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La Universidad San Francisco de Quito, a través de su revistaAvances en Ciencias en Ingenierías se une a la cele-
bración del año internacional de la Química 2011 al publicareste volumen especial que contiene artículos valiosos
en varias ramas de la Química. El año internacional de la Química, 2011 es una iniciativa de la IUPAC (Internatio-
nal Union of Pure and Applied Chemistry) y de la UNESCO (United Nations Educational, Scientific, and Cultural
Organization) para conmemorar los 100 años del Premio Nobelotorgado a Marie Curie por su importante contribu-
ción científica al descubrir los elementos Radio y Polonio. Adicionalmente, esta apología internacional tiene como
objetivos presentar a la Química como (i) una ciencia esencial para el desarrollo sustentable, (ii) un instrumento que
cumple con los requerimientos para mejorar nuestra vida, (iii) un área de conocimiento cautivador de mentes jóvenes
y adultas, y (iv) un campo de trabajo interdisciplinario y abundante donde mujeres y hombres pueden realizar con-
tribuciones importantes para el avance de la ciencia. Por lotanto, ponemos a su consideración este aporte académico
que esperamos contribuya a incentivar el interés por la investigación en esta rama científica tan trascendental para el
progreso de la humanidad.

Cesar Zambrano, Ph.D.
Editor-en-Jefe, Avances en Ciencias e Ingenierías

Universidad San Francisco de Quito
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Abstract

Three operation parameters of a UV-visible spectrophotometer (scan speed, monochroma-
tor slit width, and sampling interval) were optimized utilizing a fractional factorial design.
Four absorption spectra of holmium oxide were recorded in a portion of the visible region
(560-610 nanometers) using different combinations of “high” and “low” levels for the pa-
rameters already mentioned. The combinations were provided by a 23−1 design. From the
results it is deduced that the highest quality spectrum is furnished by the following combi-
nation: high scan speed, narrow monochromator slit width (0.2 nm.) and small sampling
interval (one data point per each 0.1 nanometer). This work illustrates the usefulness of
fractional factorial design as an optimization tool in the analytical chemistry laboratory.

Keywords. UV-visible spectroscopy, fractional factorial design, optimization.

Resumen

Tres parámetros de operación de un espectrofotómetro UV-visible (velocidad de barrido,
ancho de ranura del monocromador e intervalo de muestreo) fueron optimizados utilizando
un diseño factorial fraccionado. Cuatro espectros de absorción de óxido de holmio fueron
registrados en una porción de la región visible (560-610 nanómetros) usando diferentes
combinaciones de niveles “altos”y “bajos” para los parámetros ya mencionados. Las com-
binaciones fueron provistas por un diseño 23−1. De los resultados se deduce que el es-
pectro de más alta calidad es proporcionado por la siguientecombinación: alta velocidad
de barrido, ancho de ranura del monocromador pequeño (0.2 nanómetros) e intervalo de
muestreo pequeño (un punto por cada 0.1 nanómetro). Este trabajo ilustra la utilidad del
diseño factorial fraccionado como una herramienta de optimización en el laboratorio de
química analítica

Palabras Clave. Espectroscopía UV-visible, diseño factorial fraccionado, optimización

Introduction

UV/visible absorption spectroscopy is one of the most
widely utilized techniques for quantitative and qualita-
tive chemical analysis. This type of spectroscopy em-
ploys a spectrophotometer which records the different
frequencies of UV/visible radiation absorbed by a species
and translates these measurements into a graphic out-
put known as absorption spectrum. Typically, a spec-
trophotometer has five basic components namely, a ra-
diation source, a sample holder, a frequency selector or
monochromator, a detector, and a read-out device.

The absorption spectrum quality critically depends on

some operation parameters which can be tuned by the
experimenter [1]. For example, monochromatorslit width
can be reduced to improve spectrum resolution. A nar-
row slit width produces sharper, more defined peaks,
however there is a limit beyond which further slit width
reduction causes a significant decrease of radiant signal
power making it difficult to measure. Hence, it is ad-
visable to reduce the slit width only enough to obtain a
spectrum with good resolution. The scan speed also af-
fects spectrum quality. Slow scan speeds produce spec-
tra with good level of detail; on the other hand, high
scan speeds produce less detailed spectra. Sampling in-
terval, that is, the number of points per wavelength unit

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/A1-3-2-2011
Avances,2011, Vol. 3, No. 2, Pags. A1-A4
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recorded by the instrument is another parameter that in-
fluences spectrum quality. A small sampling interval
leads to a detailed spectrum; the opposite is observed
when a large sampling interval is used. Once the factors
affecting the spectrum quality have been identified, the
experimenter has to devise a set of experiments which
will provide information about the combination of pa-
rameter settings that produce the optimal response. Be-
cause of its advantages, fractional factorial analysis is
the most appropriate for such a purpose. In fact, frac-
tional factorial analysis has proved to be a very useful
tool for optimization of a variety of chemical systems
[2, 3].

Methods

The optimal response of a process or analysis may be
obtained from the proper combination of levels for the
factors that influence such response. Experimental de-
sign methods provide strategies for systematically vary-
ing the values of these factors until the combination
that guaranties the best result is found. They furnish
the minimum number of experiments necessary for op-
timizing a system [4]. The experimental design meth-
ods most commonly used for optimizing chemical pro-
cedures are full factorial and fractional factorial designs.

In the simplest version of full factorial design, two lev-
els known as “high” and “low” are attributed to each
factor. The levels are selected by the experimenter based
on his experience and knowledge of the process. The
number of experiments to be performed is given by2n,
with n being the amount of factors under study. This
number provides all the possible combinations of levels
for the factors. The low level is usually represented by
a minus sign and the high level by a plus sign. For in-
stance, a full factorial design for three factors (A, B and
C) consists of the following eight experiments:

Experiment A B C Response
Number

1 - - - y1
2 + - - y2
3 - + - y3
4 + + - y4
5 - - + y5
6 + - + y6
7 - + + y7
8 + + + y8

Table 1: A full factorial design with three factors.

This arrangement is calledexperimental matrixand it
is constructed as follows: in the first column, one “-”
and one “+” signs are alternated until the2n entries are
completed. In the second column, two “-” and two “+”
signs are alternated; and in the third, four “-” and four
“+” signs are alternated [5]. In general, for columnj,

2j−1 “-” signs and2j−1 “+” signs are alternated. Such
procedure guaranties each experiment is a unique com-
bination of levels. From the experimental matrix the
following items can be calculated:

• The average response

• The main effects (effects of the original factors)

• The effects of multiple-factor interactions (synergy
or antagonism effects among two, three or more
factors)

• The effect of the interaction among all the factors
under consideration.

In some occasions, the number of factors under study
may be large and consequently the amount of experi-
ments to perform in a full factorial design becomes too
high. For instance, 6 factors require 64 experiments,
which are already a lot either in the laboratory or at in-
dustrial level, 7 factors require 128 experiments, 8 fac-
tors require 256 experiments and so on. Full factorial
designs require so many experiments because they eval-
uate the importance of not only the main effects but also
the multiple-factor interactions [6]. In practical applica-
tions it is fairly uncommon that interaction effects of
more than two factors affect the response. In fact,n+1

experiments is the minimum requirement to evaluate the
effect ofn factors.

Fractional factorial designs take advantage of the gener-
ally correct assumption that interaction effects of order
higher than two are negligible to drastically reduce the
number of experiments to be carried out. In these de-
signs the required number of experiments is given by
2n−p wheren is the number of factors andp is the
“degree of fractioning” which can assume the values
1, 2, ..., n− 1. The experimental matrix for a23−1 frac-
tional factorial design is as follows:

Experiment A B C Response
Number

1 - - + y1
2 + - - y2
3 - + - y3
4 + + + y4

Table 2: A 23−1 fractional factorial design.

For the first two factors (A and B) the signs “-” and “+”
are alternated in identical way of a complete design, but
for third factor (C) a sequence of signs corresponding to
the interaction of the first two is used. It is inevitable to
lose some information, but instead of eight experiments
now only four are required to optimize the response.
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Factor - +
Scan speed (X1) Low High
Slit width (X2) 0.2 nm 5 nm
Sampling interval (X3) 0.1 nm 2 nm

Table 3: Levels for the factors under study

Experiment X1 X2 X3

Number
1 - - +
2 + - -
3 - + -
4 + + +

Table 4: Experimental design used in this work

Results y Discussion

Holmium oxide was used as analite. This compound
features an important number of sharp, stable absorp-
tion peaks in the region between 240 and 640 nanome-
ters. Because of such characteristics, holmium oxide is
a standard to validate the wavelength scale of a UV/visible
spectrophotometer [7]. A23−1 fractional factorial de-
sign was applied using scan speed, monochromator slit
width, and sampling interval as factors. Factor levels
are included in Table 3.

The experimental matrix for the proposed design is pre-
sented in Table 4. The experiments were carried out in a
Shimadzu 1201S UV/visible spectrophotometer. This is
a programmable, single beam instrument which works
in the spectral region between 220 and 1100 nanome-
ters.
Figure 1 shows the spectra obtained from the four ex-
periments generated by the design. Each spectrum was
graded according to its quality in a scale from 0 to 100
and those values were utilized as the responses for the
analysis. Table 5 presents such results.

Experiment X1 X2 X3 Response
Number

1 - - + 75
2 + - - 95
3 - + - 90
4 + + + 70

Table 5: Experimental matrix including responses

Yates algorithm [8] was used to estimate the factor ef-
fects. The following values were obtained,

Average response: 82.5
X1 effect: 0.0
X2 effect: -5.0
X3 effect: -20.0

Table 6: Main factor effects.

Because for this design interaction effects cannot be dis-
tinguished from main effects, the interpretation of the
results is centered exclusively in the main factor effects.
It is observed that the effect of changing the scan speed
level from low to high while keeping constant the other
factors does not alter the response. On the other hand,

Figure 1: Spectra obtained performing the experiments generated
by the fractional factorial design. The region between 560 and 610
nanometers was scanned.

the effect of changing the slit width level from low to
high while keeping constant the other factors produce
a 5 unit decrease in the response. Finally, the effect of
changing the sampling interval level from low to high
while keeping constant the other factors produces a 20
unit decrease in the response. These results suggest that
in order to obtain the best response, the monochromator
slit width and sampling interval should be kept at low
levels to avoid a decrease in the response, while scan
speed could assume either of its two levels because it
has no effect on the response. From the available ex-
periments, the only one that meets the conditions stated
above is experiment number two (+, -, -). Therefore, this
one was selected as the most appropriate combination of
factor levels to obtain the best instrumental response.

Conclusions

A fractional factorial experimental design was applied
to optimize the response of a UV/visible spectropho-
tometer. Three instrument operation parameters (scan
speed, monochromator slit width, and sampling inter-
val) were considered and a23−1 design was utilized.
The combination of high scan speed, narrow monochro-
mator slit width, and low sampling interval produces the
optimal response. The work illustrates the usefulness of
this type of experimental design for optimization pur-
poses in the analytical chemistry laboratory.
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Abstract

Analytical techniques based on19F NMR spectroscopy and HPLC-suppressed conductivity de-
tection were developed to detect and quantify aqueous perfluoroctane sulfonate (PFOS), perfluo-
roctanoic acid (PFOA), and perfluorobutane sulfonate (PFBS). Chromatographic separation of the
perfluoroalkyl surfactants (PFAS) was performed using a C18 reversed-phase column and a mo-
bile phase consisting of a mixture of boric acid and acetonitrile. The detection limit for PFOS by
19F NMR was 3.6 mg L−1. The detection limit for PFOS, PFOA and PFBS by HPLC-suppressed
conductivity detection was 1 mg L−1. The detection limits were shown to improve considerably
if samples were pre-concentrated by solid-phase extraction. The detection limits for PFOS of
pre-concentrated samples were 3.6 mg L−1 and 10 ug L−1 by 19FNMR and HPLC-suppressed
conductivity detection, respectively. Comparison of these two methodologies showed that HPLC-
suppressed conductivity detection should be preferred forroutine quantification of these contami-
nants due to its simplicity, time efficiency, and accuracy. Conversely,19F NMR can be used to char-
acterize changes in the chemical structure of fluorinated compounds due to its inherent advantage of
high specificity and no matrix interferences. The feasibility of utilizing total organic carbon (TOC)
and chemical oxygen demand (COD) analysis for the quantitative detection of PFOS in aqueous
samples was also investigated. Although, the TOC analysis provided reliable quantification of
PFAS in aqueous samples, the non-specificity is a drawback ofthe technique. The dichromate-
based COD method was found unsuitable for the analysis of PFOS due to the incomplete oxidation
of the highly stable perfluorinated compound under the conditions evaluated.

Keywords. PFAS, PFOS, PFOA, PFBS,19F NMR, HPLC, suppressed conductivity detector, TOC
and COD.

Abstract

Métodos analíticos basados en19F NMR y HPLC con detector de conductividad suprimida fueron
desarrollados para detectar y cuantificar sulfonato de perfluorooctano (PFOS), ácido perfluorooc-
tanoico (PFOA) y sulfonato de perfluorobutano (PFBS) en muestras ambientales. La separación
de los surfactantes perfluorinados (PFAS) se realizó con unacolumna C18 de fase reversa y una
fase móvil compuesta de ácido bórico y acetonitrilo. El límite de detección para PFOS con19F
NMR fue 3.6 mg L−1, mientras que para PFAS con HPLC con detector de conductividad suprim-
ida fue 1 mg L−1. Los límites de detección mejoraron considerablemente si las muestras fueron
pre-concentradas a través de una extracción en fase sólida (SPE) registrando valores para PFOS con
19F NMR y HPLC con detector de conductividad suprimida de 3.6 mgL−1 y 10 ug L−1, respec-
tivamente. Esta última demostró ser la mejor técnica para análisis rutinario de cuantificación de
contaminantes fluorinados debido a su simplicidad, rapidezy precisión.19F NMR fue muy efec-
tiva para detectar y caracterizar cambios en la estructura química de los compuestos fluorinados ya
que es una técnica analítica altamente específica en la que lamatriz ambiental no interfiere con el
análisis. El análisis de carbono orgánico total (TOC) y la determinación de la demanda química de
oxígeno (COD) para la cuantificación de PFOS en muestras acuosas también fueron estudiados. A
pesar de que los análisis de TOC permitieron cuantificar exitosamente PFAS, la falta de especifici-
dad de este método es una limitación considerable. Finalmente, el análisis de PFOS a través de la
determinación de COD no fue posible debido a una oxidación incompleta de los altamente estables
compuestos fluorinados bajo las condiciones de operación evaluadas.

Palabras Clave.PFAS, PFOS, PFOA, PFBS,19F NMR, HPLC, detector de conductividad suprim-
ida, TOC and COD.
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Introduction

Perfluoroalkyl sulfonates and perfluorocarboxylic acids
such as perfluoroctane sulfonate (PFOS) and perfluo-
rooctanoic acid (PFOA) have been the subject of numer-
ous studies in recent years. These perfluorinated alkyl
surfactants (PFAS) are of particular interest due to their
tendency to bioaccumulate in higher organisms, persis-
tence in the environment, and toxicity [1, 2, 3]. PFOS
and PFOA have been detected in blood samples in vari-
ous populations [4, 5], in wildlife throughout the world
[6, 7, 8], and in aqueous and solid environmental matri-
ces [9, 10].

Aqueous environments seem to be the primary sink for
PFAS [11, 3] due to the relatively high solubility of
these compounds (i.e.,3.4 and 0.5 g L−1 for PFOA and
PFOS in pure water, respectively [12, 13]), their negligi-
ble vapor pressure (i.e.,1.33 x 10−5 and 3.31 x 10−4 Pa
at 20◦C and 25◦C for PFOA and PFOS, respectively),
and moderate sorption to organic matter [14, 15]. Lit-
erature studies have reported significant PFAS concen-
trations in surface waters [16, 17, 18, 19, 20, 21, 22].
For instance, Skutlarek and coworkers [22] measured
total PFAS concentrations as high as 4.385 ng L−1 in
the Moehne River at Heidberg, Germany. In the same
study, PFOA and PFOS were detected at concentrations
of 3.640 and 247 ng L−1, respectively.

The analysis of perfluorinated surfactants in environ-
mental samples has been primarily conducted by liq-
uid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-
MS) or tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) [23,
24, 25]. The accuracy and precision of these techniques
make them very valuable for quantification of these pol-
lutants. However, ion suppression due to matrix effects,
sample contamination and elevated analysis cost limit
the application of LC-MS or LC-MS/MS for routine
analysis of environmental samples [26, 27]. Gas chro-
matography mass spectrometry (GC-MS) has also been
employed for the analysis of PFAS [28, 25, 29]. The low
volatility of the perfluoroalkane sulfonates requires the
application of derivatization techniques to make them
amendable to GC-MS analysis. Derivatization of PFOS
compounds is problematic because esterified PFOS deri-
vatives are not very stable [23, 30], and derivatization-
reaction yields are often poor [31]. The derivatization-
step makes this method time-consuming and not suit-
able for routine monitoring of non-volatile PFAS.

PFOS and related compounds have also been quantified
by 19F NMR spectroscopy. Moody and colleagues [32]
reported the quantification of PFOA and PFOS in sur-
face water samples by means of this spectroscopy tech-
nique. Recently, two studies have been published on
the quantification of isomers in technical PFOS by19F
NMR [33, 34].

The lack of reliable commercial standards limits the ac-
curate analysis of PFAS in aqueous samples. Perfluo-
roalkyl sulfonyl-based chemicals commonly produced

by electrochemical fluorination processes (ECF) are of-
ten mixtures of linear and branched isomer compounds
[35, 36]. Commercial PFOS samples from fine-chemical
manufacturers labeled as > 98% pure have been shown
to contain 20-30 % branched PFOS isomers [34, 37, 38,
39]. The quality assurance of the analysis of perfluori-
nated surfactants might be improved by the use of com-
mercially available13C-labeled and deuterium-labeled
standards [23, 25]. However,13C-label standards are
not optimal for all samples matrices, therefore careful
selection of the internal standard for each type of ma-
trix is required. In addition, traces of other PFAS can be
found in these standards [25]. Currently, there are two
mass-labeled standards for linear PFOS,13C-PFOS and
18O2-PFOS [40, 5].

The objective of this research is to develop analytical
methods relying on19F NMR spectroscopy and HPLC
with suppressed conductivity detection to monitor PFOS
and related compounds in aqueous environmental ma-
trices. Quantification of perfluoroalkyl compounds was
also investigated by means of TOC and COD analysis.

Materials and Methods

Chemicals

Perfluorooctane sulfonic acid potassium salt, PFOS (98%
purity), and 1H,1H,2H,2H-tetrahydroperfluorooctanesul-
fonate, TH-PFOS (98%) were purchased from SynQuest
Laboratories (Alachua, FL). Perfluorobutane sulfonic acid
potassium salt, PFBS (98.2%), was kindly provided by
the 3M Company (St. Paul, MN). Perfluorooctanoic
acid, PFOA (96%), sodium fluoride (99%), chromium
(III) acetylacetonate, Cr(acac)3 (97%), and potassium
hydrogen phthalate (99%) were obtained from Sigma -
Aldrich (St. Louis, MO). 4’-(trifluoromethoxy)acetanilide,
4-TFMeAc (97%) was obtained from Matrix Scientific
(Columbia, SC). Methanol-D4 was purchased from Cam-
bridge Isotope Laboratories (Andover, MA). HPLC-grade
acetonitrile, methanol, sulfuric acid, and boric acid (99.5%)
were purchased from Mallinckrodt Chemicals (Phillips-
burg, NJ). All chemicals were used as received.

19F NMR quantification

The quantitative determination of PFOS by19F NMR
was performed by a method adapted from Moodyet al.
[32]. Samples were dissolved in 0.7 mL of 90% H2O
/ 10% CD3OD or in 90% CH3OH / 10% CD3OD con-
taining 4 mg mL−1 chromium acetylacetonate (Cr(acac)3)
and analyzed in 5-mm tubes. The internal standard,
4-TFMeAc, was present in all samples at a concentra-
tion of 140 mg L−1, corresponding to a 1:1 molar 4-
TFMeAc:PFOS ratio for the most concentrated PFOS
sample. Samples containing PFOS and TH-PFOS in a
1:1 molar fluoride ratio (100 mg PFOS L−1:112 mg TH-
PFOS L−1) were prepared as described above. Solid
phase extraction (SPE) was conducted to preconcentrate
analytes when required. SPE cartridges (3 mL, 500 mg



Ochoa-Herrera et al. Avances,2011, Vol. 3, No. 2, Pags. A5-A13

Figure 1: Molecular structure of perfluoroalkyl surfactant s. A)
PFOS and B) TH-PFOS.

ODS-C18, Agilent Technologies, DE) mounted on a vac-
uum manifold were conditioned with 5 mL methanol,
following by 5 mL of dionized water and then aqueous
sample was loaded at 1 mL min−1. SPE cartridges were
rinsed with 5 mL of dionized water and then dried under
vacuum for 3 h prior elution. Analytes were eluted with
5 mL methanol and collected in clean Nalgene flasks.
Standard solutions spiked with known PFOS concentra-
tions were extracted in parallel to determine recovery
efficiencies as discussed later.

All 19F NMR spectra were acquired at 22◦C on a Varian
Unity-300 spectrometer operating at a19F frequency of
282.208 MHz using a 5mm 4-nucleus (31P, 13C, 19F,
1H) probe. Acquisition involved a relaxation delay of
1.44 s followed by a 90◦ pulse (16.2µs) and a Hahn
echo with an echo delay of 100µs, with 16,384 com-
plex data points and a spectral width of 33,333 Hz. The
acquisition time for all samples was 32.5 min. A 10
Hz line broadening was applied before zero filling to
32,768 data points and Fourier transform. Baseline cor-
rection was performed using a 5th order polynomial,
and chemical shifts were referenced to internal standard,
4-TFMeAc at -58.08 ppm [41].

HPLC-suppressed conductivity detection

PFOS and related compounds in aqueous samples were
analyzed by a HPLC system with suppressed conduc-
tivity detector (ICS-3000 Ion Chromatography System,
DIONEX, Sunnyvale, CA). The chromatograph was equi-
pped with an autosampler (injection volume 100µL), a
pump, a degasser, a guard column (Acclaim Polar Ad-
vantage II, C18, 4.3 mm i.d., 1 cm length) and a sep-
aration column (Acclaim Polar Advantage II, C18, 4.6
mm i.d., 25 cm length) operating at 35◦C. A mixture
of 20 mM boric acid (pH 9.0) and 95% acetonitrile was
used as the mobile phase at a flow rate of 1mL min−1.
The amount of boric acid varied with linear gradient
program starting with 75% (v/v) at time zero and de-
creasing to 45% (v/v) in 13.2 min. Blanks were con-
tinuously run to assure that the column was clean and

Figure 2: 19F NMR spectrum of an aqueous PFOS sam-
ple (31.5 mg L−1) relative to the internal standard, 4’-
(trifluoromethoxy)acetanilide, 4-TFMeAc, (-58.08 ppm).

that traces of the analyte were not carried over between
samples. Solid phase extraction (SPE) was conducted
to preconcentrate analytes when required as described
above. Standard solutions spiked with known PFOS
concentrations were extracted in parallel to determine
recovery efficiencies as discussed later.

TOC analysis

Measurements of PFOS and derivatives in aqueous solu-
tion were determined using a Total Organic Carbon ana-
lyzer (Shimadzu TOC-V CSH/CSN system, Columbia,
MD). All samples, including blanks and standards, were
acidified with HCl to pH 2.20-2.50 prior to analysis.

Results and Discussion

19F NMR assignments and quantification of PFOS

The chemical structures of PFOS and TH-PFOS includ-
ing numerical labels of the carbon chains are depicted
in Figure 1. 19F NMR is a very valuable technique
for structural studies of fluorinated compounds. Figure
2 illustrates a typical19F NMR spectrum of aqueous
PFOS sample. The spectral window was restricted to
-55 ppm to -135 ppm to improve the clarity of the spec-
trum. Chemical shifts were referenced to the internal
standard 4-TFMeAc at -58.08 ppm [41]. Moody and
coworkers incorrectly assigned the resonance at -72.0
ppm to 4-TFMeAc [32]. In this study, the mentioned
resonance is observed even if 4-TFMeAc is not added,
suggesting the presence of fluorinated PFOS impurities.
These impurities have been identified as branched PFOS
isomers as described by Ochoa-Herrera et al [38]. The
peak at about -72 ppm is characteristic of the internal
and terminal branched CF3 of all PFOS isomers [33,
34]. Previous studies on19F NMR spectroscopy of per-
fluorinated compounds have clearly identified some of
the key peaks in the carbon-fluorine chain [42, 43]. The
peak at -80.7 ppm has been assigned to the terminal CF3

(C1), the peak at -113.1 ppm is shown to arise from flu-
orine atoms in C8 adjacent to the sulfonate group, and
the peak at -125.6 ppm is characteristic of the CF2 group
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(C2) next to the terminal CF3 [42]. The resonance peaks
at -120 ppm, -121.2 ppm, and -122.1 ppm correspond to
intermediate CF2 moieties in carbons atoms C3 to C7.

The spectrum of TH-PFOS, a compound structurally
related to PFOS (Figure 1B), was obtained to identify
the intermediate CF2 NMR signals of the perfluorinated
compounds. The19F NMR spectra of aqueous solutions
containing PFOS only and a mixture of PFOS:THPFOS
in a 1:1 molar fluoride ratio are illustrated in Figure 3.
For comparison purposes the spectral window was re-
stricted to -77 ppm to -133 ppm.

As expected, the spectrum of the solution containing the
mixture of PFOS and TH-PFOS is different from that of
PFOS alone. The intensities of the peaks at -80.7 and
-125.6 ppm assigned to the terminal CF3 (C1) and the
CF2 (C7) moiety next to it, respectively, are higher in
the PFOS:THPFOS solution spectrum as compared to
the same peaks in the spectrum of the solution that only
contains PFOS. These findings suggest that C1’ and the
C2’ in the TH-PFOS molecule are chemically equiva-
lent to the fluorine atoms in C1 and C2 in the PFOS
molecule. These two peaks seem to appear in the same
place for long chain perfluorinated compounds as sug-
gested by Buchananet al. (2005) [42].

In contrast, the intensities of the peaks assigned to the
CF2 moiety adjacent to the sulfonate group C8 (-113.1
ppm) and that at –120 ppm are reduced approximately
by half in the spectrum of the mixture. The decrease
in intensity suggests that the resonance at –120 ppm
corresponds to the fluorine atoms in C7 in the PFOS
molecule.

In the TH-PFOS molecule, the chemical environment
of the fluorine atoms that are in the vicinity of the hy-
drogen atoms is different from that of fluorine atoms
in PFOS, a compound that is fully fluorinated. There-
fore, the two additional peaks present in the perfluo-
rinated mixture at -112.9 and -122.8 ppm must corre-
spond to fluorine atoms in C3’ to C6’ in the TH-PFOS
compound. So, the peak at -113.4 ppm presumably
arises from the CF2 group (C6’) next to the CH2CH2SO−

3

group. Under the experimental conditions employed in
this study, no further information can be obtained to
identify the intermediate fluorine atoms in the PFOS
structure.

As shown in Table 1, our19F NMR assignments are in
good agreement with those reported by other research
groups [33, 34].

The slight discrepancy with the NMR signals assigned
by Arsenault and coworkers [33] can be attributed to
the use of a different compound as the internal standard
as well as experimental/instrumental errors. The signals
referenced to hexafluorobenzene(-169 ppm) are slightly
shifted upfiled by 5 ppm, meaning that they were gen-
erated at higher external electric magnetic fields. Con-
sidering that the shifts were observed in all fluorine as-
signments, the differences are negligible.

Carbon # Resonance (ppm) Literature data (ppm)
Our work Arsenault et. al.a Vyas et al.b

C1 -80.7 -86.0 -82
C2 -125.6 -131.0 -127
C3 – -127.4 -124
C4 – -126.6 –
C5 – -126.4 –
C6 – -126.3 –
C7 -120 -125.0 -121
C8 -113.1 -117.8 -115

Literature data:a[33] andb[34].

Table 1: 19F NMR assignments of the PFOS molecule.

Figure 3: 19F NMR spectra of aqueous solutions containing a
mixture of PFOS and TH-PFOS in a 1:1 molar fluoride ratio (100
mg PFOS L−1 : 112 mg TH-PFOS L−1) (upper panel) and PFOS
only solution (100 mg L−1) (lower panel).

19F NMR quantification of PFOS in aqueous samples
was conducted according to the protocol described in
the Materials and Methodssection. A known concen-
tration of the internal standard, 4-TFMeAc, was added
to all samples. Quantification was possible by integrat-
ing the area of the PFOS signal relative to the area of
the internal standard. Although calibration curves were
obtained for each PFOS peak in the19F NMR spec-
trum, the area of the largest peak, which corresponds to
the terminal CF3, was used for quantification purposes
(Figure 4). Linear calibration curves (r2 > 0.98) using
known PFOS concentrations ranging from 10 to 140 mg
L−1 were employed.

The detection limit of19F NMR based on a signal-to-
noise ratio of 3 was found to be 12.5 mg PFOS L−1

in aqueous samples. This limit could be significantly
improved when a solvent of less polarity-polarizability
character is employed. In samples concentrated by SPE
procedures based on ODS-C18 cartridges using methanol
as solvent, PFOS was detected at concentrations as low
as 3.6 mg L−1, which is 3.5-fold lower than the detec-
tion limit obtained in aqueous samples. This could be
attributed to the interactions of the molecule with the
solvent. Hence, since H2O interactions with the fluorine
atoms of PFOS are stronger than those with CH3OH, a
higher coupling between the19F nuclei spins will result
in the aqueous solvent, producing an increased diver-
sification of F atoms in the molecule and, thus, higher



Ochoa-Herrera et al. Avances,2011, Vol. 3, No. 2, Pags. A5-A13

detection limits [44]. The recovery efficiency of this
procedure was 100.8%± 5.4% for triplicate aqueous
samples of 100 mg L−1 of PFOS standard.

Quantification of PFOS by NMR spectroscopy was ac-
curate and precise. However, the sensitivity of the tech-
nique is low and quantification of PFOS will generally
require sample preconcentration, e.g., by SPE extrac-
tion. Nonetheless, alternative techniques such as LC-
MS or LC-MS/MS also often require sample pretreat-
ment by SPE because the concentrations of PFOS in en-
vironmental samples are generally in the low ppm range
(µg L−1) [45, 23, 24].

Moody et al. [32] reported higher detection limits than
those obtained in this study by one order of magnitude,
0.25 mg L−1 for concentrated samples. However, the
acquisition time used in our study was relatively short,
32.5 min, and the sensitivity of the F-NMR sytem used
(a Varian Unity-300 spectrometer) was limited compared
to that in the study conducted by Moody and coworkers.

19F NMR spectroscopy is a valuable technique to pro-
vide structural information of perfluoroalkyl compounds
due to its ability to respond to different electronic envi-
ronments with changes in the chemical shift. Unfortu-
nately,19F NMR cannot be used for routine monitoring
of PFOS because data acquisition and data processing
are very time-consuming compared to other analytical
methods such as LC-MS and LC-MS/MS.

HPLC-suppressed conductivity detection

A HPLC method that relies on suppressed-conductivity
ion chromatography has been developed to separate and
detect aqueous PFOS and related perfluoroalkyl com-
pounds in environmental samples. Chromatographic sep-
aration was conducted with a C18 reverse-phase column
and a mobile phase consisting of a mixture of boric acid
and acetonitrile with various mixing ratios.

Figure 5 shows a chromatogram obtained for a stan-
dard containing 25 mg L−1 commercial PFOS. Well-
resolved peaks and reproducible results were achieved
by this chromatographymethod. Moreover, various PFOS
isomers were separated with this method. The peak at
9.9 min is assigned to the linear PFOS anion and the
two little peaks eluting before the major peak at 9.3 and
9.5 min correspond to PFOS isomers. These isomers are
structural isomers of PFOS which have the same molec-
ular weight as PFOS but are branched perfluoroalkyl
sulfonates [46, 38].

The purity of the PFOS salt was calculated by relating
the area of the linear PFOS peak to the sum of the ar-
eas of all three peaks, assuming that the response factors
for branched and linear isomers are equivalent. The lat-
ter assumption cannot be confirmed experimentally due
to the lack of authentic isomer standards. Linear PFOS
was found to be 75.4% pure [38]. Previous studies have
reported the purity of PFOS commercial standards (la-
beled as > 98%) in the range of 70 to 80% [39, 34, 37].

The quantitative determination of low-ppm concentra-
tion of aqueous PFOS was effectively conducted by

Figure 4: Calibration curve of aqueous PFOS based on the termi-
nal CF3 peak by 19F NMR (r 2 > 0.98).

Figure 5: HPLC-suppressed conductivity detection chro-
matogram of aqueous PFOS (25 mg L−1).

HPLC-suppressed conductivity detection as described
in theMaterials and Methodssection. The total concen-
tration of perfluorinated compounds in aqueous samples
was obtained by linear calibration curves (r2 > 0.99) us-
ing known concentrations of PFOS, PFBS and PFOA
ranging from 0 to 150 mg L−1. The detection limit of
PFOS, PFBS and PFOA was 1 mg L−1. A calibration
curve for PFOS in aqueous samples is shown in Fig-
ure 6. These results are consistent with those obtained
by Hori et al. [47] by conductimetric detection. A de-
tection limit of 0.66 to 1.0 mg PFOS L−1 was reported
utilizing a ODS column and a methanol:phosphate gra-
dient with linear calibration graphs up to 100 mg PFOS
L−1. The new detection limits for samples pre-concen-
trated by SPE using ODS-C18 cartridges and methanol
as solvent increased significantly. PFOS was detected
at concentrations as low as 10µg L−1. Blanks sam-
ples spiked with known concentrations of PFOS (25 mg
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L−1) were extracted in parallel to determine the recov-
ery efficiency which was 102%± 9.4% for triplicate
samples.

The use of a reverse-phase C18 column provided good
resolution for the perfluorinated alkyl substances. A
mixture of PFBS, PFOA and PFOS in a 1:1:1 ratio was
successfully separated as shown in Figure 7. Standard
samples of each perfluorinated compound were run in
parallel to identify their retention times. The peaks eluted
based on number of carbons and molecular weight. PFBS,
4-carbon chain with a molecular weight of 299.08 g
mol−1, appeared first followed by PFOA, a 8-carbon
chain compound with a molecular weight of 414.07 g
mol−1, and finally PFOS, 8-carbon compound with a
molecular weight of 499.12 g mol−1. The response fac-
tors determined for these perfluorinated compounds dif-
fered considerably. The response factor was calculated
by dividing the area of analyte by its concentration. The
response factors for PFBS, PFOA and linear PFOS were
0.104, 0.067, and 0.039, respectively.

HPLC based on suppressed conductivity detection is a
simple, rapid and efficient method for the separation
and detection of perfluorinated compounds. Since it
does not require sample pretreatment, the analysis times
are significantly reduced compared to those required in
19F NMR spectroscopy. Besides, this technique is less
expensive and time consuming than LC-MS/MS. The
good separation achieved by the reverse phase C18 col-
umn allows detection of PFOS isomers and calculation
of the purity of PFOS commercial standard. This chro-
matography method can be successfully utilized for mon-
itoring PFAS on a routine basis in aqueous solutions.
Moreover, the high sensitivity of the technique makes it
appropriate for the determination and quantification of
low-ppm amounts of perfluoroalkyl surfactants in real
environmental samples. Detection of PFAS concentra-
tions in the ppb-range is feasible if the samples are pre-
concentrated by solid-phase extraction with cartridges
based on ODS-C18 columns.

Quantification of PFOS by TOC and COD analysis

The feasibility of utilizing TOC and COD analysis for
the quantitative detection of PFOS in aqueous samples
was also investigated in this study. Instrument calibra-
tion was performed using potassium hydrogen phtha-
late standards ranging from 0.40 to 25 mg TOC L−1.
The coefficient of determination (r2) for each calibra-
tion was > 0.99. Calibration lines obtained using potas-
sium hydrogen phthalate and PFAS standards were nearly
identical confirming the suitability of TOC measurements
for PFAS quantification.

Figure 8 shows a calibration curve for PFOS in aqueous
samples by total organic carbon (TOC) analysis. Linear
calibration curves (r2 > 0.99) using known concentra-
tions of PFOS ranging from 0.5 to 19.2 mg TOC-PFOS
L−1, equivalent to 2.5 to 100.0 mg PFOS L−1, were
obtained. The detection limit was 2.5 mg PFOS L−1

equivalent to 0.5 mg L−1 of PFOS as TOC. A signifi-
cant improve in the detection limit can be obtained by
using a high-sensitivity catalyst; PFOS concentrations
in theµg L−1 range can be detected. Although the TOC
analysis provides reliable quantification of PFOS in en-
vironmental samples, the lack of selectivity is a draw-
back of the

Figure 6: Calibration curve of aqueous PFOS by HPLC sup-
pressed conductivity detection (r2 > 0.99).

Figure 7: HPLC-suppressed conductivity detection chromato-
graph of an aqueous solution containing PFBS, PFOA, and PFOS
(21 mg L−1 each).

technique. The method is not compound specific since
all organic carbons are detected. PFOS solutions con-
taining 180 and 250 mg L−1 were reacted with the dichro-
mate solution for 2 h at 150◦C according to the COD
protocol described elsewhere [48]. Blank solutions lack-
ing PFOS were also analyzed. No oxidation of PFOS
was detected under these experimental conditions. The
fact that the dichromate-based COD method was not
suitable for the analysis of PFOS was likely due to the
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well-known chemical stability of perfluorinated com-
pounds. The strength of the carbon-fluorine bond is
responsible for the recalcitrant nature of these pollu-
tants [36]. This finding is surprising considering that
dichromate is a strong oxidant and the COD assay is the
standard method for the analysis of organic matter in
wastewaters. However, highly persistent organic com-
pounds such as benzene and pyridines are also not oxi-
dized in the COD test [49].

Figure 8: Calibration curve of aqueous PFOS by TOC analysis
(r2 > 0.99).

Conclusions

The detection and quantification of PFOS and related
compounds in aqueous samples by two independent method-
ologies, i.e.19F NMR spectroscopy and HPLC-suppressed
conductivity detection, was investigated. In terms of
sensitivity and analysis time, the HPLC-suppressed con-
ductivity detection method offers an advantage over19F
NMR as a technique for the quantification of perfluori-
nated sulfonates and carboxylates. However,19F NMR
spectroscopy is a powerful technique to gain informa-
tion on the chemical environment of fluorine atoms in
the perfluorinated chemicals. The presence of branched
PFOS isomers in the PFOS commercial standard was
confirmed by these two independent methods. Analysis
of PFOS and derivatives can also be conducted by total
organic carbon analyzer when no matrix interferences
are present,i.e., organic matter. The COD method was
not suitable for the analysis of PFOS in aqueous envi-
ronments; the compound was not oxidized under these
conditions, confirming its well-known chemical stabil-
ity.
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Abstract

The use of laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) together with a pencil lead subs-
trate for the quantitative analysis of salts dissolved in liquids provides is introduced as a
very efficient and sensitive analytical method. In this workwe have compared five substra-
tes over which aqueous solutions of salts were left to dry, and then submitted for analysis
with LIBS. The comparison was based in analytical parameters such as the sensitivity and
linearity of each substrate. We found that from these, the surfaces of graphite and a steel
surface scratched with pencil HB gave the best results. The concentration of the salt (cation)
in the solution was made to correspond to the areas of specificpeaks for each corresponding
atom. In this work, we used a method introduced byJijón et al.[1] for data handling. This
spectra selection method produces better linearity in calibration curves and much smaller
errors that translate into correlation coefficients closerto 1, in this work correlations index
up to 0.98 were determined. We introduced an experimental setup with mirrors to study the
self-absorption effect, showing in this work the lost of linearity in the peak areas at high
concentrations. We observed an indentation in the center ofthe Cs and K peaks, and the
lost of signal LIBS of the spectrum of each peak analyzed withmirrors. In the last part of
this work, we applied the methodology for quantification introduced to quantification of
arsenic dissolved in water, as a real life application for concentrations until 1000ppm. The
non linear calibration curve for the whole range in this casewas fitted to an exponential
function with 0.993 of correlation index. The detection limit calculated for the arsenic in
water was 3.2ppm and this result is very satisfactory compared with those reported on
literature for LIBS.

Keywords. LIBS, quantitative analysis, LIBS quantification, liquid analysis.

Resumen

En este trabajo se introduce la aplicación de LIBS(Laser-induced Breakdown Spectros-
copy) junto con un substrato novedoso de acero rayado con lápiz HB para el análisis
cuantitativo de sales disueltas en líquidos provistas comoun método analítico eficiente
y sensitivo. Para esto, se han comparado cinco substratos sobre los cuales se dejaron secar
soluciones en agua de sales, cuyos depósitos se analizaron posteriormente con LIBS. Las
comparaciones se basaron en parámetros analíticos tales como sensitividad y linealidad. Se
encontró que de éstas, las superficies de grafito y la de acero rayado con lápiz HB dieron
los mejores resultados. La concentración de la sal (catión)en la solución se hizo correspon-
der con áreas de picos específicos para cada átomo. En este trabajo se utilizó un método
estadístico introducido porJijón et al.[1] para el tratamiento de los datos. Este método de
selección de espectros produce una mejor linealidad en las curvas de calibración y errores
más pequeños lo que a su vez permite tener coeficientes de correlación más cercanos a
uno, en este estudio estos coeficientes mejoraron sustancialmente hasta 0.98. Se introdujo
un arreglo experimental hecho a base de espejos para estudiar el fenómeno de la auto-
absorción, demostrando así, que este fenómeno modifica la linealidad de la intensidad y el
área de los picos correspondientes cuando se tienen concentraciones elevadas de un catión
dado. Esto pudo ser observado en los espectros de los picos deCs y K saturados, compa-
rados con y sin espejos del arreglo, donde la intensidad de los mismos disminuía al estar
presente los espejos. Por último, la metodología propuestaen este trabajo se aplicó como
un caso de la vida real, a arsénico disuelto en agua con concentraciones de hasta 1000ppm.
La curva correspondiente pudo ser ajustada a una función exponencial con un coeficiente
de correlación de 0.993. El límite de detección calculado para el arsénico disuelto en agua
fue de 3.2ppmque es muy satisfactorio comparado con valores reportados en la literatura
para LIBS.

Palabras Clave.LIBS, análisis cuantitativos, cuantificación en LIBS, análsis de líquidos.
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Introducción

La técnica LIBS (Laser-induced Breakdown Spectrosco-
py, es decir, espectroscopía de ruptura o chispa produ-
cida por láser) se establecido en los últimos años como
una herramienta muy útil para el análisis cualitativo y,
en algunos casos, cuantitativo, de la composición quí-
mica elemental de sustancias sólidas, líquidas y gaseo-
sas. El análisis con LIBS provee información sobre la
identidad y concentración de los átomos presentes en un
compuesto [2, 3, 4, 5]. La técnica se basa en el uso de
un pulso láser de alta intensidad enfocado para produ-
cir una chispa o plasma caliente en el punto de prueba.
En este plasma las especies atómicas presentes emiten
luz con características espectrales únicas. La intensidad
de las líneas espectrales producidas permite en princi-
pio, determinar la concentración de las especies quími-
cas correspondientes.

En LIBS el perfil espectral de la luz emitida por el plas-
ma cambia desde su creación con el tiempo. Inicialmen-
te, durante los primeros nanosegundos, el espectro co-
rresponde básicamente a un fondo continuo de radiación
incoherente de los electrones que librasen el plasma. En
la medida en la que el plasma se enfría y los electro-
nes e iones se recombinan formando especies atómicas
neutrales, el espectro empieza a mostrar las líneas es-
pectrales correspondientes a estas especies ató- micas.
Por esta razón, para el análisis práctico, se requiriere
hacer una detección retardada y durante un intervalo de
tiempo limitado (Time-gated detection, en inglés) de la
luz emitida por el plasma para recoger la información
espectral que interesa [4, 5]. Bajo estas condiciones,
LIBS permite hacer mediciones en tiempo real de es-
pecies químicas múltiples, por ejemplo, de metales, en
diferentes campos de aplicación [6, 7, 8, 9].

Algunas aplicaciones importantes de LIBS se han he-
cho para mediciones de elementos presentes en mues-
tras líquidas [10, 11, 12, 13, 14, 15]. La identificación
y cuantificación de elementos en muestras líquidas se
complica principalmente debido a la reducción del um-
bral de ruptura (generación de la chispa), y por la alta
densidad relativa existente dentro del seno del líquido
que produce el ensanchamiento de las líneas espectra-
les. Esta alta densidad provoca así mismo, que los esta-
dos atómicos excitados de emisión se apaguen sin emitir
luz, restringiendo al mismo tiempo, la emisión de luz a
duraciones de en algunas decenas de nanosegundos so-
lamente. La ablación generada por el láser en líquidos
produce así mismo, salpicaduras, lo que hace muy di-
fícil hacer mediciones a tiempo real de un líquido en
un medio ambiente [16, 2, 17, 18, 19]. En algunos ca-
sos, las partículas eyectadas a una distancia suficiente
de la superficie bajo irradiación puede causar la forma-
ción de varios plasmas independientes sobre la superfi-
cie, lo que obstruye parcial o totalmente la radiación del
haz del láser incidente. Un fenómeno similar es la for-
mación de un plasma en la atmósfera inmediatamente
sobre la superficie, cuando se trabaja con intensidades

muy altas (laser beam Blooming, en inglés). Este fenó-
meno que puede llevar al desenfoque y dispersión de
energía en la atmósfera [20].

Para evitar estos problemas se han introducido algunos
métodos novedosos de análisis para líquidos. Una op-
ción es el análisis de líquidos congelados usando técni-
cas de ablaciones láser a bajas temperaturas [21]. Otra
aproximación exitosa ha sido el uso de superficies sobre
las que el líquido bajo análisis se deposita y deja secar
antes de proceder al análisis con LIBS.Vander Wal et al.,
por ejemplo, han demostrado la posibilidad de anali-
zar sales de nitratos o cloruros de metales disueltos en
agua, usando un sustrato de grafito amorfo (discos de
carbono) [22]. Este trabajo ha servido de motivación pa-
ra la investigación que reportamos.

Una consideración importante con respecto a este mé-
todo de análisis es si el depósito sólido que queda sobre
la superficie que se analiza responde a la estequiometria
inicial en la solución y a las tasas de concentraciones
iniciales en mezclas. Al respecto,Vander Wal et al., han
demostrado que los substratos de grafito al dejar secar
substancias líquidas sobre estos permiten una gran me-
jora de análisis en líquidos mediante LIBS. Una con- di-
ción importante en estos casos es que la solución se de-
posite y seque formando una capa homogénea sobre la
superficie y que la evaporación del solvente proceda de
tal forma que no se segreguen los componentes iniciales
de la mezcla. Un problema importante al momento de
construir una curva de calibración en LIBS con el mé-
todo de secado indicado es el efecto de auto-absorción
que se da en el plasma cuando este se ha enfriado sufi-
cientemente y un gran número de átomos neutros desex-
citados de las sustancias emisoras están presentes en la
periferia y reabsorben la radiación emitida en el centro.
Este efecto es especialmente notorio al analizar concen-
traciones cercanas a la saturación en la solución original
[23, 24]. La auto-absorción provoca una pérdida no li-
neal de sensitividad a altas concentraciones debido a la
pérdida de fotones de la señal final. Evidencia de es-
te fenómeno se ve en forma de una indentación en el
centroide del pico de un elemento analizado en casos
extremos [23, 24, 25].

Para extender la idea deVander Wal et al., en este tra-
bajo se hace una comparación de varios substratos po-
tencialmente útiles como superficies analíticas. En par-
ticular se han probado policarbonato (de un disco com-
pacto, o CD), una oblea de silicio, pastillas de carbono
activado compactadas, grafito, y una superficie de ace-
ro rayada hasta su recubrimiento con un lápiz HB. La
superficie de acero rayada con lápiz es opción analítica
interesante, de bajo costo, fácil implementación y con
buenas características analíticas como se demuestra lue-
go. Así mismo, para la construcción de las curvas de ca-
libración se ha utilizado un método estadístico que hace
un tratamiento especial de los outliers para disminuir el
error, que se ha reportado anteriormente porJijón D. et
al [1].
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El estudio ha incluido el análisis por deposición de solu-
ciones acuosas de 10 sales diferentes (NaCl, Cu(NO3)2,
Sr(NO3)2, BaCl, CaCl2, InCl3, KCl, LiSO4, RbCl, CsCl).
Aquí se presentan ejemplos de curvas de calibración pa-
ra diferentes concentraciones analizadas con el tratami-
ento de outliers mencionado [1]. La excelente sensitivi-
dad de la superficie rayada con lápiz se discute en cierto
detalle. La mínima concentración detectada para todas
las sales fue de 1ppm, lo que establece una cota superior
del límite de detección con este método para los catio-
nes de las sales probadas. Todas las superficies compa-
radas mostraron una buena relación señal ruido hasta
este valor de concentración.

Todas las mediciones de cuantificación se realizaron con
in instrumento comercial y las curvas de calibración se
construyeron en base a los espectros obtenidos.

Con el fin de investigar el fenómeno de auto-absorción y
su efecto sobre la perdida de sensitividad indicada arri-
ba, se construyó, adicionalmente, un setup experimen-
tal ad hocen base de espejos y se estudiaron soluciones
saturadas y no saturadas de CsCl y KCl. Los resultados
permiten demostrar que el efecto de este fenómeno so-
bre la sensitividad del método son en verdad no lineales.

Por último, aplicamos el método desarrollado en este
trabajo para la construcción de una curva de calibración
para una solución de la “vida real” de arsénico disuelto
en agua.

Experimental

Instrumento para cuantificación

El equipo comercial usado en este trabajo fue un espec-
trómetro LIBS 2000+ de Ocean Optics Inc. (Dunedin,
Fl, USA), con un rango espectral de análisis que va de
200nm a 1100nm y una resolución que va de 0.1nm
en el ultravioleta hasta 0.3nmen el infrarrojo. El siste-
ma utiliza un láser Nd:YAG que emite hasta 250mJ en
cada pulso de 10ns de duración, con una longitud de
onda de 1064nm. Los espectros se recogen con ayuda
de un haz de siete fibras ópticas la luz de la chispa y
la transportan hasta un arreglo de siete espectrómetros
Czerny-Turner con detector CCD (de 4096 pixeles ca-
da uno) que muestrean sucesivos intervalos espectrales
sobre el rango espectral total.

Una cámara de video permite monitorizar la muestra y
definir manualmente el lugar de incidencia del láser a
voluntad. Una lente de 50mmde distancia focal se usa
tanto para el sistema de imagen, como para enfocar el
láser sobre la muestra. Esta lente puede desplazarse ver-
ticalmente para enfocar.

La muestra se coloca sobre una plataforma deslizable
mediante tornillos horizontalmente sobre el plano XY
de la muestra.

El software utilizado para la colección y el análisis de
datos es OOLIBS, y es provisto por el fabricante del
instrumento. Un esquema del sistema LIBS utilizado se
muestra en la Figura 1.

Figura 1: Esquema del instrumento usado donde se muestran las
partes básicas.

Figura 2: Esquema experimental para el experimento de auto-
absorción

Instrumento para el estudio de la auto-absorción

Para estudiar la auto-absorción se construyó un arreglo
experimental utilizando un espejo semiesférico y otro
en forma de esquina de un cubo (conocido como retro-
reflector) para reflejar la luz de la chispa de vuelta al
plasma. El sistema contó con un arreglo de desplaza-
miento micrométrico en las direcciones X-Y, y uno de
menor precisión en la dirección z. Este esquema experi-
mental se muestra en la Figura 2.

Sustratos y reactivos

Los substratos que se compararon en este trabajo son: 1)
policarbonato (en disco compacto, CD), 2) una oblea de
silicio, 3) pastillas de carbono activado compactadas, 4)
grafito, y 5) superficies de acero rayadas con lápiz HB.
Para el análisis, sobre cada uno de los sustratos estudia-
dos se depositó 1µL de una solución acuosa de sales
a concentraciones dadas, usando pipetas calibradas. Las
superficies se limpiaron previamente con agua des-ioni-
zada. Debido a los pobres resultados obtenidos inicial-
mente con la superficie de la oblea de silicio esta se lavó
de forma especial en un segundo intento antes de depo-
sitar los líquidos. Para el lavado a profundidad se usó
una solución ‘piraña’ (una mezcla equivolumétrica de
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agua oxigenada y ácido sulfúrico) y luego se culminó
con un lavado con agua desionizada.

La superficie de acero se lavó con agua y luego se cubrió
completamente con el rayado del lápiz, evitando dejar
espacios sin cubrir. La limpieza de estos sustratos para
subsecuentes mediciones se hizo puliendo con lija fina
1200 antes del lavado correspondiente.

Las sales incluidas en este estudio fueron provistas por
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y fueron: Cloru-
ro de Sodio, NaCl, Cloruro de Bario, BaCl, Cloruro de
Calcio, CaCl2, Nitrato de Cobre, Cu(NO3)2, Nitrato de
Estroncio, Sr(NO3)2, Cloruro de Indio, InCl3, Cloruro
de Potasio, KCl, Sulfuro de Litio, LiSO4, Cloruro de
Rubidio, RbCl, y Cloruro de Cesio, CsCl. Las sales se
disolvieron en agua des-ionizada en un rango de con-
centraciones de 1 a 100ppm. En la Figura 3 se muestra
un espectro típico LIBS obtenido para el cloruro de Ba-
rio (Ba). Los cationes se asociaron fácilmente con los
picos espectrales correspondientes sugeridos por la li-
brería presente en OOILIBS.

Para los experimentos el auto absorción, se trabajó con
soluciones de KCl y CsCl, a dos concentraciones, una
prácticamente saturada letra con un valor menor. En es-
te caso su trabajo con energías por pulso entre 75 y 200
mJ. En cada caso, se adquirieron espectros sin espejos
y espectros con los dos espejos, para su respectiva com-
paración.

Una solución base de arsénico disuelto en agua fue pro-
vista por el laboratorio de Aguas de la Escuela Poli-
técnica Nacional en una concentraciones de 1000ppm.
Una curva de calibración para esta sustancia se cons-
truyó preparando soluciones diluidas en diferentes con-
centraciones. Para el análisis del arsénico solamente se
detectó un pico asociado en 228.812nm.

En primera instancia se compararon los substratos en
términos de sensitividad y linealidad para cada uno, pa-
ra lo cual se tomaron las áreas de los picos a analizar
con sus respectivas concentraciones de cada uno. La Fi-
gura 4 muestra la variación observada para un pico de
estroncio a 707.032nmpara la misma concentración en
solución pero para diferentes substratos. Se puede cole-
gir que existe una mejor sensitividad para sustratos co-
mo la superficie rayada con lápiz y el grafito, y una peor
para pastillas compactadas.

Debido a que la superficie de acero rayada con lápiz
mostró un desempeño excepcional en términos genera-
les, se hicieron mediciones incluyendo más puntos ana-
líticos y se extendió el rango de concentraciones has-
ta 1000ppmpara este sustrato con cuatro de las sales.
En este caso se tomaron 5 espectros por punto para las
salesLiSO4, RbCl y BaCl2, y solo 3 espectros para
Sr(NO3)2. Los elementos de interés correspondientes
fueron Li, Rb, Sr y Ba. Los picos espectrales corres-
pondientes se reportan en la Tabla 1. Tanto los disparos
únicos como los promedios de todos los disparos fueron
registrados.

Figura 3: Espectro promediado de 4 disparos del láser de BaCl2 ,
con 62.5 mJ de intensidad del láser. Se resaltan tres picos espec-
trales de Bario

Figura 4: Intensidad del pico de estroncio (Sr) en 707.032 nmpara
los 5 diferentes substratos analizados.

Las mediciones se repitieron tres veces para verificar la
reproductibilidad y mejorar la estadísticas. El análisis
final de los datos fue el promedio de todas las áreas co-
rrespondientes a los picos analizados.

La energía estimada por pulso dependiendo de la sal
analizada estuvo en el rango de 62.5 a 87.5mJ, según
la escala del fabricante del láser. El láser no se enfocó
exactamente en la superficie sino a aproximadamente 2
milímetros por debajo de la misma para evitar una pe-
netración muy profunda del láser sobre la muestra.

Análisis de Datos

Las áreas de los picos fueron calculados con las herra-
mientas disponibles en OOILIBS. De acuerdo con el fa-
bricante, un pico es definido por un centroide y dos va-
lores de longitud de onda (las alas) definidos a los lados
de éste, que marcan los extremos del pico. Se traza una
línea entre los puntos que definen las alas (longitud de
onda e intensidad). La línea así trazada define el back-
ground local para el espectro, que sustraído del área to-
tal debajo del pico da el área efectiva correspondiente
que se asigna al pico. Subsecuentemente se asocia esta
área con la concentración de la especie química nomi-
nal.

La comparación de los valores de área asociadas con
concentraciones diferentes permite construir una curva
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Elementos λ (nm)

Estroncio

460.73
640.85
650.40
707.01

Litio
610.37
670.79
812.78

Bario

553.55
652.73
659.53
705.99
728.03

Rubidio
420.19
780.03
794.76

Tabla 1: Picos característicos de Li, Rb, Sr y Ba para el sustrato
de acero rayado con lápiz HB

Figura 5: Curva de calibración obtenida utilizando el método de
remoción de outliers para el Bario (R= 0.90, P= 12.935).

de calibración. Estas curvas son típicamente lineales pa-
ra rangos restringidos de la concentración del analito.
Para definir la expresión matemática de estas curvas se
recurre a una regresión lineal, o no lineal, dependiendo
el rango de concentraciones considerado.

Para el estudio del auto absorción, no se pudieron reali-
zar mediciones cuantitativas. Sin embargo, el efecto de
la concentración el catión que el agua sobre la forma
diaria del pico correspondiente, se estudió cualitativa-
mente.

Resultados

Comparación de substratos

La comparación de sustratos analíticos se hizo en base a
los parámetros de sensitividad, linealidad (para el rela-
tivamente reducido rango de concentraciones conside-
rado), límite de detección, reproducibilidad, y facilidad
de preparación de la muestra.

Los sustratos de carbón activado compactado mostra-
ron deficiencias analíticas muy importantes en todos los
pará- metros. Una razón para esto es la alta porosidad
de este tipo de sustrato, lo que provoca la absorción de la
solución en el interior de la pastilla con la consecuente
la pobre respuesta superficial.

Así mismo, la oblea de silicio presentó problemas im-
portantes debido a su alta hidrofobicidad inicial. Es-
ta condición provocó que la solución de analito se es-
parza sobre un área muy grande, y consecuentemente
que los depósitos cristalinos sean demasiado heterogé-
neos y difíciles de analizar. Esto afecto significativa-
mente el desempeño analítico del sustrato para los pará-
metros indicados, especialmente la reproducibilidad. Se
ha planteado la posibilidad de hacer la superficie de la
oblea completamente hidrofóbica para garantizar la for-
mación de spots homogéneos. Estos estudios están en
progreso en nuestro laboratorio.

Los detalles de la comparación de los sustratos se pre-
sentan en el Anexo 1

Los resultados indicados muestran la gran ventaja analí-
tica de dos sustratos: 1) la superficie de acero rayada con
lápiz HB y, 2) la superficie de grafito, frente a los de-
más, particularmente en lo que se refiere a la linealidad
y la sensitividad. El segundo sustrato fue reportado por
Vander Wal et al., y fue la motivación para este trabajo.
El primero se introduce por primera vez para LIBS aquí.
Debe mencionarse, que el mismo sistema de acero raya-
do con lápiz HB ha sido también como un buen sistema
para la preparación de muestras en la técnica de ioniza-
ción llamada Matrix-assisted Laser Desorption/Ioniza-
tion (MALDI), muy utilizada en espectrometría de ma-
sas [26, 27, 22].

El sustrato de policarbonato (superficie de un CD) mos-
tró un rendimiento aceptable, pero debajo del grafito y
de la superficie rayada con lápiz HB.

La repetibilidad, sensitividad y linealidad de este sus-
trato fueron cercanas en los tres mejores casos: grafito,
policarbonato y superficie rayada con lápiz, pero la sen-
sitividad es el último caso fue algo mejor que las demás.

El método propuesto porJijón et al. [1] se utilizó para
construir las curvas de calibración finales para los ele-
mentos Li, Rb, Sr y Ba para el substrato de acero rayado
con lápiz HB. Un ejemplo de una curva de calibración
típica construida con la aplicación de este método se
muestra en la Figura 5. Esta corresponde al BaCl. La
curva indicada muestra un comportamiento lineal acep-
table, buena sensitividad y bajo error relativo por punto.
Un resumen de los resultados obtenidos para las cuatro
sales antes indicadas sobre la superficie rayada con lápiz
se aprecia en el Anexo 2.

Auto-absorción y su efecto en la cuantificación

El efecto no-lineal en la cuantificación debido al fenó-
meno de la auto-absorción puede ser demostrado con el
setup mostrado la sección de la parte experimental de
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este trabajo. Un ejemplo de un pico de cesio que mues-
tra la característica típica del auto absorción se muestra
en la Figura 6. Este espectro fue obtenido usando una
energía por pulso de 200 mJ. La característica saliente
del auto absorción es la indentación en la parte superior
del pico. En general, en los experimentos realizados se
pudo observar tanto la altura de los picos como su ancho
y perfil, se modifican bajo condiciones de auto absor-
ción. Se observó además que para valores de concentra-
ción del analito progresivamente más grandes, el efecto
se incrementa correspondientemente, pero no de forma
lineal. Esta situación afecta directamente a la cuantifica-
ción, ya que las áreas medidas para los picos obtenidos
se afectan también no linealmente.

Aplicación del método para el arsénico disuelto en
agua

El arsénico disuelto en agua tiene mucha relevancia en
el tema de medio ambiente y salud pública. Existen al-
gunas técnicas establecidas para cuantificar la concen-
tración de este elemento en aguas de diferentes proce-
dencias. Aun así, siempre es necesario explorar nuevas
opciones y alternativas. En nuestro caso, LIBS es una
elección atractiva debido a las ventajas propias de la téc-
nica, especialmente a su rapidez de análisis. Gracias a
que los resultados presentados en este artículo son un
buen antecedente, se intentó usar la metodología para
una muestra real de arsénico (valencia +3) en agua. El
rango de concentraciones se extiende hasta 1000ppm,
lo cual mucho más allá del rango inicialmente probado
con ayuda de este método. Por esta razón, se podría pre-
ver, te pido al efecto del auto absorción antes indicado,
que la curva de calibración adquiriera características no
lineales.

La curva de calibración obtenida para el arsénico se pue-
de observar en la Figura 7. Para esta curva se logró un
muy buen ajuste para una función de crecimiento expo-
nencial concentración. A partir de estos resultados, es
posible determinar formalmente el límite de detección
de este elemento con esta técnica (ver referencias [3] y
[28] para una explicación de cómo se realiza esto). El
límite de detección calculado fue de 3.2ppm, el cual se
compara muy favorablemente frente a trabajos anterio-
res con LIBS (400ppm) [29].

Conclusiones

En este trabajo se introduce una metodología robusta
para cuantificar mediante LIBS la concentración de cati-
ones metálicos disueltos en agua. Para el establecimien-
to de este método se ha estudiado los procesos físicos
subyacentes a la técnica LIBS, se ha introducido un no-
vedoso sustrato analítico, y se ha definido un procedi-
miento estadístico de análisis adecuado.

Se compararon cinco sustratos con posible valor analíti-
co: policarbonato, grafito, carbón activado compactado,
oblea de silicio, y la superficie de acero rayada con lá-
piz HB, para varios factores de rendimiento analítico.

Figura 6: Auto-absorción en el pico de 850.11 nm para el Cs.

Figura 7: Curva de calibración para el As en el rango de concen-
traciones de 6 a 1000 ppm, donde se puede ver los efectos de la
auto-absorción (R=0,993).

Estos factores incluyeron la linealidad, la sensitividad,
una cuota superior del límite de detección, la reproduc-
ción y ciudad, y la facilidad de preparación del sustrato.
En términos generales los mejores sistemas resultaron
ser el grafito, ya anteriormente reportado, y el nuevo sis-
tema de acero rayado con lápiz HB.

La medición de las concentraciones para la construcción
de las curvas de calibración requiere que se deposite una
alícuota de la solución detección sobre sustrato analítico
y se deje secar. Los disparos de láser se tienen que hacer
sobre los depósitos cristalinos resultantes. Los espectros
deben ser adecuadamente promediados y procesados es-
tadísticamente. Con esto se logran curvas de calibración
satisfactoriamente lineales, con buena sensitividad y re-
lativo bajo límite de detección, para concentraciones de
hasta 100ppm.

Se determinó como el fenómenos de auto-absorción de
la señal LIBS por el mismo plasma puede afectar el
comportamiento matemático de las curvas de calibra-
ción que se pueden construir con LIBS para las concen-
traciones de los cationes analizados. Se concluye, que
en general, para rangos de concentración relativamente
gran- des, este efecto hace que las curvas de calibración
muestren características no-lineales.
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Anexo 1: Resultados obtenidos al analizar los diferentes substratos con los diferentes criterios de selección
de sensitividad y linealidad (R: coeficiente de correlación, A: Intensidad de la señal LIBS dividido para el
background definido para la menor concentración (sensibilidad a bajas concentraciones),λ: longitud de onda).
NO significa un pobre comportamiento lineal, y si el coeficiente de correlación es menor a 0.6 no se lo consideró
lineal en este estudio.

Substrato Sal λ (nm) Elemento Linealidad Sensitividad
R Pendiente A en (3ppm)

Oblea de silicio

LiSO4 670.78 Li 0.527 NO 26.210
Sr(NO3)2 640.85 Sr 0.512 NO 1.689

CaCl2 643.91 Ca 0.985 4.483 1.225
RbCl 780.027 Rb -0.113 NO 12.197

Plancha de Grafito

LiSO4 670.78 Li 0.303 NO 19.724
Sr(NO3)2 707.08 Sr 0.957 0.804 13.892

CaCl2 643.91 Ca 0.934 0.975 1.449
RbCl 780.027 Rb NO NO NO

Policarbonato

LiSO4 670.78 Li 0.435 NO 60.667
Sr(NO3)2 640.85 Sr 0.906 1.942 5.280

CaCl2 643.91 Ca 0.829 1.742 2.552
RbCl 780.027 Rb 0.753 5.994 12.735

Pastillas de carbón compactado

LiSO4 670.78 Li NO NO NO
Sr(NO3)2 640.85 Sr 0.656 0.749 1.435

CaCl2 643.91 Ca NO NO NO
RbCl 780.027 Rb NO NO NO

Lápiz HB

LiSO4 670.78 Li 0.768 17.532 5.667
Sr(NO3)2 640.85 Sr 0.949 13.555 1.738

BaCl2 552.88 Ca 0.515 NO 5.036
RbCl 780.027 Rb 0.781 8.631 1.978

Anexo 2: Resultados de los ajustes correspondientes a las curvas de calibración para las sales indicadas, usando
el esquema estadístico introducido.

LiSO4 Error Sr(NO3)2 Error BaCl2 Error RbCl Error
Li Sr Ba Rb

Pico 1 610.365 460.733 553.548 420.883
Corte 193.564 23.037 43.036 12.829630.984 90.94143.036 12.829
Pendiente 9.574 0.500 3.924 0.278 29.206 2.215 3.924 0.278
R 0.979 0.961 0.961 0.961
Pico 2 670.790 640.847 652.731 780.027
Corte 750.050 55.734 45.421 51.996159.610 68.215157.263 33.067
Pendiente 13.359 1.210 12.168 1.001 12.935 1.661 7.974 0.718
R 0.938 0.961 0.895 0.939
Pico 3 812.780 650.4 659.533 794.76
Corte 20.752 11.073 36.290 42.207134.327 58.17794.669 18.353
Pendiente 3.998 0.240 9.325 0.813 10.922 1.417 4.643 0.398
R 0.972 0.956 0.893 0.944
Pico 4 707.01 705.994
Corte 23.920 29.538 99.658 36.427
Pendiente 6.084 0.569 7.896 0.887
R 0.950 0.918
Pico 5 728.030
Corte 71.580 22.106
Pendiente 4.460 0.538
R 0.906
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Abstract

The present article will explain in some details the requirements of modulators and de-
modulators using quadrature splitters and combiners, and discuss the target specifications
for these devices. The architecture of a passiveRCnetwork, useable as a quadrature split-
ter/combiner is then introduced, the design choices are described, the results of simulations
and tests are given. Then, we present a full characterization of some of our modulators
and demodulators along with a tuning strategy which achieves an outstandingly accurate
quadrature signal processing, and characterizes the errorterms of the device at the same
time.

Keywords. NMR Spectrometer, Quadrature Signal Processing.

Resumen

El presente artículo describe la arquitectura de un espectrómetro NMR en cuadratura, se
identifican los componentes claves que marcan el límite entre los mundos analógico y dig-
ital. Se explican en detalle los requerimientos de un modulador y demodulador que usan
splitters y combiners en cuadratura y se discuten las especificaciones necesarias para es-
tos elementos. Se introduce la arquitectura de una red RC pasiva utilizada como splitter-
combiner, se describen las decisiones tomadas en el diseño yse presentan los resultados de
simulaciones y test. Para terminar se presenta una caracterización total de algunos mod-
uladores y demoduladores junto con las estrategias de calibración las cuales alcanzan una
altísima presición en el proceso de señales en Cuadratura y caracterizan al mismo tiempo
los errores del sistema.

Palabras Clave.Espectrómetro RMN, Proceso de Señales en Cuadratura.

Introduction

Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy is an analyt-
ical technique used by chemists to investigate the prop-
erties of organic molecules, though it is applicable to
any kind of sample that contains nuclei possessing spin.
In order to increase the performance of NMR spectrom-
eters new signal processing techniques has been intro-
duced over the years. Quadrature signal processing will
be described below together with its application on NMR
spectrometers

Conventional signal processing implements operations
upon real-valued functions while quadrature signal pro-

cessing is best described by complex functions. Fre-
quency conversion, filtering, modulation and demodula-
tion are basic operations which may be performed with
quadrature devices. Radio-frequency spectroscopies (in
particular NMR) contributed significantly to develop-
ment of quadrature techniques and devices which now
find their main applications in telecommunication sys-
tems, such as mobiles phones and satellite communi-
cations. Quadrature signal processing is performed in
digital and/or analog ways.

Digital processing can be made nearly ideal, but it is
limited in the bandwidths (or frequencies) that it can
cover [1]. The bandwidth/frequency limit in the analog
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domain is in the 1010 Hz range (2 or 3 orders of mag-
nitude above the typical digital limit), but usually, ac-
curacy of analog quadrature devices is relatively poor,
and their bandwidths are small fractions of central fre-
quencies. As we will see later these limitations mostly
arises from either the quadrature splitter or the com-
biner and, in the worst case, from both of them. The
analog quadrature splitter generates the Hilbert pair of
signals from a single signal in input; the combiner per-
forms the reverse operation. Both of them are inher-
ently narrow-band devices, to the difference of radio
frequency components such as amplifiers, attenuators,
0o power splitters, adders, multipliers which are inher-
ently broadband.

The broadband heterodyne NMR spectrometer

Figure 1 shows the conceptual scheme of the historic
heterodyne NMR spectrometer. In the transmitter side
(TX) the LO and IF signals are mixed and filtered to
obtain the RF irradiation. In the receiver (RX), the re-
sponse signal RF’∼ RF is first translated into the IF
band and then converted to baseband [2]. The baseband
low pass filter has often a small width; we may record
its response while sweeping the excitation (RF) or the
response RF’ by changingBo (continuous wave meth-
ods). If the excitation is a pulse of duration smaller than
the inverse bandwidth of RF’, we have two possibilities:
recording the integral response, when RF’ is in the mid-
dle of the RF’ band, or recording the entire spectrum,
when we make sure that it lies entirely above (RF’>RF)
or below (RF’<RF) the excitation; in the last case, the
cutoff frequency of the baseband filter should be at least
equal to the full width of spectrum.

The scheme is simple and essentially broadband. For
example, with an IF = 170 MHz, and a LO variable in
the 20-200 MHz interval, we may easily cover the trans-
mitter range 1-150 MHz with a 150 MHz low pass fil-
ter having a stop band at 50 dB beginning around 190
MHz, and the 190-370 MHz range with a high pass fil-
ter having a 150-190 MHz transition region [3]. The re-
quirement of a pure transmitted signal may appear not
necessary since the resonant circuit of the probe acts as
a filter.

However, if a broadband amplifier is used, substantial
amounts of power may be reflected back, which may
damage the amplifier or reduce its performance. Fur-
thermore, some types of excitations, as homodecoupling,
may require a spurious-free dynamic range as high as
100 dB in the RF’ interval.

In the receiver side, the 170 MHz bandpass filter in the
IF section may be few MHz wide while the final receiver
bandwidth should be set by the adjustable baseband fil-
ter. The IF frequency is a forbidden one for the system;
in spectrometers working with a fixed magnetic field,
the IF is usually set between the frequencies of31P and
19F where only the resonances of203Tl and205Tl occur
[2].

Figure 1: Block diagram of an Heterodyne NMR Spectrometer.

Figure 2: Block diagram of a quadrature NMR spectrometer.

The quadrature NMR spectrometer

Development of the NMR spectrometers over the past
30 years has spearheaded the introduction of quadra-
ture techniques in the radiofrequency field. The classic
scheme of a broadband spectrometer using these tech-
niques in both the transmitter and receiver sides is a
variation of the previous heterodyne spectrometer, (c.f.
Figure 1).

The basic difference is a quadrature IF splitter which
provides both thecosineandsinewaves of the IF sig-
nal: IF (0o) and IF (90o). In the transmitter section,
it is also shown a very simple phase-shift box, the so
called quadraphase modulator, which permits changing
the pha- se of the excitation in steps of 90o. In the re-
ceiver section, after mixing with the LO and IF-filtering,
the IF signal is equally split into two twins baseband
converters, where it is mixed with IF 0o and IF 90o[4].

Relative to the previous design, the quadrature spec-
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trometer has the following advantages:

• The phase of the excitation may be controlled in
steps of 90o, a feature required by most NMR ex-
periments.

• The excitation may be placed in the center of the
spectrum.

• The baseband filters may be set to half the spec-
tral bandwidth, to∆/2, rather than∆, leading to
a 3 dB gain in the signal-to-noise ratio (SNR). In
fact, in the scheme of the heterodyne spectrome-
ter, the noise comes from the –∆, +∆ band while
the entire signal is within only half of that band. In
this case, instead, band of the noise and band of the
signal are matched.

The disadvantages of this scheme are:

• Due to non-idealities, if the splitter is not well trim-
med, and the two baseband converters are not ex-
actly the same, ghosts are generated, i.e. a replica
with reduced intensity, of the spectrum mirrored in
the opposite side relative to the zero frequency.

• Every DC offset in the DC-coupled receiver yields
a zero frequency spike.

Both these defects may be reduced by trimming, or sup-
pressed by phase cycling. The tunable lowpass filters
was cumbersome to build and added significantly to noise
distortion. Today they may be replaced by their digital
counterparts [5].

Blending new digital and analog signal processing tech-
nologies

After the quadrature spectrometer was conceived, the
evolution in cost and performance of the analog com-
ponents, driven by the telecommunication market, has
been spectacular. Four quadrants multipliers, based upon
Gilbert cells, are replacing the hybrid balanced mix-
ers; inexpensive active components simplify impedance
matching. Rather than filtering out the unwanted side-
bands, it is becoming more convenient to use a sin-
gle sideband mixer as the HPMX2001 from Hewlett
Packard [6] schematically shown in Figure 3.

The two LO inputs accept frequencies up to 1.2 GHz;
the modulation IF inputs go up to 700 MHz and are DC
coupled. The narrowband part is usually the quadrature
LO splitter, which is typically optimized over less than
an octave. On the other hand, it seems natural to at-
tain phase and amplitude modulation of the output by
controlling the IF signals with digital techniques. An
implication is that the IF signals should be, at most, in
the 107 Hz range to allow high dynamic range (12 bits
or more) digital signal processing.

Figure 3: A transmitter scheme showing the Single Side Band
Modulator (dashed box).

Figure 4: A band reject mixer, bold figures represent a 90o out of
phase.

In the analog portion of the receiver, quadrature tech-
niques should be used to suppress the unwanted side-
band arising from the LO-RF conversion. In fact, if the
received signal is near LO-IF, also the noise at LO+IF
would be converted into the IF band by a conventional
mixer. The scheme of the band reject mixer (c.f. Figure
4) which suppresses the unwanted band and its noise is
shown [7]. Here, the critical component is the quadra-
ture IF combiner, and its figure of merit is the attenua-
tion of the forbidden band relative to the allowed one.
Obviously, such an attenuation will depend also upon
the accuracy of the quadrature LO splitter.

After a proper bandpass filter, the IF signal should be
digitized. The design of the Nyquist filter before the AD
converter is not critical. For example, assume a sam-
pling frequency of 10 MHz and require a flat response
within 0.5 dB up to 3.5 MHz with an attenuation > 70
dB above 6.5 MHz; a 9 stages Butterworth filter will be
enough. The high pass interference filter is even less
critical, and selection of this cut-off frequency is mostly
a matter of taste.

The baseband quadrature conversion of the IF signal,
S(t), can be performed digitally by mixing the digitized
signalsn, with two sequences of number representing
the cosineand sine of the IF frequency [5]. Subse-
quent digital filters and decimators (DFD) achieve the
desired receiver bandwidth and enhance the dynamic
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Figure 5: Block diagram of a Baseband quadrature converter.

range. The scheme of the digital quadrature detector
is shown in Figure 5 [4].

A simple way to obtain the conversion is to set,∆ ψ =
π/2, which makes the multiplying numbers equal to±
1 and 0. However, the full quadrature converter, includ-
ing the quadrature Direct Digital Synthesizer (DDS), is
now available as inexpensive single chips, which give
an extra feature: user can choose the center frequency
of conversion [8].

The Nyquist frequency of both data streams generated
by sampling at 10 MHz is orders-of-magnitude larger
than a typical high resolution spectrum. While the asso-
ciated oversampling eases the design of the filter before
the ADC and lowers the quantization noise floor (by
spreading the quantization noise over a broader spec-
trum), it increases the requirements on the digital fil-
ter [9]. With an oversampling factor of 1000 and a 107

words/sec rate, we need about 1010 multiply & accu-
mulate (MAC) operations per second to make a low-
quality real-time Finite Impulse Response (FIR) filter.
Since nowadays there is no way of accommodating the
requirements of high quality narrowband filtering with
a single-stage digital filter, more steps should be used.
One of the possible configurations is the following:

• Averaging and decimating bym. The integrator
should add at aυo = 10 MHz rate, which is eas-
ily achievable even with discrete TTL circuits.

• FIR filtering the output of the integrator followed
by decimation to the desired bandwidth. This dec-
imation should be of the order of ten, or larger, in
order to achieve an acceptable integrator response,
in terms of flatness and aliasing noise, it’s veri-
fied only when the cutt-off frequency is about ten
times smaller than the Nyquist frequency of the in-
put streams.

The digital quadrature receiver has the following advan-
tages over its analog counterpart:

• SinceS(t)is AC coupled, analog DC offsets do not
matter, and digital offsets are easily handled.

• No ghosts are generated because the two digital
channels are identical by design and IF signals are
perfectly in quadrature.

Figure 6: Block Diagram of a universal NMR transceiver.

• Quantization noise may, in principle, be reduced at
will through oversampling, and the broadband na-
ture of the fast ADC provides plenty of beneficial
off band dithering noise; the digital system from
the ADC on, may made nearly ideal [10].

Requirements and basic architecture of a universal NMR
transceiver

Figure 6 shows a block diagram of an universal transceiver.
TX is the signal to the power amplifier, PA is the signal
from the preamplifier at the beginning of the receiver
chain. No filter has been made before TX: the require-
ment is that the single sideband modulator should be
able to suppress carrier and forbidden sideband by at
least 50 dB and that the spurious-free region around RF
is at least IF wide. The LO generator should be a source
with very low phase noise (e.g.,-110 dB at 1 kHz), and
the contribution of the clock to the ADC jitter should be
negligible. The LO phase noise and clock jitter are the
major sources of receiver noise.

In the receiver side, the combination of the LO splitter
and quadrature combiner should suppress the unwanted
sideband by more than 20 dB over the full LO range,
and yield IF signals over more than a decade, from, say,
1 MHz to 30 MHz. The ADC should always work in the
oversampling mode, with an input analog noise always
larger than the least significant bit.

The DDS for digital baseband conversion has been rep-
resented separated from the one of the transmitter, while
a superheterodyne spectrometer requires a unique IF sour-
ce. One reason is that it is quite simple to synchronize
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Figure 7: (a) Schematic of an 8-stages RC network, all R = 50Ω and (b) Simulated response of the RC network (using Sigma Plot).

two digital oscillators, but quite difficult to bring many
digital high speed signals from board to board.

Another reason is that the DDS often comes with the
digital quadrature detector, and it may be desirable to ir-
radiate at a different frequency relative to detection. Yet
another reason is that a system with transmitter and re-
ceiver working simultaneously, rather than in time shar-
ing, may be desirable, since it allows both continuous
wave and pulse experiments to be performed.

The transceiver works with relatively low IF frequen-
cies and has a “hole” near IF in the sense that the pre-
scribed suppression of carriers and modulators may not
be enough, for some applications, when LO-IF (i.e., the
RF) is near IF.

Two possible schemes may be proposed:

• Fixed IF frequency of the receiver. By sampling at
υ0 = 4IF we have the possibility of integer down
conversion (as hinted above), but we need a high
resolution LO generator to fine tune the position of
the center of the receiver. On the other hand, the
transmitter DDS may be set independently, and the
frequency of excitation may be changed within the
Nyquist limit of this DDS. The “hole” near IF is
unavoidable.

• Adjustable DDS frequencies in the receiver and
the transmitter. In this case, a coarse LO genera-
tor with large steps (say, 1 MHz or 10 MHz) may

be used since the fine tuning of frequencies may
be performed with the two DDS. The hole may be
avoided (or shifted), and a broadband lock system
may be implemented in this way.

Methodology

Besides the underlying control system, the only parts
which are not commercially available in Figure 6 are
the broadband LO quadrature splitter, working from IF
+ 1MHz to 1000 MHz, and the quadrature IF combiner,
working from IFmin – 1.5 MHz to IFmax+1.5 MHz. To
obtain these broadband designs a specialized passive de-
vice has been studied, the so calledRCnetwork, which
has been previously investigated by Halamek et al. [4].
TheRCnetwork consists of sections each consisting of
a ring of four equal resistors and four equal capacitors.
With n- sections havingRCtime constants organized ac-
cording to a divide by two rule, roughlyn octaves may
be covered. Figure 7 (a) shows the schematics and Fig-
ure 7(b) the simulation of an eight sectionsRCnetwork,
which shows that the phase difference between the two
outputs (0-180o) and (90-270o) is 90± 1o from 5 to 700
MHz.

Implementation of this design requires a careful consid-
eration of line transmission and impedance matching ef-
fects. After many attempts with home-made impedance
transformers, a commercial balun-transformer in the in-
put (Minicircuits T 1-1) [11] has been adopted, which
brings the 50Ω impedance of the single ended LO input
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Figure 8: Physical Layout of theRC network

down to 12.5Ω for each of the bipolar inputs, in order
to achieve a rough impedance matching at the highest
frequencies of the band. The four outputs should ide-
ally be connected with a high impedance source, which
has been set equal to 500Ω in the simulation.

The physical layout is shown in Figure 8. A two lay-
ers PCB with connecting vias to tread the cycle of a
section in a fully symmetrical way has been used. Fur-
thermore, small surface-mountedR’s andC’s (0805 and
1206 size) has been used to achieve the smallest physi-
cal dimensions compatible with manual assembly. The
requirements of the combiner are similar, but it should
be used in the reverse way. Unfortunately, the simula-
tion indicates that a typical 18 dB attenuation should be
expected even with a 4 section /4 octaves device. To
limit such an attenuation, theRC combiner consists of
only 4 sections with a nominal range 0.5-8 MHz (or 2-
32 MHz).

Results and Discussion

Test performed on prototypes indicate that theRCsplitter-
combiner is a viable solution for building a truly broad-
band and universal NMR transceiver. However, it is
mandatory to introduce trimming possibilities to impro-
ve the selectivity of the receiver in the bands where it
is marginally acceptable. Furthermore, theRCnetwork
needs a long assembly time; it is also very difficult to
identify a bad connection or a wrongly placed compo-
nent.

A solution of the above mentioned issues is illustrated
in Figure 9 (a). Each couple of outputs, 0 - 180o and

Figure 9: (a) Schematic of a variable amplifier based on NE529
(b) Physical and assembly layout.

90 - 270o, of the RC network has been sent simulta-
neously to two variable differential amplifiers, the NE
5209, which has input impedances in the kΩ range.

A very special layout had to be chosen, with three PCB’s
piled one on top of the other to maintain the distances
short and the traces symmetric to avoid transmission de-
lay problems (c.f. Figure 9 (b)).

Figures 10 (a) and (b) give the amplitude and the phase
errors of the splitter & modulator measured through the
IF trimming parameters. This time the amplitude errors
remain below 3% and the overall phase error is larger
than 3o only above 500 MHz, as it may have been ex-
pected.

The lines which go to the receiver may be trimmed in
amplitude and two absorptive switches allow to select
various combinations of positive and negative LO sig-
nals. The main purpose of these switches is to allow
selection of the upper or lower sideband by selecting
which of the two channels ( A of B ) follows by 90o

the other. Another purpose was to provide an alterna-
tive testing of the accuracy of the splitter by measuring
the signal resulting by adding free induction signals ac-
quired with the receiver LO phase-cycled with a 180o

step.

The results of testing are shown in Figure 10(a), (b) and
(c). Figure 11 shows the DC offset values needed to
achieve the same amplitude of LO signals at the input
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Figure 10: Amplitude (a) and Phase (b) as a function of frequency
in RC network.

Figure 11: (a) Forbidden Band suppression and (b) selectivity of
the receiver (c) Simulated versus experimental response.

of Single Side band Modulator; Figure 10 (b) shows se-
lectivity using the same receiver circuit as below. Over
most of the range, selectivity is above 30 dB and the
response curve is essentially flat over the 0.5-9 MHz
interval. As expected from the results obtained from
the modulator section, amplitude trimming was mini-
mal. The sideband switching behaved as expected.

Conclusions

This work demonstrates that aUniversal NMR transcei-
ver is possible thanks to a broadbandRCsplitter/combi-
ner circuit. With some care, we have shown that this
circuit may operate near 1 GHz, which we believe to be
roughly the limit of a manually assembled, lumped ele-
ments version. Simple trimming procedures have been
described which essentially cancel out the effects of im-
perfect quadrature processing, and lead to an accurate
evaluation of these errors. Furthermore, the setting of
these digitally controlled trimmers does not interfere with
I&Q modulation, which may be programmed in the same
way for all working frequencies.

We have shown that a quadrature modulator may achieve
exceptional spectral purities over decades of working
frequencies if appropriate trimming schemes are imple-
mented. A consequence is that the quality of signal pro-
cessing becomes essentially a function of the LO signal
and the digital clock. In the case of NMR, LO signals
with good coherence and exceptional phase noise spec-
ifications are needed. In fact, in the transmitter side, we
may need to achieve a spurious free range larger than
100 dB over the entire spectrum of interest, which has
typical width much smaller than our IF’s (and does not
include LO or forbidden sideband); in the receiver side,
the LO phase noise contributes to the noise figure, and
extremely "pure signals are needed.
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Abstract

The interaction of molecular hydrogen [H2] with methyl- and fluoride-substitutedrccc pi-
rogallol[4]arenes functionalized with Li+ cations [Li-R-Pyg[4]Ar] was theoretically stu-
died by means of DFT quantum-mechanical calculations at theB3LYP/6-311G(d,p) level
of theory. In a first stage of the study, the stability of the Li+ cation within the cavity
of the R-Pyg[4]arenes was analyzed by inspecting the local environment of the adsorbed
ion and the total density as well as the electrostatic potential maps of the complexes. In
a subsequent stage of the work, the optimal position of a H2 molecule in the cavity of
the pure and lithium-functionalized R-Pyg[4]arenes was determined. Upon obtaining the
equilibrium geometry, the BSSE-corrected binding energy of the various H2/R-Pyg[4]Ar
complexes was calculated. The results showed that the sorption capacity of R-Pyg[4]arenes
is significantly improved by the presence of the Li+ cation within their cavity.

Keywords. Hydrogen storage, pyrogallol, DFT, sorption capacity.

Resumen

La interacción del hidrógeno molecular [H2] con rccc metil- y fluor-pirogalol[a]arenos
funcionalizados con cationes Li+ [Li-R-Pyg[4]Ar] fue estudiado teóricamente por medio
de cálculos cuanto-mecánicos DFT al nivel de teoría B3LYP/6-311G(d,p). En una primera
etapa de estudio, la estabilidad del catión Li+ dentro de la cavidad de los R-Pyg[4]arenos
fue analizada inspeccionando el ambiente local del ion adsorbido y los mapas de densidad
total de carga así como de potencial electrostático de los complejos. En una siguiente etapa
de trabajo, se determinó la posición óptima del H2 en la cavidad de los R-Pyg[4]arenos
puros, y con litio. Una vez obtenida la geometría de equilibrio, la energía de amarre libre
de ESFB fue calculada para varios complejos H2/R-Pyg[4]Ar. Los resultados muestran
que la capacidad de adsorción de los R-Pyg[4]arenos mejora de manera significativa por la
presencia del catión Li+ dentro de su cavidad.

Palabras Clave.Almacenamiento de hidrógeno, pirogalol, DFT, capacidad deadsorción.

Introducción

Actualmente la mayor parte de la energía primaria utili-
zada a nivel mundial proviene de los combustibles fósi-
les, los cuales son recursos no renovables que se extraen
de yacimientos que cuentan con reservas limitadas. Pro-
yecciones recientes estiman que las reservas mundia-
les de petróleo y gas natural (i.e. principales combus-
tibles fósiles) durarían 38 y 57 años, respectivamente, si
se mantiene el ritmo de consumo energético actual [1].
A este hecho se tiene que agregar también el progresi-

vo aumento en el consumo de energía que se origina a
causa del crecimiento poblacional y a la gran demanda
energética que han venido mostrando los países en vías
de desarrollo [2]. Hoy en día, la demanda de energía es
de aproximadamente 5.13 x 1017 BTU, la cual se cree
que aumentará en un 49 % para el año 2035 [3]. En este
contexto, el desarrollo de fuentes de energías alternati-
vas ha adquirido gran importancia, ya que en un futu-
ro cercano deberán reemplazar a los combustibles fósi-
les en las diferentes actividades de la humanidad. Una
de las opciones más prometedoras es la de trasladar la
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economía mundial hacia el uso de hidrógeno molecu-
lar como vector energético [2]. La denominada “Econo-
mía del Hidrógeno” involucra tres pasos fundamentales:
producción, almacenamiento y uso [3].

Obervando que actualmente existen medios eficientes
para la producción y uso de H2 como vector energético.
La transición a la economía del hidrógeno se encuen-
tra frenada por las dificultades que se tiene actualmente
con respecto al proceso de almacenamiento, el cual se
ha convertido en un desafío tecnológico ya que el H2,
en condiciones estándar de presión y temperatura, es un
gas muy poco compresible [4].

En los últimos años, se han propuesto varias alterna-
tivas para el almacenamiento del hidrógeno molecular,
siendo una de éstas la fisisorción o adsorción en sólidos
micropporosos[5]. A este respecto, numerosos materia-
les han sido investigados de forma experimental y teóri-
ca como por ejemplo: carbon activado[6], nano-estructu-
ras de carbono[6],metal-organic frameworks(MOFs)
[7], polímeros inorgánicos, zeolitas [8, 9, 10, 11], entre
otros; pero hasta ahora no se ha encontrado ningún ma-
terial que cumpla con las metas técnicas sugeridas por
el departamento de energía de USA (i.e. tiempos rápi-
dos de carga y descarga, temperatura y presión cercanas
a las condiciones estándar) para usar eficientemente el
H2 en aplicaciones móviles o estacionarias [6]. En un
reporte reciente [12], se ha determinado que para lograr
un óptimo almacenamiento de H2, la energía de interac-
ción que debe existir entre un material adsorbente y el
H2 a temperatura y presión estándar es de 15.1 kJ/mol
[12], valor que aún no ha sido alcanzado para ningún
material.

El presente trabajo tiene por objeto analizar mediante
cálculos cuanto-mecánicos en modelos moleculares la
interacción del H2 con losrccc pirogalol[4]arenos (R-
Pyg[4]Ar) funcionalizados con cationes litio; para de
esta manera evaluar su potencial como medio para al-
macenar H2.

Metodología

Modelos

Pese a que se conoce que los R-Pyg[4]Ar pueden adop-
tar varias conformaciones [13, 14, 15, 16] (i.e. rctt: es-
tructura de silla orccc: estructura de copa), en el pre-
sente estudio teórico, se ha considerado solamente la
conformación de coparccc debido a que su estructura
ofrece el ambiente adecuado para la adsorción de molé-
culas de pequeñas y medianas dimensiones [16] (Figu-
ra 1). Adicional a esto, un reporte reciente ha sugerido
que las propiedades electronícas de estos compuestos
se pueden controlar variando los grupos sustituyentes R
en la base de su estructura[17, 18]. En términos genera-
les, se ha observado que grupos R con carácter electro-
donador generan pozos electrónicos en el interior de la
copa de losrccc R-Pyg[4]Ar, mientras que los grupos

Figura 1: R-Pyg[4]Ar con conformacoón de coparccc. La esfera
transparente de color amarillo representa el espacio libredentro
de la cavidad del macrociclo. Los átomos de carbono, oxígenoe
hidrógeno de la estructura son representados con las esferas de
color gris, rojo y blanco, respectivamente. Por claridad, los gru-
pos sustituyentes R unidos al plano de la base de la copa son re-
presentados por las esferas de color azul.

R con carácter electro-aceptor vacían el interior de la
cavidad [18]. Esta importante propiedad se puede apro-
vechar para funcionalizar los R-Pyg[4]Ar con cationes,
los cuales poseen la cualidad de mejorar la capacidad de
adsorción de H2 como ha sido reportado en varios estu-
dios realizados sobre zeolitas intercambiadas con meta-
les alcalinos (i.e. Li+, Na+ y K+) [8, 9, 11]. En dichos
estudios se ha concluido que el ion litio posee una ma-
yor afinidad por el hidrógeno molecular en comparación
a otros cationes monovalentes, especialmente en el caso
Li2CHA-5/1 [10] en donde el catión Li+ se encuentra
expuesto.

Tomando en cuenta lo mencionado, la presente investi-
gación teórica se enfoca en el análisis de las propiedades
de adsorción del metil- y del F-Pyg[4]Ar tanto funciona-
lizados con Li+ (1 y 2) como puros (3 y 4). Consideran-
do estos cuatro sistemas, se pretende evaluar el efecto de
los grupos electro-donadores y electro-aceptores sobre
la estabilidad del ion en el interior de los macrociclos, y
consecuentemente, sobre su capacidad de adsorción de
hidrógeno molecular.

Para la construcción de los modelos moleculares del
metil- y del F-Pyg[4]Ar, se empleó como punto de par-
tida los datos de difracción de rayos X reportados pa-
ra el decil-Pyg[4]Ar el cual cristaliza en conformación
de coparccc como ha sido reportado por Dueno et. al.
[19]. En la macromolécula obtenida a partir de la cel-
da unitaria del cristal, se reemplazaron los sustituyentes
decil por los grupos metil y flúor para obtener el Me-
Pyg[4]Ar y el F-Pyg[4]Ar, respectivamente. En una pri-
mera fase del estudio, se realizó la optimización geomé-
trica de los modelos considerando que ambas macromo-
léculas pertenecen al grupo punto de simetríaC4. Una
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Compuesto dLi−C′s α EAc

Li-Me-Pyg[4]Ar 2.664, 2.663, 2.553, 2.664 46.77 314.2
Li-F-Pyg[4]Ar 2.612, 2.612, 2.612, 2.612 44.80 288.1

Tabla 1: Distancias entre el Li+ y los átomos de carbono
(dLi−C′s) enlazados a los grupos sustituyentes de losrccc R-
Pyg[4]Ar y ángulos diedro (α) del catión con respecto al plano
de la base en cada compuesto. La energía de interacción corregi-
da con respecto al ESFB (EIc) entre el catión y cada R-Pyg[4]Ar
es también reportada. Las distancias estan reportadas en Å,los
ángulos en grados y las energías en kJ/mol.

vez determinada la estructura de equilibrio de cada com-
puesto, se añadió el catión Li+ dentro de la cavidad en
el centro del plano correspondiente a la base de la es-
tructura de copa (Figura 1); y posteriormente, se deter-
minó la posición optima del catión mediante un nuevo
proceso de optimización geométrica. Las propiedades
electrónicas y la estabilidad del catión en el interior del
Me-Pyg[4]Ar y del F-Pyg[4]Ar fueron investigadas en
las geometrías resultantes.

En una siguiente fase de la investigación, se procedió al
análisis de la interacción de H2 con los compuestos1-4.
La molécula de hidrógeno fue colocada perpendicular al
eje de simetría de las macromoléculas cerca de la base
de la estructura de copa. Posteriormente, la posición del
H2 fue relajada hasta su geometría óptima dentro de la
cavidad de los compuestos1-4, y en la geometría resul-
tante se llevó a cabo el cálculo de la energía de amarre
empleando la siguiente expresión[20]:

EA[H2−Pyg] = E[H2]
+ E[Pyg] − E[H2−Pyg] (1)

donde el primer término de la parte derecha de la ecua-
ción se refiere a la energía del hidrógeno molecular, el
segundo a la energía de cada compuesto1-4, y el terce-
ro a la energía del complejo H2/Li-R-Pyg[4]Ar o H2/R-
Pyg[4]Ar. Las energías de amarre calculadas a través de
la Ecn. 1 fueron posteriormente corregidas restándoles
el error causado por la superposición de funciones base
(ESFB) [21], mediante el método Boys-Bernardi [22].
Los valores de energía corregidos se denotarán como
EAc.

Métodos

Los cálculos de optimización geométrica y de punto sim-
ple de energía fueron realizados con el programa Gaus-
sian09 [23] empleando el funcional B3LYP (i.e., Bec-
ke 3-parameter hybrid exchange functionals and Lee-
Yang-Parr correlation functionals) junto a las funciones
base 6-311G(d,p) [24] como nivel de teoría. Los mo-
delos moleculares fueron construidos usando el progra-
ma MOLDRAW [25] y posteriormente fueron refina-
dos con el software GaussView5. Los mapas de densi-
dad electrónica y potencial electroestático de los Li-R-
Pyg[4]Ar fueron generados a partir de sus funciones de
onda por medio de la aplicacióncubegen[23] asociada
a Gaussian09. Posteriormente, los mapas de densidad y
potencial de fueron visualizados con GaussView5.

Figura 2: Mapas de densidad electrónica (a) y potencial elec-
trostático (b) del Li-Me-Pyg[4]Ar, obtenidos usando isovalores de
0.008 a.u. y 0.2 a.u., respectivamente.

Resultados y Discusión

Estructura de los Li-R-Pyg[4]Ar

En la Tabla 1 se resumen los datos geométricos corres-
pondientes al ambiente geométrico en el cual se encuen-
tra el catión Li+ en los compuestos1 y 2. Como se pue-
de observar, para el complejo1 la distancia promedio
entre los átomos de carbono enlazados a los grupos sus-
tituyentes R y el Li+ es de∼2.66Å, mientras que pa-
ra 2 la distancia promedio es∼2.61Å. La diferencia de
0.05Å entre las distancias medidas para cada caso se de-
be a los distintos ambientes electrostáticos en los que se
encuentra el catión en cada macromolécula. En el Me-
Pyg[4]Ar, se observa que el Li+ se encuentra alejado de
la base de la estructura de copa (α = 47◦) debido a que
la cavidad del compuesto contiene un pozo de electro-
nes (i.e.,efecto de los grupos metilo [18]) el cual estabi-
liza al catión sin que éste pase a formar parte de la ma-
cromolécula. Por el contrario en el caso del F-Pyg[4]Ar,
el catión Li+ se acomoda de mejor manera en la base del
compuesto (α = 45◦) debido a que gran parte de la car-
ga del macrociclo (i.e.,densidad electrónica) se localiza
en los átomos de flúor, los cuales son muy electronegati-
vos. Esta observación es importante considerando que la
capacidad para interactuar con hidrógeno molecular que
posee un catión monovalente presente en un determina-
do material depende en gran medida de que tan expuesto
se encuentra dentro de su estructura, como se ha con-
luido para la zeolita CHA intercambiada con metales
alcalinos en varios estudios teóricos [10, 11]. Siguien-
do esta idea, se espería entonces que el catión Li+ al
encontrarse más expuesto dentro del Me-Pyg[4]Ar, in-
teractúe muy fuertemente con el H2 en comparación al
Li+ presente en el interior del F-Pyg[4]Ar.

Antes de proseguir al estudio de la interacción del H2

con los compuestos1-4, se debe analizar la estabilidad
del Li+ presente dentro del metil- y del F-Pyg[4]Ar me-
diante el cálculo de la energía de amarre entre el catión
y cada macromolécula. Los valores correspondientes a
la energía de amarre (EAc) están reportados en la Tabla
1. Como se puede apreciar para ambos compuestos (1 y
2), la interacción entre el Li+ y los R-Pyg[4]Ar es fa-
vorable con valores calculados de∼314 kJ/mol y∼288
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Complejo DH2−Ref EAc

1 2.07 8.72
2 2.07 8.06
3 2.71 -1.58
4 3.09 -1.09

Tabla 2: Distancias medidas desde los puntos de referencia has-
ta la molécula H2 para los complejos estudiados. Las distancias
están reportadas en Å y las energías en kJ/mol.

kJ/mol, respectivamente. En el caso particular del com-
puesto1 se puede observar que existe una interacción
mayor en comparación al compuesto2, lo que señala
una mayor estabilidad del Li+ en el interior del Me-
Pyg[4]Ar, hecho que se observa también al analizar los
mapas de densidad y potencial electroestático de este
compuesto. En la Figuras 2a y 2b, los mapas de den-
sidad electrónica y potencial electrostático, respectiva-
mente, muestran como la carga negativa en la base de la
copa Me-Pyg[4]Ar estabiliza al catión Li+ a la vez que
lo deja expuesto (Figura 2a) permitiendo que el mismo
no pierda su capacidad polarizante (Figura 2b).

Interacción del H2 con R-Pyg[4]Ar y Li-R-Pyg[4]Ar

En la Tabla 2 se resumen los datos referentes a la po-
sición resultante del H2 en los compuestos1-4 después
del proceso de optimización geométrica en cada caso.
La posición del H2 fue determinada midiendo la distan-
cia desde un punto de referencia en la cavidad de cada
uno de las estructuras hasta el centro de masa de la mo-
lécula (DH2−Ref ). Para los compuestos funcionalizados
con Li+, el punto de referencia establecido fue la posi-
ción del catión; mientras que para los compuestos puros,
se tomó como referencia la posición virtual en donde se
encontraría el Li+.

Como se puede observar, para el compuesto1 la dis-
tancia DH2−Ref es∼2.07Å, mientras que para3 ésta
distancia es∼2.71Å. De la misma manera para2 dicha
distancia es de∼2.07Å, mientras que para4 es∼3.09 Å.
Es evidente entonces, una disminución en las distancias
para en los complejos1 y 2, lo que indica una mejor ab-
sorción de los R-Pyg[4]Ar cuando el átomo de litio está
presente.

La anterior deducción es además sustentada por los va-
lores de las energías de amarre corregidas por el ESFB
(EAc) obtenidas para los complejos1-4. Como está re-
portado en la Tabla 2, la energía de amarre para el com-
puesto1 es 8.72 kJ/mol y para el compuesto2 es 8.06
kJ/mol; en cambio, para los complejos3 y 4 las energías
obtenidas fueron -1.58 y -1.09 kJ/mol, respectivamente.
Estos resultados muestran que en los R-Pyg[4]Ar pu-
ros la molécula de hidrógeno siente una fuerza repulsi-
va que empuja la molécula fuera de la cavidad; mien-
tras que en el caso de los macrociclos funcionalizados
con el catión Li+ los valores positivos sugieren un esta-
do estable de enlace lo que a su vez se traduce en una
mejora en la capacidad de adsorción de los compues-
tos. Es importante mencionar también que estos resulta-
dos están en perfecta concordancia con investigaciones

teóricas anteriores [8, 9, 10, 11] en donde se demuestra
que el H2 interactúa de manera significativa con catio-
nescasi librespresentes en la estructura de materiales
microporosos ya que estos poseen una mayor capacidad
polarizante (Figura 2b).

Conclusiones

En el presente artículo se estudió la interacción del H2

dentro de los Li-R-pyg[4]arenos con sustituyentes metil
y flúor, mediante cálculos cuanto-mecánicos a un nivel
de teoría B3LYP/6-311G(d,p). Los resultados muestran
que la energía de amarre entre el H2 y los R-Pyg[4]Ar
incremente cuando las macromoléculas se encuentran
funcionalizadas con el catión Li+. Se ha observado ade-
más que la capacidad de polarización del catión dismi-
nuye en presencia de sustituyentes con mayor electro-
negatividad, por lo que el catión Li+ interactua fuer-
temente con H2 cuando se encuentra en el interior de
un R-Pyg[4]Ar con sustituyentes electrodonadores co-
mo el grupo metil. Analizando las energías de amarre de
8.72 y 8.06 kJ/mol obtenidas para los complejos H2/Li-
Me-Pyg[4]Ar y H2/Li-F-Pyg[4]Ar, respectivamente, se
puede concluir que estos macrocompuestos funciona-
lizados con cationes tienen un gran potencial para ser
usados como medio para adsorber hidrógeno molecular
en comparación a otros materiales previamente estudia-
dos como las zeolitas [9, 10] debido a que los valores
calculados de EAc se acercan al límite de 15.1 kJ/mol
establecido como óptimo para aplicaciones móbiles y
estacionarias.
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Abstract

The fabrication of nanostructures based on DNA as a materialto build systems capable of
complex functions is a frontier in continuous exploration.In this article it is reported the
detailed characterization at atomic level of G-quadruplexunits in order to obtain a better
comprehension on how these units can self assemble into interlocked G-quadruplexes. The
method used is modeling with molecular mechanics. Previously we reported the construc-
tion of interlocked G-quadruplexes by a thermal cyclic procedure (similar in implementa-
tion as the ones used in the cycling steps in a PCR protocol) parting from the sequence
5’-TGGG-3’. Based on our experimental data reported previously, models were built for
the structures, and minimization and analyses via molecular mechanics was carried out in
order to understand the factors that determine the more stable structures. It was found that
the identity of the 5’and 3’ ends of the oligonucleotides is of the uppermost importance
in the stability of the DNA assemblies in this study. Furthermore, the presence of cations
in the regions of the molecule where the degree of steric hindrance allows more room for
the cations could play a significant role in the dynamics of conformation of the supramo-
lecule at those sites and possibly limiting or capping the self assembly of the structure.
In summary, the results allow a better comprehension of the system at a molecular scale
with the finality of developing more efficient procedures forthe controlled fabrication of
nanostructures based on G-quadruplex DNA.

Keywords. Self-assembly, interlocked G-quadruplex, molecular mechanics, DNA, G-
quadruplex oligomers.

Resumen

La fabricación de nanoestructuras usando ADN como materialpara construir sistemas ca-
paces de realizar funciones complejas es una frontera en continua exploración. En este
artículo se reporta la caracterización detallada a nivel atómico de unidades de G-cuádruple
para obtener una mejor comprensión de cómo estas unidades sepueden auto ensamblar
en oligómeros tipo G-cuádruple entrelazado (interlocked G-quadruplexes). Para esto se
utilizaron métodos de modelación con mecánica molecular. Previamente reportamos la
construcción de G-cuádruple entrelazados por un procedimiento térmico cíclico (similar
en implementación al usado para el ciclado de un protocolo dePCR) partiendo de la se-
cuencia 5’-TGGG-3’. Basados en nuestros datos experimentales reportados anteriormente
se construyeron modelos para las estructuras y se minimizaron y analizaron vía mecánica
molecular para entender los factores que determinan la estructura más estable. Se encontró
que la identidad de los extremos 5’y 3’de los oligonucleótidos es de importancia funda-
mental en la estabilidad de los ensambles de ADN en el estudio. Además, los cationes en
las regiones donde el grado de impedimento estérico permitemás espacio para los mismos,
pueden jugar un rol significativo en la dinámica de la conformación de la supramolecula
en esos sitios, posiblemente limitando el auto ensamblaje de la estructura. En resumen, los
resultados permiten mejorar la comprensión de este sistemaa escala molecular permitiendo
desarrollar procedimientos más eficientes para el control de la fabricación de nanoestruc-
turas basadas en DNA G-cuádruple.

Palabras Clave.Auto ensamblaje, G-cuádruple entrelazado, mecánica molecular, ADN,
oligómeros de G-cuádruple.
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Introducción

La fabricación de nanoestructuras usando como mate-
rial DNA para llevar a cabo funciones complejas en sis-
temas biológicos y ambientales es una frontera en ex-
ploración [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. El éxito
de estas aplicaciones depende en la comprensión a ni-
vel práctico de los mecanismos subyacentes que guían
el autoensamblaje de estos sistemas. [4, 6, 7] En este
trabajo se reporta la caracterización de oligómeros de
ADN que contienen entre cuatro a diez cadenas cuya
secuencia es rica en guaninas lo que les permite que
se autoensamblen a través de la mediación de enlaces
de hidrógeno tipo hogsteen; como también se reportan
principios que gobiernan este ensamblaje que se pueden
generalizar o adaptar para el mejor diseño y fabricación
de nanoaplicaciones basadas en ADN y otras biomolé-
culas.
El ADN G-cuádruple es una molécula de ADN donde
participan guaninas (G), que pueden estar en la misma
cadena o en distintas cadenas, para formar una estructu-
ra estabilizada por enlaces de hidrógeno con cuatro Gs
en un mismo plano, una tétrada (Ver Figura 1). Una mo-
lécula de ADN G-cuádruple tiene al menos dos de estos
planos o tétradas apilados consecutivamente uno sobre
el otro. La estructura además de ser estabilizada por los
puentes de hidrógeno es estabilizada por cationes como
sodio, o potasio que se encuentran alineados con el es-
pacio en el centro de las cuatro guaninas (una especie
de canal rodeado de cuatro átomos de oxígeno, uno por
cada guanina) y aproximadamente centrado con respec-
to al eje longitudinal de la molécula entre dos tétradas
consecutivas de ADN G-cuádruple.[13]

En la literatura se ha reportado la fabricación de varias
nanoestructuras basadas en ADN G-cuádruple.[2] Uno
de los posibles mecanismos de construcción es el au-
to apilamiento de unidades de G-cuádruple para formar
estructuras aproximadamente cilíndricas y helicoidales.
Se ha observado que oligonucléotidos (especialmente a

Figura 1: Tétrada G:G:G:G.

altas concentraciones) con varias guaninas consecutivas
en su secuencia forman superestructuras donde múlti-
ples bloques de G-cuádruple se auto apilan, ya sea de
forma que un bloque se apila sobre el otro, o donde una
de las cadenas del G-cuádruple se desalinea o desplaza
un “peldaño” dejando una o más guaninas expuestas,
permitiéndole ahora a esta subunidad interactuar con
la subsiguiente unidad de G-cuádruple.[14, 15, 16] Se
ha reportado que la secuencia 5’-GGGT-3’(G3T) for-
ma una estructura denominada G-cuádruple entrelaza-
do [17] (Ver Figura 2); esta nueva estructura se carac-
terizó en base a resonancia magnética nuclear y espec-
troscopia de dicroísmo circular.[17] El G-cuádruple en-
trelazado se forma cuando al oligonucleótido G3T se lo
somete a un procesamiento térmico que incluye varios
ciclos de incremento y decremento lento y controlado
de la temperatura para mover el equilibrio de estructu-
ras favorables (i.e. el monómero de G-cuádruple) a nue-
vas estructuras que son cinéticamente estables (tal cómo
la estructura G-cuádruple entrelazado). Este sistema es
de interés porque demuestra un método reproducible y
altamente flexible, usando control térmico, para la for-
mación de una especie dimérica de G-cuádruple. La ex-
ploración de sistemas cuyo ensamblaje se pueda guiar
por un delicado control de la temperatura permitirá ge-
neralizar y ampliar el uso del ADN como material ba-
se para nanoestructuras parte de biosensores, nano má-
quinas y otras aplicaciones.[4] Aquí se reporta el aná-
lisis detallado de la estructura de oligómeros de ADN
obtenidos usando la secuencia 5’-TGGG-3’ (TG3) uti-
lizando un protocolo similar al usado para formar los
G-cuádruple entrelazados reportados para la secuencia
G3T. [17] Ade- más, se realizó, utilizando mecánica mo-
lecular, una exploración de la estabilidad de distintas es-
tructuras tanto para la secuencia G3T como TG3 con el
fin de obtener una descripción a nivel atómico de es-
tas estructuras que permita entender el mecanismo de
formación de estos oligómeros y poner una base teó-
rica para mejorar el diseño de nanoestructuras basadas
en bloques de construcción de ADN y biomoléculas en
general.

Métodos

A través un procedimiento térmico cíclico se consiguió
que una secuencia de ADN se autoensamblará en un
monómero de G-cuádruple paralelo o en un oligóme-
ro [14]. El proceso térmico causa una serie de pasos de
desnaturalización y renaturalización gradual y controla-
da de un oligonucleótido de ADN que contiene varias
guaninas en la secuencia con la finalidad de que forme
estructuras que contengan elementos de G-cuádruple [14].
Este proceso permitió ensamblar a partir de bloques dis-
cretos de G-cuádruple, oligómeros de G-cuádruple de
forma controlada. Este proceso constituye un nuevo prin-
cipio de construcción utilizando ADN para la fabrica-
ción programada de nanoestructuras. La serie de expe-
rimentos aquí descritos tiene como objetivo realizar una
primera caracterización a nivel atómico de este sistema
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Figura 2: Estructura de G-cuádruple entrelazado de la secuencia
5’-GGGT-3’ (G3T ).

modelo analizando varias de estas estructuras de auto-
ensamblaje para obtener principios que se puedan apli-
car al diseño y fabricación de nanomateriales basados
en ADN y otras biomoléculas.

Secuencias y preparación de monómeros de
G-cuádruple y oligómeros

Las estructuras aquí analizadas por mecánica molecu-
lar forman estructuras de G-cuádruple entrelazado y de
otros oligómeros cuya estructura es desconocida [14].
(Figura 3). G3T forma un G-cuádruple entrelazado pero
la estructura formada por TG3 no ha sido investigada.

Preparación del modelo.

Se prepararon modelos de G-cuádruple para 5’-TGGG-
3’y 5’-TGGG-3’, así como de un posible estructura pa-
ra el oligómero de 5’-TGGG-3’. Estos modelos fueron
preparados utilizando VMD (Visual Molecular Dyna-
mics) para Windows versión 1.9 (Universidad de Illinois-
Urbana Champagne) en una laptop personal. Se utili-
zaron también como parámetros iniciales para los nu-
cleótidos los disponibles en el paquete de 3DNA 2.0
para Windows (Xiang-Jun Lu y Wilma K. Olson) [18].
Se utilizó la base de guanina para B-DNA incluidas en
el paquete de 3DNA como punto de inicio. Utilizan-
do VMD se rotaron las moléculas aproximadamente 90
grados entre sí quedando alineadas en un mismo plano y
reacomodadas de tal forma que ensamblen el patrón de
puentes de hidrógeno tipo Hoogsteen característico de
G-cuádruple. (Figura 1) Luego se aseguró que queden
a una distancia correspondiente a las distancias de re-
ferencia publicadas en estructuras conteniendo tétradas
G:G:G:G [19, 20]. Se utilizó la misma estrategia para
la tétrada T:T:T:T [21]. Los G-cuádruple G3T y TG3 se
construyeron superponiendo las tétradas con una sepa-
ración entre planos de 3.4 Å y un ángulo de rotación
entre planos de 36◦. A este primer modelo se lo intro-
duce en una caja de agua de dimensiones que tengan al

menos 12 Å de distancia entre un átomo de la molécula
y cualquier cara de la caja. Una vez construida la caja
de agua, se procede a añadir los contra iones (potasio).
Los cationes fueron añadidos siguiendo el protocolo de
autoionización incluido en VMD.

Minimización

Las moléculas fueron sometidas a minimización en una
serie de etapas. En la primera etapa se minimizó el agua
(y cationes, potasio) alrededor de la molécula dejando
fijos los átomos del ADN por un total de 3000 pasos.
Segundo, en algunos casos se dejaron fijos todos los
átomos excepto los del esqueleto para asegurar que los
extremos 5’y 3’ entre las distintas tétradas estuvieran
correctamente alineadas y enlazadas, y se minimizaron
por al menos 3000 pasos. Finalmente, se levantó la res-
tricción de movimiento a todos los átomos del sistema,
minimizando todo por 15000 pasos. Esto se realizó uti-
lizando NAMD Scalable Molecular Dynamics 2.8 (Uni-
versidad de Illinois- Urbana Champagne) para Linux
instalado en un clúster de 12 procesadores (Linux dis-
tribución Rocks 5.4.3 (viper)). Se utilizó un campo de
fuerza CHARMM como está implementado en NAMD
2.8. Se implementó el método de electrostática periódi-
ca de sistema completo con el algoritmo Particle Mesh
Ewald. Los archivos de topología y parámetros de
CHARMM top_all27_prot_lipid_na.inp y par_all27
_prot_lipid_na.inp que se utilizaron se pueden encon-
trar en:http : //code.google.com

Resultados

Arquitectura topológica

La determinación de la estructura tridimensional de to-
das las especies formadas por las secuencias estudiadas
aquí está fuera del alcance de este estudio pero constitu-
ye un trabajo en progreso a ser reportado en el mediano
plazo. Para la construcción de los modelos de la estruc-
tura del oligómero 5’-TGGG-3’ (TG3) nos basamos en
resultados experimentales que reportamos previamen-
te.[14] Brevemente, los datos de dicroísmo circular de
TG3 indican que tanto el monómero (G-cuádruple) co-
mo el oligómero son G-cuádruple paralelos [14]. Los
mismos resultados se obtuvieron para el monómero y
el G-cuádruple entrelazado de la secuencia 5’-GGGT-
3’ cuyo espectro de dicroísmo circular no había sido re-
portado antes. Para el caso de nuestra secuencia TG3,
electroforesis de gel de poliacrilamida confirmó la for-
mación de tanto el monómero como el oligómero [14].
Basados en la movilidad de la banda del oligómero de
TG3, que tiene un desplazamiento más lento que la ban-
da correspondiente al G-cuádruple entrelazado (de 8 ca-
denas), postulamos que la estructura consta de entre 9 a
11 cadenas. Aquí reportamos un modelo de la estructura
conteniendo 10 cadenas que parece ser el número más
consistente con la movilidad de las bandas observadas.
(Figura 9) Basados en estos resultados experimentales
construimos modelos que cumplían con los siguientes
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Figura 3: Modelo de posible estructura del oligómero de TG3.
TGTG tétrada antes de la minimización.

requisitos a) la estructura dentro de los “monómero” de-
bía ser de un G-cuádruple paralelo, es decir que todas
las cuatro cadenas están orientadas en la misma direc-
ción 5’ a 3’. b) El modelo del oligómero debía incorpo-
rar diez cadenas de TG3. c) Los pisos de G-cuádruple
debían tener estructura similar a estructuras reportadas
previamente por resonancia magnética nuclear o cris-
talografía de rayos x con respecto a distancia y orien-
tación de los residuos de guanina en el mismo piso de
G-cuádru- ple. d) para los pisos de cuartetos no conven-
cionales (GGTT) se buscaron estructuras previamente
publicadas para usarlas como referencia [22, 23, 24, 25].

El G-cuádruple entrelazado (Figura 3) tiene cuatro ca-
denas orientadas 5’ a 3’ y las otras cuatro en la orien-
tación opuesta. Las secuencias en estudio forman dife-
rentes estructuras dependiendo del tratamiento térmico
a la que el oligonucleótido fue sometido. Hay dos es-
pecies discretas que se forman. A las soluciones con-
teniendo estas estructuras se las sometió a análisis uti-
lizando dicroísmo circular, una técnica que nos puede
dar información sobre la orientación de las cadenas de
DNA (paralelas o antiparalelas); así como también si
hay diferencias en la estructura tridimensional al com-
parar dos moléculas de DNA (por ejemplo si es un dú-
plex o una estructura de G-cuádruple) [26, 27, 28]. La
espectroscopia de dicroísmo circular mostró claramente
un espectro característico de estructuras de G-cuádruple
para todas las secuencias en presencia de potasio (ion
necesario para estabilizar estructuras de G-cuádruple)
[14]. Observamos que el espectro fue característico de

un G-cuádruple paralelo en todos los casos, [14] aún pa-
ra el G-cuádruple entrelazado que como se indicó antes
tiene una sección con las cadenas orientadas en direc-
ción opuesta .(Figura 3) Por esta observación llegamos
a la conclusión que el espectro de dicroísmo circular so-
lo cambia cuando dentro de una sección “G-cuádruple”
tenemos cadenas antiparalelas; pero no se observa cam-
bio, en cuanto a los máximos y mínimos característicos
de una estructura paralela en el espectro, cuando son
distintas secciones de la misma molécula las que es-
tán orientadas en direcciones opuestas. Basados en esta
conclusión, todos nuestros modelos fueron construidos
como G-cuádruple “paralelo” pero sin descartar la po-
sibilidad de incluir segmentos enteros de G-cuádruple
que corren en dirección opuesta con respecto a otro seg-
mento. (Figura 4, Figura 5)

En cuanto a la estructura inicial para cuartetos (cua-
tro bases en un mismo piso unidas por alguna clase de
puentes de hidrógeno) se usaron como modelos inicia-
les modelos plausibles construidos manualmente cuan-
do las disposiciones estructurales necesarias no habían
sido reportadas antes. Por ejemplo, una de las dispo-
siciones (GTGT) al no existir una estructura publicada
tuvo que ser construida de novo por lo que se prestó
especial atención al producto de la minimización para
obtener la disposición más estable. (Figura 6)

Cationes y solvente

Se ha reportado que la presencia de cationes es esencial
para estabilizar las estructuras de G-cuádruple. En nues-
tros modelos se colocaron iones de K+ manualmente en
el canal central, que es donde se ha reportado la locali-
zación de estos iones, en estudios basados en Resonan-
cia Magnética Nuclear de estructuras de G-cuádruple
[29, 30, 31]. En nuestros modelos se observan cómo
esferas doradas. (Figura 4 y Figura 5) Durante la mi-
nimización los iones se movieron ligeramente de su po-
sición pero en general permanecieron en el centro del
canal consistente con las observaciones experimentales.
Estos iones son indispensables para la estabilidad de la
molécula, modelaciones sin el ion central causaban que
la estructura se abra y desestabilice de manera impor-
tante. Los modelos de ADN fueron introducidos en una
caja de agua (TIP3) de dimensiones tales que al menos
existe una distancia de 12 Å entre cualquier átomo de
las estructuras y el extremo de la caja de agua. (Figura
7) NAMD, el software de dinámica molecular utilizado
en este estudio, realiza una simulación periódica don-
de la caja de agua y su contenido es la unidad que se
repite en todo el espacio. El tamaño de la caja de agua
garantiza que no exista interacción entre las estructuras
de ADN, y que durante la simulación la molécula no se
salga de la caja de solvente. Este sistema fue neutraliza-
do con iones de potasio (K+) utilizando la herramienta
de autoionización de VMD. (Figura 7) La molécula de
DNA es rica en cargas negativas debido a los fosfatos
del esqueleto por lo que es de gran importancia la adi-
ción de cationes para estabilizar el sistema.
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Figura 4: Superposición de estructuras del monómero G-
cuádruple de G3T, se muestra una estructura cada 1500 pasos
de minimización. Vista lateral (a) y vista superior (b). Losáto-
mos de hidrogeno no se muestran para facilitar la visualización.
Los residuos de la estructura final se muestran de color distinto al
estándar cyan (carbonos) y azul (nitrógenos). Regiones donde se
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectamen-
te superpuestas indica regiones que se reacomodaron más durante
la minimización .

Minimizaciones

Todas las minimizaciones se realizaron por un total de
15000 pasos que se determinó era suficiente para que la
estructura alcanzara el equilibrio. Para determinar si la
molécula alcanzó el equilibrio se analizaron varios crite-
rios como el RMSD (root media square displacement),
RSMF (root media square fluctuation), y el desplaza-
miento total tanto de la molécula completa de ADN,
cómo de los residuos individuales (los nucléotidos que
conforman cada una de las cadenas que se ensamblan en
las nanoestructuras) (Figura 8). En ambos casos se bus-
ca observar que ya no existan cambios significativos en
estos parámetros al incrementar los pasos de minimiza-
ción. En las matrices en las que se codifican los valores
para estos parámetros con colores se observa que ya no

Figura 5: Superposición de estructuras del monómero G-
cuádruple de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasos de
minimización. Vista lateral (a) y vista superior (b). Los átomos de
hidrogeno no se muestran para facilitar la visualización. Solo la
posición final de los iones de potasio (esferas) se muestran.La es-
tructura final se muestra de un color purpura. Regiones dondese
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectamen-
te superpuestas indica regiones que se reacomodaron más durante
la minimización.

existen cambios al final de la minimización. El sistema
de G3T(monomérico) tiene un total de 9306 átomos in-
cluyendo las moléculas de solvente. La energía total del
sistema luego de una minimización de 15000 pasos es
de -43844.5697 Kcal/mol (esta energía no es una ener-
gía absoluta del sistema y por lo tanto sólo se puede
utilizar con fines de comparación con sistemas equiva-
lentes). En comparación el sistema de TG3 monoméri-
co que tiene un total de 9306 átomos, tiene una energía
total luego de 15000 pasos de -41074.1647 Kcal/mol.
Esto indica que el monómero de TG3 es menos estable
que G3T, esto coincide con las observaciones experi-
mentales de que TG3 monomérico se forma en menor
proporción que TG3 y prefiere en lugar del monómero
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formar el oligómero [14]. TG3 es una especie que no se
forma en cantidades significativas de G-cuádruple mo-
nomérico , pero forma lo que nosotros sospechamos es
un G-cuádruple entrelazado bajo las condiciones apro-
piadas.

También se minimizó un modelo para el oligómero de
TG3 que tiene como peculiaridad que, a diferencia del
G-cuádruple entrelazado, tiene dos cadenas que quedan
sobresaliendo de la estructura. (Figura 2 y Figura 3) Es-

Figura 6: Vista superior de la tétrada GTGT antes (a) y después
de 15000 pasos de minimización (b). Vista lateral de la tétrada
GTGT antes (c) y después de 15000 pasos de minimización (d ).

Figura 7: (a) Molécula de 5’-TGGG-3’ (TG3) G-cuádruple en una
caja de agua. (b) las moléculas de agua están ocultas para facilitar
visualizar la ubicación del G-cuádruple y de los átomos de potasio.
Obsérvese que están presentes tanto en el interior de la estructura
como en el exterior.

to se reconcilia con las observaciones del gel de elec-
troforesis dónde este oligómero se desplaza ligeramen-
te más despacio que el G-cuádruple entrelazado. Estas
dos cadenas en principio deberían ser mucho más mó-
viles porque no están formando parte de un motivo tan
estructurado cómo el de G-cuádruple. Sin embargo esto
no es lo que se observa en los resultados de la mini-
mización reflejando que hay otros factores mucho más
importantes a este nivel de teoría.

En realidad tan sólo dos de los residuos que presentan
mayor reacomodación (RMSD >1.8) representados con
los colores marrón y rojo están en las dos cadenas que
sobresalen en el dímero y tan sólo una de las timinas ter-
minales está representada. (Figura 9) Las regiones don-
de hay mayor reacomodación corresponden a las zonas
donde dos cadenas (con respecto al eje longitudinal de
la hélice de ADN) se encuentran o en otras palabras el
sitio entre dónde una cadena inicia y la otra termina.
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Figura 8: Resultados de la minimización del monómero G-cuádruple de G3T. (a) Root media square displacement (RMSD) de cada residuo
con respecto a los pasos de minimización. (b) Root media square flunctuation (RMSF) Eje y corresponde al residuo dentro dela estructura
y el eje x corresponde al número del marco de la minimización (1 marco = 250 pasos de minimización). Esta estructura se minimizo por
un total de 15000 pasos. Ausencia de cambio de color en los marcos finales indica que la estructura ya no está cambiando y ha llegado a un
mínimo .

Esto se podría explicar por dos razones principales. La
primera que la geometría inicial de estas regiones estaba
arbitrariamente más alejada del mínimo. Estas regiones
sin embargo se implementaron de tal forma que exista
una continuidad en la hélice del ADN y se modelaron

siguiendo los mismos parámetros que los residuos “in-
ternos” y tendrían mucho menos movilidad o espacio
para reacomodarse que las bases en las cadenas sobresa-
lientes. Por tanto esta razón por sí sola no explica la ob-
servación. La segunda perspectiva es que precisamente



Avances,2011, Vol. 3, No.2, Pags. A35-A45 Méndez y Montero

Figura 9: Resultados de la minimización de un modelo para el oligómero de G-cuádruple de TG3. (a) Root media square displacement
(RMSD) de cada residuo con respecto a los paso de minimización. (b) Root media square flunctuation (RMSF) Eje y corresponde al residuo
dentro de la estructura y el eje x corresponde al número del marco de la minimización (1 marco = 250 pasos de minimización).Esta
estructura se minimizó por un total de 15000 pasos. Ausenciade cambio de color en los marcos finales indica que la estructura ya no está
cambiando y ha llegado a un mínimo.

estos residuos, por estar más restringidos por la presen-
cia de residuos vecinos y siendo que estas regiones de
interface vienen a representar puntos de corte en la con-
tinuidad de lo que en ADN B normal sería una cadena
continua, requieren reacomodarse más para adaptarse a

este ambiente. Por tanto a este nivel de teoría, dónde
estamos examinando la estabilidad intrínseca de la mo-
lécula y no su respuesta a factores externos concluimos
que las repulsiones de tipo estérico y electrostático in-
tramolecular e intermolecular (con la cadena inmedia-
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Figura 10: Superposición de estructuras del modelo para el oli-
gomero de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasos de
minimización. Los átomos de hidrogeno no se muestran para fa-
cilitar la visualización. Esferas representan iones de potasio.

tamente adyacente) son las fuerzas que determinan la
estabilidad de una configuración dada. Por tanto, estos
resultados no están en contradicción con observaciones
experimentales dónde se ve por ejemplo que los pares
de bases más externos presentan mayor movilidad o son
los más propensos a “abrirse transitoriamente” [32].
Otro aspecto muy interesante en este modelo de oligó-
mero es el rol del catión. Si se presta especial atención
al átomo de potasio colocado exactamente encima de lo
que sería la última tétrada GTGT y a la región de las dos
cadenas sobresalientes (modelo en Figura 3); se observa
que la estructura minimizada se distorsiona para formar
una triada GGT. (Figura 11). Esto se debe en parte a
que los oxígenos de las guaninas 2 y 3 (contadas des-
de el extremo 5’correspondiente a la T) en las cadenas
sobresalientes (en azul y rojo en la Figura 11) se orien-
taron apuntando hacia el potasio, causando una reaco-
modación de toda esa región que se podría resumir en
que las cadenas marcadas en rojo y gris se desplazaron
el equivalente al espacio de una base hacia abajo (a lo
largo del eje longitudinal de la hélice de ADN). Como
consecuencia se forman dos triadas GGT. La primera
está marcada por la guanina en cyan en la Figura 11 y
la segunda esta inmediatamente debajo. Este mecanis-
mo tendría un papel fundamental en el autoensamblaje

Figura 11: Triada G:G:T (la G esta de color cyan y en represen-
tación de enlace). Inmediatamente abajo se observa otra triada
G:G:T con la contribución de una T (en amarillo) que al inicio
de la minimización correspondía a la tétrada G:T:G:T inmediata-
mente inferior. Cada cadena está representada de un color distin-
to y parte del esqueleto está omitido para facilitar la visualización.

del sistema porque este catión podría estabilizar con-
formaciones que limiten la “polimerización” o que el
autoensamblaje continúe. Sin embargo, aún se requiere
avanzar con el análisis donde el siguiente paso a seguir
es repetir la minimización sin este potasio y realizar las
simulaciones de dinámica molecular para ver si este po-
tasio se mantiene en este sitio o durante la simulación se
pierde hacia el solvente. El rol del catión en este caso es
un claro ejemplo de cuanto los cationes pueden influen-
ciar en la estructura dinámica del ADN especialmente
en este tipo de regiones más expuestas al solvente.

Conclusiones

El estudio a nivel atómico de estructuras que se autoen-
samblan cómo estos oligómeros de G-cuádruple aporta
a la comprensión sobre la importancia del rol que jue-
gan los cationes en la solución en la estabilidad de la
molécula, así como también qué información importan-
te sobre la estabilidad de la conformación se puede ob-
tener a partir de una minimización donde podemos se-
parar el efecto de factores externos que se introducen
durante dinámica molecular. En este caso, las regiones
de transición entre una cadena y otra representan los si-
tios donde mayor reacomodación con respecto a una es-
tructura B-ideal es necesaria. Por tanto, la identidad de
las bases terminales (extremos 5’y 3’) son de esencial
importancia para el producto final de autoensamblaje.
Esto explica por qué dos secuencias tan similares co-
mo son 5’-GGGT-3’y 5’-TGGG-3’ producen dos cla-
ses distintas de oligómeros bajo idénticas condiciones
y tratamiento. Esta observación es de suma importan-
cia porque significa que se puede introducir un nuevo
nivel de control en el autoensamblaje de ADN al con-
trolar la identidad de las bases a extremos 5’y 3’ e in-
cluso introducir nucleótidos modificados en estos extre-
mos para obtener mayor variedad en el ensamblaje de
nanoestructuras basadas en ADN. Finalmente, también
estos resultados tienen implicación directa en el rol de
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la introducción de fluoróforos para seguir la estructura
de nanoestructuras de ADN a través de técnicas como
fluorescence resonance electron transfer (FRET) donde
la introducción del fluoróforo podría de manera funda-
mental cambiar el comportamiento del autoensamblaje
del sistema. Este estudio constituye una primera parte
de un más profundo entendimiento a nivel atómico de
los procesos de autoensamblaje de ADN G-cuádruple.
Los modelos minimizados aquí reportados serán usados
como estructuras iniciales para simulaciones de dinámi-
ca molecular donde se incluirá el efecto del solvente e
iones, y que permitirán adicionalmente estudiar cómo
el tratamiento térmico afecta la estabilidad relativa de
estas estructuras. (Manuscrito en preparación)
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Abstract

Artemisia sodiroiHieron (Asteraceae), commonly known as “Ajenjo”, is used intraditional
medicine in Southern Ecuador for the treatment of inflammations, stomachaches, hepatic
pains, fever, kidney problems, headaches, cough and by women to regulate their menstrual
cycle. In this paper we report a phytochemical screening of the aerial parts ofA. sodiroi,
which led the identification of five known secondary metabolites, 24- methylenecicloar-
tanol, stigmasterol, sitosterol, sabinyl acetate, and methyl-L-inositol, their structure were
elucidated by spectroscopic methods including GC/MS,1H NMR and13C NMR.

Keywords. Artemisia sodiroi, phytochemicals, 24-methylenecycloartanol, stigmasterol,
sitosterol, sabinyl acetate, methyl-inositol.

Abstract

Artemisia sodiroiHieron (Asteraceae), comúnmente conocido como “Ajenjo”, se utiliza en
la medicina tradicional en el sur de Ecuador para el tratamiento de inflamaciones, dolores
de estómago, dolores hepáticos, fiebre, problemas renales,dolores de cabeza, tos y se
utiliza por las mujeres para regular su ciclo menstrual. En este trabajo se presenta un
tamizaje fitoquímico de las partes aéreas deA. sodrioi, lo que condujo a la identificación
de cinco metabolitos secundarios conocidos, 24 - methylenecicloartanol, estigmasterol,
sitosterol, el acetato de sabinyl, y metil-L-inositol, su estructura fueron determinadas por
métodos espectroscópicos como GC / MS,1H NMR y 13C NMR.

Palabras Clave. Artemisia sodiroi, fitoquímico, 24-methylenecycloartanol, stigmasterol,
sitosterol, sabinyl acetate, methyl-inositol.

Introduction

The use of plants to treat and cure diseases is an ances-
tral practice, however the systematic study of plants for
identified their chemicals constituents is still in progress.

Asteraceae family have yield several important com-
pounds described as the active principles of medicinal
plants used in traditional medicine. In the Artemisia ge-
nus of this family the most studied species are:A. an-
nuaemployed in medicine against malaria, and source
of antimalarial compound, artemisinin;A. apiaceaeand
A. araratichave been reported to contain flavonoids [1],
andA. albidaWilld has yield sesquiterpene lactones and
flavonoids [2].

In Ecuador three species have been reported within Arte-
misia genus [3],A. absinthiumL., A. sodiroi Hieron.,

andA. annuaL. The aerial parts ofArtemisia sodiroi
commonly known as “Ajenjo” are used in traditional
medicine in Southern Ecuador for the treatment of in-
flammations, headaches, stomachaches, hepatic pains,
fever, kidney problems, he- adaches, cough and by women
to regulate their menstrual cycle [4].

A GC/MS analysis of essential oil ofA. sodiroihas been
reported [5], colorimetric tests for the determination of
secondary metabolites in the methanol extract showed
the presence of alkaloids, tannins, steroids, and sesquiter-
pene lactones, cardiac glycosides [6]. However, there
are no from previous reports of the isolation of phyto-
chemicals form this species.

The purpose of this study is to identify and character-
ize the secondary metabolites from the aerial parts of
Artemisia sodiroi. In this paper we report the isola-

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/A46-3-2-2011
Avances,2011, Vol. 3, No.2, Pags. A46-A49



Briceño et al. Avances,2011, Vol. 3, No.2, Pags. A46-A49

Figure 1: Structures of 24-methylenecycloartanol (1), stigmasterol (2), sitosterol (3), sabinyl acetate (4) and methyl-inositol (5).

tion and chemical characterization of five known com-
pounds.

Materials and methods

General experimental procedures

Uncorrected melting points were measured with a Fisher-
Johns apparatus. The GC/MS data were obtained in
an Agilent 5975C Series GC/MS instrument operating
under electron impact conditions (EI) at 70eV. NMR
spectra were recorded in CDCl3 and DMSO at 25oC
on a Varian, operating at 400MHz for1H and 100Mz
for 13C spectra. All 1D and 2D spectra were acquired
and processed with standard Varian software. Column
chromatography was carried out using 60-230 mesh sil-
ica gel. Thin layer chromatography (TLC) was per-
formed on aluminum plates covered with silica gel 60
F254 plates (0.2 mm thick, Merck).

Plant material

The aerial parts ofA. sodiroi were collected in June
2009 in the locality of Chuquiribamba, in the Loja pro-
vince of Ecuador. Voucher specimens with the code
PPN-as-021 are deposited at the Herbarium of the Ap-
plied Chemistry Institute of the Universidad Técnica Par-
ticular de Loja, Loja-Ecuador.

Extraction and isolation

The air-dried plant material (400 g) was extracted with
hexane (dynamic maceration for 5 h) at room temper-
ature and filtered in vacuum, the plant residue was ex-

tracted with ethyl acetate under the same conditions de-
scribed before, after de filtration process the new residue
was extracted with methanol (same pressure conditions);
finally the three extracts (hexane, ethyl acetate and methanol)
were concentrated under reduced.

Each one of the extracts hexane (7.48 g.), ethyl acetate
(12.16 g.) and methanol (34.02 g.) was fractioned by
column chromatography that was packed using wet pack-
ing method in hexane, using a ratio of 1:40 extract-
silica gel. The columns were run using hexane, ethyl ac-
etate and methanol by gradient elution technique. From
the hexane extract fractionation 290 fractions were col-
lected. From the ethyl acetate extract 290 fractions and
from the methanol extract fractionation 282 fractions
were collected.

Compound1 (Figure 1) was eluted in the hexane-ethyl
acetate (9:1) fraction (10 mg) as a white solid. Com-
pound2 and compound3 were eluted in the hexane-
ethyl acetate (8:2) fraction as a white solids; this three
compound were obtained from the hexane extract frac-
tionation. Compound4 was eluted from the ethyl ac-
etate extract in the hexane-ethyl acetate (8:2) fraction as
a white solid. Compound5was eluted from the methanol
extract fractionation in the ethyl acetate-methanol (8:2)
fraction and recrystallized from methanol as a white crys-
talline solid.

Spectroscopic characterization

GC/MS analysis was used to identify compounds1 to
4, while 1H NMR and13C NMR was used to identify
compound5.
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24-methylenecycloartanol (1): C31H52O, the mass spec-
trum of compound1 shown the molecular ion atm/z
440 with fragments atm/z (relative intensity) 440(25),
422(66.92), 407(100), 379(53.01), 300(58.81), 175(68.4),
121(77.67), 81(83.71). The results were compared with
other studies previously reported[7].

Stigmasterol (2): C29H48O, the mass spectrum shown
the molecular ion atm/z412, with fragments atm/z(rel-
ative intensity) 412(100), 394(26.37), 369(17.34), 327
(25.43), 300(38.3), 271(48.9), 95(49.5), 69(64.16), these
fragments were compared with the reported in the liter-
ature [8].

Sitosterol (3: C29H50O, the mass spectrum showed the
molecular ion atm/z414 with fragments atm/z (rela-
tive intensity) 414 (100), 396 (48.16), 329 (40.6), 303
(36.02), 273 (17.02), 255 (20.23), 213 (23.07), 145 (25.36),
107 (24.9), 95 (22.66), 81 (22.7), 69 (16.69), these data
was compared with the reported in the literature for this
compound [8].

Sabinyl acetate (4): C12H18O2, the mass spectrum shows
the characteristic fragments atm/z150[M-44], 134[M-
60], 91[C7H

+

7
].

Methyl-inositol (5): colorless crystal (methanol), C7H14O6,
mp 190-193oC. 1H NMR (D2O, 400 Mz): δ 3.08 (dd,
1H); 3.26 (m, 1H); 3.31 (s, 3H, H-OMe); 3.39 (m, 1H);
3.44 (m, 1H); 3.66 (q, 1H); 3.84 (q, 1H); 4.29 (d, H-O);
4.43 (dd, 2H-O); 4.63 (dd, 2H-O).13C NMR (D2O, 100
Mz): δ 56.81 (Me); 68.062 (C1); 70.501 (C5); 72.059
(C6); 72.236 (C4); 73.322 (C3); 81.113 (C2).

Results and discussion

From the hexane extract ofA. sodiroi three triterpenes
were identified using GC/MS analysis. The weak molec-
ular ion of compound1 was given atm/z440 and the
characteristic peaks atm/z422 [M-H2O], 407 [-CH3],
300 [M-C10H20]. The molecular ion and the fragmenta-
tion pattern indicate that the compound is 24-methylene-
cycloartanol. The fraction eluted in hexane-ethyl ac-
etate (8:2) shown two compounds with molecular ions
at m/z412 and 414, the characteristic peaks are given
at m/z 271 [M-139] and 273 [M-141] due to the loss
of C10H19 and C10H21. The molecular weights and
the fragmentation pattern indicate that the compounds
present in this sample are stigmasterol (2) and sitosterol
(3) respectively. The unique difference between these
two structures is the presence of a double bond in the
side chain. In traditional medicine in southern Ecuador
the specieA. Sodiroi is used by woman to treat men-
strual discomforts, use that may be associated with the
presence of sitosterol in the plant; previous studies re-
port the activity of this compound as a phytoestrogen
[9].

From the ethyl acetate extract the fraction eluted in hexa-
ne-ethyl acetate (8:2) was analyzed in GC/MS, the mass
spectrum did not show the molecular ion, but the struc-
ture was confirmed as sabinyl acetate (4) by comparison

with the spectra reported in the literature [10] which
shows the characteristic fragments atm/z 150[M-44],
134[M-60], 91[C7H7 +].

Methyl-inositol (5) was isolated as a colorless crystal
(methanol) from the methanol extract in the ethyl acetate-
methanol (8:2) fraction, this structure was elucidated
by NMR. The13C NMR spectrum showed seven car-
bon signals with chemical shifts within the region of
heteroatom-linkedcarbon. The1H NMR spectrum show-
ed signals between 3.08 and 4.63, the signal atδ 3.31
was assigned to the three-methoxyl protons, and the sig-
nal atδ 3.08, 3.26, 3.39, 3.44, 3.66, 3.84 were atributed
to the methine protons. The assignments of its1H and
13C NMR resonances have been done involving two-
dimensional experiments COSY, HMQC, and HMBC.
NMR analysis of this compound was previously reported
[11] and it is fully consistent with our study.

Conclusions

Phytochemical study of the extracts ofA. sodiroi al-
lowed the identification of five secondary metabolites
three triterpenes (24-methylenecycloartanol, stigmasterol
and sitosterol), an ester of a monoterpene alcohol (sabinyl
acetate), and a cyclitol (methyl-inositol). The compounds
were characterized using spectral techniques.
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Abstract

The characterization of a mixture of cucurbit[n]uril (n=6,7,8) was carried out by MALDI MS (Matrix-assisted
Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry Mass Spectrometry). The solid mixture of the titled com-
pounds was synthesized as part of a research study involvingsupramolecular chemistry at the Departamento
de Química e Ingeniería Química at USFQ. For the MALDI analysis, an appropriate procedure was implemen-
ted for sample preparation, which includes the effective dissolution of the solid mixture of cucurbit[n]uril in a
solution of water and formic acid, and the addition of alpha-cyano-4-hydroxy cinamic acid as MALDI matrix
(10g/l in 70:30 (v:v) of methanol:acetonitrile). In the sample preparation process for MALDI, other solvents
were employed to try dissolving the cucurbit[n]uril mixture with poor results. The addition of formic acid to
deionized water was important to achieve satisfactory dissolution of the cucurbit[n]uril compounds and to assu-
re its compatibility with the matrix. To acquire the corresponding mass spectra, a MALDI-Time-of-Flight Mass
Spectrometer (MALDI-TOF MS) was used, which was built in theDepartamento de Física at EPN. The mass
spectra of the detected cucurbit[n]uril ions were characterized by the presence of the single protonated peaks
of three molecular species corresponding to n=6,7,8 as inferred from their m/z values. Additionally, the mass
spectra contained abundant peaks of the MALDI matrix in the mass region up to 500 Da. The mass spectra were
satisfactorily internally calibrated with the help of multiple peaks of a PEG600 polymer that was introduced as
an internal standard in the sample. The instrumental molecular mass resolution allowed for isotopical resolution
over the whole mass range and the overall mass accuracy was about 0.1 %. The most intense signal among the
cucurbit[n]uril peaks was assigned to the cucurbit[7]urilcompound. A discussion is advanced to rationalize the
observed molecular cucurbit[n]uril species under the usedmethodology.

Keywords. cucurbit[n]uril, glicoluril, MALDI, alpha-cyano-4-hydroxy cinnamic acid, TOF MS

Resumen

La caracterización de una mezcla de cucurbit[n]uriles (n=6,7,8) se ha realizado por medio de espectrome-
tría de masas con la técnica de ionización MALDI (Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization). Los cucur-
bit[n]uriles fueron sintetizados como parte de una investigación de química supramolecular dentro del De-
partamento de Química e Ingeniería Química de la USFQ. Para el análisis con MALDI se ha introducido un
procedimiento adecuado para la preparación de muestras, que incluye la disolución efectiva de la mezcla sólida
de cucurbit[n]uriles en una solución de agua y ácido fórmico, y el uso del ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinámico
como matriz MALDI, en una solución 10g/l en 70:30 (v:v) de metanol y acetronitrilo. En el proceso de prepa-
ración de muestras para MALDI se intentó utilizar otros solventes para el cucurbit[n]uril con pobres resultados.
La adición del ácido fórmico al agua desionizada fue importante para lograr la correcta disolución del compues-
to y asegurar su compatibilidad con la solución de matriz. Para obtener los espectros de masas correspondientes
se utilizó un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo MALDI(MALDI TOF-MS) construido en el Depar-
tamento de Física de la EPN. Los espectros de masa de los cucurbit[n]uriles se caracterizaron por la presencia
de los iones protonados con una carga de las especies moleculares correspondientes a n=6,7,8, según se infiere
de los valores m/z medidos. Adicionalmente, los espectros de masa contuvieron picos abundantes de la matriz
MALDI en la región de masas hasta 500 Da. Los espectros de masase calibraron internamente de forma sa-
tisfactoria con la ayuda de os múltiples picos del polímero PEG600 que se introdujo como un estándar interno
en las muestras. La resolución de masas instrumental permitió separar las componentes isotópicas a lo largo de
todo el rango de masas y una precisión general en la detrminación de la masa de alrededor de 0.1 %. La señal
más intensa entre los cucurbit[n]uriles se la asignó al compuesto cucurbit[7]uril. Se hace una corta discusión
tendiente a racionalizar la observación de las especies observadas con nuestra metodología experimental.

Palabras Clave.cucurbit[n]uril, glicoluril, MALDI, ácido alfa-ciano-4-hidroxi cinámico, TOF MS

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/A50-3-2-2011
Avances,2011, Vol. 3, No. 2, Pags. A50-A55



Dueñas et al. Avances,2011, Vol. 3, No. 2, Pags. A50-A55

Figura 1: Síntesis de (a) glicoluril y (b) cucurbituriles

Introducción

Los cucurbituriles o cucurbit[n]uriles son cavitandos ma-
crocíclicos que están compuestos por 5, 6, 7, 8 ó 10
unidades de glicoluril que se unen mediante puentes de
metileno y se autoensamblan a partir de la reacción con
formaldehido en medio ácido (Figura 1). Aunque la pri-
mera síntesis de estos compuestos se remonta a princi-
pios del siglo 20, no fue sino hasta 1981 que sus es-
tructuras fueron elucidadas con certeza [1, 2, 3]. Usual-
mente, debido a la dificultar para pronunciar y escribir
sus nombres, a los cucurbituriles se los representa co-
mo CB[n], donde n indica el número de repeticiones de
las unidades de glicoluril. [1, 2, 4] Todos los cucurbi-
turiles tienen una estructura cilíndrica angosta, que se
asemeja a la corteza de una calabaza (de donde procede
su nombre) donde sus partes superior e inferior han sido
recortadas y el interior ha sido vaciado.

Entre estos compuestos macrocíclicos, el más común de
la familia es el cucurbit[6]uril, CB[6], de fórmula empí-
rica C36H36N24O12, masa molecular mono-isotópica de
996.294 g/mol y masa molecular promedio de 996.835
g/mol. La primera síntesis de este compuesto fue reali-
zada por Mock et al mediante catálisis con ácido sulfúri-
co a temperaturas mayores a >110◦C, mientras que los
isomorfos CB[n], n=5-8, 10 fueron preparados a tem-
peraturas más bajas (75-90◦C). Ya que el tamaño de
los CB[n] está definido por el número de unidades de
glicoluril en la estructura, los volúmenes internos de es-
tos compuestos varían entre 823 en el caso del CB[5]
a 8703 para el CB[10] [5, 6].Este volumen interno, de
características hidrofóbicas está centrado entre dos bor-
des hidrofílicos (uno superior y otro inferior) caracteri-
zados por poseer grupos carbonilos que por su natura-
leza polar pueden formar interacciones importantes con
iones, moléculas huésped o con moléculas de solven-
tes polares. Así, la familia de los CB[n] está asociada a
una alta capacidad para interactuar con otros compues-
tos mediante fuerzas ion-dipolo y puentes de hidrógeno
las cuales varían dependiendo del sitio de la molécula
que se esté considerado (Figura 2). Por esta razón, los
CBs tienen importantes aplicaciones industriales, tales
como el ser agentes para el transporte de drogas den-
tro de organismos vivos, como filtros moleculares para

Figura 2: Posibles sitios de interacciones CB[6]

la purificación de gases o líquidos, como matrices pa-
ra catálisis de reacciones químicas, como sensores pa-
ra reconocimiento molecular, matrices de adsorción de
agentes contaminantes, y como interruptores para má-
quinas moleculares [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10].

Los grupos carbonilo que enmarcan los portales de CB[n]
actúan como bases débiles, y como resultado de esto la
solubilidad de los CB[n] se incrementa dramáticamente
en soluciones ácidas concentradas o soluciones de acuo-
sas de metales alcalinos. Sin embargo, la poca solubili-
dad en agua pura es un problema que limita la aplica-
ción de estos compuestos. Así, el CB[6] y CB[8] son
esencialmente insolubles, mientras que CB[7] y CB[5]
tienen una modesta solubilidad ( 3 X 10−2 M)[11].

La caracterización molecular de los miembros de la fa-
milia de los cucurbit[n]uriles especialmente cuando se
trata de evaluar la eficiencia y calidad los procesos de
preparación es de importancia. El uso de la espectrome-
tría de masas para este propósito tiene ventajas obvias, y
la definición de los métodos analíticos correspondientes
es una necesidad básica. Un sinnúmero de trabajos re-
lacionados con el estudio estos compuestos mediante la
técnica de ionización por electrospray ionization (ESI)
se ha reportado en la literatura. Por otro lado, muy pocos
esfuerzos se han reportado respecto del uso de la técnica
de ionización MALDI para el análisis de cucurbituriles.
Las condiciones de ESI permiten típicamente analizar
complejos no covalentes de los cucurbituriles con mo-
léculas orgánicas [11, 12]. En particular la ionización
debida a la complexación con uno o varios cationes de
sodio es la que se puede ver en el espectro [12].

La técnica MALDI se ha impuesto los últimos años co-
mo una técnica sensitiva, relativamente fácil de apli-
car, que permite ionizar una multitud de compuestos.
Los espectros de MALDI se diferencian de aquellos de
ESI por su simplicidad relativa. En MALDI, en parti-
cular para masas debajo de los 1000 Da, se observan
normalmente los picos de los iones protonados con una
sola carga [M+H]+, aunque también son típicos los io-
nes complexados con sodio y potasio correspondientes
a [m+Na]+ y [M+K] +, respectivamente. En este sen-
tido, conceptualmente, un espectro MALDI es mucho
más sencillo de interpretar que uno de ESI. Como un
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Figura 3: Distribución isotópica esperada de masas para CB[6] de
acuerdo con su fórmula empírica

caso especial se puede mencionar a los polímeros que
se ionizan casi únicamente por adición del catión de so-
dio, a diferencia de otras sustancias orgánicas como los
péptidos.

La clave de la aplicación de MALDI al análisis está en
la selección y el uso de la sustancia matriz, típicamente
un ácido orgánico, que sirve como anfitrión de las molé-
culas de interés, y que absorbe la luz láser, se ablaciona
e induce la formación de iones moleculares aislados del
analito. Para la aplicación efectiva de la técnica se re-
quiere 1) que las soluciones de matriz sean compatibles
con las soluciones de los analitos, 2) que la solución de
la mezcla cristalice eficientemente, y 3) que el compues-
to matriz ionice efectivamente a los analitos.

MALDI puede acoplarse a un gran número de tipos de
analizadores de masa, y en particular, es excepcional-
mente compatible los llamados espectrómetros de masa
por tiempo de vuelo (TOF-MS por sus siglas en inglés),
tanto in vacuo como con el uso de fuentes de iones at-
mosféricas. Estos instrumentos muestran buena sensiti-
vidad, un gran rango de masas y costo relativamente ba-
jo. Como una ventaja adicional que se puede mencionar,
para el rango de masas de hasta 1500 Da, un instrumen-
to TOF-MS dotado de extracción retardada de iones y
espejo electrostático, permite en general, alcanzar una
resolución de masas isotópica. La distribución isotópi-
ca esperada del CB[6] se muestra en la Figura. 3. Las
distribuciones isotópicas de los CB[7] y CB[8] tienen
apariencias similares.

En este artículo se reporta la determinación mediante
MALDI MS de la masa molecular de una mezcla de
cucurbit[n]uriles preparado mediante el procedimiento
reportado en la referencia [8].

Este trabajo se realizó en el marco de un taller de intro-
ducción a las técnicas de caracterización molecular por
espectrometría de masas para estudiantes de ingeniería
química realizado en Julio de 2011 en las instalaciones
el Departamento de Física de la Escuela Politécnica Na-
cional, auspiciado por la red GET Nano. La muestra de
cucurbit[n]uriles provista M.E. Dueñas y S. Manzano
se preparó en el laboratorio de química inorgánica de la
Universidad San Francisco de Quito.

Metodología

Síntesis de Glicoluril

Un balón de 250 mL fue cargado con una solución de
urea (15.015 g, 0.25 mol) en agua (25.0 mL). A conti-
nuación se añadió una solución de glioxal al 40 % ac.
(5.006 g, 0.08625 mol) y HCl concentrado (2.15 mL).
Una vez terminada la adición se permitió que el balón
se caliente lentamente (85-90◦ C) hasta que se detecte
la formación de cristales blancos en el fondo del balón.
Una vez enfriado el sistema, los cristales fueron recolec-
tados por filtración y lavados con 50 mL de agua desti-
lada seguido por 25 mL de acetona. Este procedimiento
generó 3.99 g de producto seco, lo que implica un ren-
dimiento del 79.8 % [13].

Síntesis de Cucurbit[n]uriles

Un balón de 250 mL fue cargado con glicoluril (1.5 g,
10.6 mol) y 6.9 mL de HCl al 36 %. A temperatura am-
biente se añadió 1.5 mL de formaldehido. Después de
un periodo de 10 minutos, se observó que la mezcla ad-
quirió la apariencia de gel. Se dejó reposar la solución
por 3 horas y posteriormente se calentó lentamente hasta
100◦ C para disminuir la viscosidad del gel. La mezcla
se calentó posteriormente por 3 horas. Una vez termina-
do el tiempo de calentamiento se dejó enfriar el balón
lentamente. El producto se aisló por precipitación aña-
diendo 10 mL de metanol. El precipitado se filtró y se
lavó con metanol y acetona. [10]

Preparación de muestras para MALDI

El analito se preparó haciendo una solución de cucur-
bituril de 5 g/l en una mezcla de agua y ácido fórmi-
co en una proporción 10:1 (v:v). Otros solventes más
(agua desionizada pura, etanol, metanol) o menos po-
lares (tolueno, benzeno, cloroformo) se usaron en una
fase inicial de prueba, sin gran éxito. El ácidoα-ciano-
4-hidroxi-cinámico (ac4hc) que se utilizó como matriz
para MALDI se obtuvo de Sigma, al igual que los sol-
ventes usados. Una solución de 10 g/l de ac4hc se pre-
paró en 70:30 metanol-acetronitrilo (v:v). Las muestras
para MALDI se prepararon depositando sobre un porta-
muestras de acero alícuotas de 1µl de las soluciones de
cucurbituril y matriz. La mezcla se dejó secar bajo un
flujo suave de aire caliente provisto por un secador con-
vencional de pelo. Las muestras secas, fácilmente iden-
tificables por un depósito cristalino amarillento, se in-
trodujeron en el espectrómetro de masas para análisis.
En algunos casos, se introdujo en la solución de mezcla
una alícuota de solución acuosa de PEG600 (Sigma).
Esta sustancia se introdujo con la finalidad de tener un
calibrante interno en los espectros de masas.

Espectrometría de masas

Las muestras preparadas se introdujeron con un porta
muestras adecuado en la fuente de iones del espectró-
metro de masas. Este instrumento se construyó en casa,
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en el Departamento de Física de la EPN, y permite ob-
tener espectros de masa con una resolución en masa del
orden de 7000, para una masa nominal de 1000 Da.

En este instrumento, un pulso láser de nitrógeno de 337
nm se enfoca desde el exterior de la cámara de mues-
tras con una lente sobre la muestra. El impacto del pul-
so láser provoca la desorción y ionización del analito.
Los iones resultantes se aceleran de una fuente con dos
etapas de aceleración, separadas por mallas metálicas
de 95 % de transparencia en una configuración Wiley y
MacLaren. Luego de esto los iones se introducen en un
tubo de vuelo sin campos eléctricos y viajan libremente
desde la fuente de iones hasta el detector. El tiempo de
vuelo de cada tipo de ion estar relacionado con su masa
molecular. Para mejorar la resolución instrumental, se
utilizan dos técnicas en este instrumento, la extracción
retardada y un espejo electroestático. La configuración
y desempeño de este instrumento ha sido reportada in-
teriormente. [14, 15]

Los tiempos de vuelo en este instrumento se registran en
un osciloscopio digital. Los espectros analizados con-
sistieron de la promediación de cien espectros indivi-
duales obtenidos con sendos disparos del láser. Los es-
pectros se calibraron externamente en primer lugar, para
lo cual se utilizaron las dimensiones del instrumento, los
valores de voltaje utilizados en las diferentes partes de la
fuente de iones, y el retraso utilizado para la extracción
retardada. Con estos valores y con ayuda de la ecuación
de tiempo de vuelo, se pudo determinar un valor apro-
ximado para la relación masa-carga (m/z) de los iones.
Los picos correspondientes a los iones conocidos de la
molécula matriz, y los de los cationes de sodio y potasio,
una vez identificados a partir de la calibración inicial, se
usaron para refinar la calibración. Los espectros se re ca-
libraron finalmente una vez determinada la identidad de
los iones del analito como una medida de consistencia y
para mejorar la precisión la determinación de m/z. Con
la resolución instrumental y este procedimiento de ca-
libración se obtuvieron precisiones del orden del 0.1 %.
La adquisición de los espectros y su análisis preliminar
para determinar el tiempo de vuelo correspondiente se
realizó con ayuda del programa de uso libre MoverZ,
[16] y masspec desarrollado en la EPN. [15]

Resultados

Dos tipos de espectros de masas se obtuvieron a partir
de sendas preparaciones para determinar la masa mo-
lecular, e inferir a partir de esta, la estructura de los
sistemas sintetizados. En primer lugar se analizó cucur-
bit[n]uril mezclado con la matriz para identificar los pi-
cos correspondientes al compuesto. En el segundo ti-
po de espectro se incluyó además el polímero PEG600,
el cual produce un gran número de picos en una distri-
bución característica polimérica. Estos picos adiciona-
les se usaron como calibrantes internos ya que su masa
molecular es conocida. En ambos casos se identificó al

Figura 4: Espectro de masas MALDI de la mezcla analizada, en
unidades de tiempo de vuelo (µs). Los picos de matriz son evi-
dentes en las masas bajas hasta los 40-50µs. Entre 50 y 70µs, se
observa una distribución característica de unidades poliméricas
del PEG600. Alrededor de 70µs los tres picos de cucurbit[n]uril
son visibles (estos se destaca en el inserto).

compuesto de cucurbit[n]uril a partir de tres picos carac-
terísticos desde los 1000 Da hasta los 1300 Da. En la Fi-
gura 4 se muestra un espectro del segundo tipo indicado,
donde se puede ver la mezcla de iones moleculares de
matriz MALDI, PEG600 y cucurbit[n]uril. De los tres
picos principales correspondientes al cucurbituril, el de
masa intermedia resultó ser el de mayor intensidad y por
lo tanto, presumiblemente el de mayor concentración en
la mezcla.

Una fuente de confirmación de la identidad de los com-
puestos de cucurbit[n]uril es el patrón isotópico de es-
tos. Los patrones isotópicos correspondientes a los tres
picos principales de los cucurbit[n]uriles determinados
coinciden dentro de la resolución instrumental con los
patrones simulados indicados en la Fig. 3. Esto se pue-
de ver en la Figura 5 para el caso del pico más grande
representativo del compuesto.

Calibración

Los espectros de masas fueron primeramente calibrados
externamente, esto es, con ayuda de la ecuación de tiem-
po de vuelo calculada con los valores de las distancias
para las diferentes partes del instrumento determinadas
por el fabricante. Adicionalmente, es necesario incluir
la información de las diferencias de potencial que se
utilizan para acelerar los iones. Con estos parámetros
se introduce del valor medido el tiempo de vuelo co-
rrespondiente a cada pico de interés en la ecuación de
tiempo de vuelo y se obtiene su masa molecular. Es-
te cálculo permite obtener valores aproximados para las
masas de los compuestos observados con una precisión
del orden de 1 %.

Con ayuda de las masas así determinadas, se pudo iden-
tificar un número de picos correspondientes a sustan-
cias conocidas (la matriz y el PEG600). Estos picos se
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Figura 5: Detalle del pico correspondiente a CB[7] que muestra
la distribución isotópica del compuesto, dentro de la resolución
instrumental. La similitud de este patrón con el patrón teórico
mostrado en la Fig. 3 es una confirmación independiente de la
identidad de los compuestos CB[n].

resolvieron isotópicamente. La presencia del polímero
PEG600 se reconoce por una distribución de masas co-
rrespondientes a unidades poliméricas con diferentes nú-
meros de monómeros, alrededor de la masa 600 Da (lo
que justamente sirve para denominar al compuesto). Las
masas de los polímeros observados desde 10, hasta 22
monómeros corresponden al ión [M+Na]+, en cada ca-
so. La separación en masas entre esos picos es igual
al valor de la masa del monómero de PEG, es decir
44.0262 Da.

A su vez, los picos de la matriz que se usan para ca-
libración corresponden a los iones protonados molecu-
lar [m+H]+ (190.17 Da) y del fragmento [m-18+H]+

(172.17 Da). Asimismo, se pueden observar el ión co-
rrespondientes al radical m+ (189.17 Da), al dímero mo-
lecular, y a otros iones típicos del ac4hca que se obtie-
nen bajo las condiciones de MALDI.

Una vez identificados los picos de los calibrantes se pro-
cedió utilizar su masa molecular para calibrar interna-
mente los espectros. La calibración interna permite ob-
tener precisiones mucho mayores en el caso de calibra-
ción externa, en este caso de hasta 0.1 %. Esto se evi-
dencia, por ejemplo en el caso del ión del polímero de
PEG600 con 13 unidades (13-mero) sodiado, cuya ma-
sa teórica es 745.410 Da y cuya masa medida resulta ser
746.193 Da.

Del mismo modo, con la calibración interna se deter-
minó que las masas de los tres iones moleculares de los
cucurbit[n]uriles en el espectro de masas son de menor a
mayor, 997.2 Da, 1163.9 Da y 1328.4 Da. De la estruc-
tura molecular conocida de estos compuestos se infie-
re que interesantemente estas masas corresponden a los
iones ionizados por la adición de un protón es decir a
la especie [M+H]+, en cada caso (996.29 Da, 1162.155
Da, y 1328.02 Da). Esta situación es diferente a la re-
portada con ESI donde principalmente se observan io-
nes sodiados [M+Na]+ exclusivamente, [11, 12] lo cual

amerita un breve comentario. La diferencia podría ads-
cribirse al hecho de que las condiciones de preparación
de muestras con MALDI. En este caso estas condicio-
nes parecen no favorecer la constitución de complejos
no covalentes más complejos que el ión protonado co-
mo en el caso de ESI. La presencia de un medio ácido
en la preparación de la muestra MALDI de los cucur-
bit[n]uriles ciertamente pone a disposición de las molé-
culas a ionizar un gran número de protones, lo que ba-
jo estas condiciones podría inclinar la balanza hacia la
complexación con protones libres en lugar de cationes
como Na+.

Es importante en este resultado observar que si bien con
el procedimiento experimental utilizado para preparar
los cucurbit[n]uriles se obtiene una mezcla de CB[6],
CB[7] y CB[8], el compuesto predominante en los es-
pectros con buena diferencia es el de CB[7]. La abun-
dancia relativa observada calculada comparando las al-
turas de los picos correspondientes a las tres especies
es aproximadamente 18 %, 100 % y 13 %. Esto podría
apuntar a que el procedimiento de preparación de la
mezcla de cucurbit[n]uriles empleado tiene un rendi-
miento excepcional para la especie particular CB[7], com-
parado con las otras dos. Sin embargo, eventualmente,
también podría deberse a una mucho mayor solubili-
dad relativa de esta especie en particular en los solven-
tes usados para preparar las muestras para MALDI. Por
otro lado, la eficiencia de ionización bajo las condicio-
nes de MALDI podría ser diferente para los diferentes
compuestos CB[n], aunque presumiblemente, este se-
ría en cualquier caso un efecto menor. Las abundancias
indicados no deben tomarse por lo tanto, directamente
como valores absolutos sino como una medida aproxi-
mada de la presencia molecular relativa en la mezcla,
debido a los inherentes problemas de cuantificación con
MALDI MS. Sin embrago, estos valores dan una bue-
na idea relativa de la situación real y por lo tanto, la
metodología empleada, podría usarse para hacer confia-
blemente la monitorización (control de calidad) de los
procesos químicos de preparación de estos compuestos.

Conclusiones

Se ha reportado la preparación de una mezcla de cucur-
bituriles y su análisis por medio de espectrometría de
masas MALDI. Con la determinación de la masa mo-
lecular de los iones generados, se infiere la presencia
en la mezcla de las especies químicas correspondien-
tes a CB[6], CB[7], y CB[8]. Las metodologías tanto de
la preparación de los compuestos como de preparación
de muestras para MALDI y del análisis de los mismos
resultaron ser exitosas. La evaluación de la intensidad
relativa de los picos correspondientes en el espectro de
masas permite concluir que el método de preparación
de los compuestos empleado en este trabajo favorece la
aparición de CB[7] sobre CB[6] y CB[7] en tasas de en-
tre 5 y 6 a 1. La relevancia de las diferencias en solubili-
dad en el solvente usado y de la eficiencia de ionización
de los compuestos con MALDI se discute brevemente.
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Este trabajo ha sido el resultado de una colaboración
académica en la que se demuestra que el aporte de es-
fuerzos inter-institucionales con las facilidades existen-
tes tanto en la EPN como en la USFQ permiten la for-
mación de alto nivel académico y la producción de re-
sultados de interés científico relevante.
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