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Resumen

El cobre en agua constituye un micronutriente esencial para el humano, pudiendo producir, por exceso, efectos perjudiciales para
la salud. En ambientes acudticos naturales, la toxicidad de este elemento estd atribuida a la especie divalente Cu(Il). La técnica
de aglomeracion esférica destaca para remover cobre en agua, empleando agentes tensoactivos industriales con alto contenido
de sodio (Na). En este estudio se desarrollé un método de remocién de Cu(Il) en modelos de agua (2-15 ppm) por aglomeracién
esférica, utilizando como biosurfactante extractos de pulpa de lechuguilla (Agave lechuguilla Torr.), rica en saponinas, libre
de sodio, y constituye un subproducto en varias agroindustrias de México. Las condiciones experimentales fueron: 0.1-2 g-
extracto/g de metal, T°=22°C, pHy,;qi; = 8.0 y agitacién constante de 600 rpm. Las saponinas en el extracto se identificaron por
HPLC-DAD, comparando los tiempos de retencién de los picos caracteristicos contra un estdndar. El cobre y sodio residuales se
determinaron por espectroscopia de absorcion atémica. Una eficiencia media (98.7%) obtenida en los experimentos realizados
para remover cobre, que satisface las normas para agua potable y para descarga a cuerpos de agua, nos permite recomendar la
sustitucion de agentes tensoactivos industriales por extractos de lechuguilla (A. lechuguilla), en la remocién de Cu (II) en agua
por la técnica de aglomeracion esférica.
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Abstract
Copper in water is an essential micronutrient for human beings, it can produce damage effects for health due to excess. Toxicity
of this element is attributed to its divalent Cu (II) species in natural aquatic environments. For copper removal in water, the

spherical agglomeration technique can be applied by using industrial tensoactive agents with high Sodium (Na) contents. In this
study, a Cu (II) removal method was developed using extracts of pulp of lechuguilla (Agave lechuguilla Torr.), which is a waste
in many industries in Mexico, rich in saponines and free of Sodium. The technique of spherical agglomeration was carried out in
synthetic water (2 to 15 ppm) using extracts of pulp of lechuguilla as biosurfactant. The experimental conditions were: 0.1-2.0
g-extract/g metal, T°=22°C, pHy,;i;=8.0, and constant stirring at 600 rpm. Saponines were measured by HPLC-DAD in the
extract, comparing the retention time of typical peaks with a standard. Residual Copper and Sodium were measured by atomic
absorption spectroscopy. A mean 98.7% Copper removal efficiency was reached in all assays, which meets the requirements
of the tap- and waste- water regulations. According to this study, we suggest to replace the industrial tensoactive agents by
lechuguilla (A. lechuguilla) extracts in order to remove Cu (II) from water by spherical agglomeration technique.

Keywords: Agave lechuguilla, spherical agglomeration, biosurfactant, copper, removal.
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1 Introduccion

El desarrollo constante de procesos de
industrializacién genera la liberacién de desechos que
se incorporan al ecosistema, muchos de los cuales se
consideran toxicos para los seres vivos, tal es el caso
de los metales pesados presentes en cuerpos de agua 'y
entre ellos, la presencia de cobre en aguas naturales y
en agua de mar (Nordberg y col., 2007; EPA, 2008).

Como parte integrante de numerosas enzimas,
el cobre es un elemento traza esencial en el
organismo humano, sin embargo, en los dltimos afios
se han reportado impactos en salud en poblacion
infantil, derivados de la exposicién a cobre en
agua potable (Olivares y col., 2001; Araya y
col., 2004). En ambientes acuaticos naturales, la
toxicidad de este elemento estd atribuida a las
especies inorgénicas, principalmente Cu>*, CuOH* y
Cu(OH); (Chakoumakos y col., 1979). De esta especie
divalente, s6lo una pequeiia fraccion se presenta como
libre (Cu®*), la mayor parte estari adsorbida en
particulas suspendidas o formando complejos como
ligandos.

La descarga anual de cobre hacia dreas marinas,
incluyendo rios, se estima en 2.5 millones de
toneladas, gran parte de la cual proviene de actividades
mineras, acumulando una concentracidn de este metal
en miles de ug g~ en los sedimentos (Salomons y
Forstner, 1984; EPA, 2008). El cobre muestra efectos
letales y subletales en varios grupos de invertebrados
acudticos a partir de 5 ug L' (Nordberg y col.,
2007), siendo amplio el reporte especializado sobre
la toxicidad ocasionada en organismos acudticos por
la presencia de cobre divalente Cu(Il), por ejemplo;
en trucha alpina (Salvelinus alpinus) (Dallinger,
1995), en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(Hansen y col., 1999), en rutilo (Rutilus rutilus
caspicus) (Hoseini y Nodeh, 2012), y en evaluaciones
histolégicas en peces (Darwish y col., 2005; Grosell,
2011).

La remocién de cobre en agua puede llevarse a
cabo por diversos métodos como la precipitacion,
adsorcion sobre carbon activado, extraccién
con solventes, ultrafiltracién, Osmosis inversa e
intercambio i6nico (Ramalho, 1991), por adsorcién
sobre hojas de plantas (Al-Subu y col., 2001), asi como
por aglomeracion esférica (Kawashima y col., 1984;
Sadowsky, 1993). La aglomeracién esférica (AE) es
una técnica que consta de cuatro etapas:

A) La precipitacion de cobre Cu(Il) en medio
acuoso mediante la adicién de un agente de
precipitacién, normalmente NaOH o Ca(OH),, bajo

un intervalo establecido minimo y méaximo de
magnitudes de pH, para lograr la precipitacion
completa del metal y hasta alcanzar un tamafo de
particula coloidal (Armenante, 1997).

B) La adicién de un agente hidrofobizante (Wen y
col., 2011), que constituye una sustancia de superficie
activa como el acido oleico (C;gH340,), oleato de
sodio (C;gH330,Na), o largas cadenas de alcoholes
alifaticos (Sadowsky, 1993), cuyo papel consiste en
cambiar la afinidad hidrofilica del sistema coloidal
hacia una naturaleza hidrofébica.

C) La humectacién de las particulas hidrofébicas
suspendidas en medio acuoso a través de un liquido
colector, normalmente n-heptano (C;7H;¢) (Bos y
Quast, 2000).

D) El crecimiento de los nicleos cristalinos por
aglomeracion (Goselle y col., 1990; Kang y col.,
2011), todo ello bajo estricto control de pardmetros
fisicoquimicos como la temperatura, la magnitud de
pH, la velocidad de agitacidon y el tamafio de particula
(House y Veal, 1989).

El alto costo de los agentes hidrofobizantes
industriales arriba mencionados, utilizados en
la segunda etapa de AE, asi como las altas
concentraciones de sodio residual al final del proceso
de remocién de metales pesados, han motivado,
en el presente trabajo, a sustituir las sustancias
tensoactivas industriales por agentes de superficie
activa de origen natural, que constituyen extractos
de material foliar de plantas (San Martin y Briones,
2000), principalmente agaviceas (Sucharzewska y
col., 2003), ricas en saponinas (Flaoyen y col., 2002),
con accién biolégica diversa, tal como excelentes
agentes antivirales (Francis y col., 2002; De Lucca
y col., 2006), y que aprovechando distintos procesos
productivos de nuestra sociedad relacionados con estas
plantas, se pueden generar productos con un valor
agregado, dando uso, por ejemplo; al bagazo de agave
para producir compuestos quimicos (Saucedo-Luna
y col., 2010), o bien, utilizando los jugos de agave
en la elaboraciéon de mezcal para producir etanol
(Pérez y col., 2013), y en el caso particular de la
pulpa de la lechuguilla (A. lechuguilla), ésta constituye
subproductos de deshecho en varias agroindustrias de
Meéxico, durante el proceso de aprovechamiento de su
fibra en la fabricacion de utensilios diversos (Nobel y
Quero, 1986; Pando y col., 2002).

Amplias son la referencias que reportan el
uso de plantas en la remocién de cobre y otros
metales pesados, asi como su interacciéon descrita
por diferentes mecanismos, por ejemplo; Romero-
Gonziélez y col., (2005), desarrollan un modelo para
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describir la adsorcién y reduccién de Cr (VI) de una
solucién acuosa por biomasa de Agave lechuguilla,
sugiriendo que la adsorcién de ese metal toma lugar
en los poros internos y que la reaccién de reduccion
ocurre en la superficie externa de la biomasa. Peralta-
Pérez y Volke-Sepilveda (2012), sefialan el potencial
de los diferentes procesos de fitorremediacién para
tratar suelos contaminados con metales pesados y
metaloides (Cu, Pb, Ni, Cd, Zn, Cr, Hg y As), asi como
con sustancias orgdnicas, describiendo la importancia
del control del estrés oxidativo como una estrategia de
las plantas para tolerar la presencia de contaminantes.

Las saponinas constituyen un grupo diverso de
compuestos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, que se caracterizan por sus propiedades
fisicoquimicas (surfactantes) y por su estructura,
conteniendo un triterpeno o esteroide aglicén vy
una o mas cadenas de azicares (Guclu-Ustundag y
Mazza, 2007). La obtencién de extractos a partir de
material foliar de algunas agaviceas y los métodos
analiticos y estadisticos de cuantificaciéon de las
saponinas contenidas en ellos, han sido ampliamente
documentados en la literatura especializada, por
ejemplo; en Yucca schidigera (Piacente y col., 2002;
Sucharzewska y col., 2003), en Agave durangensis
(Gonzalez-Valdez, 2011) y en lechuguilla (Agave
lechuguilla Torr.), para la cual se reporta la presencia
de esmilagenina (sapogenina esteroidal), ademds de 8
saponinas mds: yucagenina, gitogenina, hecogenina,
tigogenina, diosgenina, gentrogenina, clorogenina
y ruizgenina, por lo que podria emplearse como
fuente de esteroides, para la elaboracién de cortisona
(antiinflamatorio), e incluso estrégeno y progesterona
(Hernandez y col., 2005). Dada la naturaleza en gran
manera polar de estos compuestos, todos los métodos
coinciden en la extraccién en caliente o frio, con agua
o alcoholes de bajo peso molecular; sobresaliendo
el uso de metanol, etanol, butanol y mezclas de
diferentes proporciones de estos alcoholes y agua.
Hernandez y col. (2005), reportan un contenido de
saponinas a partir de extractos de lechuguilla (A.
lechuguilla), de 0.1 a 1.3 % base seca, estableciendo
para esta especie, que solo los factores temperatura
y nimero de lote influyen en el rendimiento de
extraccion de saponinas a partir de material foliar.

Aunque existe informacién sobre la remocién de
cobre en modelos de agua (Apfel, 1992; Proal y
col., 1997) y en aguas residuales industriales (Laurent,
1993; Proal y col., 1997), utilizando oleato de
sodio como agente surfactante, es desconocida aquella
que particulariza el aprovechamiento y aplicaciéon
de extractos naturales de lechuguilla (A. lechuguilla)
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como biosurfactante, en el proceso de remocién de
cobre en modelos de agua sintética mediante el
empleo de la técnica de aglomeracion esférica, lo cual
constituye el objetivo del presente estudio. Nuestra
meta, en este estudio, consiste en demostrar que el
uso de extractos de lechuguilla (A. lechuguilla), ricos
en saponinas, pueden sustituir el empleo de agentes
tensoactivos industriales, como el oleato de sodio
(C13H330,Na) y/o detergentes comerciales con alto
contenido de sodio, en el proceso de remocién de
cobre Cu(Il) en agua por la técnica de aglomeracion
esférica, y que esos extractos son capaces de remover
el metal en medio acuoso con la misma eficiencia que
el oleato de sodio, alcanzando los niveles permisibles
de concentracion establecida por la normatividad para
la calidad del agua NOM-127-SSA1-1994 (DOF,
2000) y NOM-001-ECOL-1996 (SEMARNAT, 1996).

2 Metodologia

2.1 Material vegetal

El material foliar fue colectado de individuos
adultos de plantas de lechuguilla (A. lechuguilla)
en la localidad de Cuencamé, Durango, México
(coordenadas: 24° 49’ 48” N; 103° 44> 07 O;
altitud 1795 m), enviando una muestra al Herbario del
CIIDIR- Unidad Durango del IPN, para su registro e
identificacion, determindndose la especie encontrada
como Agave lechuguilla Torr., lo cual concuerda con
lo reportado (Nobel y Quero, 1986; Pando y col.,
2002) para la distribucion de esta especie en el Norte
de México.

2.2 Reactivos

Los solventes utilizados para la extraccion de
saponinas fueron acetonitrilo (grado HPLC, J.T.
Baker, Cat. 9012-03, CAS No. 75-05-8, USA) y
agua tridestilada (J.T. Baker, Cat. 4221-03, CAS
No. 7732-18-5, México). El estandar utilizado para
detectar saponinas por HPLC/DAD fue un glicésido de
sapogenina extractado de plantas (Hycel de México,
S.A. de C.V, Cat. 6700, CAS No. 74499-23-3,
Meéxico). Los experimentos de remocion de cobre en
agua fueron llevados a cabo empleando un estindar
de cobre (Centro Nacional de Metrologia, DMR-17h,
Cenam-México). Se ocuparon, también, NaOH (J.T.
Baker, B13C54, EUA), n-Heptano (Sigma Chemical,
México) y CaCl2 (J.T. Baker, X12591, EUA).
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2.3 Instrumentacion

Las saponinas se analizaron por HPLC (Perkin Elmer,
serie 200, USA), con detector acoplado por arreglo de
diodos (DAD), usando una columna C;g (4.6 x 250
mm, 5 um; Brownlee Analytical, USA). El anilisis
de cobre residual en agua se realizé por (AAS, por
sus siglas en inglés) espectrofotometria de absorcién
atébmica (Perkin FElmer, modelo 700 AAnalyst;
Massachusetts, EUA) y el tamafio de particula del
coloide formado en la etapa de precipitacion mediante
la técnica de aglomeracién esférica, se determind
por (SEM, por sus siglas en inglés) microscopia
electrénica de barrido (JEOL 5800 LV, Jap6n).

2.4 Preparacion de extractos

A las hojas de lechuguilla (A. lechuguilla) se les
eliminaron las espinas y se les removié la cuticula,
cortandolas en trozos pequefios para facilitar su secado
y colocandolas, entonces, en un secador a 40°C,
hasta peso constante. Una vez seco el material se
continud con una operacién de molienda para facilitar
el proceso de extraccion, el cual se realizé por
maceracién (Gonzélez, 2011) de 100 g de hoja seca en
etanol (70% v/v), en oscuridad, bajo agitacién de 30
rpm, a temperatura ambiente y un tiempo de contacto
de 72 h, posteriormente se llevé a evaporacion hasta
sequedad a vacio en un rotavapor (Buchi, R-114,
Alemania). El proceso de extraccion de material foliar
de lechuguilla se efectud 2 veces, hasta obtener 36 g de
extracto base seca, preparando, entonces, una solucién
acuosa (Proal y col., 1997) de extracto base seca (8.43
g/L), utilizando agua destilada, para generar las dosis
requeridas en la etapa de hidrofobizacién de AE (0.1,
0.3, 0.5, 1.0 y 2.0 g de biosurfactante/g de cobre en
agua).

2.5 Determinacion de saponinas

La identificacién de saponinas fue realizada conforme
a la estandarizacion de los picos en los cromatogramas
obtenidos para los extractos por HPLC con detector
por arreglo de diodos (DAD) y comparados en sus
tiempos de retencién contra los picos observados en el
cromatograma del estdndar empleado (Oleszek, 2002),
glicésido de sapogenina. Se tomaron voliimenes de 20
uL de extracto para determinar el perfil de saponinas,
utilizando el método de gradiente acetonitrilo -agua
0% B, 5 min; 9% B, 12 min; 13% B, 20 min;
32% B, 40 min; 33% B, 42 min; 43% B, 60
min; 0% B, 65 min), empleando una columna Cg

Brownlee Analytical y seleccionando la longitud de
onda (260 y 340 nm), asimismo, para poder efectuar
la comparacién de picos en los cromatogramas, se
establecieron los datos espectrales del perfil del
estandar de glicésido de sapogenina en el equipo
HPLC/DAD, bajo un intervalo de 220 - 400 nm,
tomando un ndmero de muestras igual a 10 por
triplicado.

2.6 Aplicacion de la técnica de

aglomeracion esférica

A) Precipitacion. Se prepararon soluciones modelo de
Cu(ID), utilizando el estdndar referido de cobre en agua
destilada, en el intervalo de concentraciones 2-15 ppm,
ajustando la magnitud 6ptima de pH igual a 8.0, con
soluciéon 1M de NaOH (Armenante, 1997), utilizando
matraces de 500 mL, con paredes deformadas y
propelas de acero inoxidable de 3.5 X 2.5 cm, en
250 mL de solucién, a temperatura ambiente (22
°C) y manteniendo agitacién constante (w) a 600
rpm, durante 20 min (Proal y col., 1997), realizando
experimentos por duplicado para cada concentracion
inicial. Se tomaron muestras por triplicado del
hidréxido de metal formado, depositindolas sobre
portamuestras de acero inoxidable, precalentado a
90°C, para fijar el hidréxido de metal precipitado
al evaporar el solvente, y se determind el tamafio
de particula por microscopia electrénica de barrido
(SEM), bajo un flujo de electrones de 20 kV y de 1500-
12000 X aumentos.

B) Hidrofobizacion. Sin interrumpir la reaccion, se
adicionaron, a partir de la solucién acuosa (8.46 g/L)
de extracto de lechuguilla (A. lechuguilla), volimenes
equivalentes a distintas dosis (0.1, 0.3, 0.5. 1 y 2 g de
extracto de lechuguilla por gramo de cobre presente en
agua), bajo la misma magnitud de agitacion (w = 600
rpm), a temperatura ambiente (22°C) y durante 30 min
(Proal y col., 1997).

C) Humectacién. La etapa de acondicionamiento
de los sélidos hidrofébicos se llevé a cabo adicionando
un volumen determinado de n- heptano (C7H;¢), 6.3
mL por gramo de metal contaminante Cu (II) en
solucién acuosa, siempre bajo agitacion constante
(600 rpm), a temperatura ambiente y durante 20 min
(Proal y col., 1997).

D) La etapa de crecimiento de los nucleos
cristalinos por aglomeracién se alcanzé adicionando
10 mL de soluciéon 1M de CaCl, por gramo de
cobre presente en la solucién acuosa, agitando sin
interrupcion a 600 rpm, a temperatura ambiente
(22°C) y durante 90 min (Proal y col., 1997).
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Al final del proceso descrito, se filtra la solucién
utilizando papel filtro Whatman # 42 para remover los
aglomerados formados y determinar, en la fase liquida,
la concentracién de cobre residual por AAS, siguiendo
las regulaciones de calidad del agua en México, NMX-
AA-051-SCFI-2001 (Secretaria de Economia, 2001),
por flama y horno de grafito.

2.7 Diserio experimental

Para el proceso de remocién de cobre en modelos
de agua, aplicando extractos de lechuguilla (Agave
lechuguilla Torr.) en la etapa de hidrofobizacidn,
se disefi6 un arreglo factorial 5x4, con el factor
5 representando las diferentes dosis utilizadas del
extracto de lechuguilla (A. lechuguilla) y el factor
4 la concentracion inicial de metal Cu (II) en el
modelo de agua sintética, realizando experimentos
por triplicado para cada concentracién inicial. El
disefio experimental se empled para determinar la
influencia de la dosis de extracto de lechuguilla y
la concentracion inicial de cobre en la eficiencia de
remocion.

2.8 Andlisis estadistico

El andlisis del modelo lineal general (GLM, por
sus siglas en inglés) correspondiente al disefio
experimental, se realizé a través de un andlisis de
varianza, verificando los supuestos de normalidad,
independencia y homogeneidad de varianza. Se estimé
el coeficiente de determinacién de Pearson (R?) para
verificar la bondad de ajuste del modelo, de acuerdo
al programa Statistica 7 for Windows -StatSoft, US,
2004. Posteriormente se realizaron comparaciones
de medias con la prueba de diferencia minima
significativa (LSD, por sus siglas en inglés) de Fisher,
para determinar los efectos de la dosis de extracto,
la concentracion inicial del metal Cu(Il) y el efecto
de la interaccion dosis- concentracién. Finalmente,
se obtuvo un modelo cuadritico de superficie de
respuesta a partir de los datos experimentales.

3 Resultados y discusion

3.1 Identificacion de Saponinas

El rendimiento obtenido con respecto al extracto
etandlico de material foliar de A. lechuguilla, fue de
19%, mismo que se encuentra comprendido dentro
del intervalo (de 12.3 a 29.7) reportado (Gonzdlez-
Valdez, 2011) para algunos agaves. Esto muestra
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la factibilidad del proceso de maceracién empleado
en la obtenciéon de extractos a partir de material
foliar de lechuguilla, el cual permite la reduccién de
costos de operacion, al evitar el uso de procesos més
costosos (Soxhlet, exhaustiva, etc.), lo cual, a nivel de
produccioén, podria ser de gran interés.

Se identificaron los picos de saponinas en
los cromatogramas obtenidos para el extracto de
lechuguilla por HPLC-DAD, comparando los tiempos
de retenciéon de esos picos caracteristicos contra
los del estdndar utilizado (Oleszek, 2002), glicésido
de sapogenina, que comercialmente estd identificado
(CAS No. 74499-23-3) como saponinas de Quillaja
saponaria. Al comparar el perfil cromatogrifico
obtenido por HPLC/DAD para el estindar de
referencia contra el perfil cromatogrifico obtenido
para el extracto de material foliar (Fig. 1) de
lechuguilla (A. lechuguilla), se detectaron tres
distintos compuestos de saponinas presentes en el
extracto, lo que nos muestra que el gradiente empleado
cubre un amplio espectro de polaridades, en el
cual fue posible que el patrén de glicosidacién de
las saponinas fuera diluido. Se observé siempre
reproducibilidad en los cromatogramas obtenidos
para los extractos de lechuguilla, toda vez que el
material foliar utilizado procede del mismo sitio de
muestreo, asi como también se explica por el hecho
de haber mantenido siempre constante la temperatura
durante el proceso de extraccion, lo cual concuerda
con Herndndez y col. (2005), quienes reportan que
los factores temperatura y nimero de lote son los
Unicos pardmetros determinantes para el rendimiento
de saponinas obtenidas a partir de lechuguilla (A.
lechuguilla).

En la Fig. 2, se muestran los espectros UV de las
tres saponinas detectadas en el extracto de lechuguilla
(A. lechuguilla), teniendo como referencia el estandar
utilizado (glicésido de sapogenina), con intervalos de
tiempos de retencién que van de 25 a 40 min (34.4117;
36.9343; 38.6797 min), lo cual coincide, en lo que
respecta a los tiempos de retencion caracteristicos de
las saponinas, con reportes especializados (Lamidi y
col., 1995) para separacion de saponinas esteroidales
en condiciones similares. La linea con el menor
tiempo de retencion (RT: 28.0463) de la Fig. 2,
no es caracteristica de estos compuestos, por tanto,
no representa saponina alguna. Nuestros resultados
son consistentes con los reportados por Gonzailez-
Valdez (2011), para la identificacién de saponinas
presentes en extractos de Agave durangensis por
el mismo método de HPLC/DAD, obtenidas en un
intervalo de longitud de onda entre 275 y 315 nm. Lo
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anterior confirma, de forma reproducible y confiable, partir de material foliar de lechuguilla (A. lechuguilla).
la existencia de saponinas en los extractos obtenidos a

4000 Tiempos de retenciéon
] 1. 34.4117 min
3500 2.36.9343 min
3.38.6797 min

Absorbancia, au
PP Pt B B B

R LN L L L mmmmmnmmomtamimomminmrponmoponmomnnnomonnn
20 2 24 26 28 30 2 K 36 38 40

Tiempo de retencion (min) 4. lechuguilla

Fig. 1. Perfil cromatografico de extractos de Agave lechuguilla Torr., registrado a 260 nm (Método de gradiente:
Acetonitrilo - Agua).

— 1114FE~1@28.046
1114FE~1 @ 34.411
1114FE~1@38.679
1114FE~1@ 36.934

Absorbance

T T T T T T T T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340 360 380 400
Nanometers

Fig. 2. Espectros UV de saponinas (RT: 34.4117; 36.9343; 38.6797) presentes en el extracto de lechuguilla (Agave
lechuguilla Torr.).
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C j2ORU-_ 10, XZss

Fig. 3. Micrografia de Cu (OH)2 por Microscopia
Electrénica de Barrido, obtenida a T°=22°C, pH=8.0
y agitacion constante w=600 rpm.

3.2 Aplicacion de la técnica de

aglomeracion esférica

La Fig. 3, muestra una micrografia obtenida para
precipitados de Cu(OH), por microscopia electrénica
de barrido (SEM), para la etapa de precipitacién de
Cu (II) en agua mediante la adicién de solucién 1M
de NaOH, hasta alcanzar una magnitud de pH=8.0,
a temperatura constante (T°=22°C). El tamafo de
particula de los precipitados obtenidos muestra una
distribucién coloidal (1-10 um), caracteristico de los
metales pesados asociados a agentes de precipitacion
y termodindmicamente muy inestables, lo que explica
su naturaleza hidrofilica y la tendencia hacia una
réapida redisolucion. Es por ello que esta etapa se
llevé a cabo bajo una lenta dosificacién del agente de
precipitacion (NaOH), propiciando la sobresaturacién
de la solucidn y, de esa manera, evitar la redisoluciéon
del hidréxido de metal formado hacia la solucién, lo
que generaria la formacién de hidroxicomplejos, por
lo cual es necesario mantener una agitacion constante
e ininterrumpida (w = 600 rpm) durante la etapa
de precipitaciéon. La magnitud 6ptima de pH=8.0,
alcanzada en la etapa de precipitacion, se explica
por el intervalo de los limites minimo y méximo
(PHmin=6.70 y pH14x=7.58) de total precipitacién de
Cu (II) en modelos de agua (Proal y col., 1997),
alcanzando de esa manera, la presencia completa del
metal en el coloide formado. Nuestros resultados de
formacién coloidal y el correspondiente tamafio de
particula de los precipitados obtenidos, coinciden con
los reportes de otros autores (Apfel, 1992; Laurent,
1993).

La Tabla 1, muestra la concentracién residual
de Cu (II) y los niveles de remocién (%) de este

WWW.rmiq.org

metal al final de las cuatro etapas de la técnica
de aglomeracion esférica, bajo temperatura constante
(T°=22 °C) y agitacién constante (w = 600 rpm)
a lo largo de todas las etapas, obtenida bajo el
disefio experimental 5x4. Los resultados demuestran
el cambio de afinidad hidrofilica de los sistemas
coloidales hacia una naturaleza hidrofébica por accién
de los extractos de lechuguilla (A. lechuguilla), para
todas las dosis de biosurfactante empleadas (0.1, 0.3,
0.5, 1.0 y 2.0 g de biosurfactante/g de metal) y para
todos los casos de concentracién experimental inicial
de Cu (II) presente en modelos de agua (2, 5, 10 y
15 ppm), toda vez que la concentracién residual de
este elemento (Conccy 11y Resia < 0.5 ppm) satisface
los limites permisibles de las normas de referencia
(SEMARNAT, 1996; DOF, 2000).

La Tabla 1, muestra asimismo las magnitudes
finales de pH, aceptables todas ellas con respecto
a la normatividad que nos ocupa, resultados que
seflalan la conveniencia de utilizar extractos de
lechuguilla en la segunda etapa de AE, puesto que
explica, indirectamente, la adecuada hidrofobizaciéon
de los sdlidos presentes en solucién acuosa Yy,
en consecuencia, el crecimiento de la estabilidad
termodinamica del sistema coloidal, una vez
alcanzado el cambio de afinidad filica a fdbica
de los precipitados, evitando su redisolucién hacia
la solucién. Los resultados obtenidos comprueban,
también, la adecuada humectacién que ejercié el
liquido colector (n-heptano) sobre los sistemas
hidrofébicos microheterogéneos formados en la etapa
de hidrofobizacién por AE, aplicado en un amplio
intervalo de dosis de extracto de lechuguilla (0.1, 0.3,
0.5, 1.0 y 2.0 g de biosurfactante/g de metal) y para
cualquier concentracién inicial (2, 5, 10 y 15 ppm)
de Cu (II) en agua, toda vez que nos encontramos
ante una interaccién sélido-liquido de total naturaleza
hidrofébica, que explica la ausencia de materia sélida
que pudiera haberse depositado sobre las propelas de
acero inoxidable utilizadas y/o sobre las paredes del
matraz contenedor de la reaccién, por un exceso en la
adicién del agente acondicionador (n-heptano) o bien,
por una velocidad angular demasiado alta (w > 600
rpm).

Las magnitudes Optimas establecidas en este
trabajo para la remocién de Cu (II) en modelos
de agua, utilizando extractos de lechuguilla,
concretamente pHjp;ci;=8.0, velocidad angular en
todas las etapas de la técnica AE (w = 600 rpm),
asi como los tiempos de reaccion para cada etapa
de AE, la dosificaciéon (6.3 mL por gramo de metal
contaminante) del agente de humectacion (n-heptano)

611



Alcdzar-Medina y col.] Revista Mexicana de Ingenierfa Quimica Vol. 13, No. 2 (2014) 605-617

y la dosificacién del agente en la etapa de crecimiento
de los nicleos cristalinos por aglomeracién (10 mL de
solucién 1M de CaCl, por gramo de cobre presente
en la solucién acuosa), son similares a los reportados
por Proal y col. (1997), para la remocién de cobre en
agua por AE, utilizando oleato de sodio como agente
tensoactivo en la etapa de hidrofobizacién, notdndose
una clara desventaja, para el caso del tensoactivo
industrial, por su alto costo comercial, asi como por
la excesiva concentracion residual de sodio en agua
(Na!* = 1100 ppm), producto del alto contenido de
ese metal en el oleato de sodio. En la Tabla 1, se
muestran las concentraciones de sodio residual para
los experimentos realizados en el presente trabajo,
con un méximo residual de Na!* =169.75 ppm
y un minimo residual de Na'* =58.12 ppm, que
satisfacen, en todos los casos, los limites permisibles
establecidos en las normas de referencia, sefialando
la ventaja de utilizar extractos de lechuguilla como
un biosurfactante de alta eficiencia en el proceso de
remocién de Cu (II) en agua por AE.

El andlisis de los residuales del modelo lineal
factorial 5x4 mostré que no se violan los supuestos
de normalidad, independencia y homogeneidad de
varianza, el coeficiente de determinacién (R?) fue
de 0982, lo que permite considerar un disefio
experimental confiable (p <0.05), y demuestra la
eficiencia de la técnica de aglomeracién esférica,
toda vez que los resultados experimentales obtenidos
satisfacen plenamente la normatividad establecida
para la calidad del agua, tanto para descargas a cuerpos
de agua NOM-001-ECOL-1996 (SEMARNAT, 1996),
como para limites permisibles de cobre en agua
potable NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 2000).

En el efecto de la interaccién concentracién
inicial-dosis de extracto, los mayores niveles de
remocién se encontraron en la concentracion inicial
de 5 ppm, con dosis de 0.5, 1 y 2 (g-extracto/g de
metal). Se observé una diferencia significativa con la
concentracion inicial de 5 ppm y dosis de 0.1 y 0.3 (g-
extracto/g de metal), que presentan menor remocion.

Tabla 1. Remocién de Cu (II) por aglomeracidn esférica bajo un disefio factorial 5x4, utilizando A. lechuguilla
como biosurfactante.

Dosisde  Concentracién inicial Concentracidn residual
extracto’’ de cobre (ppm) de cobre (ppm)

2 15 0.499
1 15 0.151
0.5 15 0.192
0.3 15 0.131
0.1 15 0.096
10 0.143

1 10 0.025
0.5 10 0.095
0.3 10 0.122
0.1 10 0.222
5 0.006

1 5 0.004
0.5 5 0.002
0.3 5 0.107
0.1 5 0.063
2 0.005

1 2 0.007
0.5 2 0.009
0.3 2 0.087
0.1 2 0.077

Remocién de  Concentracién residual ~ Magnitud final

cobre (%) de sodio (ppm) de pH
96.67¢ 169.75¢ 6.70
99.008 148.00¢ 6.71
98.72f 146.50¢ 6.76
99.13" 145.80¢ 7.97
99.36! 145.844 7.88
98.57¢ 109.50¢ 6.57
99.75/ 100.15¢ 6.97
99.058 102.00¢ 6.86
98.79/ 101.75¢ 7.50
97.78¢ 101.46¢ 6.97
99.887 91.70° 6.81
99.93J 92.65" 6.73
99.97J 91.00° 6.85
97.87¢ 91.20° 7.07
98.75/ 90.87" 6.83
99.757 76.10¢ 6.95
99.687 74.50¢ 6.68
99.58/ 60.50¢ 6.75
95.684 58.98¢ 6.63
96.18" 58.12¢ 6.86

TSe obtuvo a pH inicial=8.0, T°=22°C, w=600 rpm y tiempo de reacciéon=160 min

T Unidades en g g_1 (masa de extracto por gramo de cobre en agua)

Superindices distintos expresan diferencias significativas, donde: a < b < c...

Nota: El Andlisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de sodio residual indica que todos los niveles, con respecto a la
concentracion inicial de Cu (II), son diferentes.
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Tabla 2. Analisis de varianza para la remocién de Cu (II) en agua por aglomeracion esférica.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados medios  F calculado P valor
variacién cuadrados (SC) libertad (GL) (C™M)
Intercepto 389693.3 1 389693.3 7050684 0.000000
Concentracién 6.4 3 2.1 39 0.000000
inicial Cu (II)
Dosis extracto 18.8 4 4.7 85 0.000000
Conc. Inicial 35.7 12 3.0 54 0.000000
*Dosis extracto
Error 1.1 20 0.1

Tabla 3. Comparacién de medias (LSD) de dosis de extracto y de
concentracion inicial de Cu (II).

Dosis de extracto’™  Promedio

Conc. Inicial Cu(Il) T Promedio

2 98.718"
1 99.5884
0.5 99.329¢
0.3 97.865¢
0.1 98.016¢

15 98.576"
10 98.787"
5 99.280°¢
2 98.170¢

T Unidades expresadas en ppm

TTUnidades en g g_1 (masa de extracto por gramo de cobre en agua)

Superindices distintos expresan diferencias significativas, donde: a < b < c...

Asimismo, existen diferencias significativas entre la
concentracion inicial 2 ppm, con las dosis 0.5, 1y
2 (g-extracto/g de metal), respecto a las observadas
con esa misma concentracion (2 ppm) y con las dosis
0.1 y 0.3 (g-extracto/g de metal), mostrando mayor
remocién con la dosis 5 (g-extracto/g de metal), que
fue el resultado experimental mds alto obtenido en este
estudio (99.97%), para la remocién de Cu (II) en agua.

A concentracion inicial de 15 ppm, se observaron
diferencias significativas entre las dosis 0.1 y 0.3 (g-
extracto/g de metal), respecto de las dosis 0.5, 1 y 2
(g-extracto/g de metal), mostrando mayor remocion
la dosis 0.1 (g-extracto/g de metal). Los resultados
obtenidos para una concentracién inicial de 10 ppm,
no muestran una tendencia clara respecto a la dosis de
extracto aplicada.

La Tabla 2, muestra el andlisis de varianza para
la remocién de Cu (II) en agua por aglomeracion
esférica, en la cual se nota la existencia de diferencias
significativas en la concentracién inicial del metal, la
dosis de extracto y en la interaccién concentracion
inicial de metal- dosis de extracto (p < 0.05),
confirmando que esos tres factores se constituyen
en los pardmetros determinantes de la eficiencia
de remocién de Cu (II) en modelos de agua por
aglomeracion esférica, a partir de lechuguilla (A.
lechuguilla) como agente biosurfactante.
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La Tabla 3, muestra la comparacién de medias
por la prueba de diferencias minimas significativas
(LSD, por sus siglas en inglés) de Fisher, para
determinar los efectos de la dosis de extracto y de
la concentracién inicial del metal Cu (II), sefialando
diferencias significativas entre las concentraciones
iniciales 2, 5 y 15 ppm, no habiendo, sin embargo,
diferencias entre las concentraciones iniciales 10 y
15 ppm. La mayor remocién se observa a 5 ppm,
lo cual concuerda con los resultados mostrados en la
Tabla 1. Respecto a la dosis de extracto, se observaron
diferencias significativas entre 2, 1, 0.5 y 0.1 (g-
extracto/g de metal), y no se encontr6 diferencia en
las dosis 0.1 y 0.3 (g-extracto/g de metal), obteniendo
el mejor resultado de remocién con la dosis 1.0 (g-
extracto/g de metal).

La Fig. 4, muestra el grafico de superficie
de respuesta, disefiado mediante un modelo con
ajuste cuadratico. La ecuacién (1), explica dicho
comportamiento, que muestra las eficiencias de
remocion de cobre en agua, en funcién de la dosis
de extracto de lechuguilla (S) y de la concentracién
inicial de cobre presente (M). Como es facil
observar, existe una amplia superficie que identifica
el maximo de eficiencia correlativa entre las distintas
concentraciones iniciales de Cu (II) en la solucién
acuosa y las diferentes dosis de extracto de
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Fig. 4. Superficie de respuesta para la remocién de Cu
(II) en modelos de agua.
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Fig. 5. Relacién de concentracion inicial de Cu (II) en
agua contra dosis de extracto, obtenida a pH inicial =
8.0, T°=22°C y agitacién constante w =600 rpm.

lechuguilla, lo que permite, de manera muy amplia,
predecir el resultado de eficiencias de remocién de Cu
(II) en agua, bajo un gran intervalo de concentraciones
de este metal en la muestra de agua a tratar.

%Remocion = 95.7397 + 0.2937M +5.1349S (1)
—0.0072M? — 0.1558MS — 1.4888S >

La Fig. 5, se gener6 con los datos del modelo de
estimacién de pardmetros del andlisis estadistico, y
es muy significativo observar en ella, que el aumento
gradual de concentracion inicial de cobre Cu (II)
en agua requiere de menores dosis de extracto,
lo cual es consistente con los resultados obtenidos
para este estudio por el método de Fisher (LSD),
asimismo puede comprobarse, de manera muy precisa,
observando la Fig. 5, que la dosis 6ptima de extracto
de lechuguilla requerida experimentalmente, para una

concentracién de 2 ppm de Cu (II) en agua, coincide
con el supuesto del disefio experimental, misma que no
sobrepasa la relacidon de 2 g de extracto por gramo de
cobre. Suponer concentraciones de modelos acuosos
de Cu (II) < 2 ppm, no tiene sentido experimental,
toda vez que un caso asi establece la presencia del
metal en los limites permisibles para agua potable.
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una
mayor eficiencia en las dosis empleadas de lechuguilla
para remover Cu (II) en agua (g-extracto/g de metal)
por aglomeracion esférica, que las reportadas por otros
autores (Apfel, 1992), para remover metales pesados
individuales y/o en mezclas de 2-3 elementos de metal
pesado, presentes en modelos de agua, mediante la
técnica de aglomeracién esférica, empleando de 3 a
8 gramos de oleato de sodio (C13H330,Na) por cada
gramo de metal pesado contenido en la solucién.

La concentracién residual de calcio en todos los
experimentos realizados (Ca < 100 ppm) cumple
con los limites permisibles establecidos por la
normatividad (SEMARNAT, 1996; DOF, 2000)
y confirma una dosis adecuada del agente de
aglomeraciéon (CaCl,), utilizado para generar un
correcto balance de cargas en el sistema, lo que
condujo al crecimiento de los aglomerados en la
solucidén acuosa, obteniendo cuerpos esféricos entre 1-
2 mm de didmetro.

Conclusiones

La comparaciéon de los picos caracteristicos en
los cromatogramas obtenidos para el extracto de
lechuguilla (A. lechuguilla), contra el estandar por
HPLC/DAD, evidenciaron la presencia de saponinas
con diferentes tiempos de retencion (34.4117;
36.9343; 38.6797 min) y las réplicas confirmaron
su reproducibilidad. El modelo desarrollado para
la remocién de Cu (II) en agua por aglomeracion
esférica, alcanz6 muy altas eficiencias de remocién
para todos los experimentos realizados (hasta del
99.97%), bajo amplios intervalos de concentracién (2-
15 ppm) y en amplios espectros de dosificacién (0.1-2
g-extracto/g de metal) de extractos de lechuguilla,
lo cual demuestra que los extractos de lechuguilla
contienen saponinas que pueden ser utilizadas como
biosurfactantes y se pueden aplicar en la remocion de
Cu (IT) presente en modelos de agua, por aglomeracién
esférica.

El andlisis de los residuales del modelo lineal
factorial 5x4 mostré que no se violan los supuestos
de normalidad, independencia y homogeneidad de
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varianza. El coeficiente de determinacién obtenido (R%
= 0.982) permite considerar un disefio experimental
confiable (p < 0.05), y demuestra la eficiencia del
método de remocidén de Cu (II) en agua, utilizando la
técnica de aglomeracion esférica.

La eficiencia de remocién de Cu (II) en agua
utilizando extractos de lechuguilla es mayor a la que
muestra el uso de oleato de sodio por esta técnica,
teniendo como pardmetro de comparacién, la dosis
de agente tensoactivo utilizado (g de surfactante/g
de metal en agua), toda vez que en este estudio
se aplicaron exitosamente dosis de extractos de
lechuguilla en el intervalo de 0.1-2 g de extracto/g
de metal, en comparacién con las dosis 6ptimas que
reportan otros autores (2-8 g oleato de sodio/g de
metal) para remover concentraciones proporcionales
de Cu (II) en agua. Las concentraciones residuales de
Cu (IT) en agua (Conccy (11 Resid < 0.5 ppm), CaZt (<
100 ppm) y Na* (58.12- 169.7 ppm), para todos los
experimentos realizados por aglomeracién esférica,
utilizando extractos de lechuguilla, cumplen con la
normatividad vigente establecida para la calidad del
agua.

Por lo antes expuesto, el presente estudio sugiere
el uso de extractos de lechuguilla (A. lechuguilla) en
la remocién de Cu (II) en agua por aglomeracién
esférica y recomienda sustituir el empleo de oleato de
sodio en la etapa de hidrofobizacion de esa técnica.
Un punto adicional a considerar, consiste en sefialar
a la lechuguilla (A. lechuguilla) como una materia
prima econdémica y abundante, pues constituye un
subproducto de deshecho en muchas agroindustrias
de México y puede, por ese motivo, generar alta
expectativa en la planeaciéon de su cultivo a mayor
escala.
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Nomenclatura

AAS  Espectrofotometria de Absorcién Atémica
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AE Aglomeracion Esférica

DAD  Detector por Arreglo de Diodos

DOF  Diario Oficial de la Federacién

EPA Agencia de  Proteccibn = Ambiental
(Environmental Protection Agency)

GLM  Modelo Lineal General

HPLC Cromatografia de Liquidos de Alta Presién

LSD Minima Diferencia Significativa

NMX  Norma Mexicana

NOM  Norma Oficial Mexicana

RT Tiempo de Retencién

S dosis de extracto de lechuguilla

SEM  microscopia Electrénica de Barrido
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