteristicas quimicas de

diversos grupos de muestras.

3.2.3.1. Colas de destilacion

El resultado del ANOVA efectuado a las PC de las colas de destilacion, mostrado en
la Tabla 3.7, permite distinguir que para PC1 y PC2 las colas de ambas destilaciones son
significativamente diferentes a MPH. Sin embargo, para PC3, CDA no resulta

significativamente diferente a MPH, aunque CDB si lo sea.

Tabla 3.7. ANOVA de PC 1, 2 y 3. Grupos de muestras MPHYy CD (A 'y B).

Grupo n x o F p a  Decision del anélisis
PC1

MPH 3 157871 0,07002 .

CDA 2 103431 025062 14,69266 0,03129 0,05 Sg. Diferentes

MPH 3 157871 0,07002 .

CDB 2 069783 040303 16,21832 0,02752 0,05 Sg. Diferentes
PC2

MPH 3 0,42915 0,19462 .

CDA 2 474712 012230 1063,38197 6,33824E-5 0,05 Sg. Diferentes

MPH 3 0,42915 0,19462 .

CDB 2 344000 0.16919 517,02974  1,86287E-4 0,05 Sg. Diferentes
PC3

MPH 3 -0,15420 0,26268 .

CDA 2 009086 002260 1,56094 0,30013 0,05  No Sg. Diferentes

MPH 3 -0,15420 0,26268

CDB 2 161045 007113 330638 000530 005  Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente.

Por una parte, en la Figura 3.6 se puede ver que las colas de ambas destilaciones
(CDA y CDB), presentan mayor caracter alifatico respecto a la MPH debido a que se
posicionan en la zona de la variable CH,/CH3; (Figura 3.7). Esto es consistente con el hecho
de que, al evaporarse los xilenos, la cola se concentra en MIT, generando una mayor

relacion S/R en la region del espectro donde se registra la sefial de absorcion de radiacion
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infrarroja de los enlaces C-H alifaticos. Ademas, esta relacion sugiere algunas de las
caracteristicas quimicas que presentan las moléculas que componen MIT, es decir, cadenas

hidrocarbonadas largas y poco ramificadas.

Por otra parte, se puede advertir que en la Figura 3.8 (PC1 vs. PC3), las colas de la
destilacion B se separan de las de la destilacion A, ubicandose en la zona donde se
encuentra la variable C=C 1495/Isom. Este cociente es un indicador de la presencia, en
CDB, de proporciones distintas de isomeros del xileno. Ademés, CDA se agrupa con MPH
(Figura 3.8) en la zona donde se ubican las variables con mayor caracter alifatico (CH,/CHj3
y Factor A), dificultando que puedan diferenciarse como grupos significativamente
distintos (Tabla 3.7).

3.2.3.2. Fracciones de destilacion

Como se menciond previamente, las fracciones de destilacion B se separaron de las
obtenidas por medio de la destilacion A. Sin embargo, las alicuotas de FDB1, se encuentran

mas cerca de XC, alejandose del grupo compuesto por FDB 2y 3 (Figura 3.6 y 3.8).

Resulta oportuno recordar, que los puntos de ebulliciébn de meta- y para-xileno
difieren en tan s6lo 1 °C, que el isémero orto-xileno presenta su punto de ebullicion 4 °C
por encima de los dos anteriores, y que en el XC, el isbmero meta- se encuentra en mayor
proporcién (entre 60% y 70%) v el para- en menor proporcion (< 5%)*. Las caracteristicas
de XC podrian explicar la distribucion de las alicuotas de FDBL1. Es decir, como meta-
xileno se encuentra en mayor proporcion en XC, y junto con para-xileno (menor
proporcidn), poseen los puntos de ebulliciébn méas bajos de la triada de isdbmeros, podria
esperarse que FDB1 también posea mayor proporcion de meta-xileno respecto a FDB 2y 3.
De este modo, presentaria caracteristicas quimicas semejantes al XC, y a las FDA, las
cuales pueden no haberse diferenciado en distintas proporciones de xilenos, debido a que el

equipo de destilacion no funcionaba correctamente.

Por lo antes expuesto, para realizar el ANOVA a las PC de las fracciones de
destilacion, se considera necesario separar el grupo de datos FDB en dos subgrupos: FDB1,

y FDB 2y 3. En la Tabla 3.8, se muestran los resultados obtenidos de dicho analisis.
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Tabla 3.8. ANOVA de PC 1, 2y 3. Grupos de muestras XC, FDA, FDB1,y FDB 2y 3.

Grupo n x G F p o Decision del andlisis
PC1
XC 3 -0,03174 0,37922 .
FDA o 08773 022358 27,04426 4.01059E-4 0,05 Sg. Diferentes
XC 3 -0,03174 0,37922
: : 2964 1504 N . Dif
FDB 1 3 071300 213372 0,29646 0,6150 0,05 0 Sg. Diferentes
XC 3 -0,03174 0,37922 .
FDB2y3 5 -459577 114223 4255789  6,1909E-4 0,05 Sg. Diferentes
PC2
XC 3 125366 0,31790 :
FDA o 103374 011287 3,57914 0,08779 0,05 No Sg. Diferentes
XC 3 125366 0,31790 :
FDB 1 3 057144 055552 3,40836 0,13860 0,05 No Sg. Diferentes
XC 3 125366 0,31790
' : 421 1,59473E-4 . Di
FDB2y3 5 -0,34774 022961 69,85 59473 0,05 Sg. Diferentes
PC3
XC -0,75320  0,16528 .
EOA 018391  0,42930 12,92258  0,00489 0,05 Sg. Diferentes

3
9

XC 3 -0,75320 0,16528
3

FDB 1 012959 042202 11,38156  0,02795 0,05 Sg. Diferentes

XC 3 -0,75320 0,16528

FDB2y3 5 037654 0,24903 47,43389 4,62431E-4 0,05 Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente.

Se obtuvo que, con un 95% de confianza, FDA es significativamente diferente a XC
para PC1y PC3, sin embargo no lo es para PC2. El agrupamiento de FDA con XC, se ubica
en la zona de mayor contribucién positiva a PC2 de las variables C=C 1495/Isom y =CH

Flex /C=C 1600, ambas caracteristicas de las moléculas de xileno.

Respecto a PC1 y PC2, se encontr6 que FDB1 y XC no son significativamente
diferentes (95% de confianza), y que si lo son respecto a PC3. Nuevamente, esto se traduce

en la mayor proporcion de meta-xileno que pudiera existir en ambos grupos de muestras.

Finalmente, FDB2 y FDB3 son significativamente diferentes a XC con un 95% de

confianza, respecto a las tres componentes principales PC1, PC2 y PC3.
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3.2.3.3. Mezcla de fracciones de destilacion

Con un 95% de confianza, los resultados de ANOVA de un factor mostraron que
tanto MFDA como MFDB no son significativamente diferentes a XC para PC1 y PC2.
Respecto a PC3, MFDB es significativamente diferente a XC, pero MFDA no lo es.

Tabla 3.9. ANOVA de PC 1, 2y 3. Grupos de muestras XC, MFDA y MFDB.

Grupo n x c F p o Decision del analisis
PC1
XC 3 -0,03174 0,37922 )
MEDA 3 0.23836 0.20615 1,17479 0,33938 0,05 No Sg. Diferentes
XC 3 -0,03174 0,37922 ]
MEDB 3 10.04413 0.42406 0,00142 0,97174 0,05 No Sg. Diferentes
PC2
XC 3 1,25366 0,31790 )
MEDA 3 126470 0.07598 0,00342 0,95614 0,05 No Sg. Diferentes
XC 3 1,25366 0,31790 .
MEDB 3 0.62454 0.50413 3,34275 0,14150 0,05 No Sg. Diferentes
PC3
XC 3 -0,7532 0,16528 )
MEDA 3 -092637 0.12935 2,04253 0,22616 0,05 No Sg. Diferentes
XC 3 -0,75320 0,16528

MEDB 3 -024951 020779 10,79640  0,03034 0,05 Sg. Diferentes

Sg.: Significativamente.

En el plano definido por PC1-PC2 (Figuras 3.6 y 3.7), las MFD de ambas
destilaciones A y B, se agrupan con XC en la region de mayor aporte de la variable C=C
1495/1som, caracteristica de los xilenos presentes. Este resultado, es independiente de las
caracteristicas de las fracciones obtenidas en cada una de las destilaciones. Esto es un
indicador de que efectivamente, como lo indica la bibliografia, la destilacion es una técnica

2,16-19

adecuada para obtener xilol purificado , ¥ que el XC es una mezcla de isémeros del

xileno®.

64



CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS




CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
4.1. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, en relacion al objetivo planteado, puede

concluirse que:

e EIl xilol puede purificarse por medio de una destilacion fraccionada, obteniendo
como producto final un reactivo comparable al xilol comercial.

e El empleo de la espectrometria FT-IR combinado con andlisis estadisticos
multivariados durante el seguimiento del proceso de purificacion permitié
corroborar la efectividad del mismo, y controlar la calidad del producto final.

e La técnica de preparacion de muestra liquida para analisis por FT-IR, propuesta
como una variacion de la que se utiliza cominmente para muestras liquidas, resulta
reproducible. Esto se debe, a que los conjuntos de datos analizados, obtenidos
mediante las pastillas con 36 puL de muestra, son comparables entre si, y con los
obtenidos mediante la pelicula liquida (técnica sugerida por la bibliografia). La
técnica propuesta en este trabajo, resulta mas rapida y sencilla, permitiendo obtener
espectros con una buena relacion S/R.

e La centrifugacion permite la separacion de las fases acuosa y organica de la MPH.
Sin embargo, no es posible separar el xilol respecto del medio de inclusion de
tejidos mediante esta metodologia.

e En base a las fracciones colectadas en cada etapa del proceso, puede estimarse que
el porcentaje de purificacion del solvente oscila entre 50 y 70%. Estos valores
dependen de las caracteristicas que presente la muestra de partida de histologia.

e La puesta en practica de esta propuesta de quimica verde, permite generar un
impacto positivo en la sociedad, encontrando como fin ultimo una gran

aplicabilidad y un alto nivel de transferencia.
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4.2. Perspectivas futuras

A pesar de que la centrifugacion no resultara adecuada para efectuar la purificacién
del xilol, una velocidad de centrifugacion de 486 g, mejordé la separacién de las fases
acuosa y organica. Para evaluar el grado de purificacion del xilol respecto a la fase acuosa,
podria realizarse una valoracion de trazas de agua por el método de Karl-Fischer a muestras

a las que se les aplique velocidades de centrifugacion elevadas.

Debido a que se encontré que las fracciones de destilacion pueden presentar
distintas proporciones de los isomeros del xileno, podrian estudiarse con mayor
profundidad las caracteristicas que presentan cada una de ellas, las cuales las diferencian

del resto.

Podria estudiarse la metodologia propuesta a mayor escala, para determinar si se
mantiene el proceso descripto, pudiendo tratar mayor cantidad de desechos en menor

tiempo.
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