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Glosario
Siglas y abreviaciones empleadas

Longitud de onda

Densidad
pL Microlitro
pum Micrémetro
°Bx Grados Brix
°C Grados Celsius
%D Porcentaje de degradacién
%R Porcentaje de recobro
% m/m Porcentaje masa/masa’
S/Ton Precio por tonelada
ANDEVA Analisis de varianza
b Ordenada al origen
C Carbono
G Concentracidn inicial
C; Concentracidn
C,H4NaS; Ditiocarbamato de sodio
CCly Tetracloruro de carbono
CHsCN Acetonitrilo
CH3OH Metanol
CS, Disulfuro de carbono
CE Clasificacién y etiquetado
CEso Concentracion efectiva
CICOPLAFEST Comisidn Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de los

Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Tdxicas
Clso Concentracién letal media®, expresada en mg kg™

Ll peso, en fisica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un cuerpo. Normalmente, se considera
respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El peso depende de la intensidad del campo gravitatorio, de la posicién relativa
de los cuerpos y de la masa de los mismos. La masa es una propiedad caracteristica de los cuerpos: la cantidad de materia, y
no depende de la intensidad del campo gravitatorio, ni de su posicion en el espacio. Por ejemplo, una persona de 60 kg de
masa, pesa 60 kg-fuerza en la superficie de la Tierra; pero, la misma persona, en la superficie de la Luna pesaria sélo unos 10
kg-fuerza; sin embargo, su masa seguira siendo de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia compartida,
en parte porque su diferencia no fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a utilizarse. Cotidianamente, el
término "peso" se utiliza a menudo erréneamente como sindnimo de masa. La unidad de masa del Sl es el kilogramo, kg

2 .z . . . e s
La CLs, es la concentracion letal media que se define como la concentracidon del agente xenobidtico que se encuentra en el
. . . -1 -1 .
aire o agua (generalmente expresado en términos de mg kg™ o mg L), causante de la muerte del 50% de los animales
expuestos a estos. Cuando se reporta un Cls, es indispensable reportar el tiempo de exposicion (Valle y Lucas, 2000).



Clio
CLAR
cm
COINSA

cSt
cv
Da
d.i.
DLso
EDTA
EFS
ELL
FAO

GC

GLC

GSC

ha
H,0
H3PO,
HPLC

°HPLC
IA, LA.
ICsp
INE

Concentracioén letal,

Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Centimetros

Concentrados Industriales de los Plaguicidas, Fertilizantes vy
Sustancias Toéxicas

Centistokes

Coeficiente de variacion

Dalton

Didmetro interno

Dosis letal media®, expresada en mg kg'1
Acido etilen-diamin-tetra-acético

Extraccion en fase sélida

Extraccion en fase liquido-liquido

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacidon. Por sus siglas en inglés (Food and Agriculture
Organization)

Gramo

Cromatografia de gases. Por sus siglas en inglés (Gas
Chromatography)

Cromatografia gas-liquido. Por sus siglas en inglés (Gas-Liquid-
Chromatography)
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Resumen
El rendimiento de la sacarosa obtenida de la cafia se ve reducido notablemente, al

encontrarse microorganismos presentes en el jugo de cafia, como “Leuconostoc
mesenteroides” que, usando la enzima invertasa; hidrolizan la sacarosa del jugo de cafa
formando inicialmente glucosa y fructosa y, formando ademds, unas gomas llamadas
dextranas. Esta es una razén por la cual es imprescindible el uso de un bactericida de amplio
espectro como el ditiocarbamato de sodio para obtener el control completo sobre
“Leuconostoc mesenteroides” y asi evitar pérdidas. Por ello, es importante ver la influencia de
los factores como matriz, fotdlisis, temperatura y pH en la degradacion del ditiocarbamato de
sodio para obtener un producto inocuo. Por otro lado, la legislacién establece cudles son los
limites maximos permitidos para cada plaguicida en cada producto alimenticio y serd
importante verificar si los productos intermedios y finales de la produccidon de azucar los
cumplen para el caso del ditiocarbamato de sodio. El trabajo esta enfocado a la
determinacién de la influencia de los factores que, de manera directa, se considera que son
responsables de la degradacién del ditiocarbamato de sodio, como son matriz (agua,
metanol), fotdlisis (luz, oscuridad), temperatura (4 y 25°C), pH (4 y 7) y tiempo (0-4 dias). La
identificacidn y cuantificacion del plaguicida es a través de una técnica analitica que consiste
en el uso de la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) empleando un detector
UV-VIS, basandose en las condiciones cromatograficas propuestas en la literatura, las cuales
fueron adaptadas a la instrumentacién disponible del laboratorio. El estudio de Ia
degradacion del ditiocarbamato de sodio se realizé mediante un disefio experimental
multifactorial de 2**5%. De la investigacién realizada se concluye que el factor que influye
directamente en la degradacion del plaguicida es el tiempo, con una contribucién porcentual
del 38.1%, seguida del factor matriz con una contribucidn porcentual del 30.4% vy, finalmente,
el pH con una contribucion del 7.3%. Los demas factores, tales como la fotdlisis y la
temperatura también tienen un efecto sobre la degradacién del ditiocarbamato de sodio
aungue su contribucidon es menor. Para realizar la cuantificacidn se elaboraron las curvas de
calibracion de las diferentes matrices (agua, metanol y jugo de cafia) obteniendo coeficientes
de correlacién entre 0.9170 y 0.990 y, para la matriz de jugo, se obtuvo uno de 0.974. La
muestra real que se manejo en el estudio es una muestra adicionada de jugo de cafia mas el
compuesto de interés, a la cual se le aplicaron dos tipos de extracciones: liquido-liquido y en
fase solida, obteniendo porcentajes de recobro del 59.62 y 11.99%, respectivamente.
Ademas, se cuantificd el limite maximo de detecciéon de 40 mg L', mediante la extraccion
liquido-liquido. En cuanto a los limites maximos de deteccién del ditiocarbamato de sodio en
el equipo se cuantificé un valor de 0.62 mg kg™ en agua, de 1.58 mg kg™ en metanol y se
detectd un maximo de 10.19 mg kg™ en el jugo de cafia de aztcar. En cuanto a la degradacion
del ditiocarbamato de sodio en el jugo de cafa se obtuvo que la velocidad de degradacion (K)
es de 0.022 min*y un tiempo de vida media (t1/2) de 31.51 minutos a 25°C.



Capitulo 1. Problematica

1.1 Introduccion

La industria azucarera mexicana es una de las principales agroindustrias del pais, ocupando el
sexto lugar en produccién mundial (3.8%). Para este importante sector de la economia, el
crecimiento de la produccidn ha cobrado protagonismo en los ultimos afos, debido a que
esta actividad representa el 11.6% del valor del sector primario y el 2.5% del PIB
manufacturero. El valor generado en la produccién de azlcar es por mas de 3 mil millones de
ddlares anuales. Genera mas de 450 mil empleos directos y beneficios directos a mas de 2.2
millones de personas y es una actividad de alto impacto en 227 municipios donde habitan 12
millones de personas (SAGARPA, 2007-2012). Es por esto que se realizan proyectos de
investigacion, desarrollo, mejoramiento continuo y optimizacidon de los rendimientos en la
produccién. La obtencion de altos niveles de sacarosa depende de multiples factores, algunos
relacionados con la planta en el campo como son: el clima, suelo, disponibilidad de agua,
presencia de microorganismos y plagas y, ademas, de otros factores relacionados con los
sistemas de recuperacion de la sacarosa en fabrica. De acuerdo con la eficiencia de estos se
obtendrd un mejor rendimiento en la produccidn de azucar.

Las pérdidas de azucar se cuantifican mediante balances: la sacarosa que ingresa a la fabrica
contenida en la cafia de azucar, la sacarosa presente en los jugos obtenidos en la molienda y
la sacarosa en el bagazo; el azicar no detectada mediante el balance se registra como
“pérdidas indeterminadas”, las cuales se atribuyen a factores como la actividad
microbioldgica y las caracteristicas fisicoquimicas que favorecen la inversion de la sacarosa;
es por eso que controlar y disminuir las pérdidas de sacarosa es de gran importancia y ha
sido tema de muchas investigaciones.

Uno de los puntos criticos del proceso de la cafia es la extraccién del jugo, pues representa
pérdidas de azucar de un 13% por inversion quimica; un 25% por efecto enzimatico y un 62%
por inversién microbiolégica, debido a que se presentan condiciones favorables para el
desarrollo de microorganismos, como es el caso de Leuconostoc mesenteroides que, a partir
de la sacarosa, produce cantidades apreciables de gomas (dextranas) y subproductos
metabdlicos. Por ende, se presentan pérdidas y para lograr el control microbiolégico en un
ingenio productor de azlcar, es necesario saber qué microorganismos estan presentes en el
jugo de cafa y cdmo se pueden controlar (Serrano, 2006). Debido a esto, se lleva a cabo un
control bacteriano, el cual es una practica comun y se realiza mediante la adicidon de agentes
bactericidas en cantidades definidas. El ditiocarbamato de sodio es ampliamente utilizado en
la industria de los alimentos, pero principalmente en la extraccion de jugo de cafia de azucar.

Su accion radica en la inhibicion de Leuconostoc mesenteriodes, principal responsable de la
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formacién de gomas dextranas. El mecanismo de accidon de este bactericida se debe a su
caracter quelante de metales indispensables en procesos celulares, tales como remover el
ion férrico del citocromo, deteniendo asi la cadena transportadora de energia (COINSA, 2009;
Cremlyn, 1991).

1.2 Justificacion del trabajo

Al encontrarse microorganismos presentes en el jugo de cafia como “Leuconostoc
mesenteroides”, el rendimiento de la sacarosa obtenida de la cafia se ve reducido
notablemente. Este microorganismo utiliza una enzima llamada invertasa que hidroliza la
sacarosa del jugo de cafia en glucosa y fructosa y, posteriormente, forma gomas llamadas
dextranas. Por lo tanto, es imprescindible el uso de un bactericida y fungicida de amplio
espectro como el ditiocarbamato de sodio, para obtener el control completo sobre
“Leuconostoc mesenteroides” y asi evitar pérdidas de sacarosa. Por ello, es importante ver el
efecto de los factores de tiempo, pH, luz, oscuridad y temperatura del proceso de jugo de
cafia en la degradacién del ditiocarbamato de sodio para la obtencidon de un producto
inocuo. Por otro lado, la legislacién establece cudles son los limites maximos permitidos para
cada plaguicida en cada producto alimenticio y serd importante verificar si los productos
intermedios y finales de la produccién de azucar los cumplen para el caso del ditiocarbamato
de sodio. Por ello, es importante montar una metodologia para la extraccion del plaguicida a
partir del jugo de cafia a nivel laboratorio. Por esta razén, se plantea a continuacién la
hipdtesis del presente trabajo.

1.3 Hipétesis

El valor de pH, el tiempo, la temperatura, las reacciones de fotdlisis y el tipo de matriz
influyen en la degradacion del ditiocarbamato de sodio.

1.4 Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Determinar la degradacién del ditiocarbamato de sodio usado como plaguicida en el proceso
de elaboracién de azucar en México mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR)



1.4.2. Objetivos particulares

- Determinar las condiciones analiticas adecuadas para la cuantificacion de
ditiocarbamato de sodio por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

- Determinar la degradacién del ditiocarbamato bajo diferentes condiciones de
proceso (temperatura, tiempo, pH, luz y oscuridad), mediante un disefio de
experimentos factorial

- Implementar una metodologia para la extraccion del plaguicida a partir de jugo de
cafia a nivel de laboratorio para su posterior andlisis por cromatografia de liquidos
de alta resolucién (CLAR)

- Comparar los limites maximos permitidos establecidos para este compuesto en
jugo de cafia y/o azucar en diferentes paises.



Capitulo 2. Fundamento tedrico y antecedentes

2.1 Panorama de la industria azucarera en México

En México, la produccién de cafia de azlcar se registra en 15 estados del pais y 57 ingenios

azucareros; siendo los estados con mayor nimero de ingenios azucareros Veracruz, Jalisco y

San Luis Potosi con 22, 6 y 4, respectivamente. En la Tabla 1 se presentan los nombres de los

ingenios azucareros de todos los estados productores de cafia de azucar del pais (SIAP, 2010).

Tabla 1. Estados productores e ingenios azucareros en México (SIAP, 2010)

Michoacan

Puebla

Quintana roo
San Luis Potosi

Ingenio azucarero

La Joya

Queseria

Huixtla

Pujiltic (Cia. La Fe)
Bellavista

José Maria Martinez (Tala)
José Maria Morelos
Melchor Ocampo
San Francisco Ameca
Tamazula

Lazaro Cardenas
Pedernales

Santa Clara

Casasano (La Abeja)
Emiliano Zapata

El Molino

Puga

Adolfo Lépez Mateos
El Refugio

Pablo Machado (La Margarita)

Atencingo

Calipam

San Rafael de Pucté
Alianza Popular
Plan de Ayala

Plan de San Luis

San Miguel del Naranjo

Numero de
Ingenios



Tabla 1. Estados productores e ingenios azucareros en México (SIAP, 2010)(Cont.)

Ingenio Azucarero Numero de Ingenios

El Dorado
La Primavera
Los Mochis
Azsuremex-Tenosique
Presidente Benito Juarez
Santa Rosalia
Tamaulipas Aaroén Sdenz Garza
El Mante
Veracruz Central Motzorongo
Central Progreso
Constancia
Cuatotolapam
El Carmen
El Higo
El Modelo
El Potrero
Independencia
La Concepcién
La Gloria
La Providencia
Mahuixtlan
Nueva San Francisco (Naranjal)
San Cristdbal
San Gabriel
San José de Abajo
San Miguelito
San Nicolas
San Pedro
Tres Valles
Zapoapita-Panuco
Total de ingenios

La agroindustria de la cafia de azucar tiene un efecto socioeconédmico en 12 millones de
personas que habitan los 227 municipios de la cafia de azucar. Y la produccién de caiia de
azucar en México genera 440 mil empleos directos y 2.5 millones de empleos indirectos

(SAGARPA, 2007-2012).
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En la produccidn agricola de la cafa de azucar del 2009, se tiene que el valor de produccion
total invertido es de $ 18, 912, 734 millones de pesos mexicanos, teniendo mayor inversion
en los estados con mayor superficie sembrada y cosechada como son los estados de
Veracruz, Jalisco y San Luis Potosi, como se muestra en la Tabla 2. El precio pagado al
productor oscila entre $380 y $420 pesos mexicanos por tonelada (SIAP, 2010).

Tabla 2. Produccion agricola de caia de aztcar 2009 en la modalidad
Riego + Temporal (SIAP, 2010)

Ubicacién Sup. S((re]r:)brada Sup. C((;]Z()echada ($|7.'|\.A0$1) Pro\(/jilt?gién

(Miles de Pesos)
Campeche 10,382.00 9,200.38 396.00 147,024.11
Chiapas 29,067.90 29,058.85 400.88 998,177.89
Colima 9,633.00 9,346.00 369.68 309,207.58
Jalisco 71,976.76 69,917.77 372.13 2,136,584.92
Michoacéan 18,229.00 17,259.00 401.14 531,015.10
Morelos 17,102.20 15,261.70  411.69 753,536.00
Nayarit 33,359.19 33,358.19  433.11 1,137,147.03
Oaxaca 56,785.00 56,750.00 413.42 1,533,094.44
Puebla 16,177.51 16,177.51 422.46 754,071.72
Quintana Roo 22,229.00 22,229.00 357.30 354,478.59
San Luis Potosi 68,473.00 60,165.00 410.39 1,564,430.24
Sinaloa 26,864.00 25,329.00  338.22 639,907.68
Tabasco 32,511.66 28,474.48  381.21 534,576.06
Tamaulipas 59,131.00 53,391.00 384.78 1,482,886.59
Veracruz 247,503.60 246,656.60  374.95 6,036,596.29

Sup.: Superficie; ha: Hectdreas; PMR: Precios medios rurales; $/Ton: Precio
por tonelada

La produccidn anual de azucar en México en el 2009 fue de 4, 962,495 toneladas con un
rendimiento total nacional de 64.12 toneladas/hectédrea. Teniendo a Veracruz, Jalisco y San
Luis Potosi como los tres primeros estados mas productivos con 1, 857,269; 655,252 y
427,090 toneladas de azucar producidas respectivamente, mientras que en la cuestion de
rendimiento en campo se tiene a los estados de Morelos y Michoacdn como lideres debido a
la textura del suelo franco limoso y franco arenoso, ademas de que la cafia de azucar es una
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planta tropical que se desarrolla mejor en lugares calientes y soleados. La produccidn a nivel
nacional en la zafra del 2009 se presenta en la Tabla 3 (SIAP, 2010).

En cuanto a la produccién mundial en campo, México ocupa el décimo tercer lugar en
rendimiento (toneladas de cafia de azucar por hectarea), con un intervalo de 60 a 70, seguido
de EEUU con 70 a 80, Guatemala de 80 a 90 y Peru de 110 a 120 Ton/ha. A nivel mundial en
el contexto del azlcar, nuestro pais ocupa el séptimo lugar en consumo de azlcar (44
kilogramos anualmente/habitante), es decir 5.0 millones de toneladas de azlcar anuales y se
estima que en el 2010, el consumo llegue a 6.4 millones de toneladas, colocdndose en el
sexto lugar a nivel mundial en la produccion de azdcar (UNC, 2010).

Tabla 3. Informacidn de cierres en produccidn correspondiente a la zafra 2009 en México

(SIAP, 2010)

Estado Numero de dias de zafras AzUcar producida (Ton) Rendimiento en Campo (Ton/ha)
Campeche 150 42,601 40.35
Colima 170 97,052 67.1
Chiapas 161 279,391 83.33
Jalisco 154 655,252 85.1
Michoacan 110 111,162 76.61
Morelos 160 178,181 103.66
Nayarit 140 200,925 61.45
Oaxaca 144 251,929 51.24
Puebla 151 201,574 104.38
Quintana Roo 136 110,535 44.63
San Luis Potosi 145 427,09 51.03
Sinaloa 112 164,786 82.43
Tabasco 111 157,145 48.32
Tamaulipas 188 227,603 66.86
\Veracruz 141 1,857,269 59.94
Total Nacional 143 4,962,495 64.12

Ton: Toneladas; ha: Hectareas

Para poder llevar a cabo los objetivos propuestos en este trabajo, es necesario conocer el
proceso de la elaboracién del azicar que se obtiene de la caifa de azucar incluyendo cada
una de las operaciones unitarias involucradas en el proceso, con la finalidad de saber cuales
son los factores que influyen en la degradacion del ditiocarbamato de sodio, una vez que
haya sido agregado al jugo. Asi, se podrd comprobar experimentalmente su posible
degradacidn a nivel laboratorio. A continuacién se presenta el proceso de elaboracion del
azucar.
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2.2 Proceso de elaboracion del azucar (San Carlos, 2009a)

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una graminea anual en la que se manejan dos
tipos de plantaciones: cafa planta, que es el ciclo que comprende desde la siembra hasta el
primer corte y cafa soca, que empieza después del primer corte y termina con el dltimo
(pueden ser cinco o mds) antes de hacer una nueva siembra, lo que se conoce como
renovacion. El proceso de elaboracién del azucar esta dividido en dos etapas, las cuales son
en campo y en planta. A continuacidn se presenta el proceso de elaboracién del azucar en
planta.

2.2.1 Proceso de planta

La cafia cosechada en el campo es transportada hacia la fabrica por medio de camiones, con
el objeto de conocer la masa de cafa transportada. Se procede primero a pesar en las
basculas. Una vez pesados, se distribuyen los camiones hacia los trapiches o tdndem de
molinos. Cada tdndem de molinos posee dos vibradoras de cafa. Una vez que son viradas las
cargas de cafia en las respectivas vibradoras de cada tdndem de molinos, lo primero que se
realiza es un lavado con agua para retirar algo de la tierra y la suciedad que trae del campo.
Luego, la cafia pasa por una primera picadora, que tiene por objeto desmenuzar la cana.
Posteriormente, pasa por una segunda picadora para completar el desmenuzamiento de la
cafia. Mientras mas desmenuzada esté la cafia se lograra un mejor trabajo de extraccién en
los molinos y se mejorara el rendimiento. Durante este proceso, sélo se realiza una
fragmentacidn de la cafia, sin extraerle el jugo, pues no hay acciéon de compresion.

La cana desmenuzada es transportada a través de un conductor hacia los molinos, para
proceder por compresion, a extraer el jugo contenido en la caia. El jugo que se extrae de
cada molino cae hacia un tanque, llamado "tanque de jugo mezclado", es el momento de
adicién del ditiocarbamato de sodio para inhibir el crecimiento de “Leuconostoc
mesenteroides”, ya que se le adiciona agua para disolver la mayor parte del azlicar que queda
ocluida en el bagazo. A esta agua se le conoce como agua de imbibicidon y generalmente es
agua condensada en los evaporadores que concentran el jugo de cafa y que traen algo de
azucar disuelta. El jugo mezclado del tdandem “A”, es bombeado hacia una balanza para
registrar la masa del jugo de dicho tandem de molinos. El jugo mezclado del tandem “B” es
bombeado hacia otra balanza para conocer la cantidad de jugo proveniente de dicho tandem
de molinos. Posteriormente, se unen estas corrientes de jugo mezclado en un tanque
receptor. Este jugo mezclado es un jugo “sucio” pues contiene tierra, arena, residuos de cana
y otras impurezas por lo que debe ser clarificado para poder ser utilizado en el proceso.
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A partir de esta operacién puede cambiar el proceso dependiendo de si se desea obtener
mascabado, azucar estandar o azucar refinada. A continuacién, como ejemplo de uno de los
tres procesos, se dara el de la produccidn de azucar estandar, que es la mas ampliamente
consumida en México.

2.2.2 Inhibicién de las reacciones de oscurecimiento enzimatico del jugo

La inhibicién se realiza en las llamadas columnas de sulfitacion, que son equipos que trabajan
a contracorriente, ingresando el jugo mezclado por la parte superior y alimentando anhidrido
sulfuroso por la parte inferior. Al entrar en contacto el anhidrido sulfuroso con el jugo se
produce la inhibicién del oscurecimiento enzimatico del jugo ya que el azufre impide que el
oxigeno afecte al jugo. Ademds, ayuda a reducir el contenido de patdgenos, bacterias y
microorganismos que pudiesen estar presentes en el jugo ya que baja el pH del liquido.
Simultdneamente, la sulfitacion reduce las sales férricas (color pardo) presentes, a sales
ferrosas (color rojo claro), realizandose, por tanto, una accién de blanqueo del jugo. Durante
esta etapa del proceso se produce un incremento en la acidez del jugo tratado. Debido a que,
en medio acuoso acido, se produce una reaccién de inversion de la sacarosa, es
imprescindible proceder inmediatamente a neutralizar el jugo hasta obtener un pH entre 6.8
y 7.0 para la produccidn de azucar estandar. Esto se realiza agregando una lechada de cal al
jugo vy asi, ya neutralizado, se le denomina "jugo alcalizado".

2.2.3 Clarificacidon del jugo

Una vez que se ha “sulfitado” y “alcalizado” el jugo, se procede a separar la tierra, arena y
demads impurezas solidas presentes en el jugo. Esto se realiza mediante la operacidn unitaria
de sedimentaciodn, la precipitacién de las impurezas sélidas es mas eficiente si es realizada en
caliente. Por ello, se calienta el jugo alcalizado hasta una temperatura no mayor a 110°C,
pues por encima de esta temperatura se producen reacciones de Maillard y oscurecimiento
del jugo. Luego del calentamiento, se agrega un agente floculante para agrupar las impurezas
sélidas presentes que, al ser mas pesadas que el jugo, tienden a sedimentar en los equipos
llamados clarificadores, obteniéndose por la parte superior un jugo limpio y brillante,
llamado "jugo clarificado" y, por el fondo del equipo, un lodo que contiene todas las
impurezas sélidas (tierra, arena, residuos de cal y residuos de floculante). A este lodo se le
denomina "cachaza".
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2.2.4 Filtracion de la cachaza

La cachaza, por haber estado en contacto con el jugo, es un lodo que contiene todavia una
cantidad importante de azlcar (sacarosa), que debe ser recuperado. Esto se realiza en filtros
rotatorios al vacio obteniéndose:

a) una torta sdlida de cachaza que, por tener presencia de elementos nutrientes, es
utilizada para enriquecer las aguas de riego de los cultivos de cafia, y

b) un jugo sucio llamado "jugo filtrado", que es alimentado al clarificador de jugo filtrado
para separarle las impurezas sdélidas presentes y obtener un jugo que pueda ser
recirculado al proceso. Las impurezas solidas separadas del jugo filtrado clarificado
son enviadas al tanque de cachaza y dispuestas en los campos cafieros como
mejoradores de suelos.

Durante el proceso de filtracién se alimenta agua condensada a presién, para realizar un
lavado de la torta de cachaza y facilitar la extraccién de la sacarosa presente. Esta disolucién
azucarada se une al jugo mezclado inicial.

2.2.5 Evaporacion del jugo clarificado

El jugo clarificado pasa luego a la seccién evaporacién para eliminar la mayor parte del agua
presente en el jugo. El jugo clarificado posee aproximadamente de un 82 a 87% de agua. Por
efecto del trabajo de los evaporadores de multiple efecto, se logra reducir el contenido de
agua al 33 a 40% (60-67°Brix), denominandose "meladura" o “miel fina” al jugo concentrado
gue sale de los evaporadores.

2.2.6 Cristalizacion y centrifugacion

La presencia de soélidos insolubles en la meladura representa un problema no deseado, razén
por la cual la meladura es alimentada a un equipo de clarificacién por flotacién para
minimizar este riesgo y obtener una meladura mas clara que se constituya en un material
gue aporte significativamente a la consecucion de un azucar de buena calidad. Para lograr la
formacién de los cristales de sacarosa se requiere eliminar el agua presente en la meladura.
Esto se realiza durante la evaporacién del agua en las templas, nombre que se les da a las
soluciones saturadas de sacarosa provenientes de los sistemas de evaporacion y clarificacion,
en equipos llamados “tachos”, nombre con el que se conoce a los evaporadores de simple
efecto que trabajan al vacio. En un sistema de tres templas se producen tres tipos de “masas
cocidas” (masacote, por el francés masse cuite) o templas: “A”, “B” y “C”. Las templas “A”
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son las de azucar comercial y las otras se usan como “semilla” para mejorar la cristalizacion
de la templa “A” de la que se obtiene finalmente el azlicar comercial.

Para lograr la separacion de los cristales presentes en las templas se emplean centrifugas,
equipos que permiten separar la miel de los cristales presentes en las templas. Los cristales
separados son llamados "azucar A, B o C" y la miel final separada es la "miel C” o melaza. El
azucar C se adiciona de agua acompafiada de agitacién hasta formar una masa de 93°Brix.
Este material recibe el nombre de magma de tercera y es utilizado como semilla para la
preparacién de templas de segunda o B.

Para obtener las templas B, se alimenta una cierta cantidad de magma de azlcar de tercera a
un tacho, luego se alimenta miel A y se somete a evaporacién, hasta que la masa elaborada
contenga aproximadamente 94-96°Brix. Al llegar a esta concentracidn se descarga la templa
0 masa cocida hacia los cristalizadores para terminar de agotar las mieles. Para lograr la
separacion de los cristales de las mieles se emplean las centrifugas de segunda, los cristales
separados son llamados "azlcar B" y la miel separada "miel B". El azicar B es mezclado con
una pequena cantidad de agua para elaborar una papilla llamada "magma", la cual es
bombeada al piso de tachos para ser empleada en la elaboracién de las templas A. Si hay
exceso de magma se procede a disolver el azicar de segunda, para obtener un "diluido de
segunda", el que es bombeado a los tachos.

Para elaborar las templas A se alimenta al tacho cierta cantidad de magma, luego se agrega
meladura y se concentra la masa hasta obtener 92-93°Brix, al llegar a esta concentracién se
descarga la templa o masa cocida hacia los cristalizadores para darle agitacion a las templas e
impedir que se endurezcan demasiado. Para lograr la separacion de los cristales presentes en
la templa se emplean centrifugas de primera. Los cristales separados son denominados
"azlcar A", que es el azicar comercial y la miel separada es llamada "miel A".

2.2.7 Secado y envasado

Una vez descargados los cristales de las centrifugas se procede al secado del azucar "A",
empleando un secador rotatorio al vacio. La humedad maxima permitida en el aztcar debe
ser 0.075%. El azUcar seca es conducido hacia las tolvas de almacenamiento para su posterior
envasado en sacos. Una vez envasado el producto, se debe controlar la masa de los sacos
para comprobar que se cumpla con la norma de 50 kg de masa neta de azucar por saco.
Luego se transportan los sacos hacia la bodega para su posterior distribucién. El producto es
embalado en las presentaciones de 250 g, 500 g, 1 kg, 2 kg y 5 kg envasados en fundas
plasticas (polipropileno) y a granel en 50 kg envasados en sacos de papel tipo kraft de triple

16



capa. De manera general, se presenta el diagrama de bloques del proceso de elaboracién del
azucar en la Figura 1.

2.3 Microbiota de la caiia de aztcar y jugo de cafia

2.3.1 Microorganismos presentes en el jugo de cafia

La extraccidon del jugo representa pérdidas de azlcar en un 62%, debido a la inversion del
azucar por los microorganismos que proliferan por las condiciones favorables, tanto por la
presencia de nutrientes y factores ambientales, como por la falta de asepsia generalizada en
los molinos de caiia. Los microorganismos presentes en el jugo de cafia son (Serrano, 2006):

«* Bacterias: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Bacillus pumilus, Bacillus stereotermophilus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
dextranicum, Escherichia coli, Enterobacter aerégenes, Citrobacter freudii, Pseudomonas
sp, Klebsiella sp, Corynebacteirum sp, Micrococcus luteus, Staphilococcus Fragilis y
Clostridium sp.

% Levaduras: Saccharomyces cerevisiae, Saccahromyces rouxii, Saccharomyces pombe,
Candida tropicalis, Candida, micoderma, Candida intermedia, Kloeckera apiculata, Pichia
membranofaciens, P. farinosa, Kluyvoromyces fragilis y Hansenula anomala

< Mohos: Penicillum citrovorus, Penicillum funiculosum, Aspergillus variatum, Asopergillus
niger, Trichoderma viride y Monilia sitiophila.

Este gran numero de especies demuestra la diversidad de la microflora presente en los jugos
de cana; sin embargo, hay algunas especies que se desarrollan en el jugo con mas frecuencia
gue otras y que, por lo tanto, adquieren una gran importancia econémica al consumir la
sacarosa y formar polisacaridos (Serrano, 2006).
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Fig. 1. Proceso de elaboracidén de azucar (San Carlos, 2009b)

2.3.2 Microorganismos que afectan la eficiencia de obtencidn del azucar

Dependiendo de la composicién microbiana determinada por las condiciones de disefio y
operacion de las plantas, asi como de ciertas propiedades de la materia prima, los productos
metabdlicos de los microorganismos disminuyen el pH, producen componentes coloreados y
permanecen en el proceso afectando la calidad de los subproductos posteriores. Tienen
todos ellos un efecto “melazogénico”, es decir, que arrastran sacarosa con ellos en las
melazas disminuyendo la sacarosa recuperada (Serrano, 2006).

Las bacterias pertenecientes al género Leuconostoc (principalmente Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc dextranicum) y miembros de las bacterias coliformes tales
como Enterobacter amnigenus, Rahnella sp. o Enterobacter aerogenes, producen grandes
cantidades del polisacarido extracelular conocido como dextrana, cuando se desarrollan con
la sacarosa. Esto disminuye el rendimiento en la extraccién del azlcar en los ingenios

azucareros.
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Estos microorganismos utilizan enzimas como la invertasa para hidrolizar la sacarosa en
glucosa y fructosa para poderlos utilizar bioquimicamente, siendo Leuconostoc el de mayor
incidencia en los ingenios azucareros. La dextrana es el nombre genérico de una poliglucosa.
Los polisacaridos que son polimeros de glucosa, quimicamente son polimeros homdlogos de
D-glucopiranosa (glucanas), con elevada masa molecular, de 15000 a 20000000 Da. lLa
dextrana varia de acuerdo con la cepa presente. Se forma extracelularmente por la accién de
la enzima dextrdn-sacarasa, una glucosiltranferasa que cataliza la transferencia de residuos
glucosidicos obtenidos de la hidrdlisis de la sacarosa a dextrana, liberando D-fructosa
(Serrano, 2006).

Estas bacterias del acido lactico primero fueron objeto de atencidon por parte de los
microbidlogos industriales debido al perjuicio que producian; ocasionalmente, se
desarrollaban en las refinerias de azucar y las grandes cantidades del polisacdrido gomoso
producido obturaban literalmente las instalaciones. Es asi que el deterioro microbiolégico
causa entonces la mayor parte de las pérdidas de la sacarosa por su inversién, disminuyendo
la produccion de azucar y aumentando la produccién de melazas; por lo cual es necesario
utilizar un plaguicida para evitar que disminuya el rendimiento en la extraccion de azucar
(Stanier, 1986).

2.4 Plaguicidas

Los plaguicidas son sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o que
interfieren de cualquier otra forma en la produccién, elaboracién, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos y otros productos agricolas (CICOPLAFEST, 2004).

2.4.1 Clasificacion de los plaguicidas (Morell y Candela, 1998)

Debido a la gran variedad de familias quimicas, formulaciones comerciales, mecanismo de
accién y uso al que se destinan, los plaguicidas pueden clasificarse de maneras diferentes
tales como:

Organismos que controlan

a) Insecticida. Control de insectos

b) Acaricida. Control de acaros

c) Fungicida. Control de hongos y levaduras
d) Bactericida. Control de bacterias
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e) Antibiético. Control de bacterias

f) Herbicida. Control de hierba y maleza
g) Rodenticida. Control de roedores
h) Molusquicida. Control de moluscos

Composicidn quimica

a) Compuestos inorganicos. Estos son compuestos que carecen de carbono

b) Compuestos organicos. Son aquellos que contienen atomos de carbono en su
estructura quimica, la mayoria son de origen sintético, fabricados a partir de
compuestos quimicos basicos; algunos son extraidos de plantas, por lo que se conocen
como botdnicos. Los compuestos orgdanicos sintéticos utilizados como plaguicidas
pertenecen a distintos grupos o familias quimicas. Cada uno de estos grupos tiene
algunas caracteristicas comunes y en cualquiera de ellos puede haber insecticidas,
acaricidas, herbicidas, fungicidas u otros tipos de plaguicidas

c) Plaguicidas biolégicos. Se llama asi a los virus, microorganismos o sus metabolitos,
formulados como insumos, que pueden controlar a una plaga en particular.

Familia guimica

a) Organoclorados b) Organofosforados ¢) CARBAMATOS d) Piretroides

e) Botanicos f) Bioldgicos g) De cobre h) Tiocarbamatos
i) Ftalimidas j) Carboxamidas k) Carboximidas [) Guanidinasy

naftoquinonas
m) Organoestdnicos n) Organicos con o) Clorofenoxi p) Dinitrofenoles

azufre
g) Derivados de la r) Triazinas s) Derivados de los t) Bipiridilicos
urea acidos tricloro-
acéticos

Peligrosidad segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Dada la gran importancia que presentan los plaguicidas a nivel mundial, la OMS ha elaborado
la clasificacion que se presenta en la Tabla 4 (SEDESOL-INE, 2000), clasificando a los
plaguicidas por su peligrosidad.
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Tabla 4. Clasificacion de los plaguicidas por su peligrosidad (SEDESOL-INE, 2000)

Categoria de la oms Simbolo

Frase de advertencia pictografico Via oral

Color de la banda Sélido Liquido

DLso aguda (rata) de productos formulados (mg kg'l)

Via dérmica

Sélido

Liquido

la. Extremadamente
peligroso

“Muy toxico”

5 0 menos 20 0 menos

Rojo

Ib. Altamente
peligroso

Toxico 5-50 20-200

Rojo

Il. Moderadamente
peligroso

“Dafiino”

50-500 200-2000

Amarillo

Ill. Ligeramente
peligroso
500-2000 2000-3000
“Cuidado”

Azul

IV. Plaguicidas que
parecen no
representar peligro
en condiciones —
normales de uso

Mas de 2000 Mas de 3000

Verde

10 o menos

10-100

100-1000

Mas de 1000

Mas de 1000

40 0 menos

40-400

400-4000

Mas de 4000

Mas de 4000

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; DLsq: Dosis letal media
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Concentracidén

a)

b)

Plaguicida técnico: La concentracion mdaxima del ingrediente activo obtenido como
resultado final de su fabricacion, del cual se parte para preparar un plaguicida
formulado

Plaguicida formulado: mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos, con uno o mas
ingredientes conocidos como "inertes", cuyo objeto es dar estabilidad al ingrediente
activo o hacerlo util y eficaz; constituye la forma usual de aplicacién de los
plaguicidas.

Persistencia

a)
b)
c)
d)
e)

Ligeramente persistentes: menos de cuatro semanas

Poco persistentes: de cuatro a veintiséis semanas

Moderadamente persistentes: de veintisiete a cincuenta y dos semanas
Altamente persistentes: mdas de un afo y menos de veinte
Permanentes: mas de veinte afios.

Uso al que se destinan

a)

f)
g)

Agricola. Uso en diversas extensiones, en sistemas de produccién agricola y en
productos y subproductos de origen vegetal

Forestal. Uso en bosques y maderas

Urbano. Uso exclusivo en dareas urbanas, industriales, areas no cultivadas, drenes,
canales de riego, lagos, presas, lagunas y vias de comunicacién

Jardineria. Uso en jardines y plantas de ornato

Pecuario. Uso en animales o instalaciones de produccién intensiva o extensiva cuyo
producto sera destinado al consumo humano o a usos industriales. Incluye el uso en
animales domésticos

Doméstico. Uso en el interior del hogar

Industrial. Se utiliza como materia prima en el proceso industrial para la formulacidon

de plaguicidas o productos de uso directo.

2.4.2 Carbamatos

Estos plaguicidas se introdujeron alrededor de 1950. Son muy usados en el control de plagas

debido a su efectividad y amplio espectro de actividad bioldgica (insecticidas, fungicidas y

herbicidas). Su estructura es un N-acido estérico sustituido (R3OCONR;R,). Los tiocarbamatos

(R3SONR{R;) también se incluyen en este grupo y se comercializan los carbamatos tipo enol y

oxima. El grupo R; puede ser un hidrégeno, un metilo o un grupo mas complejo, R; es
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usualmente un metilo y el grupo Rj3 incluye un grupo fenilo o un anillo aromatico
heterociclico como se presenta en la Figura 2. La alta polaridad, solubilidad en agua y
descomposicién térmica son caracteristicas tipicas de los plaguicidas carbamicos. Sin
embargo, estos atributos no pueden generalizarse a todo el grupo de plaguicidas carbdmicos
porque sus propiedades varian de unos a otros (por ejemplo, la N-metil oxima y el sulféxido
son muy polares, mientras que el N-metil aril carbamato es mucho menos polar (Soriano et
al., 2001):

Fig. 2. Estructura de los carbamatos (Soriano et al., 2001)

La toxicidad de los insecticidas carbamicos es igual que la de los compuestos organoclorados
inhibe la enzima acetilcolinesterasa, pero con los carbamatos la inhibicidn es reversible y, por
tanto, es menos toxico para los mamiferos. Algunos carbamatos son altamente téxicos, por
ejemplo, aldicarb y carbofurdn, que tienen una DLsg para ratas con la ingestidon de 1 a 8-14
mg kg'l, respectivamente. El carbaril es conocido por su gran uso como un insecticida y por
su baja toxicidad a los mamiferos (DLsg para ratas por ingestion = 850 mg kg'l) (De-Bertrand y
Barceld, 1991).

2.4.2.1 Ditiocarbamatos

Los ditiocarbamatos son compuestos derivados del acido carbdmico donde se reemplaza el O
por S teniendo una férmula general de RSCSNR;R, se muestra en la Figura 3. La mayoria de
los ditiocarbamatos son usados como fungicidas; muy pocos son usados como herbicidas. Al
menos uno, metam-sodio, tiene un importante uso como un nematicida. La clasificacion de
los ditiocarbamatos esta basada en la caracteristica de la sustitucion de uno o ambos
hidrogenos en cada nitrogeno, como se presenta en la Tabla 5.

Fig. 3. Estructura de los ditiocarbamatos (Soriano et al., 2001)
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Tabla 5. Clasificacion de los ditiocarbamatos, propiedades fisicas y quimicas (Hayes, 1991; Nollet, 2006)

NOMBRE FORMULA R NOMBRE COMUN NOMBRE COMERCIAL MM Punto de SOLUBILIDAD p PRESION DE
(g mol™) fusién (gmL™) VAPOR
Metilditiocarbamato Metam-sodio Anafum 4-S 129.17 110°C. Su solubilidad en agua igual a 722 g 1.21a25°C No volatil
Metam- H 5 Na" (Metil ditiocarbamato de sodio) L' a 20 °C; ligeramente soluble:
sodio \ ﬂ acetona, xileno y  keroseno;
N—C—§ —R insoluble:  mayoria de  los
Vs disolventes organicos
CH,
Dimetilditiocarbamato
DDC Na® Ferbam (fierro III) Ferbam Granuflo/Currier 416.51 180°C Su solubilidad en agua es de 130 | Aproximadamente
dimetilditiocarbamato mg mL" a 25°C 0.6kg L™ 46 MPa
Soluble en triclorometano, piridina
y acetonitrilo
Ferbam Fe™* Thiram 18 mg L' en agua a 20°C
Thiram CHy ) SC(S)N(CHa), Arasan®, Fernasan®, 240.44 155-156°C L}géramente soluble en etanol y
\ " Nomersan®, Pomarsol®, dietileter, soluble en acetona y
N—C—5 |—R (disulfuro de tetrametilthiuram) Puralin®, Rezifilm® cloroformo 1.29 a20°C 2.3 MPa
i
Ziram CHy Zn**
n Ziram Corozate®, Fuclasin®, 305.82 250°C 0.03 mg L' a 20°C; ligeramente 1.66 a 23°C <1MPa
(dimetilditiocarbamato de zinc) Karbam White®, soluble en etanol y dietil éter;
Mathasan moderadamente soluble en acetona.
Soluble en solucion alcalina,
cloroformo y disulfuro de carbono
Dietilditiocarbamato
- wsc2 8 -CHCCICH, MANESB ( 1,2-etanodiol- Dithane M-22®, Manzate 265.29 92-204°C Moderadamente soluble en agua e
Sulfallate I bi(carbamoditioato) insoluble en muchos solventes n.d. <10 MPa
N—C—§ —R organicos
Hscz/ Nabam n.d. Insignificante
etilenbisditiocarbamato de sodio Danoquil, Termil 80°C Totalmente soluble en agua 1.17-1.20 a 25°C
Etilenbisditiocarbamato n.d. n.d. <0,01 MPa
ZINEB (etilenbiditiocarbamato Dithane®, Lodacol®, 275.75 10 mg L' en agua a temperatura
Anobam (NHa), de zinc) Prazat® ambiente
Maneb Mn
Nabam (Na),
Zineb Zn

R: Radical; MM: Masa molar; PF: Punto de fusion; p: Densidad; MPa: mega Pascales; n.d.: No determinado
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Una importante ventaja de esta clasificacién es que separa compuestos capaces de ser
metabolizados a etilentiourea (etilenbisditiocarbamato) de compuestos incapaces de
formar este compuesto. El grupo alquilico unido al nitrégeno debe ser un radical corto,
ya que la actividad disminuye al aumentar el nimero de dtomos de carbono de dicho
radical (Hayes, 1991).

Los ditiocarbamatos se oxidan en presencia de azufre, llegdndose a degradar la
molécula con oxidantes fuertes, formando acidos sulfénicos. En el suelo pueden sufrir
las reacciones hidroliticas y de oxidacidon en muchos casos por accidn bioquimica de
microorganismos (Cremlyn, 1991).

2.4.2.2 Ditiocarbamato de sodio (Metam-sodio, nombre comercial)

El ditiocarbamato de sodio es ampliamente utilizado en la industria de los alimentos
pero, principalmente, en la extraccidn de jugo de cafa de azucar. Su accion radica en la
inhibicion de Leuconostoc mesenteriodes, principal responsable de la formacién de
gomas de dextrana. La ficha técnica, la informacién toxicoldgica, la ecoldgica y la
regulatoria del ditiocarbamato de sodio se presenta en las Tablas 6, 7, 8 y 9,
respectivamente (COINSA, 2009; Serrano, 2006).

a) Actividad biocida (COINSA, 2009; Newbury, 2009)

El mecanismo de accién de este ditiocarbamato es para eliminar microorganismos. Se
fundamenta en su cardcter quelante de ciertos metales que son vitales para el
funcionamiento de enzimas. Ejemplo de esto se tiene con el magnesio en la clorofila,
hierro en los citocromos, cobre en las porfirinas y albuminas, calcio, magnesio y zinc en
enzimas hidroliticas y cobalto en la vitamina B12. En el caso especial del
dimetilditiocarbamato de sodio y el bietilenbisditiocarbamato de sodio se tiene una
inhibicién competitiva en el desarrollo celular, removiendo el ién férrico del citocromo,
deteniendo asi la cadena transportadora de energia causando la muerte del
microorganismo (Cremlyn, 1991). Entre los principales usos de estos ditiocarbamatos
como agentes microbicidas se encuentran:

» Control de algas, bacterias y hongos en sistemas de enfriamiento de aguas

» Control de bacterias sulfato-reductoras en agua, para inyeccidn en
recuperaciéon secundaria del petréleo

Control de bacterias en fluidos de perforacion de pozos petroleros

Control de Leuconostoc mesenteroides en jugo de cafa en ingenios azucareros
Control de hongos y bacterias productoras de bioensuciamiento en equipos
himedos y molinos de la industria papelera.

YV VY
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b) Uso de Metam-sodio

En la industria azucarera y vinicola se utiliza para controlar y combatir a

microorganismos, como Leuconostoc mesenteroides que utilizan a la sacarosa como

sustrato, encontrando el medio ideal para su proliferacion en el jugo de cana

formando exopolisacaridos.

Tabla 6. Ficha técnica de Metam-sodio (Barpen, 2010)

Informacion general

Composicion
Metam-sodio (ingrediente activo)

Nombre comiin Nombre quimico

Metam-sodio | Metilditiocarbamato de sodio

Familia quimica

Ditiocarbamato

Formula

C,HsNa$s,

Componentes Simbolos

peligrosos
C,N

Metam-sodio

Frases de riesgo
R22,R31,R34,

R43,R50/53

Clasificacion (CE)
X;. Corrosivo
Xn. Nocivo

N. Peligroso para
el ambiente

Propiedades fisicas y quimicas especificas del Metam-sodio

Estado (a 20°C):

liquido

Color Amarillo-verde
Olor Azufrado
pH Solucién al 42% (a 20°C): 7.5-10.5
Densidad: 1.250 g mL*
Punto de fusién: -5a0°C
Punto de ebullicion: 97 a 102°C
Temperatura de descomposicidn: No disponible
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Tabla 6. Ficha técnica de Metam-sodio (Barpen, 2010) (Cont.)

Punto de inflamacion:

>66°C

Temperatura de autoignicion:

No determinada

Propiedades explosivas:

No explosivo

Inflamabilidad

No inflamable

Limite de inflamabilidad:
Alto
Bajo

No disponible

Presion de vapor :

0.0575 Pa a 20°C

Solubilidad: Agua

722 g L* aproximadamente

Coeficiente de particion
n-octanol/agua conocido

K ofw: 2.90 (pH 7)

Viscosidad a 20°C:
Viscosidad a 40°C:

3.54 cSt
2.03 cSt

Estabilidad y reactividad

Estabilidad:

El producto es estable si es
almacenado y manipulado segun las

recomendaciones dadas

Condiciones a evitar:

Humedad, temperaturas extremas

Materiales a evitar

Agua, 4cidos fuertes acuosos. Es
corrosivo del cobre, latén y zinc, y

puede ablandar y/o decolorar el hierro

Productos de descomposicion

peligrosos:

Material combustible. EI Metam-sodio
se descompone cuando se diluye con
agua en metil-isotiocianato (gas
lacrimégeno y moderadamente
venenoso) y en sulfuro de hidrégeno
(gas altamente venenoso). En contacto
con acidos fuertes de descompone en
sulfuro de carbono y monometilamina

(gases altamente inflamables)

CE: Clasificacion y etiquetado; X;: Corrosivo; Xn: Nocivo; N;: Peligroso para el ambiente; Ko/w:

Coeficiente de particidn octanol-agua; °C: Grados Celsius; cSt: Centistockes; R22: Nocivo por ingestion;

R31: En contacto con acidos libera gases toxicos; R34: Provoca quemaduras; R43: Posibilidad de

sensibilizaciéon en contacto con la piel; R50/53: Muy tdxico para los organismos, a largo plazo afecta

negativamente el medio acuatico
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Tabla 7. Informacion toxicolégica de Metam-sodio (Barpen, 2010)

Informacion toxicolégica

Toxicidad aguda (IA): DLso Oral | DLsgCutanea CLso Inhalacion (4 h)
mg kg'1 mg kg'1 mg L aire

Ratas 820 800 470

Conejos 815 <2020 800

Irritacidn: conejos

Ojos: moderada irritacion
Piel: severa irritacion y corrosivo

Sensibilizacion: cobayo

Sensibilizante

Efectos sobre los
drganos de destino:

Refuerzo interior, nasal, rifidn, higado, vejiga

Carcinogenicidad (IA):
Mutagenocidad (IA):

Teratogenicidad (IA):

No muestra efectos cancerigenos en experimentos con
animales

No muestra efectos mutagénicos en experimentos con
animales

No muestra efectos mutagénicos en experimentos con
animales

Experiencia humana:

Provoca quemaduras graves, dolor de cabeza, ndusea,
problemas respiratorios, irritacién de los ojos

Toxicidad aguda ( isot

iocianato de metilo (ITCM); producto de descomposicion)

DLso Oral DLso Cutanea CLso Inhalacion (4 h)
mg kg'1 mg kg'1 mg L aire
Ratas 55-220 2870 1.9
Ratones 90-104 1870 <0.075

Conejos n.d. 33-202 n.d

Irritacidn: conejos Ojos: corrosivo
Piel: severa irritacidon

Sensibilizacién: cobayo Sensibilizante

Toxicidad aguda [Sulfuro de hidrégeno (SH); producto de descomposicién]:

Valores de toxicidad en humanos:

Dosis letal hombre: 600 mg L2/30 min.; 800 mg L inmediatamente /letalmente

Efectos tdxicos severos: 200 mg L*

S

intomas de enfermedad : 50 mg L

Valores de toxicidad en animales

CLso (ratas)

444 mg L'l; 4 h de exposicion

CLso (ratones)

673 mg L'}, 1 h de exposicion

CLso (ratas y ratones)

1000 mg L™; 15-30 min de exposicién

CLso (ratones hembras)

985 mg L'!; 15-30 min de exposicion

DLso: Dosis letal media; CLgy: Co

ncentracion letal media; IA: Ingrediente Activo; ITCM: Isotiocianato de

metilo; SH: Sulfuro de hidrégeno; n.d.: No determinado; h: Horas.
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Tabla 8. Informacion ecolégica de Metam-sodio (Barpen, 2010)

Informacién ecolédgica

Datos ambientales del ingrediente activo (1A):

Degradabilidad:

Se degrada rapidamente en el ambiente por contacto con
la humedad del suelo. Medio ambiente acuatico. De
acuerdo con los resultados de los ensayos de
biodegradabilidad este producto es considerado como

facilmente biodegradable

descomposicion

Potencial de Minima
bioacumulacion
Movilidad: Koc=< 50
Suelos arcillosos: 1 h
Suelos levemente arenosos: 5 h
Tiempo de El producto de descomposicion ITCM es volatil y se disipa

del suelo en dos o tres semanas

Ecotoxicidad: Téxico para peces

Carpa

Limite de toxicidad media LT, > 10 mg L™

Pulga acuadtica

Limite de toxicidad media LT, > 0.5 mg L™

Dafnia CEso (48H)=1a 10 mgL™

Algas CEso (72H) =0.56 mg L™
Bacteria ICso (3H)=4.36 mg L™

Aves CLso Aguda oral

Codorniz blanca
> 5000 mg L™

Codorniz Faisan de cuello anillado Pato silvestre
japonesa >5000 mg Lt >5000 mg Lt
>5000 mg L™

CLgo: Concentracidn letal media; CEso: Concentracion efectiva media; 1C5o: Concentracidn inhibitoria

media; IA: Ingrediente activo; ITCM: Isotiocianato de metilo; LTy: Limite de toxicidad media; Ko.:

Coeficiente de particidon octanol-carbono
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Tabla 9. Informacion regulatoria de Metam-sodio (Barpen, 2010)

Informacioén regulatoria

Simbolo(s) e indicador de peligro

X3; Corrosivo

N;; Peligroso para el ambiente

R22 Nocivo por ingestion

R31 En contacto con acidos libera gases
toxicos

R34 Provoca quemaduras

Frases R

R43 Posibilidad de sensibilizacion en

contacto con la piel
R50/53 Muy tdxico para los organismos

acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente
acuatico

S12 Consérvese bajo llave y manténgase
fuera del alcance de los nifios

S26 En caso de contacto con los ojos, lavarse
inmediatamente y abundantemente con
agua y acudir al médico

S36/37/39 Usar ropa de proteccidn y guantes
Frases S adecuados, proteccion para ojos y cara

S45 En caso de accidente o molestia, acudir
inmediatamente al médico y mostrar la
etiqueta o el envase

S60 Elimar el producto y su recipiente como
residuos peligrosos

sSe1 Evitar su liberacion al medio ambiente.
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Entre esos polisacaridos destacan especialmente las dextranas y levanas, las cuales
afectan el proceso de produccidon de azucar bloqueando los equipos, obstruyendo
tuberias, coladores y bombas. Afecta la polarizacién de la sacarosa, lo que ocasiona
falsas concentraciones de sacarosa. Aumentan la viscosidad de los licores causando
una mala cristalizacién. Forman biopeliculas que se convierten en reservorio de gran
diversidad de microorganismos que se agrupan en comunidades sinérgicas (Serrano,
2006).

c) Métodos de cuantificacidon de ditiocarbamatos

Para la caracterizacidn de los diferentes ditiocarbamatos se efectia con la informacién
suministrada por el analisis elemental de C, N, H y S; andlisis termogravimétricos;
espectroscopias ultravioleta visible (UV-V), infrarrojo (IR), resonancia magnética
nuclear (RMN) de protén y espectrometria de masas. Asi mismo, para su cuantificaciéon
se ha estudiado la oxidacién en electrodo de mercurio (polarografia clasica y
voltamperometria); el proceso redox en electrodo rotatorio de grafito y platino; la
adsorcion de estos compuestos en la interfase mercurio-disoluciéon; la cromatografia
en capa delgada, gases y liquido de alta eficacia; se han optimizado métodos para la
cuantificacién indirecta de aminas por conductometria, potenciometria vy
espectrofotometria (Crovetto et al., 2009).

Espectrofotometria UV-VIS

Por esta técnica el etilenbisditiocarbamato se descompone a disulfuro de carbono por
goteo de la muestra en ebullicion 1:1 con acido sulfurico. El disulfuro de carbono es
absorbido en dietanolamin-acetato cuprico. Esta prueba es para determinar 0.001-
0.02, 0.02-0.2 y 0.2-1 mg de la sustancia a analizar. Las interferencias por el disulfuro
de carbono o diéxido de carbono se evitan por un prelavado con solucion de acetato
de hierro. En caso de un gran contenido de diéxido de carbono se usa un estropajo
Mallscosorb. Para un intervalo bajo leer a una longitud de onda (A) de 380 nm; para un
intervalo alto leer a A= 435 nm (Dee Snell, 1986).

Cromatografia en capa fina o delgada

Para compuestos que contengan azufre, cromatograficamente estas sustancias no
difieren sustancialmente de compuestos que contengan oxigeno. El &tomo de azufre
contribuye a la polaridad de la sustancia sélo un poco menos que un atomo de
oxigeno. Sin embargo, la presencia de azufre en la molécula requiere de reactivos de
deteccidon especifica. El reactivo comun Grote puede detectar los disulfuros (puntos
azules), si el cromatograma es sumergido después en una solucion de 2 g de cianuro de
sodio en 5 mL de agua y 95 mL de etanol (Mikes, 1979).
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Cromatografia de gases

Este método puede ser utilizado para la determinacion del total de los residuos de
plaguicidas a base de ditiocarbamato (expresada como CS,), por cromatografia de
gases en materiales biolégicos como frutas, hortalizas, plantas y bebidas. Los residuos
de plaguicidas a base de ditiocarbamato se reducen en un reactivo a disulfuro de
carbono en botellas con un limite maximo de temperatura de 80°C. El disulfuro de
carbono liberado se mide en la “cabeza” (el espacio libre gaseoso de la parte superior
de la botella) por cromatografia de gases con deteccion fotométrica de flama (modo
de azufre). Los residuos se expresan en términos de mg de disulfuro de carbono
liberado por kg de muestra. El cromatdgrafo de gases debe estar equipado con un
detector fotométrico de flama y un filtro de azufre a A=395 nm. Las condiciones tipicas
utiliza cualquier columna que separe adecuadamente el sulfuro de carbono. El tipo de
gas transportador, el caudal y la temperatura deben seleccionarse para dar un tiempo
de retencidn para el pico de disulfuro de carbono de alrededor de 1 minuto. Para ello
se utiliza una columna Supelco SPB-1 de 15 m con un didmetro interno (d.i.) de 0.53
mm y un espeso de pelicula de 0.3 um. El gas acarreador utilizado es nitrégeno con un
flujo de 20 mL min™, la temperatura en el horno es de 50°C, la del inyector de 80°C y la
del detector de 100°C. La obtencién de la muestra es por medio de botellas cabeza
vacia en inglés “headspace”. Las botellas de 250 mL cuentan con tapones de rosca y
tapdn de goma, el cual debe estar en buen estado para garantizar un sellado
hermético (Hughes, 2006, Pefia et al., 2007).

Espectrofotometria de absorcion atdmica

Prueba cualitativa: El cobre reacciona con dietilditiocarbamato de sodio en una
solucidn alcalina formando un complejo carbamato de cobre; teniendo una coloracién
de amarillo a café de acuerdo a la cantidad de metal presente. Prueba cuantitativa: El
color es medido en solucidén acuosa. Se adiciona citrato para prevenir interferencias
debido al hierro y la precipitacion de fosfatos. El complejo carbamato de cobre puede
ser extraido con tetracloruro de carbono (CCls) y se lee la cantidad de cobre que no se
pudo quelar por espectrometria de absorcion atémica (Kirk, 1996).

Titulacion colorimétrica

Para la cuantificacion de bietilenbisditiocarbamato de sodio y ditiocarbamato de sodio
se realiza una titulacién colorimétrica usando como disolvente de la muestra acido
acético glacial y como indicador la soluciéon de violeta cristal; el acido perclérico es
usado para titular la muestra hasta el punto final que es la aparicién de un color verde
brillante (verde esmeralda).
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Cromatografia de liguidos de alta resolucién (CLAR)

Las muestras sélidas pueden ser tratadas con L-cisteina en soluciéon de EDTA, para
transformar sales de ditiocarbamato de hierro, zinc y manganeso en sales de
ditiocarbamatos de sodio solubles en agua. El ion ditiocarbamato es extraido a pH de
6.5-8.0 con cloroformo/hexano (3:1) como un par de ion tetrabutilamonio y luego es
alquilado con yoduro de metilo para formar S-metilditiocarbamato. Los metilésteres
formados son analizados por CLAR con detector UV a una A de 272 nm. Se usa una
columna de 20 cm, 4 mm d.i. y una precolumna 5 cm, 4 mm d.i., empacadas con
Nucleosil RP-18 de 5 um. La fase mdvil es una mezcla de agua y acetonitrilo en
proporcién de 3:2, con una velocidad de flujo de 1.2 mL min™, un detector UV con
arreglo de diodos. Los extractos deben ser filtrados con fibra de vidrio para su andlisis
(Nollet, 1996). Se encontraron diferentes metodologias para determinar
ditiocarbamatos por cromatografia de liquidos de alta resolucidon. Se resumen las
condiciones cromatograficas investigadas en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones cromatograficas para determinar ditiocarbamatos mediante CLAR

Referencias
Nitowski | Crnogoracy
Noll Morell BI A
Condicidn 109965' CandZIr: 1»;98 etal, Schmauder, as;goe;a ’ Codex, 2007
! 1997 2008
150 mm x 4.6
mm
200 mm x 150 46 Phenomenex
4 mm 240 mm x mm x & Cg / Cartucho
. mm C15(250%x4 mm)
Columna Nucleosil 4.6 mm de
, ZIC-pHILIC ; (5um)
RP-18 Spehrisorb ODS 2 (5 um) Seguridad
(5 um) H 4x2mmd.i.
Phenomenex
Cig
500 mm x
4 mm 200 mmx 2.1
Precolumna | Nucleosil mm SeQuant
RP-18 GmbH
(5 pm)
0,
Tetrabutilamonio Acetonitrilo/10 Metanol [.106 o
. (0-7.5 min), Acetonitrilo-
Agua: 1 mMapH85 mM Amoniaco 70% Acua-
Fase movil | Acetonitrilo| (EDTA 0.001 M) acuoso v &
. (7.5-12.5 min), Metanol
(3:2) en metanol a [90:10(5 min), 0 .
25% 60:40(3 min)] 90% (25:65:35)
’ ’ (12.5-15 min)]
Velocidad | 5 | i 07mLmin® | 08mLmin | 1.0mLmin™
de flujo
Volumen de
inyeccién 500 uL 5L 100 pL
uyv;
Detector | UV; 272 nm UV; 254 nm UV; 254 nm UV; 272 nm
254 nm

d.i.: Didmetro interno; RP: Fase inversa por sus siglas en inglés (reverse phase); mL: Mililitros; mM:
Milimolar; M: Molar; min: Minutos; uL: Microlitros; nm: Nandmetros; mm: Milimetros; pm:
Micrémetros.
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2.5 Normativa
2.5.1 FAO/OMS

Con base en su uso, el ditiocarbamato debe acoplarse a la base legal y técnica de la
norma sanitaria aplicable a los azlcares y jarabes destinados al consumo humano.
Tiene como base legal el Reglamento sobre Vigilancia y Control Sanitario de Alimentos
y Bebidas aprobado por Decreto Supremo, Transitoria y Final, la expedicidon de normas
sanitarias aplicables a la fabricacién de productos alimenticios y tiene como referencia
técnica la norma internacional del Codex Alimentarius CODEX STAN 212-1999
(Enmienda 1-2001) para “Azucares”. Los residuos de plaguicidas en los alimentos y sus
limites maximos permitidos se ajustan a lo establecido por la Autoridad de Salud y por
la Comisién Conjunta FAO/OMS del Codex Alimentarius, los cuales estan sujetos a
modificacion segln los avances en la investigacion cientifica sobre la evaluacidn de los
riesgos (MINSA, 2009) como se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Limite maximo residual (LMR) de plaguicidas en cafia de azticar y maiz (MINSA,

2009)
. Limite maximo residual (LMR) en mg kg'1
Plaguicida
Cafa de aztcar Maiz dulce (granos) Maiz dulce (en mazorca)
2,4d 0.05 n.d 0.05
Aldicarb 0.1 n.d n.d
Azinfos-metilo 0.2 n.d n.d
Carbofuran 0.1 n.d n.d
Etoprofos 0.02 n.d n.d
Propiconazol 0.05 n.d n.d
Tebufenozida 1 n.d n.d
Disulfoton n.d 0.02 n.d
Lindano n.d 0.01 n.d
Carbarilo n.d n.d 0.1
Cipermetrin n.d n.d 0.05
Clorotalonilo n.d n.d 0.01
Clorpirifos n.d n.d 0.01
Deltametrin n.d n.d 0.02
Diazinon n.d n.d 0.02
Disulfoton n.d n.d 0.02
Ditiocarbamato de sodio n.d n.d 0.1
Fenvalerato n.d n.d 0.1
Forato n.d n.d 0.05
Glifosato n.d n.d 0.1
Imidacloprid n.d n.d 0.02
Malation n.d n.d 0.02
Metomilo n.d n.d 2 basado en el uso de Tiodicarb®
Permetrin n.d n.d 0.1
Pirimicarb n.d n.d 0.05
Spinosad n.d n.d 0.01

LMR: Limite maximo residual; n.d; No determinado.
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2.5.2 Unién Europea (UE)

Con la base de datos de plaguicidas de la Unién Europea, que se presenta en la Tabla
12, el nivel maximo de residuos de cualquier tipo de ditiocarbamatos (expresados
como disulfuro de carbono), aplicado para la cafia de azicar, es de 0.05 mg kg™ (Unién
Europea, 2009). Es importante mencionar que en la metodologia que se emplea, los
plaguicidas se transforman en CS,, cuantificdndose por medio de cromatografia de
gases. Esto impide la cuantificacion del ditiocarbamato de sodio solamente.

Tabla 12. Limite maximo residual (LMR) de ditiocarbamatos en caiia de aztcar
(Unidn Europea, 2009)

Grupos y ejemplos de Ditiocarbamatos
Codigo | productos individuales para (ditiocarbamatos expresados como CS,, incluyendo maneb,
los cuales aplica LMR mancozeb, metiram, propineb, thiram y ziram)
900020 Cafia de azucar 0.05 mg kg™ (0.125 mg L")

2.5.3 CICOPLAFEST

En México existe una Comisidon Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas y Sustancias Téxicas (CICOPLAFEST), la cual se enfoca a la proteccién de la
salud y al manejo adecuado de plaguicidas y fertilizantes en la agricultura y medidas
fitosanitarias. En el catalogo de plaguicidas expedido por la CICOPLAFEST, se encuentra
el dimetilditiocarbamato de sodio denominado como Metam-sodio (hombre comun).
Este compuesto viene reportado para uso agricola como fumigante de suelos en
presiembra y en el tratamiento de suelos en viveros, semilleros, tabaco, maceta y
areas de cultivo. Pero todavia no se ha desarrollado un limite maximo de residuos
(LMR) para su uso como bactericida en la cafia de azucar y/o jugo de cafia como se
muestra en la Fig. 4 (CICOPLAFEST, 2004).

Metam-sodio

Agricola
Fumigacién de suelos en presiembra
Presentacidén Equivalente Categoria Uso LMR
g LA./L o kg toxicologica autorizado (ppm)
Soluciéon acuosa 510 |
Fumigacion de suelos
Liguido soluble 512 |
Solucidn acuosa 375 |
375 |
S10 |
S16 |
545 |
Tratamiento de suelo en viveros, semilleros, tabaco, macetas y areas de cultivo
Solucién acuosa 375 |
481 |

g:Gramos; L.A.: Ingrediente activo; L: Litros; kg: Kilogramos; LMR: Limite maximo residual; ppm: Partes
por millon.

Fig. 4. Ficha técnica de Metam-sodio (CICOPLAFEST, 2004)
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Capitulo 3. Fundamentos analiticos

3.1 Cromatografia (Gémez y Serrano, 2010)

A continuacién se presenta el documento compilado por Gdmez y Serrano en 2010
sobre los fundamentos de la cromatografia. En algunos parrafos, el documento esta
copiado a la letra y en otros se adicionaron datos sobre esta investigacién en
particular.

La cromatografia es un método de separacién fisicoquimica para la separacion,
identificacion y determinaciéon de los componentes quimicos en mezclas complejas.
Ningun otro método de separacion es tan potente y de aplicacién tan general como la
cromatografia. En este método se tiene en comun el uso de una fase estacionaria y
una fase mavil. En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con
una fase mavil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico.

Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible
y que se fija a una columna o una superficie sélida. Estas fases se eligen de tal forma
que los componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase movil
y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la
fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mévil; por el contrario,
los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con
rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra
se separan en bandas o zonas separadas o “discretas” (por discrete en inglés que
significa separado) que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

3.1.1 Tipos de separaciones cromatograficas

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de acuerdo con la naturaleza de la
fase movil y estacionaria involucradas como se muestra en la Figura 5. Si la fase movil
es un gas, entonces se tiene la cromatografia de gases; si la fase movil se encuentra en
estado liquido, se tiene la cromatografia de liquidos. Dentro de esta Uultima,
dependiendo de la fase estacionaria, se pueden tener columnas cilindricas o
superficies planas. A continuacion se explicara cada uno de estos métodos.

3.1.1.1 Cromatografia de gases (CG)

Esta técnica se basa en la volatilizacién de la muestra y su posterior inyeccién en la
cabeza de una columna cromatografica. Para la elucidon de la muestra se usa un gas
inerte como fase movil. De esta manera, la fase moévil no interacciona con las
moléculas del analito, simplemente transporta al analito a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases, cromatografia gas-sélido (GSC, por sus
siglas en inglés) en donde la fase estacionaria es sélida y la retencion de los analitos se
produce mediante adsorcidon y la cromatografia gas-liquido (GLC, por sus siglas en
inglés) en donde la fase estacionaria son moléculas de liquido suspendidas en un gas
inerte, ésta es la que se usa mas ampliamente.
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3.1.1.2 Cromatografia de liquidos (CL)

En esta técnica se tiene que la fase modvil es un liquido mientras que la fase
estacionaria es un sélido. Se divide en dos tipos, cromatografia en columna vy
cromatografia plana que a continuacién se explicaran.

Fig. 5. Clasificacion de los métodos cromatograficos (Martinez-Gonzalez, 2007)

Cromatografia en columna

En la cromatografia en columna, un tubo estrecho contiene la fase estacionaria, a
través de la cual se hace pasar la fase moévil por presidon o gravedad. El proceso
comienza cuando una Unica porcidon de la muestra se introduce en la parte superior de
la columna al tiempo cero (tp), después de lo cual los componentes de la muestra se
distribuyen entre las dos fases. Asi, la adicion de nueva fase mdévil adicional llamada
eluyente, hace que la fase mévil anterior, que contiene una parte de la muestra avance
por la columna a la cual se le denomina tiempo de retencidn (tz). Las sucesivas
adiciones de fase mavil hacen avanzar las moléculas de soluto (analito) por la columna
en una serie de equilibrios entre la fase estacionaria y la fase maovil (Figura 6).
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Fig. 6. Cromatografia en columna (SARA, 2010)

Dentro de la cromatografia en columna se encuentra la Cromatografia de exclusion por
tamanio; la cual separa las particulas en funcién del tamafio. Es una cromatografia de
baja resolucién y sirve para determinar estructuras terciarias y cuaternarias de
proteinas y es la técnica comun para averiguar la masa molecular de polimeros
sintéticos y naturales.

La Cromatografia de intercambio idnico es aquélla donde la retencién esta basada en
la atraccidn entre iones del soluto y la carga complementaria de la fase estacionaria. Si
los iones del soluto y la fase estacionaria tienen la misma carga, son excluidos. Algunos
intercambiadores de iones son: resinas de poliestireno, celulosa y silicona porosa.

Cromatografia plana

En esta variante, la fase estacionaria se fija sobre una capa plana y la fase mdvil se
desplaza a través de la fase estacionaria por capilaridad como puede verse en la Figura
7.

Fig. 7. Cromatografia plana (SARA, 2010)
3.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es una técnica cromatografica usada
para separar componentes mediante las interacciones quimicas entre el analito y la
columna cromatografica. Basicamente es un sistema compuesto de un reservorio de
fase movil, bomba, inyector, columna de separacién y detector. El analito se pasa a
través de una columna de la fase estacionaria bombeando la fase mavil liquida con alta
presién. La muestra se introduce en pequefios volimenes a la corriente de la fase
movil y alli se retarda por medio de interacciones quimicas con la fase estacionaria
mientras atraviesa la columna.
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El retardo se conoce como tiempo de retencién (tg) y depende de la naturaleza del
analito, de la fase estacionaria y de la composicién de la fase mévil. Los solutos mas
comunmente usados en la fase movil son combinaciones de agua grado
cromatografico con liquidos orgdnicos, tales como el metanol, acetonitrilo y algunas
ocasiones acido trifluoroacético para actuar como formador de pares idnicos, para
contribuir a la separacién de los analitos se usan sales amortiguadoras o “buffers” por
su nombre en inglés. Dichas combinaciones introducen el concepto de gradiente de
elucién que consiste en la variacién de la composicién de la fase movil, para elucién
Optima y obtener la maxima separacion de picos en el detector (Gdmez y Serrano,
2010). La cromatografia de liquidos de alta resolucion es ideal para muestras de baja
presion de vapor, para compuestos idnicos, compuestos de masa molecular elevada y
compuestos termolabiles (Escudero, 2010).

3.2.1 Tipos de cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
3.2.1.1 Cromatografia de fase normal

Fue el primer tipo de cromatografia de liquidos. En este método se usa una fase
estacionaria polar y una fase mévil no polar, la adsorcién del analito depende de su
polaridad y de las fuerzas de interaccidn no sélo de los grupos funcionales, sino
también de factores estéricos e isomeros estructurales, afectando directamente el
tiempo de elucién. Los disolventes polares ayudan a disminuir este tiempo de
retencidn, mientras que disolventes no polares lo aumentan.

3.2.1.2 Cromatografia de fase inversa

Este tipo de cromatografia liquida es la mds comun. En esta técnica se usa una fase
estacionaria no polar y una fase mdvil moderadamente polar. La fase estacionaria
tipica es silice quimicamente modificada con grupos no polares como hidrocarburos
saturados: Cig octadecil, Cg octil, C4 tetrametil, C, dimetil y la fase mévil utilizada son
mezclas de agua con disolventes organicos H,O + (CH3OH, THF, CHsCN); la polaridad de
la fase moévil se debe al mayor porcentaje de agua (Escudero, 2010). Se pueden
adicionar disolventes polares que incrementan el tiempo de retencién y los disolventes
no polares lo disminuyen, siendo éste mayor para moléculas no polares. Existen
modificadores de la fase mavil que afectan a la retencion del analito. Por ejemplo, la
adicién de sales inorganicas causa un incremento lineal en la tensién superficial de
soluciones acuosas, aumentando el tiempo de retencién de analito y modificando el
pH, formando pares idnicos para neutralizar la carga de estos.
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3.2.2 Instrumentacion asociada a la CLAR
3.2.2.1 Bomba

La bomba tiene la funcién de proveer un flujo continuo del eluyente a través del
inyector, la columna y el detector. Los requisitos de una bomba para cromatografia de
liquidos son: intervalos de flujo de 0.01 a 10 mL min™, intervalos de presién de 1 a
5000 psi y pulsos de presion <1% para cromatografia de liquidos de fase normal o
inversa. Existen distintos tipos de bombas, de presidn constante y de flujo constante:
la primera evitan los pulsos de presion y la segunda es capaz de mantener el flujo
constante. Dentro de estas ultimas se encuentran las de piston reciproco, piston dual y
desplazamiento positivo.

a) Medidores de presion
Son indicadores de fallos en el sistema e indican cuando un flujo continuo falla por
motivos de presidn y si existe alguna fuga en la infraestructura del sistema.

b) Filtros

Situados entre la bomba vy el inyector de muestras para evitar la entrada de ciertas
sustancias y evitar el colapso de la columna. Normalmente estos filtros estdn
compuestos de acero poroso.

c) Fase movil

Las caracteristicas que debe tener una fase movil es utilizar disolventes puros (de
grado cromatografico), que disuelva a la muestra, tener baja viscosidad para reducir
las caidas de presién, ser compatible con el detector utilizado, no interferir con el
analito en estudio, no ser volatil, no disolver a la fase estacionaria asi como tener
menor afinidad por la fase estacionaria con respecto a los analitos de interés
(Escudero, 2010).

d) Gradiente de elucion

En cromatografia de liquidos, la fase mévil puede ser un solvente puro o una mezcla de
solventes y, dependiendo de la forma en que se usa el solvente, se tienen dos
métodos:

Método isocratico: Cuando durante toda la separacién se utiliza siempre el mismo
solvente, se denomina isocratica, sin embargo es normal realizar un gradiente de
composicion del solvente a lo largo de la cromatografia para mejorar la eficiencia y
acortar la duracidn del proceso.

Gradiente de elucién: Este es un término que se utiliza para describir el proceso
mediante el cual se combina la composicién de la fase moévil mediante bombas
mezcladoras que pueden ser programadas.

Cuando se desarrolla un analisis usando un gradiente se deben tener presentes dos

objetivos: obtener la mejor resolucién de los componentes de la muestra en el menor
tiempo posible y asegurar alta precision y exactitud.
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Para obtener buenos resultados con el gradiente seleccionado se deben tener en
cuenta cinco pasos fundamentales; determinar la composicidn inicial y final de la fase
movil, ajustar el tiempo del gradiente, determinar la curva del gradiente (lineal,
concava o convexa), ajustar la velocidad de la fase mavil para mejorar la resolucion y
regresar a la composicion inicial de la fase movil (Quiminet, 2010).

3.2.2.2 Inyectores

Deben introducir muestras liquidas en un intervalo de volumen desde 0.1 pL a 100 pL
con una alta precision y alta presion. Normalmente se usan inyectores automaticos
gue poseen valvulas de 6 puertos con un bucle que permite no sélo la inyeccién de
muestra sino también la purga del sistema y la eliminacidn de burbujas.

3.2.2.3 Columna

Las columnas generalmente son tubos de acero inoxidable con diferentes
dimensiones: longitud de 30, 50, 75, 100, 150 y 300 mm, didmetro de 2.1, 3, 4 y 4.6
mm. El tamafio de particula del empaque se encuentra entre 3, 5y 10 um y la forma
de particula es irregular o esférica. Los cuidados que se deben tener en una columna
cromatografica son: la instalaciéon, la introducciéon de muestras limpias, la
contaminacién por fase mévil o muestra, el almacenamiento de forma adecuada, el
lavado después de utilizarla con disoluciones reguladores de pH (Escudero, 2010).

a) Fase estacionaria

Las fases quimicamente unidas son regularmente de gel de silice, Cg, Cyg, ciano, amino,
resinas, polimeros. Tiene una carga de carbono de 5 a 20% m/m, un intervalo de pH
especificado, un limite de presién de trabajo también especificado y debe ser
compatible con la fase mavil. Las precauciones que se deben tomar en cuenta son las
de no exceder la presidn de trabajo o que ocurran cambios bruscos de presion, utilizar
las fases en un intervalo de pH adecuado, no utilizar acidos ni bases muy concentrados,
filtrar la muestra y la fase movil (Escudero, 2010).

b) Tubos conectores

Son todos aquellos tubos que transportan las sustancias de columna a columna, de
columna a detector o de detector a detector. No deben superar los 0.634 mm de
didmetro interno o causaran picos en las mediciones.

c) Termostatos de columna

Son importantes para mantener la columna a una temperatura éptima, sobre todo
para analisis cualitativos, puesto que las variaciones de temperatura pueden cambian
la viscosidad del eluyente e influir en el volumen retenido.
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3.2.2.4 Detectores

Existen diferentes tipos de detectores para cromatografia de liquidos y se usan
dependiendo de la naturaleza del analito. Uno es el detector de conductividad
electrolitica, que es muy comun con la cromatografia de intercambio idnico. Los
detectores electroquimicos se basan en la reaccién de oxidacidon/reduccion del analito
con un electrodo. El detector de fluorescencia es el detector mds usado y permite
hacer un analisis cualitativo, puesto que las sustancias al ser excitadas con ciertas
longitudes de onda emiten longitudes de onda Unicas en el espectro ultravioleta para
cada sustancia. También existe el detector IR (indice de refraccion), donde la deteccién
implica la medida del cambio del indice de refraccion de la columna de eluyente. Se
mide la diferencia entre el indice de refraccién de la fase mdvil y la muestra. El
detector UV/VIS (Ultravioleta/Visible), es basicamente un espectrofotémetro que mide
el cambio que sufre un haz luminoso al atravesar la muestra, midiendo la absorbancia
de las sustancias. El detector de dispersidn de luz evaporativa nebuliza la muestra de la
columna hasta formar un aerosol, después se vaporiza el disolvente y se forman gotas
de soluto, y finalmente la celda de dispersidén de luz detecta su composicion.

3.2.2.5 Identificacidn y cuantificacion

En un cromatograma de liquidos se obtiene la informacion cuantitativa en funcion de
las areas bajo la curva de los picos y no de sus alturas, ya que estas Ultimas varian por
diversos factores, como son la velocidad de inyeccién, la velocidad de flujo y la
temperatura. El analisis cuantitativo comunmente se realiza empleando curvas de
calibracion, las cuales requieren de estandares para prepararse. El analisis cualitativo
se efectia mediante la comparacién de los tiempos de retencién; es decir, el tiempo
que tarda un analito en recorrer la columna cromatografica, entre el compuesto
estandar y la muestra bajo las mismas condiciones cromatograficas (Pefia et al., 2007).

En la Figura 8 se encuentra un diagrama general de la instrumentacion de la
cromatografia de liquidos de alta resolucién.

3.3 Tipos de extraccion
3.3.1 Extraccion en fase soélida (EFS)

Para llevar a cabo un proceso de analisis, sin duda una de las etapas mas criticas es el
tratamiento de la muestra. Cuando se trata de muestras sélidas, como son algunos
alimentos, el proceso de tratamiento comienza con la homogeneizacién para permitir
una toma de muestra representativa y para aumentar el drea superficial, lo que facilita
la extraccidn de los analitos.
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Fig. 8. Instrumentacidn del CLAR (Skoog et al., 1997)

A fin de facilitar la trituracion y dispersién de la muestra, con frecuencia es necesario
adicionar un disolvente, que normalmente es agua. Una de las maneras de realizar la
extraccién de los analitos consiste en dispersar la matriz sobre una fase sélida.

Los procedimientos de purificacidn por extraccién en fase sélida (SPE, por sus siglas en
inglés) se basan en el uso de dispositivos comerciales que contienen entre 50 y 1000
mg de un solido poroso particulado, que generalmente es silice o resinas poliméricas
(polipropileno). Enseguida los analitos son aislados de la matriz, extrayéndolos con un
fluido adecuado, que generalmente es un disolvente inmiscible con el agua. Una vez
que se ha conseguido esto se emplea la secuencia de la Figura 9 (Pawliszyn, 2002).

1. Activar el adsorbente con un disolvente adecuado

2. Pasar la disolucion que contiene los analitos de interés a través del
adsorbente activado

3. Lavar el adsorbente para permitir eliminar el mayor numero de
interferencias posibles

4. Eluir los compuestos de interés mediante el paso del volumen necesario
de una disolvente adecuado
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1. Activar 2.Pasar 3. Lavar 4. Eluir
Fig. 9. Extraccion en fase sélida (EFS) (Pawliszyn, 2002)

La extraccién en fase sélida se puede considerar como una cromatografia de baja
resolucion llevada a cabo en dos situaciones extremas; retencion maxima de los
analitos durante el paso de la muestra y retencién minima durante la elucién. Dentro
de las ventajas que ofrece este proceso en un andlisis mediante CL, estan el uso de
precolumnas y de esta forma no es necesario manipular la muestra para su inyeccion
lo que reduce la posibilidad de contaminaciéon y pérdidas por las transferencias
(TESISENXARXA, 2010).

3.3.2 Extraccion liquido-liquido (ELL)

La extraccidn liquido-liquido; se puede definir como la transferencia de una sustancia
desde una fase liquida A a otra fase liquida B, siendo inmiscibles entre las dos. Esta
operacion se puede realizar entre una disoluciéon (fase acuosa) y otro disolvente
inmiscible con el agua (fase orgdnica) con la ayuda de un embudo de separacidn. La
posicidn relativa de ambas fases (arriba o abajo) depende de la relacién de densidades,
como se presenta en la Figura 10.

Con relativa frecuencia aparecen en el proceso de extraccion emulsiones o interfases
gue impiden una correcta separacidn en el embudo de separacién de las capas acuosa
y organica; especialmente cuando se trata de extracciones con cloruro de metileno. La
forma de resolver este problema es afiadiendo salmuera de cloruro de sodio y
agitando (Quiored, 2010).

Fig. 10. Extraccion liquido-liquido (SARA, 2010)
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Capitulo 4. Metodologia
4.1 Equipos y reactivos
4.1.1 Equipo

En la Tabla 13 se encuentran los equipos utilizados en este proyecto junto con las
especificaciones técnicas de cada uno.

Tabla 13. Equipo utilizado en la experimentacion

Equipo

Especificaciones técnicas

Cromatdgrafo de liquidos Varian con
bomba terciaria

Modelo Varian 9010

Auto-muestreador

Modelo Varian 9100

Detector de arreglo de diodos Varian

Modelo Polychrom 9065

Software de control y procesamiento
de datos

Varian Star Workstation, version 4.5
1989-1990, Varian Associates. Inc.

Columna analitica de acero inoxidable

Thermo Hypersil- key de 100 x 4.6 mm;
empacada con silice C,3 de particulas
esféricas de 5 um

Pre-columna de guardia de acero
inoxidable

Hichrom de 13 mm x 45 mm d.i.;
empacada con silice Nucleosil Cygde
particulas esféricas de 5 um
(Phenomenex, California)

Bafio ultrasénico para desgasificar
soluciones y fase movil

Bransonic Mod. 3210, 0-60 Hz

Jeringa Hamilton

Capacidad de 0-100 pL

Micropipeta Transferpette

De volumen variable de 100 — 1000 pL

Micropipeta Transferpette

De volumen variable de 10-100 pL

Balanza analitica

Mettler Toledo; Mod AG-245. 0-200 g

Refrigerador

Whirpool; Mod. EV150 N*W*O

Kit de viales Varian

Viales de vidrio con tapa de silicén de 8
mm y capacidad de 2.0 mL
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4.1.2 Reactivos y disolventes

En la Tabla 14 se encuentran los reactivos y disolventes utilizados durante el desarrollo

experimental junto con las especificaciones técnicas.

Tabla 14. Reactivos y disolventes empleados

Reactivos

Especificaciones

Agua de alta pureza para equipos de
alta precisiéon

Agua de alta pureza y estéril para HPLC
Agualab-Industrias Maran S.A de C.V.

Metanol

J.T. Barker °HPLC; pureza: 99.9%

Acetonitrilo

J.T. Barker °HPLC; pureza: 99.9%

Jabdén Dextran Hyclin-Plus

Hycel de México S.A de C.V.

NaCl J.T. Baker; pureza: 99.6%
H;PO, J.T. Baker; pureza: 84.1%
NH,OH J.T. Baker; pureza: 28.7%

Ditiocarbamato de sodio

Zuker; grado analitico

Agua de alta pureza tipo |

Agua para preparara reactivos analiticos y
fase movil. Industrias Maran S.A de C.V.

4.2 Analisis de ditiocarbamato de sodio por CLAR

Para la identificacion y cuantificacion del plaguicida en estudio, se utiliza un equipo de
cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se emplea una columna cromatografica
ODS (Cyg) de 10 cm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno y particulas esféricas de 5
um. La velocidad de flujo es de 1.1 mL min™. La fase mévil es de Agua:Acetonitrilo

grado cromatografico en una proporcion de (70:30). Se emplea un detector UV a una
longitud de onda (A) de 200 nm. El volumen de inyeccién de cada muestra es de 20 pL

y el tiempo de corrida es de 10 minutos, como se muestra en la Figura 11.
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Inyector

Bomba D Bucle Golumna no polar: Thermo Hypersil
Flujo: 1.1 mL/min ODS de 100 % 4.6 mm y @ de 5 pm

E y S 1= :
Columna

Detector
\ f Detector UY a A 200 nm

Fase mévil: H,O/ACN (70:30) Sist q dauisicia
I | istema de adquisicidn y
A— procesamiento de datos

Tiempo de corrida: 10 minutos

Fig. 11. Condiciones cromatograficas para determinar ditiocarbamato de sodio por CLAR
(Modificada de UCO, 2010)

4.2.1 Identificacion y cuantificacion del plaguicida

El ditiocarbamato de sodio se identifica utilizando una solucién del estandar en aguay
metanol de 50 mg L. Se hace una corrida de 20 minutos, hasta observar el pico
caracteristico y el tiempo de retencién del compuesto en ambas matrices.

Para cuantificar el plaguicida, se elaboran 6 curvas de calibracién de 0 a 50 mg L' en
dos matrices: agua y metanol, a tres diferentes valores de pH: 4, 7 y sin modificar (6.97
para agua, 6.25 para metanol y 5.09 para jugo de cafia). La modificacion del valor de
pH de la matriz se hizo con acido fosférico 0.01M o con NH4OH 0.01M (después de
realizar pruebas preliminares con HCl, NaOH, entre otros, para definir las sustancias y
sus concentraciones). Se inyecta por triplicado cada concentracién y el punto medio
gue corresponde a 25 mg L se inyecta 5 veces. Se realiza un tratamiento de regresion
lineal para cada curva mediante el cual se comprueba la linealidad de la recta, indicada
por el coeficiente de correlacién. Del mismo modo, se obtienen de la ecuacién de
regresion lineal, y = mx+b, los valores de pendiente (m) y ordenada al origen (b); que
sirven para calcular la concentracion del ditiocarbamato de sodio (x), presente en las
muestras generadas del disefio experimental que se muestra en la Tabla 15.

4.2.2 Precision

La precisién del sistema se evalia mediante las areas del pico correspondientes a 5
inyecciones de una solucion estandar que contiene al plaguicida a una concentracién
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de 25 mg L™. Con los datos obtenidos se calculan la media (X), la desviacién estandar
(S) y el coeficiente de variacion (CV). Para que un andlisis sea adecuado el CV debe ser
menor al 15%.

4.2.3 Diseiio experimental para determinar la velocidad de degradacién

Después de realizar un analisis de las operaciones unitarias involucradas en el
procesamiento del jugo de cafia, se determiné que los factores que pueden afectar
directamente la velocidad de degradacion del plaguicida son los siguientes cinco: (A)
Hidrdlisis, (B) fotdlisis, (C) pH, (D) temperatura y (E) tiempo de exposicion. Una vez
seleccionados estos factores, el siguiente paso es determinar los niveles para cada uno
de ellos. Estos niveles se decidieron, tanto por las condiciones experimentales en el
laboratorio, como por el estudio realizado para las operaciones unitarias involucradas
en el procesamiento del jugo de cafia, obteniéndose como resultado los niveles que se
muestran en la Tabla 15. Esto permite definir un disefio factorial de 2**5! Para cada
una de las corridas presentes se realizan dos réplicas con el fin de facilitar el analisis y
tener una mejor estimacion del error experimental.

Tabla 15. Disefio experimental

Niveles
1 2 3 4 5
Factores

(A): Hidrolisis Agua Metanol
(B): Fotdlisis Luz Oscuridad
(C): pH 4 7
(D): Temperatura (°C) 4 25
(E): Tiempo (h) 0 24 48 72 96

Para el estudio de la degradacion del plaguicida se preparan 8 combinaciones que
contienen al plaguicida en una concentracion de 25 mg L en agua grado
cromatografico y 8 combinaciones en metanol, bajo los factores de fotélisis, pH,
temperatura y tiempo. Dichas combinaciones se muestran en la Figura 12,
obteniéndose un total de 16 muestras bajo las condiciones establecidas en el disefio
experimental, estas se inyectan por 5 dias que corresponde a las 0, 24, 48, 72, 96 h.

La finalidad de este experimento es observar la disminucién de la concentracion bajo
los diferentes factores seleccionados. Esto se hace cuantificando el area bajo la curva
correspondiente al pico del plaguicida.
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4.2.4 Analisis estadistico de la velocidad de degradacion del ditiocarbamato de sodio

El analisis estadistico sirve para identificar los factores que son importantes en el
estudio y para poder determinar cdmo afectan a la respuesta. Se realiza un andlisis de
varianza para cada factor del disefio experimental; con el fin de determinar si existe
diferencia significativa en la degradacion del plaguicida bajo los diferentes parametros.
Asi mismo, se determina el porcentaje de contribucidn para cada factor en el disefio
experimental.

Fig. 12. Diseiio experimental para determinar la velocidad de degradacion del plaguicida en
una matriz de agua y metanol

4.3 Tratamiento de la muestra

4.3.1 Obtencion

La cafia de azUcar empleada para la experimentacidén es proporcionada por el ingenio
azucarero cooperante, ubicado en el km 42 de la via Cérdoba-Veracruz Ferrocarril
Cdérdoba-Tierra Blanca (Camino pavimentado de la desviacidn de la carretera Cérdoba-
Veracruz (km 17) Tezonapa, via Olmealca, Veracruz, carretera de la Cuenca del
Papaloapan, km 25, via Cosolapa, Oaxaca). Las cafias de azucar se almacenan en
refrigeracion a 4°C, dentro de una caja de cartdn. Estas provienen de un mismo lote
recolectado en el mes de mayo del 2010.
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4.3.2 Extraccion del ditiocarbamato en jugo de cana

Para la extraccion del plaguicida se consultaron diferentes articulos con la finalidad de
encontrar un método que permitiera extraer al plaguicida de la matriz de jugo de caiia.
Sin embargo; no se encontré en la bibliografia consultada una metodologia para la
extraccidon de este plaguicida, por lo que se tuvo que adaptar un método de extraccion
de flavonoides presentes en jugo de cafia (Colombo y Lancas, 2005)
complementandolo con otro método para la extraccion de carbamatos de jugos de
manzana, cereza y fresa (Sagratini et al., 2007).

De la cafia almacenada en refrigeracion se procede a la extraccién del jugo
diariamente para realizar las pruebas correspondientes de un mismo lote. Por cada 6
trozos de cana (250 g aproximadamente) se obtienen 100 mL de jugo de cafia, con la
ayuda de un extractor Moulinex de tipo casero. El jugo se recolecta en un frasco de
vidrio transparente Duran de 100 mLy se conserva en refrigeracion.

Se compararon las metodologias de extraccion liquido-liquido con la de fase sdlida
empleando una muestra de jugo de cafia adicionada con un volumen de plaguicida en
estudio tal que se obtuviera una concentracién de 1000 mg L™ para ambos casos. A
continuacion se detalla la metodologia para ambas metodologias.

4.3.2.1 Extraccion liquido-liquido (ELL)

Se toman 10 mL de la muestra de jugo de caia adicionada con el plaguicida en estudio;
se agregan 10 mL de metanol grado cromatografico; después, se lleva a un bafio
ultrasénico durante 10 minutos. Se centrifuga a 4000 rpm por 15 minutos. La muestra
se filtra utilizando una membrana de Nylon 0.45 um. Finalmente, se inyecta en el
cromatégrafo de liquidos por triplicado.

4.3.2.2 Extraccion en fase sélida (EFS)

Se toman 3 mL de la muestra de jugo de cafia adicionada con el plaguicida en estudio;
se centrifugan por 15 minutos y el sobrenadante es filtrado con una membrana de
Nylon de 0.45um, enseguida se adicionan 3 mL de agua grado cromatograficoy 1.0 g
de NaCl, con agitacidon constante. Posteriormente, esta mezcla se hace pasar por un
cartucho de extraccion ENVI-CARB previamente acondicionado con 5 mL de agua
seguida de 5 mL de metanol. Para llevar a cabo la elucidon del compuesto de interés se
utilizan 3 mL de una mezcla de metanol/agua grado cromatografico en proporcion
(70:30). La muestra eluida se inyecta en el cromatdgrafo por triplicado.
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4.3.3 Curva de calibracion en jugo de caiia

Se realiza una curva de calibracién de 10 puntos con concentraciones que van de 0 a
1000 mg L de ditiocarbamato de sodio en jugo de cafia. El jugo se centrifuga a 4000
rpm por 15 minutos y se filtra con una membrana de Nylon de 0.45 um, almacenando
el filtrado a 4°C. Se preparan las disoluciones de cada punto de la curva en el momento
de la inyeccidn con el jugo filtrado. Cada concentracidn se inyecta 3 veces, excepto la
concentraciéon de 500 mg L* que se inyecta 5 veces. Con la regresiéon lineal se
comprueba la linealidad de la recta, indicado por el coeficiente de correlacion. Del
mismo modo, se obtienen de la ecuacion de regresion lineal, y=mx+b, los valores de
pendiente; (m) y ordenada al origen (b); que sirven para calcular la concentraciéon del
ditiocarbamato de sodio (x) en la matriz de jugo de cafia.

4.3.4 Porcentaje de recobro

El porciento de recobro se realiza para analizar la pérdida del analito de interés
mediante la cuantificacion de la concentracion del plaguicida después de haberse
llevado a cabo ambas extracciones. Este es un criterio importante para evaluar la
eficiencia de separacion del método empleado. Para ello se utiliza la curva de
calibracion del jugo de cafia con concentraciones de ditiocarbamato de 0 a 1000 mg L?
y se interpolan dentro de las curvas obtenidas en cada una de las metodologias de
extraccién y de esta manera se conoce la concentracion real del plaguicida recuperado
presente en el jugo de cafia. Una vez probadas ambas metodologias se determina cudl
de ellas es la mas eficiente en cuanto al porcentaje de recobro (%R) o recuperacion del
plaguicida y, con base en esto, se decide si la combinacién de métodos investigados es
adecuada para la extraccion y cuantificacion del ditiocarbamato de sodio presente en
el jugo de cafia.

4.3.5 Limite maximo de deteccion del ditiocarbamato en el equipo en diferentes
matrices

Para obtener el limite de deteccién del plaguicida en el equipo en las diferentes
matrices (agua, metanol y jugo de cafia), se realizan diluciones a partir de una
concentracién de 1000 mg L'%; las cuales se inyectan en el equipo de cromatografia de
liquidos y como concentracion limite se considera aquélla en la que el pico del
compuesto aparece pero ya no es posible integrarlo adecuadamente. Para el jugo de
cafa, se realiza sin someter el jugo de cafia a ningln tratamiento, solamente se filtra 'y
se hacen las diluciones correspondientes de la muestra adicionada.
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4.3.6 Limite maximo de deteccion en ELL

El limite de deteccién para la metodologia empleada para la extraccién del
ditiocarbamato de sodio adicionado al jugo de cafia se realiza partiendo de una
solucién de 1000 mg L? de la cual se hacen diluciones gue son sometidas a una
extraccion liquido-liquido y se inyectan hasta que se presenta alguna sefial. La
concentracion limite después de cada extraccidn se considera como aquélla en la que
el pico del compuesto aparece pero no es posible integrarlo confiablemente.

4.3.7 Precision

La precisién de la extraccidon liquido-liquido se evalia mediante la inyeccidon por
triplicado de 5 muestras, a las areas bajo la curva correspondientes a cada inyeccidn se
calcula la media (X), la desviacién estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV). Para
que un analisis sea confiable, el CV debe ser menor al 15% (Ermer y Miller, 2005).

4.3.8 Cinética de degradacion del plaguicida en el jugo de cafia

Se prepara una muestra de jugo de cafa filtrado adicionada con ditiocarbamato de
sodio para tener una concentracién de 1000 mg L. se inyecta una muestra cada 20
minutos hasta que ya no se presente el pico de compuesto en el detector. El drea bajo
la curva de cada inyeccion se cuantifica mediante la curva de calibracion para jugo de
cafia obtenida en el punto 4.3.3, obteniendo la concentracion de cada muestra. Al
graficar el logaritmo natural de la concentracién (C;) entre la concentracién inicial (C,),
contra el tiempo y aplicando un andlisis de regresién lineal se obtiene una pendiente
gue es equivalente a la constante de la velocidad de degradacion del ditiocarbamato
de sodio presente en el jugo de cafia a temperatura ambiente (25°C). Se calcula
también el porcentaje de degradacion (%D) y el tiempo de vida media (t/2).

Con la constante cinética de degradacion, se calcula el tiempo que se necesita para la
degradacion completa del ditiocarbamato de sodio agregado en los ingenios
azucareros. Para ello se realiza una gréfica de In C; versus (In C, — Kt) donde la variable
independiente es el tiempo.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Identificacion y cuantificacion de ditiocarbamato de sodio por CLAR

Como se menciond en el capitulo anterior, existen diferentes metodologias para la
identificacion y cuantificacién de los ditiocarbamatos. Las condiciones cromatograficas
que se tomaron como referencia para este proyecto fueron las propuestas por Nollet
(1996). Como las condiciones analiticas existentes eran diferentes, se modificaron para
poder analizar el ditiocarbamato de sodio con la instrumentacién disponible en el
laboratorio. En la Tabla 16 se presentan las modificaciones realizadas a la metodologia
investigada.

Tabla 16. Comparacion de las condiciones cromatograficas en bibliografia y experimental

Condiciones cromatograficas
Nollet (1996) Esta investigacion
200 mm x 4 mm Nucleosil RP-18 100 mm x 4 mm Nucleosil RP-18

Columna

(5 um) (5 pm)
Fase movil Agua/Acetonitrilo (60:40) Agua/Acetonitrilo (70:30)
Velocidad de flujo 1.2 mLmin™ 1.1 mL min™
Vol d
vyoimen de 500 L 20 uL
inyeccion
Detector UV; 272 nm UV; 200 nm

mm: Milimetros; pm: Micrémetros; mL: Mililitros; pL: Microlitros; nm: Nandmetros; UV:
Ultravioleta.

El analisis del plaguicida en estudio fue realizado por CLAR. El fundamento de la
separacion depende esencialmente de las propiedades fisico-quimicas. Algunas de
estas propiedades son la masa molecular, la solubilidad, asi como la densidad y Ila
reactividad quimica. Debido a la variedad de propiedades fisico-quimicas, la seleccién
del método se basa principalmente en la polaridad del plaguicida.

Dado que dicho compuesto presenta radicales polares amino v tioles y el grado de
polarizacién aumenta con el aumento de grupos funcionales, en esta investigacién se
optimizd una metodologia analitica para la determinacién del plaguicida. De esta
manera se identificd el ditiocarbamato bajo las condiciones establecidas en el
apartado anterior y, como resultado, se tiene el cromatograma del compuesto en la
Figura 13.
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5.1.1 Identificacion y cuantificacion del plaguicida

Los compuestos polares son mas reactivos, lo que origina problemas durante la
extraccion, purificacion y deteccién o en su analisis debido a su adsorcién y/o
degradaciéon quimica o térmica (Bernal-Gonzélez, 2008). Este es el caso del
ditiocarbamato de sodio y, como resultado, no siempre es posible su determinacién o
bien se obtienen areas bajo la curva muy pequefias. Sin embargo, en esta investigacién
se logré identificar al plaguicida en estudio, asi como determinar su tiempo de
retencion (t,), que fue de 8.5 minutos.

7 mamrs

U131
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T
e
- o

/

R T A R A

Fig. 13. Cromatograma del ditiocarbamato de sodio. Columna: 100 mm x 4.6 mm Nucleosil
RP-18 (5 um); fase movil: Agua/Acetonitrilo (70:30); flujo: 1.1 mL min™; volumen de
inyeccion: 20 puL; detector: UV; A=200 nm

Como se menciond en el capitulo anterior, para realizar la cuantificacidén se hicieron 6
curvas de calibracion del plaguicida en agua y metanol, con concentraciones que van
de 0a50mg L a pH de 4 y de 7, obteniendo los valores que se presentan en la Tabla
17, tanto para la pendiente (m), como para la ordenada al origen (b) y para el
coeficiente de correlacién lineal (R?). En el Anexo A se presentan las 6 curvas de
calibracion del plaguicida para las dos matrices, bajo los tres diferentes valores de pH.

Tabla 17. Coeficientes de las curvas de calibracion del ditiocarbamato en metanol y agua

Pendiente Ordenada al origen Coeficiente de correlacion
y=mx+b 2
(m) (b) (R9)
pH Agua Metanol Agua Metanol Agua Metanol
Sin modificar | 2402.4 3474.8 -473.09 -2371.4 0.9804 0.9880
7 2614.5 4620.5 -3260 -21147 0.9905 0.9913
4 3317.2 2803.5 -16646 18690 0.9907 0.9171

< . ., . . 2 ..
y: Area bajo la curva; x: Concentracidn; m: Pendiente; b: Ordenada al origen; R”: Coeficiente de
correlacion
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5.1.2 Precision

En la Tabla 18 se presentan los valores de la media (X), desviacion estandar (S) y
coeficiente de variacion (CV), obtenidos de las areas del pico correspondientes a la
concentracién de 25 mg L™ de cada curva de calibracién; el cual corresponde al punto
medio de la curva. Los coeficiente de variacidon estan entre 2.3 y 12.3%, los cuales son
aceptables para concentraciones arriba de 10 mg L™, La Unica excepcion es la de la
matriz de agua sin modificacion del pH, que presenta un coeficiente de variacién de
15.1%, este valor estd en el limite establecido para una concentracién de 25 mg L™.

Tabla 18. Valores de media, desviacion estandar y coeficiente de variacion del punto medio
(25 mg L") de cada curva de calibracién

media Desviacion estandar Coeficiente de variacion
(X) (S) (CV)
pH Agua Metanol Agua Metanol Agua Metanol
Sin modificar 54129 80082.2 8192.9 3034.6 15.10% 3.80%
7 61676.2 86579 27144 6659.5 4.40% 7.70%
4 58138.8  93297.6 71734 2184.2 12.30% 2.30%

X: Media; S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion

5.1.3 Determinacion de la velocidad de degradacion del ditiocarbamato de sodio por
CLAR

La estabilidad y comportamiento del plaguicida viene condicionada por una serie de
factores, algunos de ellos interrelacionados, de tal manera que no puede definirse un
Unico parametro como responsable de su destino final. Para conocer la influencia de
los parametros seleccionados y presentados en el punto 4.2.3 de la metodologia, sobre
la degradacién del plaguicida, se determind la concentracién inicial (Cp) y la final (Cy),
del plaguicida durante 5 dias, bajo el disefio experimental presentado en la Tabla 15.

Los resultados obtenidos de C; y Cyp en funcién del tiempo se graficaron y se observé
una linealidad ajustada con una pendiente proporcional a la velocidad o rapidez de
degradacion (K). Los valores de velocidad de degradacién (K), el tiempo de vida media
(tz/2) y el porcentaje de degradacion (%D); se presentan en la Tabla 19. En el Anexo B
se encuentran las gréaficas del porcentaje de degradacién en funcidn de los factores del
disefio experimental de la Tabla 15.
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5.1.3.1 Velocidad de degradacion del plaguicida en metanol

Los resultados de velocidad de degradacién (K), varian de 0.047 a 0.669 dias™,
encontrando el valor mas bajo para una temperatura de 25°C, obscuridad, pH=7 con
un porcentaje de degradacién del 16.32% y un tiempo de vida media (t ;/,) de 14.75
dias. El valor mas alto presentado es para 25°C, con luz, pH=4, teniendo un porcentaje
de degradacion de 89.61% y un tiempo de vida media (t ;/,) de 1.04 dias.

Tabla 19. Degradacidn del ditiocarbamato de sodio de cada combinacidn del disefio
experimental

|| Matriz
Il Metanol Agua
Temperatura| Fotdlisis pH %D K(dias™) ty,(dias)| %D K(dias™) t, (dias)
4°C Oscuridad 4 35.79 0.096 7.22 63.67 0.265 2.62
Il 7 32.13 0.085 8.16 81.75 0.437 1.59
Luz 4 54.86 0.177 3.92 73.52 0.46 1.50
7 22.60 0.070 9.9 91.40 0.626 1.11
25°C Oscuridad 4 47.57 0.140 4.95 79.46 0.513 1.35
7 16.32 0.047 14.75 |91.39 0.630 1.1
Luz 4 89.61 0.669 1.04 93.70 0.874 0.79
7 62.57 0.234 2.96 93.25 0.764 0.91

%D: Porcentaje de degradacidn; K: Velocidad de degradacién; ty/,: Tiempo de vida media
5.1.3.2 Velocidad de degradacion del plaguicida en agua

Los resultados de velocidad de degradacién (K), varian de 0.265 a 0.874 dias™, siendo
el mas bajo para una temperatura de 4°C, obscuridad, pH=4, con un porcentaje
degradacion del 63.67% y un tiempo de vida media (t ;/,) de 2.62 dias. El mas alto fue
para 25°C, luz, pH=4 teniendo una degradacion de 93.7% y un tiempo de vida media
(t1/2) de 0.79 dias. Este comportamiento se debe a que en condiciones acidas de pH 4y
bajo la influencia de la luz se produce una descomposicidon no oxidativa que produce al
metil isotiocianato (MIT), sulfuro de sodio, sulfuro de carbono y metilamina (LAINCO,
2010) como se muestra en la Figura 14.

S

Il
2CH;-NH-C-S-Na __p CH;-N=C=S + Na,S + CS; + CH;NH,

Metam sodio Metil isotiocianato (MIT) + Sulfuro + Sulfuro + Metilamina
de sodio de carbono

Fig. 14. Reaccion de descomposicion del ditiocarbamato de sodio en soluciones acidas
(LAINCO, 2010)
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Las muestras del disefio experimental bajo el factor de pH 7 muestran también una
degradacion debido a que el ditiocarbamato en soluciones alcalinas diluidas produce
una reaccion de oxidacion caracterizada por la formacion de metil isotiocianato (MIT) y
azufre elemental, principalmente y, para las soluciones neutras, se obtiene metil
isotiocianato (MIT) y bisulfuro de sodio (LAINCO,2010). Las reacciones se muestran en
las Figuras 15 y 16.

5
Il
CH;~-NH-C-5-Na +1/20, p CH;-N=C=S + NaODH + 5

Metam sodio Metil isotiocianato (MIT) + Hidroxido +  Azufre
sodico

Fig. 15. Reaccion de descomposicion del ditiocarbamato de sodio en soluciones alcalinas
(LAINCO, 2010)

S
Il
CH;-NH-C-S-Na > CH;-N=C=S + NaSH
Metam sodio Metil isotiocianato (MIT) Bisulfuro de sodio

Fig. 16. Reaccion de descomposicion del ditiocarbamato de sodio en soluciones neutras
(LAINCO, 2010)

5.1.4 Andlisis estadistico de la influencia de los factores en la degradacion

Para analizar los factores que influyen en la degradacién del plaguicida se realizé un
disefio factorial multinivel con 5 factores experimentales y un nimero de bloques de 2,
los cuales dan un numero de 160 datos de corridas de la muestra.

Para el analisis estadistico se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANDEVA) y como
resultado se obtuvo que hay diferencia significativa entre los factores de matriz,
fotdlisis, temperatura, pH y tiempo; asi como para las interacciones de matriz-pH (AD),
matriz-tiempo (AE), fotdlisis—temperaturas (BC), fotdlisis-pH (BD), fotdlisis-tiempo (BE),
temperatura-tiempo (CE) y pH-tiempo (DE), con un nivel de confianza del 95.0%. En la
Tabla 20 se presentan los valores de la contribucidon porcentual de los factores en la
degradacion del compuesto de interés y las interacciones que presentan diferencia
significativa.

Se observa que el factor de mayor influencia en el comportamiento de la degradacién
del plaguicida es el tiempo con una contribucién porcentual del 38.1%, seguida del
factor matriz con una contribucion porcentual del 30.4% vy, finalmente, el pH con una
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contribucidn del 7.3%. Mediante estos resultados se puede estimar que la degradacién
del plaguicida es mayor en una matriz de agua, expuesto a luzy aun pHde 7.

Considerando el porcentaje de degradacidn como respuesta, se presentan las graficas
para todas las combinaciones de los 5 factores del disefio experimental de la Tabla 15,
en el Anexo C.

Tabla 20. Contribucién porcentual de los 5 factores en la degradacion del plaguicida

Contribucién

Factores

porcentual

Matriz: A 30.40%

Fotdlisis: B 1.46%

Temperatura: C 0.88%

pH: D 7.34%

Tiempo: E 38.12%

AD 1.47%

AE 1.51%

BC 0.66%

BD 1.25%

BE 0.62%

CE 1.17%

DE 0.87%

5.2 Curva de calibracidén en jugo de caia

La curva de calibraciéon en jugo de cafia, se obtuvo mediante la adicidn del plaguicida a
dicha matriz en concentraciones de 100 a 1000 mg L. Cada punto se inyectd por
triplicado y el punto medio se inyectd 5 veces. En el Anexo D se presenta la gréfica del
area bajo la curva (considerada como respuesta) contra la concentracién del
plaguicida. La curva obtenida presenta una ecuacidn de regresién lineal, con una
pendiente (m) de 1356 y una ordenada al origen (b) de -13163, asi como un coeficiente
de correlacién lineal (R?) de 0.974. En la Tabla 21 se muestran los coeficientes de
precision de dicha curva, tales como la media (X), la desviacién estandar (S) y el
coeficiente de variacion (CV).

58



Tabla 21. Coeficientes de precision de la curva de calibracion en jugo de caiia

Concentracion Media Desviacidon estandar Coeficiente de variacidn
(mglL”) (X) (S) (cv)
1000 1317895 71730.3 5.4
900 1140093.3 127367.2 11.2
800 825311 21370 2.6
700 739853.7 18649.7 2.5
600 676489.3 19318.6 2.9
500 531420 11659.4 2.2
400 452966 37623.1 8.3
300 332472 46277.5 13.9
200 117604 1667.4 1.4
100 11418.3 1070.4 9.4

X: Media; S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacién

Este coeficiente tiene un valor de 2.2% para el punto medio, que se encuentra por
debajo del 15% considerado como valor limite para concentraciones que no son trazas,
lo que indica que los valores obtenidos al cuantificar el compuesto de interés son
precisos. La cuantificacidon de la concentracién del plaguicida se aplica en los métodos
de extraccidn, tanto para la extraccidn liquido-liquido, como para la extracciéon en fase
sélida, asi como para dar seguimiento a la concentracidn del ditiocarbamato durante la
cinética de degradacion en el jugo de caia.

5.3 Extraccion del ditiocarbamato en jugo de caiia

5.3.1 Extraccion en fase solida (EFS)

Para extraer la mayor cantidad del plaguicida contenido en el jugo de caiia, se empled
el método de extraccion en fase sélida. Para ello, es necesario realizar pruebas para
determinar la concentracion de NaCl y el volumen de elucién éptimo. Las
combinaciones manejadas de NaCl:Eluyente fueron de 0.3 a 1.0 gy de 1 a 6 mlL,
respectivamente. Como resultado de estas pruebas se obtiene que el mayor
porcentaje de recobro logrado es utilizando 1.0 g de NaCl y 3 mL de eluyente. Este
ultimo es metanol:agua (70:30). Posteriormente, se inyecta la muestra en el
cromatégrafo de liquidos para su cuantificacién. En la Figura 17 se muestra el grafico
obtenido del porcentaje de recobro (%R) de las combinaciones propuestas.
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Fig. 17. Porcentaje de recobro (%R) Vs Volumen de eluciéon a 0.3, 0.5 y 1 g NaCl

5.3.2 Extraccion liquido-liquido (ELL)

En esta extraccion se ajustaron los volimenes de jugo de cafia con el plaguicida
adicionado y metanol, asi como el tiempo de sonicacidén y centrifugacién para extraer
dicho compuesto y asi obtener el mejor recobro. Para mejorar la metodologia se
llevaron a cabo pruebas adicionando 1.0 g de NaCl para una mayor transferencia del
plaguicida hacia la matriz metanol, pero no se observd una mejora en los resultados.
Por tanto, la decisidn final fue tomar alicuotas de 10 mL de metanol y 10 mL de jugo de
cafa. El tiempo de sonicacidn fue de 10 minutos y el de centrifugacion de 15 minutos a
4000 rpm. Se observd que el cambio de pasos en la metodologia propuesta del
apartado 4.3.2.1 disminuye el porcentaje de recobro.

5.4 Porcentaje de recobro

El porcentaje de recobro para la extraccién liquido- liquido (ELL) fue de 59.62%, con un
coeficiente de variacion de 5.5%. Para la extraccion en fase sélida (EFS) se tuvo un
porcentaje de recobro de 11.99%, con un coeficiente de variacién de 10.61%. Esto
indica que existe una mayor interaccion entre la fase sélida y el compuesto, por lo que
es dificil lograr eluir el compuesto, lo que abate el recobro. En la extraccion liquido-
liquido, el compuesto de interés es mas afin al metanol, mientras que el resto de los
compuestos de la matriz, tales como minerales, algunos acidos libres, grasas, ceras,
proteinas, etc., no lo son, por lo que la extraccidn es mucho mas eficiente.
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En cuanto a la reproducibilidad de los tiempos de retencién del compuesto, tanto para
extraccion en fase solida (EFS) como para la extraccion liquido-liquido (ELL), aunque no
superaron en ningun caso el 5% del coeficiente de variacién (CV), se puede concluir
que la inyeccion manual tuvo influencia en el caso de la ELL, presentando un valor de
CV=4.83, mucho mayor que para la EFS con un valor de CV=0.53. En la Tabla 22 se
reportan los porcentajes de recobro y tiempos de retencién de tres muestras de jugo
de cafia adicionadas con plaguicida, llevando a cabo los dos métodos de extraccidn.

5.5 Limite maximo de deteccion del ditiocarbamato en el equipo en diferentes
matrices

EL limite maximo de deteccién se determina inyectando soluciones cada vez mas
diluidas partiendo de una concentracion de 1000 mg L™ de ditiocarbamato de sodio. La
concentracion limite para el compuesto se muestra en la Tabla 23 para las matrices de
agua, metanol y jugo de caia de azucar. Sin embargo, con el jugo se tiene un limite de
deteccion mayor, debido a que es una matriz mas compleja, donde el ditiocarbamato
puede interactuar con otras sustancias. Puesto que el nivel de ruido aumenta
conforme disminuye la concentracion de la solucién, la concentracidon limite se
considerd como aquélla en la que el pico del compuesto es 3 veces el ruido de fondo.

Tabla 22. Porcentaje de recobro mediante ELL y EFS del ditiocarbamato en jugo de caiia

ELL EFS
Muestra % Recobro t, % Recobro t,
1 57.51 8.17 13.45 8.63
2 63.40 8.87 11.41 8.63
3 57.95 8.92 11.11 8.71
Promedio 59.62 8.65 11.99 8.66
Desvest 3.28 0.42 1.27 0.05
cv 5.50 4.85 10.61 0.53

ELL: Extraccion liquido- liquido; EFS: Extraccidn fase sdlida; t,: tiempo de retencidn

Como se puede ver en la Tabla 23, los valores del limite de deteccion del método
empleado impiden el anlisis del compuesto de interés a niveles traza de 0.05 mg kg™
(0.125 mg L"), que son los requeridos por la Unidn Europea para este plaguicida en los
jugos (Union Europea, 2009).
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Tabla 23. Limite maximo de deteccion del plaguicida en diferentes matrices

Metanol Jugo
LMD de ditiocarbamato (mg L) 1.58 10.19

LMD de CS, equivalente* (mg L) 0.18

* De acuerdo con la reaccidn de la Fig. 14 en condiciones acidas (el pH del jugo fue de 5.09)
(LAINCO, 2010); LMD UE: Limite maximo de deteccién para la Unién Europea

5.6 Limite maximo de deteccion en ELL

Para determinar el limite madximo de deteccién en la extraccién liquido-liquido (ELL),
en jugo de cafla de azlcar adicionada, se realizaron diluciones partiendo de una
concentracién de 1000 mg L* que fueron sometidas a la ELL. La parte recuperada se
inyectd en el cromatdgrafo de liquidos. La concentracién limite fue de 40 mg L™, la cual
se considerd como aquella que, después de someterse a la ELL, hace que aparezca el
pico del compuesto pero su integracion no es confiable. En la Figura 18 se observa el
cromatograma del pico correspondiente al limite maximo de detecciéon obtenido
después de la ELL.

Fig. 18. Cromatograma del limite maximo de deteccion del plaguicida en la ELL

5.7 Cinética de degradacidn del plaguicida en el jugo de caia

En el estudio de la cinética de degradacion del ditiocarbamato de sodio en la muestra
real considerada, jugo de cafia, se obtuvo una velocidad de degradacién de 0.022
minutos™, lo cual le da un tiempo de vida media muy corto, ya que se obtiene la mitad
de la concentracion inicial en 31.5 minutos. En la Tabla 24 se reportan los valores
obtenidos de la degradacidn del ditiocabamato en la muestra real.
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Tabla 24. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en el jugo de cafia

Jugo de caiia

%D K (minutos™) t 12 (minutos)
98.93 0.022 31.51

%D: Porcentaje de degradacion; K: velocidad de degradacion; t ,: Tiempo de vida
media

Analizando la Figura 19 se observa que al minuto 20 disminuye su concentracion a la
mitad. Esto se debe a que al momento de ser agregado el ditiocarbamato de sodio
empieza a degradarse convirtiéndose en isocianato de metilo. Este estudio se llevd a
cabo bajo las condiciones de fotdlisis, a una temperatura de 25°C y sin modificar el pH
del jugo de caia, el cual fue de 5.09 a 25°C.

Fig. 19. Cinética de degradacion del ditiocarbamato de sodio en jugo de cana

La concentracién reportada de ditiocarbamato adicionada por kg de cafia en la
industria azucarera cooperante es de 3.5 mg por kilogramo de cafia, que equivalen a
8.75 mg por litro de jugo de cafia. Utilizando esta concentracidon como la concentracién
inicial (Co) y la constante de velocidad de degradacion obtenida en esta investigacion,
(K) de 0.22 min™®, se obtiene el valor de la concentracién final. En la Figura 20 se
muestra que, después de 100 minutos, el valor de la concentracion final es negativo; es
decir, que el ditiocarbamato de sodio se ha degradado por completo si se escalan las
condiciones de laboratorio a nivel industrial.
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Fig. 20. Determinacion del tiempo necesario para la degradacion del plaguicida usado en el
ingenio azucarero cooperante

5.8 Discusion final

De acuerdo con la investigacidon realizada, se determinaron los factores de mayor
influencia en la degradacion del ditiocarbamato de sodio en metanol y agua, bajo
diferentes condiciones de laboratorio. Por otra parte, el seguimiento de la degradacién
del plaguicida en el jugo de cafia de azucar se llevd a cabo a temperatura ambiente de
25°C y pH de 5.09, condiciones en las cuales el plaguicida es mas estable. De esta
manera se determiné que después de 100 minutos el plaguicida en estudio se degrada
o transforma totalmente a otros compuestos en el jugo. Sin embargo, en un ingenio
azucarero, las condiciones de preparacion y molienda se desarrollan en un clima célido
himedo, teniendo temperaturas alrededor de 35°C, una vez que el jugo es extraido se
adiciona el ditiocarbamato de sodio y pasa a los tanques de sulfitaciéon, en donde se
agrega Oxido de azufre (SO,), disminuyendo el pH entre 3 y 4. Esto provoca la
formacién del isotiocianato de metilo, disulfuro de carbono, metilamina y sulfuro de
sodio, segln la consulta a la bibliografia (LAINCO, 2010). Posteriormente, en la etapa
de neutralizacién, se adiciona hidréxido de calcio Ca(OH),, generando un aumento en
el valor de pH y la temperatura, degradando al plaguicida en estudio que aln se
encuentra presente en isotiocianato de metilo. Como consecuencia, disminuye
paralelamente la concentracién del ditiocarbamato de sodio. El siguiente paso es la
clarificacion del jugo por medio de sedimentacién en caliente vy, finalmente, la
evaporacion del mismo, aplicando temperaturas que no rebasen los 110°C. Con dicha
temperatura el ditiocarbamato de sodio que no se haya transformado es degradado
totalmente, segun lo consultado en LAINCO (2010).
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Finalmente, el factor mds importante en la degradacién del plaguicida encontrado en
esta investigacion es el tiempo. Tomando en cuenta que la produccion de azucar es un
proceso continuo (es decir que se lleva a cabo dia y noche), el tiempo de degradacién
del ditiocarbamato de sodio adicionado al jugo de cafia es mucho menor que el tiempo
requerido para obtener el producto final “azicar”. Ademas, la temperatura es otro
factor que contribuye a la degradacién del compuesto y sus productos de
descomposicion, lo que pareceria indicar que, al final, se obtenga un producto inocuo
para el consumidor.

Sin embargo, para asegurar que los subproductos que resultan de la degradacién del
ditiocarbamato, efectivamente también son eliminados, serd conveniente realizar otra
investigacion y un disefio experimental a fin de evaluar el comportamiento de estos,
bajo diferentes condiciones, asi como compararlo con el proceso a escala industrial.
Esto permitird afirmar de manera segura si el producto final “azdcar” esta
completamente libre de cualquier compuesto quimico y subproductos de la
degradacion del ditiocarbamato de sodio.
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Capitulo 6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

De acuerdo con el objetivo general de esta investigacion, que es determinar la
degradacion del ditiocarbamato de sodio usado como plaguicida en el proceso de
elaboracién de azlcar en México mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR) tomando como factores de estudio la matriz en la que esta disuelto
el plaguicida (metanol o agua), el valor de pH (4 y 7), el tiempo (0 a 4 dias), la presencia
de luz y la temperatura (4, 25°C), a continuacién se dan las conclusiones derivadas de
esta investigacion.

v La degradacion del ditiocarbamato de sodio se determind mediante un disefio
multifactorial (2**5) y se observé que existe diferencia significativa entre los
factores con un nivel de confianza del 95%. El factor con mayor contribucidén es
el tiempo con un 38.1%, seguido del efecto de la matriz con 30.4% vy, con una
menor contribucion, el valor de pH, con 7.3% El comportamiento del plaguicida
indica que, en la matriz de agua expuesta a la luz, a la temperatura de 25°Cy un
valor de pH de 7, es el que mas rapidamente se degrada.

Respecto de los objetivos particulares, que eran los de determinar las condiciones
analiticas adecuadas para la cuantificacion de ditiocarbamato de sodio por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), determinando la degradacién del
ditiocarbamato en las dos matrices bajo diferentes condiciones de proceso
(temperatura, tiempo, pH, luz y oscuridad), mediante un disefio de experimentos
factorial, implementando una metodologia para la extraccidén del plaguicida a partir de
jugo de cafia a nivel de laboratorio para su posterior andlisis por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) y comparando los limites maximos permitidos
establecidos para este compuesto en jugo de cafia y/o azucar en diferentes paises, se
concluye lo siguiente:

v’ Las mejores condiciones cromatograficas para lograr la deteccion vy
cuantificacién del ditiocarbamato de sodio fueron: fase moévil de
agua/acetonitrilo (70:30), una columna 100 mm x 4.6mm Nucleosil RP-18 de
particulas esféricas de 5 um; un detector UV a una longitud de onda de 200 nm,
un volumen de inyeccion de 20 uL y una velocidad de flujo de 1.1 mL min?, que
da un tiempo de corrida de 10 minutos. Este ultimo, comparado con el tiempo
de retencién del compuesto, que es de 8.5 minutos, permite su deteccién y
cuantificacidon adecuadas.
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v En la matriz de metanol se observa que la mayor velocidad de degradacion (K=
0.669 dias™), se presenta para 25°C, con luz y un pH de 4, teniendo una
degradacion de 89.61% y un tiempo de vida media (t ;/,) de 1.04 dias, mientras
que, para una temperatura de 25°C, obscuridad, pH de 7, se tiene una
degradacion del 16.32% y un tiempo de vida media (t ;) de 14.75 dias,
presentando un valor minimo (K= 0.041 dias™).

v' En la matriz de agua, para 25°C, en presencia de luz y un pH de 4 se observa la
velocidad de degradacion mas alta (K = 0.874 dias™), teniendo una degradacion
del 93.7% y un tiempo de vida media (t ;) de 0.79 dias. La velocidad de
degradacion mas baja (K= 0.265 dias™) encontrada en esta matriz se obtuvo a
una temperatura de 4°C, en la obscuridad y con un pH de 4, con una
degradacion del 63.67% y un tiempo de vida media (t ;) de 2.62 dias.

v Se acoplaron dos métodos de extraccidn para el ditiocarbamato de sodio en la
matriz de jugo de cafia y se obtuvo un porcentaje de recobro de 11.99% con un
coeficiente de variacion (CV) de 10.6% para la extraccion en fase sélida (EFS) y
de 59.62% con un coeficiente de variacion de 5.5% para la extraccién liquido-
liquido (ELL); siendo esta ultima la extraccién mads eficiente.

v Se investigaron en la literatura los limites maximos permitidos establecidos
para el ditiocarbamato de sodio en cafia de azucar. Para la FAO el valor
permitido es nulo. Para la Unién Europea (UE) se declara un valor de 0.05 mg
kg'1 (0.125 mg L") de una mezcla de ditiocarbamatos tales como mancozeb,
thiram,ziram, maneb, metiram expresados como CS,, ya que emplean
cromatografia de gases. En México, a través de la CICOPLAFEST, no se reporta
el limite maximo permitido para el ditiocarbamato de sodio en jugo o cafia de
azucar. En esta investigacion si se determiné ditiocarbamato de sodio y el valor
maximo de deteccidén fue de 10.19 mg L™ (2.99 mg Lt expresados como CS;).

Finalmente, considerando la hipdtesis propuesta, los resultados de esta investigacion
indican que si es verdadera, ya que existe una influencia directa de los factores de
matriz, temperatura, fotdlisis, pH y tiempo en la velocidad de degradacién del
ditiocarbamato de sodio.
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6.2 Recomendaciones

De acuerdo con los resultados de la investigacidn realizada se considera importante
realizar lo siguiente en futuros experimentos:

e Para aumentar la eficiencia del analisis del plaguicida en matriz de jugo de cafia,
se propone que; el jugo se refrigere inmediatamente después de haber sido
extraido para evitar el rapido oscurecimiento del jugo y, con ello, evitar la
interferencia de los compuestos que se puedan generar por dicho proceso con
el plaguicida durante el analisis.

e Para la extraccién en fase sdlida se recomienda probar con diferentes
adsorbentes a base de silice, con el fin de eliminar las interferencias como son
las ceras y algunos azucares. Ello debera reflejarse en un menor nivel de ruido a
lo largo de la linea base en los cromatogramas, mejorando también los limites
de deteccidn con el objeto de detectar las bajas concentraciones del plaguicida.

e Debido a la falta de normativas respecto al uso y los limites mdaximos
permisibles de ditiocabamato de sodio en jugo de cafia en Meéxico es
importante evaluar los compuestos en los que se degrada este plaguicida y
determinar si existe algun riesgo para la salud al corto, mediano y largo plazos
por la ingesta de los residuos producto de la degradacién de este plaguicida
que pudieran estar presentes en el azlcar de cafia.

e Es necesario implementar una normativa aplicada al uso y manejo de este
plaguicida en productos de consumo humano, con la finalidad de reducir y
controlar los posibles riesgos que pudieran presentarse por un mal manejo de
este plaguicida o de alguno de sus productos de degradacion. A este respecto
es importante continuar esta investigacién estudiando la descomposicién del
metilisotiocianato y el CS, en condiciones dacidas y al primero y a S en
condiciones alcalinas, que son los primer compuesto de degradacion segun la
bibliografia (LAINCO, 2010).

e Finalmente, sera muy interesante comparar la metodologia de cromatografia
de gases empleada en la Unidn Europea detectando CS, paralelamente con la
cromatografia de liquidos empleada en esta fase de la investigacién con objeto
de corroborar la aplicabilidad de ambas metodologias al jugo de cafa.
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Anexo A

Curvas de calibracion en metanol y agua a
pH de 4, 7 y sin modificar pH
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Fig. A.1. Curva de calibracion de ditiocarbamato de sodio en agua sin
modificar pH

Fig. A.2. Curva de calibracion de ditiocarbamato de sodio en metanol sin
modificar pH
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Fig. A.3. Curva de calibracién de ditiocarbamato de sodio en agua a pH 4

Fig. A.4. Curva de calibracién de ditiocarbamato de sodio en metanol a pH 4
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Fig. A.5. Curva de calibracién de ditiocarbamato de sodio en agua a pH 7

Fig. A.6. Curva de calibracién de ditiocarbamato de sodio en metanol a pH 7
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Anexo B

Curvas de cinética de degradacion del
ditiocarbamato de sodio del diseiho
experimental
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Fig.B.1. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 4°C, oscuridad y pH 4

Fig.B.2. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 4°C, oscuridad y pH 7
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Fig. B.3. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 4°C, luzy pH 4

Fig. B.4. Degradacidn del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 4°C, luzy pH 7
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Fig. B.5. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 25°C, oscuridad y pH 4

Fig. B.6. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 25°C, oscuridad y pH 7
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Fig. B.7. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 25°C, luzy pH 4

Fig. B.8. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en agua y metanol a 25°C, luzy pH 7
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Anexo C

Graficos de superficie de respuesta de los
factores del disefio experimental
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Fig. C.1. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la matriz [agua (-1); metanol
(1)1, fotdlisis [luz (-1); oscuridad (1)]
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Fig. C.2. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la matriz [agua (-1); metanol
(1)1, temperatura (4; 25°C)
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Fig. C.3. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en funcion de la matriz [agua (-1); metanol
(1)1, pH (4; 7)
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Fig. C.4. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en funcién de la matriz [agua (-1); metanol
(1) ], tiempo (1; 5 dias)
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Fig. C.5. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la fotdlisis [luz (-1); oscuridad
(1) 1, temperatura (4; 25°C)
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Fig. C.6. Degradacion del ditiocarbamato de sodio en funcién de la fotdlisis [luz (-1); oscuridad
(1)1, pH (4;7)
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Fig. C.7. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la fotdlisis [luz (-1); oscuridad
(1) 1, tiempo (1; 5 dias)
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Fig. C.8. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la temperatura (4; 25°C), pH
(4;7)
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Fig. C.9. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcién de la temperatura (4; 25°C),
tiempo (1; 5 dias)
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Fig. C.10. Degradacién del ditiocarbamato de sodio en funcion del pH (4; 7), tiempo (1; 5 dias)
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Anexo D

Curva de calibracion de ditiocarbamato de
sodio en jugo de cana
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Fig. D.1. Curva de calibracion del ditiocarbamato de sodio en jugo de cafia
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Anexo E

Tratamiento de residuos
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Obtencidn de canas

|

Extraccion de jugo

l

Curvas de calibracion

en agua, metanol

L y jugo de caiia

Extraccion liquido-
liquido (ELL)

|

[ Extraccion fase

\4

Disefo experimental

solida (EFS) en agua y metanol

e/ N/

Cuantificacién Cuantificacién

Fig. E.1. Disposicion de los residuos generados durante la investigacion

R; = Corresponde a los desechos de la extraccion del jugo de la caia: la cascara, el bagazo y
demas materia organica

R,= Corresponde a la mezcla de metanol, agua y jugo de cana de las muestras de las
extracciones, curvas de calibracién y disefio experimental

Rs= Corresponde a la mezcla de fase mdvil agua-acetonitrilo, asi como las muestras inyectadas
del plaguicida

Residuo Tratamiento

R; Se desecha en los residuos organicos

R, Se realiza una destilacién simple para recuperar el metanol

Rs Sometidos a tratamientos para recuperar el acetonitrilo, y el metanol. El plaguicida

puede ser eliminado por temperatura, fotélisis o con acidos o bases fuertes
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Anexo F

Informacion toxicologica
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Tabla F.1. Toxicidad de los posibles productos de degradacidon del ditiocarbamato de sodio

Compuesto

Toxicidad

Isotiocianato de metilo

CH;-N=C=S

En el aire existe Unicamente como vapor, el cual se degrada en la
atmosfera mediante reacciones con radicales hidroxilo, con un tiempo
de vida media igual a 118 dias. Este compuesto es susceptible a la
fotdlisis directa en el aire. En el suelo tiene una movilidad muy alta y
es degradado por accion de los microorganismos (vida media estimada
de 0.5 a 50 dias). En el agua es eliminado por hidrdlisis, mostrando
vidas medias de 65 a 178 diasapH 7,de 0.7 a 10 diasapH 10y de 15 a
67 dias a pH 5. La volatilizacidon es un destino ambiental importante
para este plaguicida, tanto en el agua (vida media de 12 horas a 8 dias)
como en suelo. Su potencial de bioconcentracion en organismos
acuaticos es bajo (INE, 2010)

Sulfuro de sodio Na,S

Toxicidad agua por via oral

- DLsg, rata, entre 208 - 254 mg kg'l

Irritacion de la piel

- conejo, efectos corrosivos

Irritacion ocular

- Experiencia humana, riesgo de lesiones oculares graves

Observaciones

- Nocivo por ingestion

- Efecto corrosivo para los ojos, para la piel y las vias respiratorias

- Posibilidad de efectos nerviosos y respiratorios

- Efecto mutageno ambiguo

Persistencia y degradabilidad

Degradacion abidtico

- Aire, fotooxidacion indirecta, degradacion quimica entre 0,6 - 2 %

(sulfuro de hidrogeno) condiciones: sensibilizador: radical OH/O;

Productos de degradaciéon: Anhidrido sulfuroso / sulfatos / sulfitos

- Agua/suelo

Resultado: complejacién/precipitacion de materiales inorganicos y

organicos

- Agua/suelo

Resultado: oxidacién

Productos de degradacién: sulfatos

Biodegradacion

- aerébico, ensayado segun: oxidacion (Sulfuros)

Productos de degradacion: sulfitos / sulfatos /sulfuro de hidrégeno
- anaerdbico, Ensayado segun: biodegradacién por sulforeduccion

(sulfatos), metanogenesis (sulfatos) (Solvaychemicals, 2010a)

Sulfuro de carbono CS,

CLso (Inhalacién, ratas): 25 mg m™/2 horas

Ha sido investigado como mutagénico y causante de efectos
reproductivos. Una exposicion prolongada por inhalacion a bajos
niveles de disulfuro de carbono puede tener efectos adversos en el
sistema reproductivo. En casos de exposicion crdnica, se han
reportado desordenes menstruales, abortos espontdneos vy
nacimientos prematuros en absorciones de 2 mg L™. Asi como efectos
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crénicos ocasionando fallos en: sistema respiratorio, dafios renales,
cardiovasculares, gastrointestinales, hematoldgicos, hepaticos,
neuroldgicos (Dadma, 2010)

Metilamina CH;NH,

La dosis letal CLs para ratén es 2400 mg m>

Ingestion: causa calambres abdominales

Inhalacidn: causa, tos, diarrea, dificultad respiratoria, jadeos, dolor de
garganta y vomito

Piel: causa quemaduras, enrojecimiento y dolor

Ojos: causa dolor, enrojecimiento y lagrimeo (Eller et al., 2005)

Hidréxido de sodio NaOH

LDLooral conejosesde 0.5 g kg'1

Piel: causa severos dafos a la piel por quemaduras

Respiratoria por inhalacidn: irritacion significante al tracto respiratorio
No existe informacidon relacionada con efectos teratogénicos,
mutagénico o neurotéxico (Cisproquim, 2010)

Azufre S

Causa efectos neurotéxicos y cambios del comportamiento

Alteracion de la circulacion sanguinea

Dafios cardiacos, efectos en ojos y vista, dafos al sistema inmunitario,
dafios en funciones de higado y rifiones

Informacidon ecoldgica: peligroso para la vida acuatica, mortal en
peces a partir de 20 mg L™, toxicidad en peces CLo= 25 mg kg 124 .
No biodegradable (Lenntech, 2010)

Bisulfuro de sodio

NaSH

Toxicidad agua por via oral

- DLsy, rata, entre 96 - 200 mg kg'1

Irritacion de la piel

- Corrosivo

Irritacion ocular

- Corrosivo

Sensibilizacion

- Experiencia humana, Sensibilizacion respiratoria (Sulfito de sodio)
Toxicidad genética in vitro

- Efectos mutdgenos

Observaciones

- Téxico por ingestion

- Efecto corrosivo ligado a las propiedades alcalinas del producto
- Posibilidad de sensibilizacién por inhalacion

- Posibilidad de efectos nerviosos y respiratorios

Toxicidad aguda

- Peces, Semolitus atromaculatus, Clsy, 24 h, entre 4 - 10 mg Lt
- Peces, Gambusia affinis, LOEC, 96 h, 206 mg L*

Toxicidad cronica

- Peces, Salmon sp., LOEC, mortalidad, 2.5 mg Lt

Movilidad

- Aire

Observaciones: movilidad en forma de aerosoles sélidos

- Agua/suelo

Observaciones: solubilidad y movilidad importante
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Persistencia y degradabilidad
Degradacion abiético
1. Aire, fotooxidacidn indirecta, Degradacién quimica entre 0,6 -
2% 1 h (sulfuro de hidrégeno)
Condiciones: sensibilizador: radical OH/O4
Productos de degradacion: Anhidrido sulfuroso / sulfatos / sulfitos
- Agua/suelo
Resultado: complexacion/precipitacion de materiales inorganicos y
organicos
Biodegradacion
- aerdbico, ensayado segun: oxidacion
Productos de degradacion: sulfitos / sulfatos
(Solvaychemicals, 2010b)

DLsy: Dosis letal media; LOEC: Concentracién mas baja a la cual se observa efecto; CLso. Concen-
tracion letal media; CLyo: Concentracion letal, LDLo: Dosis letal minima oral
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