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Abstract

Since the beginnings the Green Chemistry’s principles have outlined a set of actions that allows the
chemists to develop and implement alternative products and safe processes for humans and the
environment. In this context, the aim of this work was to carry out a laboratory experiment for the
Nernst’s distribution coefficient determination using an environmental-friendly system, which is of
interest for careers related to food. For this purpose, the distribution of caffeine in the 1-octanol/water
system was studied and the experimental variables were optimized. The experiments with different
stirring times (1 and 2 hours) were performed, using small volumes of solutions and solvents. The
absorbances at 274 nm were measured once the phases were separated. The average value of the
distribution coefficient was 0.8452, with an error of 0.7% regarding the bibliographical value. The new
practical work was incorporated in the series of laboratory experiments of Thermodynamic course for the
Food Engineering career. The students had an adequate agreement between their results and literature
data. Thus, the present methodology follows the guidelines of green chemistry, being suitable for use in
university teaching.

Resumen

Desde sus inicios, los principios de la Quimica Verde han delineado un conjunto de medidas que les
permiten a los quimicos desarrollar e implementar productos y procesos alternativos inocuos para el
hombre y el medio ambiente. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un practico
de laboratorio para la determinacion del coeficiente de distribucion de Nernst utilizando un sistema
amigable con el medioambiente, el cual puede ser de interés para carreras vinculadas con los alimentos.
Para ello se estudio la distribucion de cafeina en el sistema 1-octanol/agua y se optimizaron las variables
experimentales pertinentes. Se realizaron las experiencias con tiempos de agitacion diferentes (1 y 2
horas) usando pequefios volimenes de las soluciones y solventes. Una vez separadas las fases se midieron
las absorbancias a 274 nm. El valor promedio de la constante de distribucion para el sistema bajo estudio
fue 0,8452, con un error del 0,7 % respecto del valor de bibliografia. El nuevo trabajo practico fue
incorporado en la serie de experimentos de laboratorio de la asignatura Termodindmica para la carrera
Ingenieria en Alimentos. Los alumnos obtuvieron una adecuada concordancia entre sus resultados y los
datos de bibliografia. Asi, la presente metodologia cumple con los lineamientos de la quimica verde,
siendo adecuada para su uso en docencia universitaria.
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Introduccion

El desarrollo saludable de la sociedad depende de proporcionar recursos y Servicios a una
poblacion en constante crecimiento, procurando el cuidado del medio ambiente. Como una alternativa
para promover y alcanzar este objetivo surge la Quimica Verde, cuyos principios han delineado un
conjunto de medidas que les permiten a los Quimicos desarrollar e implementar productos y procesos
alternativos inocuos para el hombre y el medio ambiente. Entre estos se pueden citar (DE LA GUARDIA,
2012, 3; WILSON, 2009, 1202): « el uso de sustancias auxiliares (solventes, adsorbentes, entre otros)
debe ser minimo e inocuo; ¢ 10s productos quimicos deben disefiarse y elegirse de modo tal que al final de
su funcion no persistan en el medio ambiente y se degraden a productos inocuos y ¢ las sustancias a
utilizar deben elegirse de forma tal de minimizar su potencial riesgo de accidentes.

Asimismo, existen en la practica docente diaria numerosas experiencias de laboratorio que
perduran por la sencillez de su determinacion, la accesibilidad y costo de los reactivos utilizados. Sin
embargo, algunos de estos reactivos presentan riesgos concretos y/o potenciales para la salud de quienes
los manipulan. Tal es el caso del tetracloruro de carbono, el cual presenta numerosos efectos adversos
sobre la salud humana, principalmente a nivel hepéatico (BLAIR, 1998, 161; NATIONAL
TOXICOLOGY PROGRAM - REPORT ON CARCINOGENS — TWELFTH EDITION, 2011, 86; IARC
MONOGRAPHS ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 1999, 401;
MC DUFFIE, 2001, 1155; WANG, 2009, 176), y es un conocido contaminante ambiental (MAIONET,
2013, 155). Este solvente, junto con el agua, es usado cominmente en el estudio de la distribucién de una
sustancia entre dos fases inmiscibles. Por lo antes expuesto, se buscé cambiar el solvente organico por
uno inocuo.

Ademas, la determinacién precisa de los componentes o residuos de los alimentos es esencial para
garantizar su calidad y sanidad para los consumidores, existiendo diferentes métodos que deben ser
robustos, rapidos y precisos. Sin embargo, existe en la actualidad la necesidad de que los métodos
aplicados al analisis de alimentos sean respetuosos del medioambiente y utilicen pequefios volimenes de
solventes organicos.

Por otro lado, uno de los contenidos que se estudian durante el dictado de la asignatura
Termodinédmica es la distribucién o reparto de un soluto entre dos solventes inmiscibles entre si. Este
concepto tiene gran importancia dentro de la Ingenieria en Alimentos pues permite a los alumnos
entender el principio tedrico que rige diferentes métodos de andlisis de los alimentos, extraccion de
componentes de interés para la industria alimentaria, entre otros. La distribucion de un soluto entre dos
solventes inmiscibles esta gobernada por el potencial quimico del soluto (W;) en cada fase. Asi, un sistema
formado por dos solventes inmiscibles entre si que contienen un soluto disuelto, a una dada temperatura
(T) y presion (P), se encuentra en equilibrio cuando el potencial quimico (u;) de la especie i tiene el
mismao valor en cualquiera de las fases del sistema. Por ende, en un sistema en equilibrio formado por dos
fases inmiscibles o y B
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siendo L, el potencial quimico de la especie i en la fase o y ;) el potencial quimico de la especie i en la
fase B. De la relacion entre la actividad (a;) y el potencial quimico para cada especie en cada fase (1 (T,P)
=i (T)+ R T Ina, siendo el potencial quimico de la especie i en estado estandar) podemos escribir:
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Esta expresion puede ser reordenada de modo tal de despejar la relacién de las actividades del
soluto en cada fase:
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donde K es la constante de distribucion o de reparto de Nernst. Para poder evaluar esta constante es
necesario reemplazar la actividad por su expresion en funcién de la concentracion: a = ;. [ i ], siendo y;
el coeficiente de actividad y [i], la concentracion de la especie i. El coeficiente de actividad es
aproximadamente igual a la unidad en soluciones diluidas, por lo que la expresion anterior se puede
escribir de la siguiente manera:

K =exp [

KNernst = t_ﬁ (5)

a
La magnitud Kyems €S el Coeficiente de Distribucién de Nernst (o Coeficiente de Reparto o
Particion) del soluto i para los disolventes By a, a la temperatura T.

Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es un alcaloide perteneciente a la familia de las metilxantinas que
se encuentra presente en diferentes bebidas naturales (café, té, cacao, chocolate, entre otras) y
adicionalmente en suplementos dietarios y gran variedad de farmacos (PARDO-LOZANO, 2007, 225).
Actualmente hay un creciente interés en su estudio y el de sus metabolitos debido a las numerosas
aplicaciones que presenta en la industria alimentaria y cosmética. Cafeina es una sustancia soluble tanto
en agua como en solventes organicos no acuosos como 1-octanol. El solvente 1-octanol, inmiscible en
agua, es un alcohol de baja toxicidad para los humanos, el cual ademas no presenta efectos perjudiciales
para el medio ambiente y es practicamente biodegradable (RORIJE, 1998, 1943). Por esta razon es que se
trabaja con el sistema cafeina / 1-octanol / agua para estudiar el reparto de esta metilxantina entre ambos
solventes inmiscibles.

Por lo antes expuesto, se desarrollé un nuevo Trabajo Practico de Laboratorio para determinar la
constante de distribucién de Nernst de cafeina entre 1-octanol y agua, destinado a los alumnos de
Ingenieria en Alimentos, en primer lugar: para que los alumnos estudien y trabajen con un sistema mas
afin a los contenidos de su Carrera; y en segundo lugar: para implementar gradualmente metodologias
amigables con el medioambiente. Para ello se optimizaron las variables que influencian la distribucién de
cafeina en el sistema 1-octanol/agua para su posterior determinacion mediante absorciometria UV-Vis
(SKOOG, 2013, 658). Luego este nuevo Trabajo Préctico de Laboratorio fue incorporado en el dictado de
la Materia “Termodinamica” correspondiente al 2° afio de la Carrera Ingenieria en Alimentos en la
Universidad Nacional de San Luis.

Materiales y Métodos

Fueron utilizados los siguientes reactivos: cafeina (Purest, USA), 1-octanol (Merck, Alemania),
agua Mili-Q (EASY pure RF; Barnsted, lowa, USA). Todo el material de vidrio utilizado fue previamente
lavado con una solucién acuosa de HNO; (10% v/v) y luego con agua ultrapura. En el anélisis
espectrofotométrico se utilizaron soluciones de cafeina (1 x 10 mol L™) en agua y en 1-octanol.

Los espectros de absorcion de cafeina fueron registrados en un espectrofotémetro Genesys 10 UV-
Vis entre 200-450 nm. Luego se realizaron las curvas de calibracion de cafeina en agua y 1-octanol. La
determinacidn del coeficiente de distribucion de Nernst para cafeina se realizé por duplicado utilizando
dos esquemas de trabajo, de 1 y 2 hs de agitacion cada uno. Se colocaron 10 mL de una solucién acuosa
de cafefna (1 x 10° mol L™) en una ampolla de decantacién, sobre los que se incorporaron 10 mL de 1-
octanol saturado en agua. Posteriormente, se tapd la ampolla y se inicié la etapa de agitacion, dejando
escapar los gases producidos durante el procedimiento cada cinco minutos. Una vez completados ambos
procedimientos (1 y 2 hs de agitacion), las ampollas fueron colocadas sobre soportes adecuados y se las
dejo reposar 10 min, a 25 °C en bafio termostatico. Transcurrido ese tiempo se separaron las fases. Para la
medicion de las absorbancias de las fases se tom6 una alicuota de 1 mL de cada una de las fases de ambas
experiencias y se llevo a 3 mL con el solvente correspondiente. Este paso fue necesario para adecuar los



valores de la concentracién de cafeina en las fases a los valores de las curvas de calibracion. Finalmente
se procedio a la medicién de las absorbancias de las fases obtenidas en ambas experiencias, luego se
extrapolé el valor de la concentracion de cafeina de las curvas de calibracion y estos valores fueron

corregidos de acuerdo al factor de dilucién.

Resultados
A partir de los espectros de cafeina en agua y en 1l-octanol pueden observarse dos picos de
absorbancia a con maximos a 212 y a 274 nm (Figura 1). Se selecciond como longitud de onda de trabajo
el méximo a 274 nm. Para poder evaluar las concentraciones de cafeina en ambos solventes, se
construyeron las respectivas curvas de calibracion que se muestran en la Figura 2.
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Figura 1: Espectros de absorcion de cafeina Figura 2: Curvas de calibracion de cafeina en solucion

en solucion acuosa (A) y octanolica (B). acuosa (-¢-) y octanolica (—m=), a A=274 nm,

Tabla 1: Resultados de los experimentos con diferentes tiempos de agitacion.

Experimento con 1h de Experimento con 2 h de
agitacion agitacion
Concentracion de cafeina en 599 x 10 6.03 x 10
fase acuosa/ mol L™ : :
Concentracion de cafeina en 4 4
fase octanélica/ mol L™ 5,07x10 5,09x10
Valor experimental de Kyernst 0,8464 0,8441
Valor tedrico de Kyernst
(HANSCH, 1995, 44) 0.8511
Error Relativo Porcentual
(%) 0,55 0,82

Una vez que se ha realizado el procedimiento descripto en la seccion Materiales y Métodos para la
distribucion de cafeina entre 1-octanol y agua, se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 1).

Con los datos de concentraciones obtenidos se calcula la Kyemst de acuerdo a la ecuacion (5). Los
valores experimentales de la constante de distribucién se consignan en Tabla 1, donde ademas se
comparan con los valores informados en bibliografia. Cabe destacar que incrementar el tiempo de



agitacion en una hora no produjo cambios significativos de manera que se puede considerar que se ha
alcanzado el estado de equilibrio. El valor de Kyems tabulado en la literatura corresponde a disoluciones
muy diluidas de cafeina en las fases acuosa y organica, donde los coeficientes de actividad son muy
préximos a 1. De esta manera se obtiene un valor medio de la constante de distribucion de cafeina entre
dos solventes inmiscibles 1-octanol y agua de 0,8452, con un error del 0,7 % respecto del valor de
bibliografia.

Implementacién en Docencia

Durante el segundo semestre del afio 2013 los alumnos de 2° afio de Ingenieria en Alimentos
realizaron como experiencia de Laboratorio la “Determinacion del Coeficiente de Distribucion de Nernst
para Cafeina en el Sistema 1-Octanol/Agua”. Los alumnos se distribuyeron en tres comisiones y
realizaron la experiencia segln el siguiente protocolo de trabajo (Esquema 1). La implementacién del
mencionado protocolo ha permitido que los alumnos desarrollen adecuadamente el trabajo préactico de
Laboratorio en no mas de 3 horas, sin producir un error apreciable durante la experiencia. Ademas, ellos
han comprendido y aplicado los conceptos de equilibrio quimico, potencial quimico y coeficiente de
distribucion de Nernst a un sistema concreto, el cual se encuentra estrechamente relacionado con los
contenidos de la Carrera que cursan.

Esquema 1: Protocolo del trabajo practico de Laboratorio “Determinacion del Coeficiente de
Distribucion de Nernst para Cafeina en el Sistema 1-Octanol/Agua”.

Ad'C'O':'ar 20 mL de Adicionar 20 mL de Tapar la Agitar la ampolla de
cafeina acuosa

l-octanol a la ampolla decantacion durante 90°.
-3 -1
(1% 107 mol L) » ﬂ misma ampolla * ﬂ de » ﬂ (Nota: liberar los gases

en una ampolla . . ,
P de decantacion. decantacion. producidos cada 2°).

de decantacion.
Destapar la ampolla y

recoger la fase acuosa en Dejar 1a ampolla de
un Erlenmeyer, desechar decantacion en reposo
cafeina acuosa el valor de o . la interfase y recoger la -
) tracian d Mili-Q. Medir la 6 ey gt dur;:me 10 b? .
a concentracion de . dase organica €n otro
iy absorbancia a 274 nm. g temperatura ambiente.
cafeina. Erlenmeyer.

Obtenido el valor de
absorbancia extrapolar en
la curva de calibracion de

Tomar una alicuota de la
fase acuosa y realizar una
dilucién 1:3 con agua

Obtenido el valor de Calcular las
absorbancia extrapolar en concentraciones reales de Calcular el valor de Kd.
la curva de calibracion de cafeina en agua y Calcular el error relativo
cafeina en 1-octanol el 1-octanol teniendo en porcentual cometido
valor de la concentracién cuenta los factores de durante la experiencia.
de cafeina. dilucion.

Tomar una alicuota de la

fase orgdnica y realizar
una dilucion 1:3 con
l-octanol. Medir la

absorbancia a 274 nm.

Conclusiones

A partir del experimento de distribucion de cafeina entre dos solventes inmiscibles 1-octanol y
agua, se determind un valor medio de constante de reparto de 0,8452, el cual difiere del valor de literatura
enun 0,7 % Por otro lado, y en base a los resultados obtenidos para los dos esquemas de trabajo donde
se modificé el tiempo de agitacion, no se observaron diferencias significativas, lo cual indica que la
realizacion de la experiencia con 1 h de agitacion es tiempo suficiente para que el sistema alcance el
equilibrio. Los alumnos desarrollaron el presente Trabajo de Laboratorio en una jornada no mayor a 3 h,
utilizando un tiempo de agitacién intermedio (90 min) a los ensayados durante la optimizacién para
garantizar que el sistema alcance el equilibrio. Ademas, este trabajo experimental requiere materiales de
facil manipulacién, inocuos, accesibles y de bajo costo. La implementacién de la metodologia aqui



propuesta incorpora el uso de reactivos y solventes inofensivos en pequefias cantidades para los
estudiantes y no contaminantes. De este modo, la aplicacion de los Principios de la Quimica Verde a la
practica docente cotidiana permite mejorar las condiciones de trabajo de docentes y alumnos como asi
también minimizar el impacto que los reactivos utilizados tienen sobre el medio ambiente, integrando
también estos mismos principios a la formacion académica de grado de los Ingenieros en Alimentos.
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