UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

=0

T NAGIONAL AUTONOMA 7 [Ti
It E M

FACULTAD DE QUIMICA

Efecto de algunos factores de proceso sobre la
degradacion de la metilamina, uno de los subproductos del
ditiocarbamato de sodio utilizado como agente biocida
contra Leuconostoc mesenteroides en los ingenios
azucareros, mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA
FATIMA BONILLA VIDAL

MEXICO, D. F., 2013




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE QFB. Silvia de Jesus Mendoza Arellano
VOCAL QFB. Juan Diego Ortiz Palma Pérez
SECRETARIO Dra. Marisela Bernal Gonzélez
PRIMER SUPLENTE Dr. Martin Daniel Trejo Valdez

SEGUNDO SUPLENTE  Dra. Maria del Carmen Duran Dominguez de Bazla

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA

Laboratorios 301, 302, 303 de Ingenieria Quimica Ambiental y de Quimica

Ambiental, Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultadde Quimica, UNAM

ASESOR DEL TEMA:

Dra. Marisela Bernal Gonzalez

SUPERVISOR TECNICO:

Dra. Maria del Carmen Duran Dominguez de Bazua

SUSTENTANTE:

Fatima Bonilla Vidal




Glosario

Resumen

indice

1. Problemética

2.

1.1. Introduccién

1.2. Justificacion
1.3. Objetivos
1.3.1 Objetivo general

1.3.2 Objetivos particulares

1.4. Hipotesis

Antecedentes

2.1. Panorama nacional de la produccion de azucar

2.2. Microorganismos presentes en la cafia y su origen

2.3. Formacion de dextranas

2.4. Proceso de elaboracion del aztcar

2.4.1.
2.4.2.
2.4.3.
2.4.4.
2.4.5.
2.4.6.
2.4.7.
2.4.8.
2.4.9.

Labores de quema, cosecha y corte
Quema

Corte

Molienda

Clarificacion

Evaporacion

Cristalizacion

Centrifugacion

Secado, enfriado y envasado

2.5. Biocidas utilizados en la industria azucarera

2.5.1. Metil ditiocarbamato de sodio (metam-sodio) y sus

productos de degradacion

2.6. Aminas alifaticas

2.6.1. Efectos toxicoldgicos de las aminas alifaticas

2.6.2.

Formacién de nitrosaminas

© © O N N PP W WWWDN PP

R o o o =
A D W W NDNMDNPRER O

16
17
18



2.7. Metilamina (MA)
2.7.1. Propiedades fisicoquimicas
2.7.2. Interaccion en el medio ambiente
2.7.3. Toxicidad
2.7.4. Limites maximos permitidos en alimentos y ambiente
laboral
2.7.5. Absorcion de la metilamina
2.7.6. Reactividad de la metilamina
2.8. Cinética de reaccion

. Fundamentos analiticos

3.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
3.1.1. Cromatografia de fases quimicamente unidas
3.2. Instrumentacion para cromatografia de liquidos de alta
resolucion
3.2.1. Detector de fluorescencia
3.3.  Reaccion de derivatizacion
3.4. Extraccion en fase solida (EFS)
3.5. Metodologias reportadas para el analisis de aminas alifaticas
3.5.1. Preconcentracién y derivatizacion en cartuchos Cig
. Metodologia
4.1. Equipo y materiales
4.2. Reactivos
4.2.1. Preparacion de soluciones
4.3. Andlisis de metilamina
4.3.1. Derivatizacién y EFS de la metilamina
43.1.1. Derivatizacion y EFS de la metilamina en agua
4.3.1.2. Derivatizacion y EFS de la metilamina en jugo
4.3.2. Condiciones cromatograficas
4.4. Determinacion del tiempo de retencién (tg) y de los limites
de deteccion (Lg)
4.5. Elaboracién de curvas patrén

4.6. Tratamiento de la muestra

18
19
20
20
22

23
25
27
29
29
29
30

32
32
34

35
38
38
38
39
40
41
41
42
42
43

44
44



4.7. Disefio experimental
4.7.1. Evaluacion de la degradacion de la metilamina
4.7.2. Cinética de degradacion
4.8. Porcentaje de recobro (%R)
4.9. Andlisis estadistico
5. Resultados
5.1. Identificacion y cuantificacion de la MA
5.1.1. Tiempo de retencion tg de la metilamina
5.1.2. Limites de deteccion (Lq)
5.1.3. Curvas de calibracion
5.2. Precision
5.3. Degradacion de la MA
5.3.1. Degradacion en agua
5.3.2. Degradacion en jugo
5.4. Analisis estadistico de la influencia de los factores en la
degradacion
5.5. Porcentaje de recobro
6. Conclusiones
7. Recomendaciones

Anexos

A.1. Lavado de material de vidrio

A.2. Lavado de cartuchos Cig

A.3. Disposicién de los residuos generados durante la investigacion

A.4. Datos de area bajo la curva para la curva de calibracién de la
metilamina en agua

A.5 Datos de area bajo la curva para la curva de calibracién de la
metilamina en agua

A.6 Tabla para analisis de varianza

Bibliografia

44
45
46
46
47
48
48
49
50
50
53
53
54
55
57

59
61
64
65

65
66
67
68

69

70
71



indice de Tablas

Tabla 1. Produccion nacional de azucar de la Zafra 2011/2012
(CONADESUCA/ SAGARPA, 2013)

Tabla 2. Parametros de eficiencia de la produccion de azucar: Zafra
2011/2012 (CONADESUCA/ SAGARPA, 2013)

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la metilamina (Praxair, 2008)

Tabla 4. Rango de toxicidad aguda (Valle y Lucas, 2000)

Tabla 5. Valores de LCsg y LDsg de la metilamina

Tabla 6. Limites maximos de exposicion a la MA en una jornada

laboral

Tabla 7. Compuestos de fluorescencia natural (MNCN, 2012)

Tabla 8. Técnicas reportadas para el andlisis de aminas alifaticas

Tabla 9. Equipo y materiales con especificaciones técnicas

Tabla 10.Reactivos y disolventes utilizados

Tabla 11.Condiciones cromatogréficas para el andlisis de la MA

Tabla 12.Disefo experimental

Tabla 13. Comparacién de metodologia para la preconcentracion de
la metilamina

Tabla 14.Tiempo de retencion y limite de deteccion de la metilamina
en diferentes matrices

Tabla 15.Regresion lineal de las curvas patron de la MA

Tabla 16.Analisis estadistico del punto medio de las curvas patron

Tabla 17.Cinética de degradacion de la metilamina en agua

Tabla 18.Cinética de degradacion para cada experimento con la
metilamina en jugo de cafia

Tabla 19.Analisis de varianza para la degradacion de metilamina

Tabla 20.Contribucion porcentual de cada factor sobre la
degradacion

Tabla 21.Porcentaje de recobro de la metilamina en jugo de cafia

Pag.

6

19
21
21
23

32
36
38
39
43
45
48

50

52

53

54

57

57
59

59



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.

Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.
Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.

indice de Figuras

Degradacion del metil ditiocarbamato en solucion neutra,
acida y basica (Wales, 2002)

Estados productores de azucar, con porciento de
participacion (SAGARPA, 2012)

Sintesis general de la dextrana a partir de la sacarosa
Proceso de elaboracién del azucar

Estructura del ditiocarbamato de sodio (Wales, 2002)

Degradaciéon del metam-sodio en una solucion neutra
(LAINCO, 2010)

Degradacion del metam-sodio en una solucion basica
(LAINCO, 2010)

Degradacion del metam-sodio en una solucion acida
(LAINCO, 2010)

Estructura quimica de la metilamina (Parmeggiani, 1999)
Clasificacion de amino-oxidasas (Hernandez-Guillamon,
2005)

Formacion de melanoidinas durante la produccion del
azucar (Larrahondo, 1995)

Comportamiento de la velocidad segun el orden de
reaccion (Anonimo, 2012a)

Esquema de un equipo de CLAR

Tratamiento de la muestra mediante EFS (Anonimo, 2012b)

Reaccion de derivatizacion de la MA en un medio béasico
Principales etapas de la metodologia

Metodologia para la determinaciéon del % de recobro
Cromatograma de la MA en agua

Cromatograma de la MA en jugo de cafia
Curva de calibracién de la MA en agua

Curva de calibracion de la MA en jugo de cafa

Curva linealizada de la MA en jugo de cafia
Curvas de degradaciéon de la MA en agua

Curvas de degradacién de la MA en jugo de cafia
Degradacién de segundo orden para la MA en jugo

Diagrama de Pareto

Pag.

10
15

16
16
16

19
24

26
28

30
34
37

41
47
49

49
51

51

52
54

56
56
58



Glosario

ACGIH

ADN

AO

AOSS
Co,HsNNaS,
CHsNH35 CI
CLso (LCso)
CONADESUCA

CS,

d

d.i.

DAO

DLso (LDso)
FBA
FMOC

g

h

H202

ha
HAc-NaAc
HSL

k

k

Kq

kg

kOC

kPa

L
LMPE-PPT

log Pow

MA
MAO
MeOH
mg
min
MIT

American Conference of Governmental Industrial Hygienists
Acido desoxiribonucleico

Aminooxidasa

Aminooxidasa sensible a semicarbazida

Metil ditiocarbamato de sodio

Cloruro de metilamonio

Concentracion letal media (lethal concentration)

Comision Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Cafia
de Azlcar

Disulfuro de carbono

Dia

Diametro interno

Diaminooxidasa

Dosis letal media (lethal dose)

Factor de bioacumulacion

9-fluorenilmetilcloroformato

Gramo

Hora

Peréxido de hidrogeno

Hectéarea

Mezcla de acido borico y borato de sodio en acetonitrilo
Hazardus Substance List

Rapidez de degradacion (orden cero)

Rapidez de degradacion (segundo orden) (jugo de cafa a
25°C expuesto a luz solar)

Constante de disociacion

Kilogramo

Coeficiente de adsorcion

Kilopascal

Litro

Limite maximo permisible de exposicion, promedio ponderado
en el tiempo. Es la concentracion promedio ponderada en
tiempo de un contaminante en el ambiente laboral para una
jornada de ocho horas diarias y una semana laboral de
cuarenta horas a la cual se pueden exponer la mayoria de los
trabajadores sin sufrir dafios a su salud

Coeficiente de reparto

Molar

Metro cubico

Metilamina

Mono-amino oxidasa

Metanol

Miligramo

Minutos

Metil isotiocianato



MM

mm
MNCN
N&HCOg
NaOH
ng
NH>R
NH3
NHR2
NHR3
NIOSH
nM
-N-N=0O
NTP
OSHA
PAO
pH

pKa

Pol

ppm
SHHSL

STEL
STPS

tue

THF
TMBB-Su

ton

tr
UFC

Masa molecular

Milimetro

Museo Nacional de Ciencias Naturales (Espafia)

Bicarbonato de sodio

Hidroxido de sodio

Nanogramo

Amina primaria

Amoniaco

Amina secundaria

Amina terciaria

National Institute for Occupational Safety and Health (EEUU)
Nanomolar

Grupo nitroso

National Toxicology Program

Occupational Safety & Health Administration

Poliaminaoxidasa

Potencial de hidrégeno

Logaritmo negativo de la constante de acidez

Contenido aparente de sacarosa, expresado como un
porcentaje en masa y determinado mediante un meétodo
polarimétrico

Partes por millén

Special Health Hazard Substance List

Short Time Exposure Limit

Secretaria del Trabajo y Prevision Social (México)

Tiempo de vida media

Siglas en inglés para tetrahidrofurano (Tetrahydrofuran)

Siglas en inglés para 1,3,5,7 tetrametil-8-(N-hidroxisuccimidil
éster butirico de difluoroboradoza-s-indaceno (1,3,5,7
tetramethyl-8-(N-hydroxysuccinimidyl butyric ester)
difluoroboradoza-s-indacene)

Tonelada

Tiempo de retencion

Unidades Formadoras de Colonias

Letras griegas y otros simbolos

A
Mg
ML
pm
°Bx

°C

Longitud de onda de maxima absorcion

Microgramo

Microlitro

Micrometro

Contenido de sodlidos solubles en agua expresado en
porcentaje

Grados Centigrados

Nota: Esta tesis usa el punto decimal



Resumen

En la actualidad el uso del ditiocarbamato de sodio en la industria azucarera es de
vital importancia para evitar el desarrollo de microorganismos acompafiantes de la
cafia siendo el mas importante: Leuconostoc mesenteroides, bacteria causante de
la formacién de dextranas a partir del azUcar. Estas gomas afectan el proceso
bloqueando el paso del jugo de cafia a través de los equipos y generando
pérdidas significativas de sacarosa. Se ha usado el ditiocarbamato de sodio como
desinfectante para eliminar a éste y otros microorganismos. Sin embargo, sus
productos de degradacion han sido designados como contaminantes toxicos que,
ademas, se forman facilmente. Entre ellos se encuentra la metilamina. Este
compuesto tiene accion irritante en piel, 0jos, mucosa y tracto respiratorio; ademas
de ser considerada un precursor de nitrosaminas, las cuales son cancerigenas. Es
por ello que, en esta investigacion, se estudio la degradacion de la metilamina bajo
algunos factores ambientales que ocurren durante la produccion del azucar para
poder determinar qué factor o factores tienen mayor contribucion en la
degradacion de la amina durante el procesamiento del azlucar garantizando la
inocuidad del producto final. La metilamina fue estudiada mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR) previa extraccion en fase solida (EFS) y
derivatizacion del compuesto. Se evalud el efecto de la matriz (agua, jugo de
cafa), temperatura (4, 25°C) y la fotdlisis (luz y oscuridad) sobre la degradacion de
la metilamina. Los limites de deteccién del compuesto fueron de 0.1 pg L™ en
agua y 0.001 pug L™ en jugo de cafia. La metodologia utilizada arrojé un porcentaje
de recobro del 86.2%. La degradacion presentada por el compuesto de interés
cuando fue expuesto a la luz solar y a una temperatura ambiente de 25°C
presenta, para la matriz de agua, una constante de velocidad de degradacion (k)
de 0.3110 pgL™*d™ y un tiempo de vida media (t1,) de 2.57 dias y una constante de
velocidad de reaccion de segundo orden k de 0.7325 Lpg™*min™® (1055 Lug™td™,
mas de 3000 veces mayor a la del agua a las mismas condiciones) con un ty
125.5 minutos (0.087 d, 30 veces menor que para agua) en la matriz de jugo de
cafa. El factor matriz (jugo de cafia) tuvo un porcentaje de contribucion del 66.7%
en la degradaciéon del compuesto. Esto pudiera deberse al efecto de la presencia
de carbohidratos reductores que reaccionarian con la metilamina formando
melanoidinas, hipotesis derivada de esta investigacion que se plantea como la
continuacion de la misma.

Palabras clave: Leuconostoc mesenteroides, jugo de cafla de azlcar,
ditiocarbamato de sodio, metilamina
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1. Problemética
1.1. Introduccién

En México la industria azucarera es histéricamente una de las mas importantes,
debido a su relevancia econémica y social en el campo; genera mas de dos
millones de empleos, tanto en forma directa como indirecta; se desarrolla en
entidades federativas y municipios, generando un valor de produccion primaria de
alrededor de 30 mil millones de pesos (SAGARPA, 2012). En la produccion de
azucar, las dextranas son compuestos indeseables a partir de la sacarosa,
sintetizados por microorganismos contaminantes, que provocan pérdidas
significativas al incrementar la viscosidad en los fluidos y reducir el recobrado
industrial (Rodriguez, 2005). El control de dichos microorganismos contaminantes,
principalmente la bacteria Leuconostoc mesenteroides, se ejecuta mediante el uso
del metil-ditiocarbamato de sodio (metam-sodio), agente biocida que tiene un
intervalo de aplicacién de 40 a 80 mg L™ y es agregado de forma continua durante
la extraccion del jugo, ya que es donde se homogeneiza facilmente (Villa, 2008).
Los productos de degradacion del metil-ditiocarbamato de sodio se presentan en
la Figura 1. Estos han sido designados como contaminantes toxicos, por lo que el
fungicida de origen esta clasificado como de "uso restringido” (Cox, 2006).
Asimismo, el autor menciona que puede descomponerse de manera relativamente
simple (Cox, 2006).

Sulfuro de
hidrogeno
K Isotiocianato de metilo
Dvletilarnina S H.S
MG, 7 CH:N=C=S
CHeNMe | picipu de NTC }
+ CS 2caﬁm:vrm:v H“ ______ :\S_

HS S
TKH, el didocarbamato L = ‘_ﬁ kB
Lzufre

-2

I H" il B OH il
CHsNH—C—SH <« CHNH—C—S _— &  CHN—C—S

Soluciones Soluciones
acidas Basicas

Fig. 1. Degradacion del metil ditiocarbamato en solucién neutra, acida y béasica
(Wales, 2002)
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Como se observa en la Figura 1, la metilamina es un compuesto de degradacion
en condiciones &cidas. Es un compuesto altamente toéxico, sensibilizador e irritante
para piel, mucosa, tracto respiratorio y por todas las vias de exposicion:
inhalacion, ingestién y contacto (Sahasrabuddhey et al., 1999; Meseguer Lloret et
al., 2004). El analisis del compuesto de interés se realiz6 mediante cromatografia
de ligquidos de alta resolucion, debido a su sensibilidad, su facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas y sobre todo por su eficacia, ya que
proporciona datos de tiempo de retencién (tg) que, al compararse con estandares,
permiten realizar su identificacion (Harris, 2007).

1.2. Justificacion

El jugo obtenido durante la molienda tiene un pH ligeramente acido de 5.2 (Villa,
2008) y como el biocida es agregado de forma continua durante la extraccion, en
un medio acido, el metam-sodio, nhombre comercial del ditiocarbamato de sodio
(Rubin, 2004), se hidroliza, dando como resultado metilamina (CH3NH,) y disulfuro
de carbono (CS,) (Wales, 2002). Este compuesto es de gran relevancia ya que
figura en la lista de substancias peligrosas (Hazardous Substance List) debido a
gue esta reglamentado por la OSHA (Occupational Safety & Health Administration)
y también esta considerado en la lista de substancias extremadamente peligrosas
para la salud (Special Health Hazard Substance List) ya que es inflamable (New
Jersey Department of Health, 2004). A nivel nacional es considerado como
psicotropico y precursor quimico por la Ley General de Salud y la Ley Federal para
el Control de Precursores Quimicos (Jiménez, 2012). Por lo anterior resulta de
considerable interés su estudio, tanto para evaluar su vida media durante las
diferentes condiciones ambientales que ocurren en las primeras operaciones
unitarias en un ingenio azucarero: Fotdlisis, matriz y temperatura, como para
establecer una metodologia de deteccion precisa, exacta y confiable que brinde la
seguridad de que el azdcar y principalmente los productos intermediarios del

proceso (cachaza, mieles y melaza) son inocuos al no contener metilamina.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Evaluar la degradacion de la metilamina bajo diferentes condiciones
ambientales, considerando que ocurren durante la produccion del azlcar,

determinando su comportamiento bajo dichas condiciones

1.3.2. Objetivos particulares

e Revisar las metodologias analiticas que utilicen la cromatografia de liquidos
de alta resolucion, para la determinacion y cuantificacion de la metilamina
en matrices acuosas

e Evaluar la degradacion de la metilamina bajo los siguientes factores:
temperatura, tiempo, fotolisis y matriz

e Identificar qué factor o factores contribuyen en mayor proporcion con la
degradacion de la metilamina

e Investigar el comportamiento de la metilamina en las diferentes matrices

e Determinar los tiempos de vida media de la metilamina asi como sus limites

de deteccion en las matrices estudiadas.

1.4. Hipétesis

e La concentracién de la metilamina disminuira al ser expuesta a las condiciones

de temperatura, fotdlisis, tiempo y matriz presentes en un proceso azucarero.
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2. Antecedentes

2.1. Panorama nacional de la produccién de azucar

La industria azucarera en México es muy importante, requiriendo en los ultimos
diez aflos una superficie cultivada del orden de 700,000 hectareas por afio, cuya
produccién alcanza en promedio los 46 millones de toneladas de cafia de azlUcar y
5 millones de toneladas de azucar. El estado de Veracruz ocupa el primer lugar a
nivel nacional en el cultivo de cafia de azucar (Fig. 2), aportando el 37% de la
produccién total nacional y de la superficie total cosechada (SAGARPA, 2012).

San Luis Potosi
11%

\_ 4 v Veracruz
. R 37%
S - g,
\ v" ':j« [ :‘ \
; ™ . ~
e 1 /w\
“\’J"\d_ 7 2

6% Chiapas
6%

Fig. 2. Estados productores de azlcar, con porcentaje de participacién (SAGARPA, 2012)

Los datos de la produccion nacional de azucar para la Zafra 2011/2012 se
muestran en la Tabla 1. En ésta se puede observar que, efectivamente, el estado
con mayor participacion en la produccion de azlcar, es Veracruz. Esto se debe a
gue es el estado con mayor nimero de ingenios (veintidés ingenios de un total
nacional de cincuenta y siete). Sin embargo, el estado con mayor rendimiento de
fabrica es Morelos con un 13.46%, es decir, que tiene 2.93% por encima del

rendimiento de Veracruz (Tabla 2). Esta diferencia puede deberse ademas de la
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presencia de Leuconostoc mesenteroides, a factores fisicos tales como largas
demoras entre cosecha, el corte y la molienda de la cafia de azucar, ya que

permiten la formacion de dextrana (Villa, 2008).

Tabla 1. Produccién nacional de azlicar de la Zafra 2011/2012
(CONADESUCA/SAGARPA, 2013)

Hectareas Cafha Azlcar Miel Alcohol
cosechadas  mpoplida  producida producida producido
(ha) (ton) (ton) (ton) (miles de L)

Campeche 9,048 426,780 45,891 16,139 np
Colima 15,811 1,303,185 140,442 60,459 np
Chiapas 30,791 2,879,721 336,179 105,645 8,725
Jalisco 68,955 5,904,551 672,219 225,175 2,577
Michoacan 14,599 1,231,929 144,002 48,015 np
Morelos 15,564 1,782,256 239,885 61,800 np
Nayarit 27,983 1,968,302 240,659 79,777 np
Oaxaca 47,350 2,434,609 252,707 130,497 np
Puebla 16,038 1,893,967 241,536 73,344 np
Quintana Roo 28,421 1,587,276 148,238 72,805 np
San Luis 71,423 2,778,373 310,365 97,560 np
Potosi
Sinaloa 20,178 1,613,186 143,383 60,692 np
Tabasco 32,374 1,776,030 180,216 67,398 np
Tamaulipas 31,650 1,882,274 186,961 65,265 2,584
Veracruz 273,575 16,768,788 1,765,786 568,804 1,424
Total 703,7061 46,231,229 5,048,469 1,733,369 15,310
Nacional

ha: hectarea; ton: Toneladas; L: Litros; np: no producen alcohol
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Por lo anterior se observa que las practicas de manejo que incluyen los tiempos de
produccion, asi como la aplicacion de biocidas, en este caso el ditiocarbamato de
sodio, determinan la calidad y rendimiento del azlcar producido. La calidad se
reconoce en el momento de la molienda por la cantidad de azlcar recuperable o
rendimiento que se obtiene por tonelada de cafa molida, lo cual depende de
caracteristicas como: alto contenido de sacarosa, bajo contenido de materiales
extrafios, bajo contenido de sdlidos solubles diferentes de la sacarosa y bajos
niveles de fibra (Larrahondo, 1995). La calidad de la cafa y, por ende, el
rendimiento de fabrica es de gran importancia, ya que con ello se esta originando
gue la produccién nacional azucarera tenga una mayor participacion en el
mercado mundial.

Tabla 2. Parametros de eficiencia de la produccion de azlcar; Zafra 2011/2012
(CONADESUCA/SAGARPA, 2013)

Estado Rendimiento Eficiencia en Sacarosa en Fibra en cafia
de fabrica (%) fabrica (%) cafia (%) (%)

Campeche 10.75 ' 81.31 13.16 13.26
Colima 10.78 82.43 13.03 12.32
Chiapas 11.67 85.02 13.65 12.95
Jalisco 11.38 83.73 13.56 12.91
Michoacan 11.69 84.66 13.76 13.65
Morelos 13.46 85.25 15.70 14.20
Nayarit 12.23 83.78 14.57 13.36
Oaxaca 10.38 83.45 12.42 13.13
Puebla 12.75 84.61 15.10 12.76
Quintana Roo 9.34 77.25 12.05 13.38
San Luis 11.17 81.27 13.70 14.56
Potosi

Sinaloa 8.89 80.50 11.00 13.06
Tabasco 10.15 79.34 12.83 13.51
Tamaulipas 9.93 76.34 12.83 13.51
Veracruz 10.53 82.23 12.76 13.50
Total 10.92 82.36 13.21 13.35
Nacional
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2.2. Microorganismos presentes en la caflay su origen

Los microorganismos presentes en la cafia de azucar proceden del suelo y de las
estructuras vegetales en putrefaccidon. La rizosfera (suelo en interaccion con la
raiz) contiene una amplia gama de microorganismos, aunque no se sabe si las
rizosferas de la cafia de azucar, estan asociadas de manera constante con
microorganismos especificos. En un estudio (Mayeux y Colmer, 1960) se encontrd
un elevado nimero de Enterobacter (10° UFC/g) en el suelo préximo a la cafia y,
en menor cuantia, a medida que aumenta la distancia desde el tallo. Aunque no de
forma constante, la bacteria Leuconostoc mesenteroides también puede

encontrarse en la rizosfera en un nimero superior a 5x10° UFC/ g.

Con el clima humedo y caluroso, el jugo que exuda de la cafia contiene un elevado
ndmero de microorganismos, aproximadamente 10° UFC de bacterias y 10° UFC
de levaduras y mohos por gramo, los cuales pueden contaminar la cafia al ser
cortada (Mayeux y Colmer, 1960; Silliker et al., 1980). La infeccion de la cafa por
el insecto Diatraea saccharalis, conocido como “borer” y el ataque de roedores

favorecen la contaminacion microbiana de la graminea en el campo.

2.3. Formacion de dextranas

Las dextranas no son compuestos propios de la cafia, el contenido de estos
polisacaridos en la cafia es muy bajo o casi cero. Su formacion ocurre por la
accion de la enzima dextranasacarasa de microorganismos contaminantes que se
alojan en la savia de la planta o la atacan posteriormente al ser dafiada su corteza
(Rodriguez, 2005). La bacteria Leuconostoc mesenteroides es el principal
microorganismo productor de dextranas. Esta bacteria da origen a las dextranas
utilizando la sacarosa como materia prima (Fig. 3) y contribuye asi, a la pérdida de
esta ultima. Las dextranas son polisacaridos constituidos por unidades de glucosa
unidas en forma de cadena recta mediante enlaces a 1-6. Al menos entre 50% y
60% de las uniones deben ser a 1-6 para que el polimero se defina como
dextrana, existiendo un amplio rango de masas moleculares entre ellos, ya que

oscilan desde unos miles hasta varios millones de unidades de masa molecular.
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Bajo condiciones favorables de temperatura y humedad, la dextranasacarasa
hidroliza la sacarosa y forma dextranas (Larrahondo, 1995; Rodriguez, 2005; Villa,
2008).

Ademas de las pérdidas de sacarosa a consecuencia de la formacion de
dextranas, estos polimeros incrementan la viscosidad de los jugos, creando
problemas en los evaporadores y tachos. Junto con el jugo, estas dextranas se
extraen en los molinos y contaminan los flujos de la planta procesadora, conocida
en unos paises como central y en otros como ingenio azucarero, y su nivel en el
jugo llega a exceder las 10,000 ppm (1%) en los casos extremos (Rodriguez,
2005). Las dextranas tienen, ademas, la particularidad de elevar los valores del
“pol” (contenido aparente de sacarosa, expresado como un porcentaje en masa y
determinado mediante un método polarimétrico), debido a su poder altamente

dextro-rotatorio (Larrahondo, 1995).

HOCHz Lo Sacarosa
JO—O CH2 fe)
k 3 HO
HO CH20H
OH HO
Invertasa
' Cadena lineal de una dextrana
HOCH HOCH> HOCH 6 6 3 8
HO + KOHO M o' /i fo] —o 3/—
OH 0 ;
Bt [ o, e W i )
HO Dextransacarosa OH I/ ) HO HO
OH OH OH Ok OH

Fructosa Glucosa

Fig. 3. Sintesis general de la dextrana a partir de sacarosa (Larrahondo, 1995)

En cada molécula de azucar que se consume se utiliza solamente la fraccién de
glucosa en la sintesis de dextrana, permaneciendo como subproducto la fructosa,
la cual se descompone en acidos organicos y otros productos coloreados que
inducen un descenso del pH; lo anterior ocasiona un aumento en la tasa de
inversién de la sacarosa por catalisis acida y contribuye, en consecuencia, al

incremento de las pérdidas adicionales de azucar comercial (Larrahondo, 1995).
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Algunos estudios recientes muestran que una cepa de L. mesenteroides, aislada
en un central de Argentina, durante las primeras 6 horas de crecimiento a 30°C
consumié la sacarosa a razén de 8.46 g L™/ h. El consumo de la sacarosa se
redujo con el incremento de la temperatura. Una vez que las dextranas estan en el
proceso de produccion de azucar, la viscosidad de la solucién se incrementa en
dependencia de la concentracion y de la masa molecular de los polimeros

formados, el cual puede oscilar entre 10°y 10" 0 mas (Larrahondo, 1995).

El control de las dextranas en la agroindustria azucarera se ejecuta mediante el
riguroso ajuste entre la quema, si ésta se realiza, el corte mecanizado o manual y
la entrega de la cafia fresca al central. También se emplean las técnicas de
saneamiento con vapor del equipamiento productivo cada 8 horas durante el
funcionamiento del central azucarero y el uso de biocidas sobre la cafa
(Rodriguez, 2005).

2.4. Proceso de elaboracion de azucar (Fig. 4)

2.4.1. Labores de campo, cosechay corte

El proceso productivo se inicia con la adecuacion del campo (etapa previa de
siembra de la cafia). La cosecha empieza cuando los tallos dejan de desarrollarse,
las hojas se marchitan y se caen y la corteza se vuelve quebradiza. Esto ocurre
aproximadamente 11 6 16 meses después de la siembra. Posteriormente, se lleva

a cabo la quema.

2.4.2. Quema

La operacion de la quema tiene como obijetivo eliminar las hojas y aumentar la
temperatura del tallo de 55 hasta 85°C. Estas temperaturas no destruyen
aparentemente las bacterias tolerantes al calor (microorganismos termdfilos), ya
gue éstos se pueden encontrar tras la operacion de quemado. Leuconostoc
mesenteroides ha sido detectado en las cafias aproximadamente con la misma
frecuencia antes y después del quemado. Ademas, se ha observado el rapido

aumento del nivel de dextranas en casi diez veces desde las 12 a las 48 horas, de
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la quema, hasta alcanzar las 3200 ppm. Cuando Leuconostoc y otras bacterias
formadoras de acido se desarrollan en la cafia de azucar recolectada, ésta se
vuelve acida. Se produce azucar invertida, acido lactico, acético y principalmente
dextranas (Silliker et al., 1980).

Fig. 4. Proceso de elaboracion del azucar. a) siembra; b) quema; ¢) cosecha manual; d)
cosecha mecénica; e) transporte; f) troceado; g) molinos; h) clarificacién; i) evaporacién; j)
centrifugacion; k) secado ) envasado (Elaboracion propia)

2.4.3. Corte

El corte se puede realizar manual o mecanicamente. Durante este paso
Leuconostoc mesenteroides es la bacteria lactica que fundamentalmente agrede a
la cafia. El nivel de exposicidon del tejido interno de la cafia se incrementa con el
corte mecanizado, el trozado o por la quema, lo cual provoca la inactivacion de las

enzimas fenol oxidasas de accion protectora o bactericida en la planta. En la cafa

10
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cortada sin trozar, el contenido de las dextranas no excedido de 250 ppm en el
jugo, mientras que la cafia trozada exhibi6 mayor velocidad de formacion de
dextranas, debido a la mayor area de tallos expuestos y, por lo tanto, mayor grado
de infeccion bacteriana. Por otro lado se reportd que en la cafia trozada, después
de dos horas de acopiada, se observo la infeccién masiva con Leuconostoc y otras
bacterias, hasta a seis pulgadas de distancia de los extremos (Larrahondo, 1995).

Posteriormente, las cafas son transportadas al ingenio azucarero y lo ideal es que
este tiempo no sea mayor de 36 horas para evitar pérdidas de sacarosa (Chang et
al., 2012).

2.4.4. Molienda

Al llegar la cafia al ingenio azucarero, pasa a los desfibradores, aparato que se
emplea para completar la preparacion y la desintegracion de la cafia y facilitar asi
la extraccion del jugo de la cafia (Hugot, 1963). El jugo mixto es un medio ideal
para el crecimiento de muchos microorganismos, ademas tiene °Brix de 10 a 18,
un pH de 5.0 a 5.6, abundantes sales organicas e inorganicas, aminoacidos y
otros nutrientes y una temperatura media entre 25 a 30°C. El recuento de
bacterias del jugo procedente del primer rodillo es de 10° a 10’ UFC/ mL para la
cafia normal y aproximadamente de 108 UFC/ mL para la cafia acida (Silliker et al.,
1980). Las condiciones de operacion de los molinos y la calidad de la cafa
contribuyen a las pérdidas de sacarosa que pueden ocurrir por inversion acida,
inversién enzimatica e infeccion microbiana. La inversion acida comprende la
inversién quimica de la sacarosa en glucosa y fructosa; ocurre en condiciones
acidas; la tasa de inversion se incrementa con pH bajos y altos niveles de
temperatura, mientras que la descomposicion enzimatica resulta por la accién de
proteinas, principalmente la invertasa, que actia como un catalizador para
promover la inversion de la sacarosa. La invertasa puede estar presente en la
cafia de azlcar naturalmente o ser producida por las levaduras Saccharomyces
Sp. y se desactiva a temperaturas superiores a 65°C (Calero et al., 2009). Bajo

condiciones favorables de temperatura y humedad, la dextranasacarasa hidroliza

11
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la sacarosa y forma dextranas. La elevada viscosidad de los jugos y la presencia
en ellos de dextranas de elevada masa molecular junto con otros sélidos
insolubles, obstruyen las mallas filtrantes y provocan pérdidas de los jugos por

derrames de los molinos a los drenajes.

2.4.5. Clarificacion

El jugo obtenido es acido (pH aproximado 5.2), opaco y turbio. Mediante
tratamiento quimico con cal y calentamiento cercano a su punto de ebullicién
(105°C), se neutraliza. La viscosidad de la solucion debida a dextranas, reduce la
velocidad de la precipitacion de las impurezas, forma incrustaciones, disminuye la
eficiencia calorifica del flujo y empobrece, de manera general el proceso. El jugo
gue proviene de las cafas deterioradas con valores de pH mas acidos, consume
mayor cantidad de cal para su neutralizacion, lo cual le aporta mayor turbiedad y
genera mayor volumen de cachaza con caracteristicas pegajosas que colmatan
los filtros prensa (GEPLACEA, 1988).

2.4.6. Evaporacion

Durante esta etapa, el jugo clarificado es sometido al proceso de evaporacion en
tachos al vacio para eliminar la mayor cantidad de agua contenida y obtener la
meladura (jarabe). En este paso, la presencia de las dextranas provoca el
aumento de incrustaciones en las superficies de calentamiento y, con ello, un
mayor gasto energético. El tiempo de coccidn de las masas también se incrementa

y el agotamiento de éstas se reduce.

2.4.7. Cristalizacion

Este proceso se lleva a cabo por evaporacién, donde se cristaliza la sacarosa y se
forma la “masa cocida” (mezcla de cristales y meladura). Si existe la presencia de
dextranas provocard un incremento del tiempo de cristalizacion del azucar, la
masa cocida en los cristalizadores se enfria mas de lo apropiado y aumenta adn
mas la anormal viscosidad del fluido, se incrementan los tiempos de lavado en las

centrifugas para alcanzar la calidad requerida del azucar, asi como los tiempos
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totales de la centrifugacion y de la purga. El azucar crudo, derivado de tales
masas cocidas, es pegajoso, dificil de manipular, secar y envasar. Algunos
estudios confirmaron que la calidad de la masa cocida afecté significativamente el
rendimiento de los cristales de azlcar, pues se redujo al 86% en el caso de 755
ppm de dextranas en las masas cocidas con 84.3% de pureza. La reduccion de la
velocidad de cristalizacion del azlcar se manifiesta especificamente en la
disminucién de la velocidad de crecimiento del cristal en los ejes a y b. Es decir,
los cristales de azucar se deforman en el eje ¢, y adquieren una forma alargada
con las dextranas ocluidas en ellos. Este cristal, llamado “de aguja”, reduce la
eficiencia de la purga de las masas cocidas durante la centrifugacion, lo cual
provoca la pobre separacion del cristal de las mieles y decae la calidad de
refinacion del azucar (Cuddihy et al., 1998).

2.4.8. Centrifugacion

El proceso de centrifugado, separa el grano (azucar) del liquido (miel). Después
de un giro inicial corto, el azucar se lava con agua caliente para eliminar residuos
de miel. La masa del primer tacho, masa A, al pasar por la centrifuga produce el
azucar Ay la miel A. La miel A pasa al segundo tacho donde vuelve a cristalizarse
formando la masa B que a su vez se vuelve a separar en las centrifugas. La miel B
pasa al tercer tacho donde se repite el proceso. La meladura final, después de
separar los granos de la masa C, se llama miel final (melaza) y se comercializa

como alimento animal y como base para la destilacion de alcohol (Asocafia, 2012).

2.4.9. Secado, enfriado y envasado

El azucar humeda se somete a calentamiento, aproximadamente a una
temperatura de 60°C, para secarla y reducir su humedad hasta 0.05%
aproximadamente para evitar la formacién de terrones; posteriormente, es llevada
a enfriadores rotatorios para disminuir su temperatura unos 40-45°C, para llevarla

finalmente al proceso de envasado (CRC, 2010).
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De manera general, las pérdidas generadas por las dextranas oscilan desde 0.35
hasta 8 kg de azlcar por tonelada de cafia molida por la presencia de cada 1000
ppm de dextranas en el jugo mezclado. Cualquiera que sea el resultado, es
evidente la necesidad de eliminar las dextranas del proceso de produccién de
azucar y el método mas utilizado es el uso de biocidas.

2.5. Biocidas utilizados en la industria azucarera

El método de control empleado habitualmente en la industria contra los
microorganismos y en especial de las bacterias acido-lacticas como Leuconostoc
sp es el uso de reactivos quimicos; sin embargo, la industria alimentaria o aquella
industria que elabora productos de consumo humano se ve en dificultad para el
control de microorganismos por reactivos quimicos, dado que estos generalmente
pueden ser toxicos al humano o acarrear graves consecuencias al ambiente
(Cuervo-Mulet et al., 2010).

Existen productos que se han utilizados o que se recomiendan para Su uso en
desinfeccion y/o sanitizacion de la cafia de azucar (Villa, 2008). Los mas comunes

son:

v Ditiocarbamatos y otros carbamatos

v' Cloruro de benzalconio y otras sales cuaternarias de amonio como
bifluoruro de amonio

v" Formaldehido

v Formalina

2.5.1. Metil-ditiocarbamato de sodio (metam-sodio) y sus productos de
degradacion

El ditiocarbamato de sodio es ampliamente utilizado en la industria azucarera
durante la extraccion del jugo de cafia debido a su accién inhibitoria de

Leuconostoc mesenteroides, principal responsable de la formacion de dextranas.
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Los plaguicidas ditiocarbamatos son compuestos derivados del acido carbamico
que poseen una ligera actividad anticolinesterdsica y presentan una gran
capacidad para la captacion de metales e interaccién con radicales sulfhidrilo.
Entre estos plaguicidas se encuentra el metam-sodio, cuyo mecanismo de accion
se fundamenta en su caracter quelante de ciertos metales que son vitales para el
microorganismo. En el caso del dimetilditiocarbamato de sodio se tiene una
inhibicion competitiva en el desarrollo celular, removiendo el i6n férrico del
citocromo, deteniendo asi la cadena transportadora de energia y causando la

muerte del microorganismo (Cremlyn, 1991).

El ditiocarbamato de sodio (Fig. 5) se conoce por una variedad de sinGnimos
incluyendo: metam, metam-sodio y carbation. Su formula molecular es:
C,H4sNNaS;, con una masa molecular de 129.18 g mol™. A temperatura ambiente
se forma un gas incoloro, con un desagradable olor similar al del disulfuro de
carbono. Es corrosivo para el aluminio, cobre, zinc y laton. Es estable en su

estado seco y cristalino, y en solucion acuosa concentrada (Wales, 2002).

HsC, |9|>
N-C—§ Na’
H

Fig. 5. Estructura del ditiocarbamato de sodio (Wales, 2002)

En dilucién acuosa se descompone en el compuesto activo y volatil llamado metil
isotiocianato (MIT). El pH de la matriz afecta de manera considerable la
descomposicién de metam-sodio. Los productos de descomposicion varian al
variar el pH de la matriz. En pH neutro o ligeramente alcalino se obtiene MIT como

producto principal.
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En soluciones neutras, el metam-sodio se descompone en metil isotiocianato
(MIT) e hidrogenosulfuro de sodio (NaSH):

S
Il
CH;-NH-C-S-Na > CH;:-N=C=S + NaSH
metam-sodio metil isotiocianato (MIT) hidrogenosulfuro de sodio

Fig. 6. Degradacion de metam-sodio en una solucion neutra (LAINCO, 2010)

En soluciones alcalinas diluidas se produce una reaccion de oxidacion,

caracterizada por la formacion de azufre elemental (S) y MIT:

S

Il
CH;-NH-C-S-Na +1/20 __, CH;-N=C=S + NaOH + S

metam-sodio metil isotiocianato (MIT)  hidréxido de sodio  azufre

Fig. 7. Degradacion de metam-sodio en una solucién alcalina diluida (LAINCO, 2010)

En soluciones acidas se produce una descomposicibn no oxidativa que
inicialmente produce la mitad de MIT del que se forma en la descomposicion
oxidativa:

S

Il
2CH;—NH-C-S-Na —p CH;-N=C=S + Na,§ + CS; + CH;3NH,

metam-sodio metil isotiocianato (MIT)  sulfuro  Disulfuro de
de sodio carbono Metilamina

Fig. 8. Degradacion de metam-sodio en solucién acida (LAINCO, 2010)

2.6. Aminas alifaticas

Las aminas alifaticas se forman cuando uno o mas atomos de hidrégeno del
amoniaco (NHz) son sustituidos por uno, dos o tres radicales alquil o alcanol. Las
aminas alifaticas inferiores son gases como el amoniaco y perfectamente solubles

en agua, pero los homélogos superiores son insolubles en agua. Todas las aminas
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alifdticas son basicas. En funcién del ndmero de hidrogenos sustituidos, las
aminas pueden ser primarias (NH2R), secundarias (NHRz) o terciarias (NR3)

(Parmeggiani, 1999).

Las aminas alifaticas de cadena corta son emitidas a la atmosfera o atmésfera a
partir de fuentes antropogénicas, tales como las operaciones de ganado en
engorda, incineracion de residuos, tratamiento de aguas residuales y diversos

procesos industriales.

Ademas de su origen por procesos industriales, las aminas alifaticas pueden
generarse como productos de degradacion de productos organicos, como las
proteinas y los aminoacidos u otros compuestos que contienen nitrégeno
(Sahasrabuddhey et al., 1999, Meseguer-Lloret et al., 2002, Kumar et al., 2011).

2.6.1. Efectos toxicoldgicos de las aminas alifaticas

Una preocupacion actual es la posibilidad de que algunas aminas alifaticas
puedan reaccionar con nitratos o nitritos in vivo para formar compuestos nitrosos,
muchos de los cuales son cancerigenos potentes en animales (Parmeggiani,
1999).

Las aminas alifaticas y poliaminas son bien conocidas como sustancias con olor
parecido al amoniaco y precursoras de N-nitrosaminas, las cuales son
cancerigenas. El seguimiento de las alquilaminas es de considerable interés ya
gue la mayoria son toxicas, sensibilizadores e irritantes para piel, mucosa, tracto
respiratorio y por todas las vias de exposicidn: inhalacién, ingestién y contacto
(Sahasrabuddhey et al., 1999, Meseguer-Lloret et al., 2004).
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2.6.2. Formacién de nitrosaminas

Las nitrosaminas son aminas que contienen un grupo funcional nitroso (—N-N=0).
Estos compuestos se forman cuando un nitrogeno (N) y un oxigeno (O) de un
compuesto “nitrosante” se unen al nitrégeno del grupo amino (N) de un compuesto

aminico (Parmeggiani, 1999).

Las nitrosaminas son potentes cancerigenos animales. Las investigaciones
bioquimicas, patoldgicas y experimentales de las nitrosaminas aportan pocos
indicios de que la especie humana sea resistente al potencial cancerigeno de las
nitrosaminas. Se ha demostrado que los tejidos humanos metabolizan las
nitrosaminas para formar compuestos que se unen al ADN, un proceso
considerado como el primer paso en el desarrollo de cancer. ElI National
Toxicology Program (NTP) de Estados Unidos ha clasificado a cinco nitrosaminas
como sustancias que pueden considerarse razonablemente cancerigenas para

humanos (Parmeggiani, 1999).

2.7. Metilamina

La metilamina es una amina alifatica primaria, conocida también como:
aminometano; metanoamina; monometilamina (Fig. 9), es una base mas fuerte
gue el amoniaco, y sus vapores irritan los ojos y el tracto respiratorio. Se han
descrito casos de sensibilizacion bronquial. Las propiedades olfatorias como
advertencia de este compuesto no son buenas, ya que provoca fatiga olfatoria

(Parmeggiani, 1999).

La metilamina surge de modo natural como resultado de la putrefaccion y es un
substrato para la metanogénesis. El uso de metilamina como un intermediario en
la sintesis de productos farmacéuticos, pesticidas, disolventes, explosivos,
agentes tensoactivos, y reveladores fotograficos pueden dar lugar a su liberacién

al medio ambiente a través de varios flujos de residuos (Thauer, 1998).
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Fig. 9. Estructura quimica de la metilamina (Parmeggiani, 1999)

2.7.1. Propiedades fisicoquimicas

La metilamina es un compuesto organico de formula CH3NH,. Es un gas incoloro
derivado del amoniaco, donde un atomo de hidrégeno se reemplaza por un grupo
metilo. Es la amina primaria mas sencilla, de fuerte olor amoniacal. Se reparte
comunmente en solucion acuosa al 33-40%. Como se presenta en la Tabla 3, la

metilamina es un gas mas pesado que el aire y puede desplazarse a ras del suelo,

con posibilidad de ignicién a distancia.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la metilamina (Praxair, 2008)

Caracteristica o propiedad

Descripcion / Valor

Estado fisico

Punto de ebullicién

Punto de fusion

Densidad relativa (agua = 1)

Solubilidad en agua, g /100 mL a 20°C

Presion de vapor, a 20°C

Densidad relativa de vapor (aire = 1)

Punto de inflamacién

Temperatura de autoighicion

Limites de explosividad, % en volumen en el aire
Coeficiente de reparto octanol/agua como log P,y
Masa molecular

Gas licuado comprimido
incoloro, de olor
caracteristico
-6.3°C
-94°C
0.6628
108 g
290 kPa
1.07
-10°C
430°C
4.9-20.7%
-0.71
31.1 g mol*

Es una base de fuerza intermedia. Reacciona violentamente con mercurio con

peligro de incendio y explosion; también reacciona violentamente con oxidantes

fuertes, como el cloro (Parmeggiani, 1999).
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2.7.2. Interaccién en el medio ambiente

La metilamina en estado gaseoso se degrada en la atmosfera por dos vias: a) por
reaccién con radicales hidroxilo producidos fotoquimicamente; y la vida media
para esta reaccion en el aire se estima en 18 horas y b) por reaccién con el ozono;
la vida media para esta reaccion en el aire se estima en 540 dias (PubChem,
2004).

La metilamina no contiene algin componente cromoéforo que absorba a longitudes
de onda (A)> 290 nm, por lo que no se espera que sea susceptible a la fotdlisis
directa por la luz solar. Si se libera en el suelo, la metilamina tendra una movilidad
moderada con base en los valores de su coeficiente de adsorcion (Ky) de 389 y
449. Un pKa de 10.62 indica que la metilamina existira casi en su totalidad en la
forma de cation a valores de pH de 5 a 9 y por lo tanto la volatilizacion desde la
superficie del agua no se espera que sea un proceso importante de destino final.
Un factor de bioacumulacion (FBA) estimado de 3 sugiere la acumulacion en
organismos acuaticos es baja. La hidrolisis no se espera que sea un importante
proceso de destino ambiental ya que este compuesto carece de grupos

funcionales que se hidrolizan en condiciones ambientales (PubChem, 2004).

2.7.3. Toxicidad

La metilamina afecta a la salud gravemente por todas las vias de exposicion. Al
tener contacto a través de la piel puede producir graves irritaciones y quemaduras.
Respirar aire contaminado con metilamina puede irritar la nariz, la garganta y los
pulmones. Su exposicion repetida puede causar bronquitis con tos, flema y falta de

aire y, ademas, puede afectar gravemente el higado.

En la Tabla 4 se muestran la clasificacion del grado de toxicidad aguda de un
agente xenobidtico segun el valor de su dosis letal media (DLsp) y concentracion
letal media (CLsp). Al comparar los valores de DLspy CLso de la metilamina (Tabla

5) se puede decir que se encuentra en la denominacion de toxicidad moderada.
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Tabla 4. Rango de toxicidad aguda (Valle y Lucas, 2000)

Denominacidén

Administracion

DLso DLso Clso Posible dosis
Dosis oral Dosis Inhalacion 4h oral letal a un
Unica cutanea rata hombre adulto
rata Unica conejo
Extremadamente <1 mg/kg <5 mg/kg 10 1 gota
toxico
Altamente toxico | 1-50 mg/kg 5-50 mg/kg 10-100 5 gramos
Moderadamente | 50-500 mg/kg 50-350 100-1000 30 gramos
toxico 100 mg/kg mg/kg 448 ppm/2.5 h
Ligeramente 0.5-5 g/kg 0.35-3.0g/kg 1000-10000 250 gramos
tOXico 2400 mg m=/ 2 h
Practicamente 5-15 g/kg 3.0-25g/kg | 10000-100000 1L
no téxico
Relativamente >15 g/kg 25 g/kg >100000 >1L
inocuo

Tabla 5. Valores de CLsp y DLsg de la metilamina (TCI América, 2005)

Via de administracion

Valor

LCso rata
LDsg rata

LCso ratén

Inhalaciéon
Oral

Inhalaciéon

448 ppm/2.5 h
100 mg/kg
2400 mg m™/2h

Los efectos agudos (a corto plazo) sobre la salud pueden ocurrir inmediatamente o

poco tiempo después de la exposicidn a la metilamina. Estos efectos son irritacion

y quemaduras. Los efectos cronicos (a largo plazo) pueden ocurrir algun tiempo

después de la exposicion a la metilamina y pueden durar meses o afos. Segun la

informacion actualmente disponible en el Departamento de Salud y Servicios para

Personas Mayores de New Jersey (New Jersey Department of Health, 2004), otros

efectos a largo plazo de la metilamina es que puede irritar los pulmones. La

exposicidon repetida puede causar bronquitis, con tos, flema y falta de aire. Y la

exposicién a una concentracién a 100 ppm de metilamina, constituye un peligro

inmediato a la vida y la salud humana.
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2.7.4. Limites maximos permitidos en alimentos y ambiente laboral

La exposicién ocupacional a la metilamina puede ocurrir a través de la inhalacion y
el contacto dérmico con el compuesto en los lugares de trabajo donde la
metilamina se utiliza o se produce como intermediario quimico. En la Tabla 6 se
comparan los limites maximos de exposicion de la metilamina dados por

dependencias internacionales y nacionales.

La normativa nacional, NOM-010-STPS-1999 (STPS, 1999), establece como limite
maximo permisible de exposicion promedio ponderado en el tiempo (LMPE-PPT),
gue es la concentracion promedio ponderada en el tiempo de un contaminante del
ambiente laboral para una jornada de ocho horas diarias y una semana laboral de
cuarenta horas a la cual se pueden exponer la mayoria de los trabajadores sin

sufrir dafios a su salud, de 10 ppmy 12 mg m™.

En la Tabla 6 se hace una comparacion de los limites de exposicion establecidos
por diferentes instancias internacionales con los limites propuestos por la

normativa mexicana.

Como se observa en la Tabla 6 no existe diferencia entre los limites establecidos
entre las diferentes dependencias a excepcion de la American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), que maneja un limite mas estricto, el

cual es 50% menor en comparacion de la normativa nacional.

Los limites de exposicién antes mencionados s6lo son para niveles en el aire. Si
también hay contacto con la piel, puede estar sobreexpuesto aun cuando los
niveles en el aire sean inferiores a los limites establecidos. Por otro lado el limite
de exposicion a corto plazo (STEL, por sus siglas en inglés) de la metilamina es de

15 ppm.
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Tabla 6. Limites maximos de exposicion de MA en una jornada laboral

Dependencia Limite méximo de Tiempo de exposicion

exposicion Jornada laboral

STPS - 10ppmol2mgm*® 8 horas
OSHA 10 ppm 8 horas
NIOSH 10 ppm 10 horas
ACGIH 5 ppm 8 horas

STPS, Secretaria del Trabajo y Prevision Social; OSHA, Occupational Safety & Health
Administration; NIOSH, National Institute for Occupational Safety and Health; ACGIH, American
Conference of Governmental Industrial Hygienists

La legislacion europea establece un valor de contenido de 0.5 y 1.0 mg L™de
amonio y nitrogeno Kjeldahl respectivamente para agua de consumo y entre 15y

85 mg L™ para aguas residuales.

2.7.5. Absorcién de la metilamina

Las aminooxidasas (AO) catalizan, en presencia de oxigeno, la reaccion de
oxidacion de una amina a aldehido con la liberacién de amoniaco (NH3) y peroxido
de hidrogeno (H20,). Las caracteristicas que debe tener la amina para que sea
oxidada dependen del tipo de enzima que cataliza la reaccion. Asi, por ejemplo
(Fig. 10), mientras que la mono-aminooxidasa (MAO) oxida aminas primarias,
secundarias y terciarias, la poliamina-oxidasa (PAO) oxida poliaminas, la diamino-
oxidasa (DAO) diaminas y la amino-oxidasa sensible a semicarbazida (AOSS),

mayoritariamente, aminas primarias (Hernandez-Guillamon, 2005).

Por lo tanto, la metilamina entra en el sistema circulatorio donde es metabolizada
por la enzima amino-oxidasa sensible a semicarbazida a formaldehido (Diaz-

Solares, 2004), conforme a la siguiente reaccion (R.1):

CH3NH2 +02 +H20 AOSS HZC:O H202 NH3
metilamina  oxigeno agua Formaldehido Perdxido Amoniaco
de
hidrégeno R.1

23



Capitulo 2. Antecedentes

Se han hecho estudios para analizar la concentracion de la metilamina en el
cuerpo humano dando como resultado un valor de 3.7 = 0.4 nmol / mL en flujo

gastrico (Zeisel y LaMont, 1988).

Amino-oxidasas (AQ)

- N
AD con cofactor FAD A0 gue contienen cobre
MAD PAO DAOC S55A0 LO
EC 1.4.3.4 EC 1.4.3.4 EC 14386 EC 1438 EC 1.4.3.13
e A . A
n nal
Cofactor: FAD PG LTQ
Localizacidn: Mitocondrial Intra-celular Intra-celular Extra-celular Extra-celuar
Circulacign
) ] MNA, DA, A espermidina putrescina benzilamina lisina
Substratos: B-PEA, tir espermina histamina metilamina
tript, octopam — »
—
pargilina semicarbazida
Inhibidores: clorgilina hidroxilamina

deprenil

Fig. 10. Clasificacion de amino-oxidasas (Hernandez-Guillamén, 2005)

Por otro lado, en un estudio reciente se analizé la excrecion urinaria diaria de
metilamina en una poblacién de voluntarios sanos no relacionados e investigé una

variedad de sustancias alimenticias como posibles fuentes dietéticas.

La produccion media diaria de metilamina fue de 11.00 + 8.17 mg. Los resultados
indicaron que los precursores quimicos y la dieta no son una fuente exdégena
importante de esta amina y sugirieron que el origen de la mayoria de metilamina
urinaria humana es enddgeno con solo contribuciones de la dieta sutiles (Stephen
y Zhang, 2001).
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2.7.6. Reactividad de la metilamina

La principal caracteristica de las aminas alifaticas es la de ser basicas. Este
caracter basico se debe a la presencia de un par de electrones en el nitrégeno que
puede coordinarse con un proton y se combinan con los &cidos formando sales

como se presenta en la reaccion (R.2):

CHsNH, + HCI — [CH3NH3]+C|_
Cloruro de metilamonio (R.2)

Como los radicales alquilo, presentan un efecto inductivo donando electrones a los
atomos mas electronegativos, en este caso el nitrégeno, las aminas alifaticas son

mas basicas que el amonio (Teijon et al., 2006).

La metilamina reacciona fuertemente, hidrolizandose y formando soluciones
alcalinas, debido a que es una base débil que se disocia en agua a 25°C, con una
constante de disociacion kg = 4.4x10™ de acuerdo con la reaccién que se

presenta abajo (R.3) (Linstromberg, 1977):

CHszNH2 acp + H20q — % CH3NH3" (a0 +  OHa (R.3)
metil amonio

En el jugo de cafia la metilamina puede dar como resultados productos
coloreados, ya que, existen dos fuentes basicas de colorantes provenientes de la
cafia: (1) los que se originan en la planta y (2) los que se forman durante su
procesamiento. En los jugos de la planta se encuentran compuestos de caracter
fendlico, que pueden ser de naturaleza sencilla o compleja como los flavonoides.
Estos ultimos pueden existir en forma libre o como glucésidos unidos a las
moléculas de azucar. Algunos fenoles son incoloros dentro de la planta, pero se
oxidan o reaccionan con aminas produciendo sustancias coloridas. Estos
compuestos se forman durante el procesamiento provienen de la descomposicion

térmica de la sacarosa y de los azUcares reductores (glucosa o fructosa), o se
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originan en las reacciones de estos carbohidratos con compuestos amino-
nitrogenados (Reaccion de Maillard) (Fig. 11), produciendo polimeros coloridos

denominados melanoidinas.

Feaccion de Maillard

b

i

Glucos
.,—F'"_'D
Sarcarosa L o ™ Polimeros, malerial
oy 0 coloreads

——

/ Levoglucnsenona
._kia N f\@,mo
S-(hidroximetil)-2-furaldehido

Fruciosa

Fig. 11. Formacion de melanoidinas durante la produccién de aztcar (Larrahondo, 1995)

La reaccion de Maillard se considera una reaccion de pardeamiento no enzimatica,
la cual se lleva a cabo en 3 etapas. Inicia con la reaccion de los grupos amino,
particularmente los grupos amino de proteinas, péptidos o aminoacidos libres con
los grupos carbonilo de los azUcares reductores. En la etapa intermedia de la
reaccion, se forman compuestos no coloridos que absorben la radiacion UV, asi
como compuestos fluorescentes. En la etapa avanzada, se forman compuestos
volatiles (aldehidos) y polimeros pardos de alta masa molecular (>1200 Daltones)
denominados melanoidinas, como ya se menciond arriba. En la reaccion de
Maillard pueden influir diferentes factores, entre los que destacan: el pH, la
temperatura, la actividad acuosa, el tipo de aminoacido y azUcar reductor que

intervienen (Sumaya-Martinez et al., 2010).
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2.8. Cinética quimica

La cinética quimica es el estudio de las velocidades de las reacciones quimicas y
de los mecanismos mediante los que tienen lugar. Introduce la variable tiempo en
el estudio de las reacciones quimicas y estudia el camino que siguen los reactivos

para convertirse en productos.

La velocidad de reaccion (k) corresponde a la rapidez con que tiene lugar una
reaccion; durante el cambio, la concentracion de los reactantes o reactivos
disminuye, mientras que la concentracion de los productos aumenta. La velocidad
media, entonces, se mide a través del cambio de concentracion en un periodo

determinado de tiempo.

Para medir la rapidez de una reaccion quimica, el método mas directo consiste en
realizar un andlisis quimico de un constituyente del sistema a intervalos de tiempo
adecuados (Fig. 12). El orden de reaccién (n), es un numero entero o fraccionario
gue se obtiene experimentalmente y describe la forma en que la velocidad
depende de la concentracidon del reactante. Con base en los valores mas comunes

de n, se clasifican las reacciones quimicas, de la manera siguiente:

e Reacciones de orden cero (n=0)
La velocidad de reaccion es constante y entonces, es independiente de la
concentracion del reactivo. En esta reaccion la concentracion del producto es

directamente proporcional al tiempo transcurrido.

e Reacciones de primer orden (n=1)
La velocidad de reaccién es directamente proporcional a la concentracion del
reactivo. Al graficar la concentracion del reactivo versus tiempo se observa como

la concentracion decae exponencialmente con el tiempo.
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e Reaccion de segundo orden (n=2)

La velocidad es proporcional al cuadrado de la concentracién del reactivo.

Reacciones de orden cero | Reacciones de primer orden Reacciones de segundo
n=0 n=1 orden
n=2
V Vv Vv
K (mol/ I-s)
K ts™ K {1/ mol-s)

Ca

Ca

Fig. 12. Comportamiento de la velocidad segln su orden de reaccion (An6nimo, 2012a)
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3. Fundamentos analiticos

3.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) (Garcia y Del
Castillo, 1988; Skoog et al., 2001; Gomis-Yagues, 2008)

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion fisica basado en la
distribucién de los componentes de una mezcla entre una fase estacionaria y una
fase movil que en este caso es un liquido. La fase mdvil circula en contacto con la
fase estacionaria y al introducir una mezcla de substancias (analitos) en la
corriente de fase mévil, cada analito avanzard a lo largo del sistema con una
velocidad diferente que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto
supone que después de terminado el recorrido de la muestra por la fase
estacionaria cada analito introducido en el sistema eluira con un tiempo diferente,
es decir, estaran separadas. Por ello, la cromatografia es un proceso de

separacion y se conceptualiza como tal.

3.1.1. Cromatografia de fases quimicamente unidas

Se basa en el uso de fases estacionarias unidas o enlazadas quimicamente. Este
tipo de fases estan constituida por un soporte solido, generalmente gel de silice,
sobre el que se unen covalentemente a través de sus grupos silanoles, distintos
grupos reactivos que daran lugar a la separacion de los componentes. Este tipo de

cromatografia se puede producir en fase normal o fase inversa.

e Fase normal, los grupos reactivos que se unen al soporte son polares
formando un fase estacionaria polar, mientras que la fase movil es no polar.
La fase estacionaria estd formada por el soporte enlazado a un grupo
funcional (ciano, amino, dimetilamino, diamino, etc.) y la fase mévil puede
ser diclorometano, dietiléter, cloroformo, etc. Los compuestos menos
polares se eluyen primero y los compuestos mas polares se eluyen mas
lentamente.

e Fase inversa, la fase estacionaria es apolar y la fase mévil es polar. Las

columnas estan formadas por particulas de gel de silice con grupos
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apolares enlazados a sus grupos silanoles. Estos grupos apolares son
cadenas de hidrocarburos de diferente longitud y los méas utilizados son: n-
octadecil (Cyg) y los n-octil (Cg). La fase mévil puede ser el acetonitrilo,
metanol, agua, etc. El mecanismo de separacidon est4d basado
principalmente en interacciones hidrofébicas. Los analitos mas polares se

eluyen primero y los no polares se eluyen mas lentamente.

3.2. Instrumentacién para cromatografia de liquidos de alta resolucion
(Gomis-Yagues, 2008; Skoog et al., 2001)

Un equipo de CLAR, consiste esencialmente de un reservorio para el disolvente,
una bomba, sistema de inyeccion, una columna, un detector y un aparato de

registro (Fig. 13).

_A_A/\_. Registro
O =

' Disolvente

/ ,_’ Columna —
._—,.1.: = Residuos
ié il it
. [ Inyector -
Bomba _
Muestra Detector

Fig. 13. Esquema de un equipo de CLAR

Para separar una mezcla de compuestos, un pequefio volumen de ésta es
inyectado en la columna y eluido con la fase movil mas adecuada. La elucién de la
muestra puede ser obtenida con disolventes de composicidon constante (modo

isocratico) o con disolventes de composicién variable (modo gradiente). Los
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componentes que son eluidos de la columna pueden ser detectados por luz

ultravioleta, fluorescencia, indice de refraccion y por deteccidn electroquimica.

e Reservorio para el disolvente
Los reservorios o recipientes utilizados son frascos de vidrio, acero inoxidable o
plastico inerte, los cuales contendran la fase movil. Los recipientes cuentan con
membranas, equipo de sonicacién o de burbujeo de un gas (helio), para la

eliminacion de los gases disueltos en la fase movil.

e Bomba
Los requisitos para un sistema de bombeo en CLAR son rigurosos e incluyen: (1)

la generacién de presiones por encima de 400 kgi/cm? (2) un flujo libre de
pulsaciones, (3) un intervalo de caudal de 0.1 a 10 mL/min, (4) el control y
reproducibilidad del caudal y (5) componentes resistentes a la corrosion (juntas de
acero inoxidable o teflon).
Los tipos de bombas existentes para CLAR son:

» Bombas neumaticas entre las que se encuentran, bombas de

desplazamiento directo y amplificadoras de aire
» Bombas de motor eléctrico como: bombas de jeringa y bombas alternantes

(pistdbn o membrana)

e Sistema de inyeccion
La muestra se introduce a la valvula de inyeccidon conocida como bucle. Estos

dispositivos estan normalmente integrados en el equipo cromatogréafico, existen
piezas intercambiables que permiten la eleccion de tamafios de muestra desde 5 a
500 pL.

e Columna
Las columnas mas utilizadas son las de relleno; estas columnas consisten en un

tubo, generalmente de acero, relleno de una fase estacionaria adecuada al tipo de

separacion. El diametro varia entre 2 y 60 um y su longitud varia entre 5y 30 cm.

31



Capitulo 3. Fundamentos analiticos | Ak

e Detectores
Los detectores en cromatografia de liquidos son de dos tipos béasicos: a) Los

detectores basados en el cambio de una propiedad de la fase movil, tales como el
indice de refraccion, la constante dieléctrica o la densidad, que se modifican por la
presencia de los analitos y b) los detectores como el UV, absorbancia,
fluorescencia o intensidad de difusién, que se basan en alguna de las propiedades
del soluto.

3.2.1. Detector de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas
por la absorcion de radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan
al estado fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. Los
detectores de fluorescencia representa el tercer tipo de detectores mas utilizados
en la CLAR. Para los compuestos que presentan fluorescencia natural (Tabla 7),
asi como para los que pueden convertirse en fluorescentes por medio de una
derivatizacion simple. Normalmente, la sensibilidad del detector de fluorescencia

es 1000 veces mayor que la del detector UV.

Tabla 7. Compuestos de fluorescencia natural (MNCN, 2012)

CompueStO A excitacion A emision
(nm) (nm)
Benceno 270 310
Tolueno 270 320
Clorobenceno 275 345
Fenol 285 365
Anilina 210 405
Acido benzoico 310 390
Benzonitrilo 280 360

3.3. Reaccidén de derivatizacion

Las técnicas de derivatizacion fluorescentes, han sido utilizadas con éxito para
realizar muchos tipos de analisis. Como reactivo para la derivatizacion, se pueden

utilizar cloruro de dansilo, fluorescamina, etc. Dependiendo de la naturaleza de los
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compuestos a analizar (Skoog et al., 2001). La derivatizacion es un procedimiento
por el que se modifica quimicamente el analito para detectarlo o separarlo con
mas facilidad. La trasformacion quimica que tiene lugar en la derivatizacion puede

ser muy variada. En general, se distinguen dos situaciones:

a) Derivatizacion destructiva, que se basa en la trasformacion total de los
analitos en una reaccion que se origina en condiciones experimentales
“forzadas”. Tal es el caso de la pirdlisis previa en cromatografia de gases o
de la fotodescomposicion post-columna en CLAR

b) Derivatizacion basada en la adicion de un reactivo. La naturaleza de las
reacciones quimicas originadas es muy variada. Cabe hacer la distincion
general entre reacciones sustractivas y no sustractivas, dependiendo de
gue el producto de reaccion pase 0 no por la columna o por el sistema de

deteccion.

El objetivo general de la derivatizacion en CLAR es facilitar/posibilitar/mejorar la
deteccion cromatografica. Desde el punto de vista de la deteccion, son varias

finalidades de la derivatizacion en CLAR.

En primer lugar aumentar la sensibilidad, lo que puede dar lugar tanto a la
disminucién de los limites de deteccidén y cuantificacion como a hacer posible la
deteccion de un analito o un grupo de analitos hacia los que el detector continuo
es insensible. En segundo lugar puede aumentar la selectividad introduciendo
como factores complementarios a la separacion cromatogréfica, la reaccién
analito-reactivo y las caracteristicas diferenciales Opticas y electroquimicas de los
productos de reaccion. Este aspecto es importante en CLAR dada la escasa
informacion cualitativa suministrada, a no ser que se recurra a la hibridacion
instrumental. Son ejemplos caracteristicos la formacién de derivados

fluorescentes.
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3.4. Extraccién en fase sélida (EFS) (Van, 1985; Zhang y Zu, 2000)

La EFS es una potente y simple técnica de adsorcién, que consiste en separar,

extraer, purificar y concentrar el analito de estudio de una manera rapida. Un

cartucho de EFS consiste en un lecho de adsorbente de particulas gruesas

sostenido entre dos discos porosos en un tubo desechable, que permite la

preconcentracion de la muestra con un riesgo minimo de pérdida o contaminacion

de la misma. El componente de interés resulta retenido en una fase soélida

mientras que los contaminantes de la matriz se eluyen (Fig.14). Los tipos de

adsorbentes pueden ser: polares (silice), poco polares (C18), fases quimicamente

enlazadas, intercambio i6nico, etc.

1.

!
0 & 4

Acondicionamiento Aplcacion Lawvado
de la muestra mterferencias

Fig. 14.Tratamiento de la muestra mediante EFS (An6nimo, 2012b)

Etapas de la extraccién en fase sélida

Acondicionamiento. Se realiza con un solvente organico, el cual permite
activar la fase estacionaria mediante la solvatacion y activacion de los
grupos funcionales del material adsorbente y removiendo las impurezas
de fabrica.

Retencion. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase
estacionaria controlan la retencion en el adsorbente de EFS. Para
maximizar las interacciones la muestra deben cargarse en el adsorbente
de EFS a aproximadamente 3 mL/min. Este caudal puede controlarse

mediante una valvula en la estacion de vacio. Los componentes de interés
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3. Eliminacion de interferencias. Usando un solvente o una serie de
solventes de fuerza creciente los contaminantes pueden eliminarse del
adsorbente de EFS hasta que solo los analitos de interés queden
atrapados. Por ejemplo, al retener compuestos hidrofébicos en Cig la
contaminacion puede eliminarse con un lavado de agua: metanol 50:50
puesto que los compuestos de interés no se eluyen del adsorbente de
EFS hasta que no se use un mayor porcentaje de solvente organico. Con
un lavado adecuado las impurezas se eliminan con un adecuado eluyente
de lavado

4. Elucion del analito. Se efectia mediante un eluyente adecuado y a un
caudal de 1 mL min™. El adsorbente de EFS y la interaccién analito-

adsorbente determinan el eluyente a elegir.

3.5. Metodologias reportadas para el analisis de aminas alifaticas

Para conocer cuales son las mejores condiciones en el estudio de la metilamina se
realiz6 una revision bibliogréafica (Tabla 8), tomando en cuenta diversos factores
tales como disponibilidad de los equipos necesarios, una metodologia amigable,
obtener los limites de deteccidbn mas bajos, etc. De acuerdo con esta revision
bibliografica se opt6 por usar la metodologia propuesta por Meseguer-Lloret y
colaboradores reportada en 2002. Se realizaron pequefias modificaciones que
seran descritas en la metodologia y que tuvieron como fundamento la mejor

operacion del equipo siguiendo otros articulos relacionados con este método.

3.5.1. Preconcentracion y derivatizacion en cartuchos Cig

Los diferentes pasos involucrados en esta metodologia fueron optimizados por
Meseguer Lloret et al. (2002). Los parametros involucrados en la reaccion de
derivatizacion (Fig. 15), tal como el pH del medio, tiempo de retencién y
temperatura fueron optimizados. La reaccion fue llevada a cabo en un pH basico y

la influencia de este parametro fue estudiado en un intervalo de 8.5 a 11.4. La
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reaccion también fue evaluada a una temperatura ambiente durante 30 min. El

rendimiento de conversion se incrementé a valores de pH mayores de 9.5, aunque

no considerablemente.

Tabla 8. Técnicas reportadas para el andlisis de aminas alifaticas

Referencias Kaminski Cobo y Silva, Herraez Meseguer-Lloret Gao
et al.,2002 1999 et al., 2006 et al., 2002 et al., 2011
Columna Nucleosil 100-5 Cis Cis Cis Cis
Derivatizacion NA Cloruro de Solucién Cloruro de
dansilo amortiguadora dansilo TMBB-Su
pH=11 de carbonato pH=9.5
al 1% (m/m)
FMOC
EFS NA Columna de Cartuchos Cig Cartuchos Cqg NA
intercambio
cation
IRC-50
Fase movil NaH,PO, Acetonitrilo Acetonitrilo- Imidazol- MeOH-THF
0.088M/pH=2.6 Agua Agua 40:60 Acetonitrilo (11:1) viv
25:50/50/50:75 50:50/90:10/50:50 HAc-NaAc
pH:6.5(60:40)
Flujo 2.0 mL min™ 1 mL min™ 1 mL min™ 1 mL min™ 1 mL min™
Detector indice de Quimio- Fluorescencia Fluorescencia Fluorescencia
refraccion luminiscencia
Limites de
deteccion 1mgL*? 15ng L™ 0.5 ug L-1 2 g L-1 0.02 nM
Tiempo de 4.3 min 14 min 9 min 3.7 min 13 min
retencion

FMOC, 9-fluorenilmetilcloroformato; HAc-NaAc, Mezcla de acido bodrico y borato de sodio en

acetonitrilo;

MeOH-THF,

Metanol-Tetrahidro

furano;

TMBB-Su;

1,3,5,7

hidroxisuccimidil éster butirico de difluoroboradoza-s-indaceno; NA, no aplica

tetrametil-8-(N-
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N(C Hglz N(CH4),
@0 NaHCOj; " 5
H=9.5 .
+ CHyNH, P . SO,
$O,CI CHANH,
cloruro de dansilo metilamina dansil metilamina

Fig. 15. Reaccioén de derivatizacion de la MA en un medio béasico

37



Capitulo 4. Metodologia | A/

4. Metodologia

4.1. Material y equipo

El equipo y material utilizados en esta investigacion se enlistan en la Tabla 9.

Tabla 9. Equipo y materiales con especificaciones técnicas

Equipo y material Especificaciones técnicas

Cromatografo de liquidos Varian con | Modelo Varian 9010

bomba terciaria Varian Intert 9012

Detector de fluorescencia Varian 9075

Software de control y procesamiento | Varian Star Workstation, version 4.5

de datos 1989-1990, Varian Associates. Inc
Columna Cis (125%x4 mm d. i., 5-um diametro de
particula)

Cartuchos de extraccion en fase solida | C136 mL / 500 mg
Octadecyl-modifiziertes kieselgel
Octadecyl-modified silica

Silice modificada con octadecilo

Automuestreador Modelo Varian 9100

Jeringa Hamilton Capacidad de 100 pL

Micropipeta Transferpette De volumen variable de 100-1000 uL
Micropipeta Transferpette De volumen variable de 10-100 uL

Kit de viales Viales de vidrio con tapa de silicon de 8

mm y capacidad de 2.0 mL

Frascos de vidrio Duran de 500 mL y 250 mL de
capacidad

Bafio ultrasonico Brasonic Mod. 3210, 0-60 Hz

Estufa Felisa Digital (+5 a 250°C)

4.2. Reactivos
En la Tabla 10 se presentan los reactivos utilizados para la preparacion de las

soluciones para llevar a cabo la derivatizacion de la metilamina y la fase movil.

38




Capitulo 4. Metodologia | ~f&/

Tabla 10. Reactivos utilizados

Reactivo Especificaciones

Agua J.T Baker HPLC; pureza: 99.9%
Metanol J.T Baker HPLC; pureza: 99.9%
Acetonitrilo J.T Baker HPLC; pureza: 99.9%
Imidazol Sigma HPLC; pureza >99%
NaHCOs3; J.T. Baker; pureza 98.6%
Cloruro de dansilo Sigma HPLC; pureza, >99.9%
NaOH J.T. Baker; pureza 98.4%
Acetona J.T Baker HPLC; pureza: 99.9%

e Solucién estandar

Metilamina en agua J.T Baker al 40%
4.2.1. Preparacion de soluciones

Todo el material de vidrio utilizado para la preparacion de las soluciones asi como
para su almacenamiento llevé un lavado especifico, el cual se muestra en el

Anexo A.

Las soluciones se almacenaron en frascos Duran a temperatura ambiente, a
excepcion de la solucién madre y el cloruro de dansilo los cuales se almacenaron

en frascos color ambar a una temperatura de 4°C.

a) Solucién madre de metilamina 5 mg L™* (MM: 31.1g mol™). Medir 9.875 mL
de agua grado cromatografico con una micropipeta y transferir dicho
volumen a un vial color ambar al cual se le afiade un volumen de 125 uL del
estandar de metilamina al 40%

b) Solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 1N y 0.1N (40 g mol™). Pesar 4.0
gramos de hojuelas de NaOH, disolver con 20 mL de agua grado

cromatografico, transferir a un matraz aforado y llevar a un volumen final de
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d)

f)

g9)

h)

4.3.

Para

100 mL con agua. La solucion 0.1N fue preparada de igual forma, pesando
0.4g de NaOH

Solucién de imidazol 1 mM, pH= 7(MM: 68.077 g mol™). Pesar 6.81 mg de
imidazol, disolver con agua grado cromatografico, transferir a un matraz
aforado y llevar a un volumen final de 100 mL con agua. El pH se ajusta con
la adicion de NaOH 1N

Solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO3)10 mM pH=12 (MM: 84.01 ¢
mol™). Pesar 0.084 g de NaHCOS3, disolver con 20 mL de agua y se
transferir a un matraz volumétrico para llevar a la marca de aforo de 100 mL
con agua grado cromatografico. Se ajusta el pH a 12 afadiendo una
solucion de NaOH 1N

Solucion de bicarbonato de sodio 33.3 mM pH=9.5. Pesar 0.28 g de
NaHCOs3, disolver con agua y transferir a un matraz volumétrico en donde
se lleva al aforo a 100 mL con agua grado cromatografico. Se ajusta el pH=
9.5 con gotas de la solucion de NaOH 1N

Solucion saturada de bicarbonato de sodio. Pesar 10.30 g de NaHCO3,
colocar en un frasco Duran de 250 mL y afiadir un volumen de 100 mL de
agua grado cromatografico, agitar hasta que se disuelva por completo
Solucién de cloruro de dansilo (Dns-Cl) 12.5 mM (MM: 269.75). Pesar 3.372
g de cloruro de dansilo, disolver con acetona y transferir a un matraz
volumétrico donde se lleva a la marca de aforo de 100 mL con acetona
grado cromatografico

Solucion para llevar a cabo la reaccidn de derivatizacién (Dns-Cl: NaHCO3).
Medir un volumen de 2 mL de la solucién de cloruro de dansilo 12.5mM y 3
mL de la solucion de bicarbonato de sodio 33.3 mM, transferir a un vial

color ambar y agitar. Dicha mezcla fue preparada diariamente.

Anélisis de la metilamina

el estudio de la metilamina se tomd como referencia lo descrito por

Meseguer-Lloret et al. (2002). Dicha metodologia consiste en tres etapas

esenciales (Fig.16): derivatizacion, extraccion en fase soélida y, finalmente, su
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andlisis mediante el equipo de CLAR con un detector de fluorescencia. Las dos
primeras etapas son técnicas de preparacion de la muestra que sirven para

obtener una mejor identificacién del compuesto.

Analisis de la metilamina (MA)

Derivatizacién con Dns-Cl: NaHCO3; pH=9.5

Extraccion en fase sdlida en cartuchos Cg

Determinacion y cuantificacion de MA
mediante CLAR vy fluorescencia

Fig.16. Principales etapas de la metodologia

4.3.1. Derivatizacion y EFS de la metilamina

La derivatizacion de la metilamina se realiz6 de forma distinta en las diferentes
matrices debido a la complejidad de la matriz del jugo de cafa, por lo que en los
puntos 4.3.1.1y 4.3.1.2 se describe el procedimiento de la derivatizacion y EFS de

la metilamina en agua y jugo de cafia, respectivamente.

4.3.1.1. Derivatizacion y EFS de la metilamina en agua

El cartucho Ci5 fue acondicionado con un 1 mL de metanol y 1 mL de NaHCO3; (10
mM). Una vez acondicionado el cartucho, se tomaron 2 mL de la metilamina
disuelta en agua mas 1 mL de la mezcla! de Dsn-Cl:NaHCO3 (2:3 v/v), para que

se lleve a cabo la reaccidon de derivatizacion. Posteriormente, el cartucho fue

! la metodologia indica que se afiade 0.5 mL de la mezcla Dsn-CI-NaHCOj3, pero en una lectura

bibliogréfica se encontré6 que la reaccién se veia favorecida al aumentar el volumen de dicha
mezcla y por ello se modifico el volumen a 1 mL

41



Capitulo 4. Metodologia | ~f&/

colocado en una gradilla y puesto en una estufa a 85°C durante 15 minutos. Una
vez trascurridos los 15 minutos, el cartucho fue retirado de la estufa, colocando 1
mL de la mezcla NaOH (0.1 N):NaHCOj; (saturada), (1:1) para la limpieza del
cartucho?. Finalmente la muestra de interés fue eluida con 1 mL de acetonitrilo y
recolectada en un vial. Cada una de las soluciones que se hicieron pasar por el
cartucho eluyeron por efecto de gravedad.

4.3.1.2. Derivatizacion y EFS de la metilamina en jugo

Se tomo6 una alicuota de 2 mL de la muestra (metilamina disuelta en jugo de cafia)
y se colocé en un vial al cual se le afadié 1 mL de la mezcla de Dsn-Cl:NaHCO3
(2:3 viv) y se agitd dicha mezcla con la ayuda de un vortex. El cartucho Cig fue
acondicionado con un 1 mL de metanol y 1 mL de NaHCO3; (10 mM), y se vertio el
contenido del vial al cartucho. Una vez que la mezcla pas6 a través del
adsorbente, se coloco en la estufa y a partir de aqui llevé las mismas condiciones

gue las mencionadas en el punto 4.3.1.1.

4.3.2. Condiciones del equipo de CLAR y fluorescencia

La solucion de imidazol 1 mM y el acetonitrilo (fase movil), fueron sometidos a una
desgasificacion por medio de un bafio ultrasonico durante 10 minutos diariamente
antes de cada analisis. Una vez desgasificada la fase movil es colocada en la
bomba terciaria para ser suministrada bajo un gradiente, el cual fue programado

desde el software.

La corrida tenia una duracion de 10 minutos, comenzaba con un gradiente 50:50
de acetonitrilo-imidazol y, conforme trascurria el tiempo, el volumen del acetonitrilo
aumentaba hasta llegar 90:10 al minuto 9 y en el dltimo minuto el gradiente

regresaba a las condiciones iniciales. Las muestras fueron colocadas en el

> Meseguer Lloret et al., (2002) utilizaron un sistema de vacio para lograr una mejor limpieza del

cartucho, pero a la par existia una pérdida del compuesto. Es por ello que en esta investigacion
se prefirié omitir dicho paso
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automuestrador el cual inyectaba cada muestra por triplicado, con una alicuota de
20 pL.

El detector de fluorescencia trabajé con una longitud de onda de emision de 350
nm y una longitud de onda excitacién de 530 nm. Los cromatogramas obtenidos
fueron registrados por medio de un procesador de datos. En la Tabla 11 se
muestran las condiciones cromatograficas para el analisis de la MA mediante
CLAR.

Tabla 11. Condiciones cromatograficas para el andlisis de metilamina

Condiciones cromatograficas
(Meseguer-Lloret et al., 2002)

Columna Cis (1254 mm d.i., 5-pm diametro de particula)
Fase movil Acetonitrilo e imidazol (1 mM) pH=7

Gradiente (50:50) tiempo cero (90:10) a 9 min. (50:50) 10 min
Velocidad de flujo 1 mL min™

Tiempo de corrida 10 minutos

Volumen de inyeccién 20 L

Detector Fluorescencia (Aem 530 NmM; Aex 350 Nm)

4.4. Determinaciéon del tiempo de retencion (tgr) y de los limites de
deteccion (Lqg)
Una vez observada la reproducibilidad de la metodologia elegida, se prosiguio a la

determinacion del tg de la metilamina.

Fue inyectada una muestra de metilamina diluida en agua a una concentracién de
1 mg L™, para identificar el pico caracteristico, el cual se identificé al comparar el
tiempo de retencion con lo reportado por Meseguer-Lloret et al. (2002). La
concentracion inicial fue diluida paulatinamente hasta que la sefial del pico no
pudiese ser cuantificada y se determiné con esto el limite de deteccion, asi como

el tiempo de retencidn, para la metilamina en una matriz de agua.
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El mismo procedimiento fue realizado para determinar el tr y Ly de la metilamina
en una matriz de jugo de cafia. En ambas ocasiones se inyect6 un blanco para
verificar la autenticidad del pico. Los blancos llevaron el mismo tratamiento
descrito en el punto 4.3.1; los 2 mL de muestra en este caso fueron las matrices

sin adicidon de metilamina.

4.5. Elaboracion de curvas patron

A partir de la determinacion de los limites de deteccion, se elaboraron las curvas
patron de metilamina, siendo el primer punto de la curva, tres veces el limite de
deteccion identificado en cada matriz. Es importante mencionar que para cada
curva se analizaron diez puntos, los cuales se inyectaron por triplicado y el punto

medio se inyectd cinco veces.

4.6. Tratamiento de la muestra

Las cafas obtenidas de un mismo lote, fueron cubiertas con papel estraza y
almacenadas en refrigeracion a una temperatura de 4°C. Para extraer el jugo de
cafa, las cafas fueron peladas manualmente con cuchillo y picadas en trozos mas
pequefios, el jugo se obtuvo mediante el uso de un extractor casero marca

Moulinex.

El jugo obtenido fue diluido con metanol (50:50) v/v. Se adicioné la metilamina y se
centrifugé a 4000 rpm durante 15 minutos. Pasado este tiempo se tomé el

sobrenadante y se continu6 el analisis descrito en los puntos 4.3.1y 4.3.2.

4.7. Disefio experimental

Las condiciones ambientales involucradas en el procesamiento del jugo de cafia 'y
gue pueden afectar directamente la velocidad de degradacion del plaguicida
(ditiocarbamato de sodio) son cinco: hidrdlisis, fotdlisis, pH, temperatura y tiempo
de exposicion (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2010). Sin embargo, dado que el

método seleccionado para analizar la metilamina involucra un valor de pH
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constante, esta variable no podia ser considerada en este disefio experimental.
Para las otras cuatro variables, se consideran condiciones relativamente suaves
con respecto de las reales en las operaciones de separacion del jugo del bagazo
de cafa, que es donde se agrega el biocida (Tabla 12).

Como se mencion6 en el parrafo anterior, las variables estudiadas fueron cuatro,
con excepcion del pH, ya que la modificacion de su valor afecta la reacciéon de
derivatizacion, la cual debe realizarse a un pH béasico mayor a 9.5 (Fig. 15). Los
niveles se muestran en la Tabla 12. Se obtuvo asi un disefio experimental de
523 dando un total de 40 muestras analizadas por triplicado lo que arrojé un total

de 120 inyecciones.

Tabla 12. Disefio experimental

| Factores Niveles
Tiempo (dias) 1 2 3 4 5
Hidrélisis Agua Jugo de cana
Fotolisis Luz Oscuridad
Temperatura (°C) 4 25

Nota: En condiciones reales, el jugo de cafia pasa un tiempo mucho menor a un dia en las
operaciones unitarias de extraccion del bagazo y de clarificaciéon, las temperaturas son
mucho mayores a 25°C y esta expuesto a fotolisis en un 50% ya que los ingenios operan dia
y hoche (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2010)

4.7.1. Evaluacién de la degradaciéon de la metilamina

Se preparé una solucion de metilamina diluida con agua a una concentracion
inicial de 1.6 puL™, suministrando una alicuota de 10 mL en cuatro viales diferentes,
dos de los cuales eran color ambar y dos trasparentes, para obtener las
condiciones de fotdlisis. Posteriormente en un vial ambar y otro trasparente, fueron
colocados en el refrigerador, para la evaluaciéon de la condicién a 4°C y los dos
restantes se almacenaron a temperatura ambiente (25°C). Las muestras fueron
analizadas durante cinco dias, en los cuales se dio un seguimiento de la

concentracion de la metilamina.
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Para estudiar la degradacion de la metilamina en una matriz de jugo de cafia se
prepar6 una solucién cuya concentracién inicial fue de 0.014 pL™ y, a diferencia
del agua, la degradacién de la metilamina fue evaluada por dia; es decir, la MA
expuesta a la luz-oscuridad, a una temperatura de 4 y 25°C, analizando cada

muestra por triplicado cada 60 minutos aproximadamente.

4.7.2 Cinética de degradacién

Una vez obtenidas las areas correspondientes a la degradacién de la MA se
realizé una interpolacién con la curva de calibracion y se obtuvo con esto la
concentracion correspondiente. Para determinar la velocidad de degradacion fue
necesario primero determinar el orden de reaccion, para esto se grafico la
concentracion vs el tiempo (Orden 0), el logaritmo del cociente de la concentracion
medida y la concentracion inicial (In C/Co) en funcion del tiempo (primer orden) y
el inverso de la concentracion versus tiempo (segundo orden). Se eligi6 la grafica
con tendencia lineal y con un valor del coeficiente de correlacion mas cercano a

uno.

Una vez determinado el orden de reaccion fue calculada la ecuaciéon de regresion
lineal y se obtuvo el valor de la pendiente, el cual es igual a la velocidad de
degradacion. A parir de este valor se realizaron los célculos correspondientes para

obtener el tiempo de vida media.

4.8. Porcentaje de recobro (% R)

El porcentaje de recobro se realiz6 para analizar la pérdida de MA durante su
analisis, asi como la eficiencia de las etapas de preconcentracion de la muestra
(EFS vy derivatizacion). Es asi como se decidié aplicar la metilamina después de
las etapas con posibles pérdidas del compuesto. Para ello se utilizé la curva de
calibracion en jugo de cafia, para cuantificar la concentracion de la metilamina
recuperada. La primera condicion fue adicionar la metilamina al jugo antes de ser
sometido a la centrifugacion, tal como se hizo para su analisis de degradacion. La

segunda condicién consistié en diluir el jugo con metanol centrifugar y adicionar la
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metilamina al sobrenadante. La tercera condiciéon fue adicionar la metilamina

directo al vial, después de la derivatizacion y elucion con acetonitrilo (Fig. 17).

1. M& adicionada
antes de centrifugar

2. M& adicionada
después de centrifugar
eljugo

3. Ma& adicionada
después delaEFS y
derivatizacion

L SLUCKS.

l . -o Reaccion
4000rpm Estufa l Vial
/15 min > 85°C/15 =
y C~e ? i otabas Lectura
1 ' | " min

Fig. 17. Esquema de la metodologia para determinar el % de recobro

49. Analisis estadistico

Con la finalidad de evaluar si existen diferencias significativas entre las respuestas
obtenidas, para el disefio experimental descrito en el punto 4.7, se realiz6 un
estudio estadistico de analisis de varianza o andeva (ANOVA, en inglés),

utilizando el programa de Statgraphics Plus 5.1.
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5. Resultados y discusion

5.1. Identificacién y cuantificacién de la metilamina

La metilamina fue analizada mediante la metodologia descrita por Meseguer-Lloret
et al. (2002) y, como ya se mencion0, se le realizaron a dicha metodologia dos
pequefias modificaciones en la etapa de preconcentracion de la muestra. Estas
modificaciones se muestran en la Tabla 13. La primera parte experimental no fue
reproducible por lo que se realiz6 una investigaciéon bibliografica y, para poder
detectar los factores que podrian estar afectando el analisis, en dicha
investigacion se encontré que la reaccion de derivatizacion se veia favorecida al
aumentar a 1 mL la mezcla de la solucion derivatizante, asi que se trabajo con 1

mL de dicha mezcla durante toda la investigacion.

El secado del cartucho con el uso de una bomba de vacio después de la limpieza
con la solucion de NaHCOj; saturada, la cual contenia NaOH 0.1N (1:1),
modificaba la sefal del pico, dando como resultado una disminucion de dicha
sefal, por lo que se decidié omitir dicho paso. El efecto consecuente de no hacer
uso de la bomba de vacio fue la deteccion de reactivos residuales, los cuales se
observan en las Figuras 18 y 19, como picos anchos que se detectan a partir del
minuto 4.0. La diferencia tan notoria del area de los picos de reactivos residuales,
se debe al uso de cartuchos lavados que fueron reciclados debido al numero de
muestras a analizar. En el Anexo A.1 se muestra la metodologia de lavado de los

materiales de vidrio y en el Anexo A.2 el de los cartuchos Cgs.

Tabla 13. Comparacién de metodologias para la preconcentracién de la metilamina

| Condiciones de la preconcentracion

Meseguer-Lloret et al., En esta investigacion
(2002)
Volumen de solucién 0.5mL 1.0 mL
Dns-CI/NaHCOg3 (2:3)viv
Limpieza del cartucho NaHCO3;: NaOH NaHCOj3;: NaOH
No especificada la (1:1 viv)
relacion
Secado de cartucho Uso de bomba de vacio No fue secado
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5.1.1. Tiempo de retencion de la metilamina

Los tiempos de retencion (tr), de la metilamina en las dos matrices estudiadas

fueron de 3.305 minutos en agua (Fig. 18) y 3.450 minutos en jugo de cafa (Fig.

19).
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Fig. 18. Cromatograma de la metilamina en agua; Columna: Pickering Laboratories SA 150 x
4.6 mm (5um); fase mévil: ACN:Imidazol (50:50) tiempo cero (90:10) a 9 min, (50:50) 10 min a
un flujo: 1 mL min™; volumen de inyeccién: 20 pL; detector fluorescencia Aem=530 nm y

Aex=350 nm
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Fig. 19. Cromatograma de la metilamina en jugo de cafia; Columna: Pickering Laboratories
SA 150 x 4.6 mm (5um); fase movil: ACN:Imidazol (50:50) tiempo cero (90:10) a 9 min,
(50:50) 10 min a un flujo: 1 mL min™; volumen de inyeccién: 20 uL; detector fluorescencia

Aem=530 nm y Aex=350 nm
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La diferencia de los tiempos entre ambas matrices es minima lo que indica que no
existen interferencias aportadas por los componentes disueltos en el jugo de cafia.

5.1.2. Limites de deteccion (Lq)

Los limites de deteccion obtenidos se muestran en la Tabla 14. Como se observa,
el limite de deteccion de la metilamina en la matriz de jugo de cafia es cien veces
menor que en el agua. Esto podria deberse a una reaccion intrinseca entre el
grupo amino y los carbohidratos reductores presentes en el jugo que da como
resultado compuestos coloreados. Estos compuestos, las melanoidinas, son una
de las causas de las diferentes coloraciones que presenta el azucar entre cada
zafra producida (Larrahondo, 1995).

Tabla 14. Tiempo de retencion y limite de deteccion de la metilamina en diferentes

matrices
Matriz Tiempo de retencion Limites de deteccién.
Jugo de cafia 3.450 + 0.006 0.001
Agua 3.305 + 0.039 0.1

5.1.3. Curvas de calibracion

Se realizaron dos curvas de calibracion de metilamina, una en agua con un
intervalo de concentraciones de 0.3 a 1.6 pg L™ (Fig. 20) y la otra en jugo de cafia
en un intervalo de 0.003 a 0.017 pg L™ (Fig. 21), obteniendo valores para los
coeficientes de correlacion (r) de 0.9987 y 0.9887 respectivamente. En la Tabla 15

se presentan los coeficientes de variacion de las curvas de calibracion.

Como puede observarse, la curva patron de MA en jugo (Fig. 21), presenta una
tendencia exponencial, la cual se podria atribuir a la reaccién que da lugar a las
melanoidinas, las cuales se formaran segun la concentracién de carbohidratos,

reductores presentes en el jugo. Es asi que, entre mayor sea la concentracion de
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dichos carbohidratos: fructosa y glucosa (Fig. 11), la reaccion se verd inclinada

hacia la formaciéon de las melanoidinas.
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Fig. 20. Curva de calibracion de la metilamina en una matriz de agua (A.4)
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Fig. 21. Curva de calibracion de la metilamina en una matriz de jugo de cafia (A.5)
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Por lo tanto, esta metodologia ademas de mostrar la posible existencia de MA en
el jugo de cafia, también podra brindar un panorama de la calidad del jugo de
cafa, pues la diferencia de respuesta (area bajo la curva) respecto a un blanco
sera la sefial aportada por las melanoidinas, las cuales entre mayor sea su
concentracion, mayor sera el deterioro del jugo y, por ende, dicho jugo sera de
menor calidad, lo cual se vera reflejado en un menor rendimiento de fabrica.

Tabla 15. Regresion lineal de las curvas patron de la MA en aguay jugo de cafia

Pendiente Ordenada al
origen
Agua 7.699x10° + 69362 -758740 £ 115722 0.9976 0.9987
Jugo de cafa In 132.75 + 5.65 1.58x10° + 142272 0.9781 0.9889
Jugo de cafa 132.75 £5.65 14.281 + 0.0887 0.9781 0.9889
linealizada

La curva de MA en jugo de cafia fue linealizada, aplicando logaritmos a las areas y

estos valores fueron graficados en funcion de la concentracion (Fig. 22).

17
L 2
16.5
g 16 y=132.75x+14.281
G R2=0.9781
[0}
o
£ 155
15
14.5
0 0.005 0.01 0.015 0.02
Concentracion {pg L-1)

Fig. 22. Curva linealizada de la concentracién de MA en jugo de cafia
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5.2. Precisién

Al efectuar un analisis se debe verificar en primer lugar la precision de sus
mediciones. Dicha precision se refiere a la dispersion de los datos obtenidos en
las repeticiones de un andlisis. Con la finalidad de verificar la confiabilidad de la
metodologia y evaluar su precision y exactitud, las repeticiones de la inyeccion del

punto medio de cada curva fueron analizadas estadisticamente.

En la Tabla 16 se presentan los valores de la media (X=Z4 / N) desviacién

estandar (S=VZ (x; - X)°/ n-1) y coeficiente de variacion (CV=desviacion estandar/
media x 100%), obtenidos de las areas correspondientes al punto medio de cada
curva de calibracion. Un valor de CV bajo, representa una mejor reproducibilidad

del método y asi como su exactitud.

Tabla 16. Andlisis estadistico del punto medio de las curvas patrén

Matriz Media (X) Desviacion Coeficiente de
estandar (S) variacion (CV)

Agua 4102205.2 67953.4902 1.65%

Jugo de cafia 6485787.2 380807.679 5.87%

Los datos obtenidos arrojan un valor de CV relativamente bajo, es decir, hubo una
alta reproducibilidad y una exactitud satisfactoria, durante la elaboracién de las

curvas patron, por lo que se prosiguié con el analisis de la metilamina.

5.3. Degradacion de la metilamina

Para hacer un analisis mas detallado, de la degradacion de la metilamina en las
diferentes matrices, los resultados fueron expuestos por separado. En los puntos
5.3.1 y 5.3.2 se analiza la influencia de la matriz de agua y jugo de cafa,

respectivamente, sobre la degradacion del compuesto.
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5.3.1. Degradacion en agua

La degradacion de la metilamina en agua, expuesta a las condiciones
mencionadas en el punto 4.7 fue de orden cero, lo que indica que su rapidez de
degradacion fue independiente de la concentracion de la MA y se vio afectada
principalmente por las condiciones a la que se sometié (temperatura, tiempo,
exposicion a la luz y matriz). En la Fig. 23 se observa que la rapidez de
degradacion de la MA, fue mayor cuando fue expuesta a las condiciones de luz y
temperatura de 25°C (LUZ/25°C). La rapidez de degradacion, asi como el tiempo
de vida media de la MA bajo las diferentes condiciones observadas se detallan en
la Tabla 17.

—+—LUz/4°C

—B—-LUZ/25°C
0BS/4°C

—==0BS/25°C

0 1 2 3 4 5

Tiempo (dias)

Fig. 23 Curvas de degradacion de la MA en de agua

Tabla 17. Cinética de degradacion de la metilamina en agua

Experimento | Condiciones experimentales Cinética de degradacién
Fotdlisis Temperatura | % Degradacién | K (ugL™'d™) ty, (d)
1 L 4°C 54.5 0.2393 3.34
uz
2 25°C 79.6 0.3110 2.57
3 4°C 36.9 0.1537 5.20
Oscuridad
4 25°C 68.0 0.2787 2.87

K: Rapidez de degradacién; ty,: Tiempo de vida media
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La metilamina sufrié una degradacion del 79.6% de su concentracion inicial con
una rapidez de 0.311 pg L*d* cuando se expuso a la luz solar y a una
temperatura ambiente de alrededor de 25°C. Su tiempo de vida media fue de 2.57
dias, menos de la mitad del tiempo de vida media de la MA expuesta a una
temperatura de 4°C y oscuridad, el cual es de 5.20 dias. Esto indica que existe
una influencia de la temperatura y exposicion a la luz solar sobre su

descomposicion.

5.3.2. Degradacion en jugo de cafa

El orden de reaccion de la MA en jugo de cafia, al igual que con la matriz agua fue
de orden cero a excepcion de la MA expuesta a la luz a una temperatura de 25°C,
la cual tuvo una degradacion de segundo orden, es decir la degradacion fue
mucho mayor a estas condiciones. En la Fig. 24, se observa claramente como la
concentracion de la MA en jugo de cafia disminuye considerablemente cuando es
expuesta a la luz a una temperatura ambiente (25°C), en comparacion con los
otros experimentos. Esto indica que, bajo estas condiciones, sucede una mayor
degradacion de la MA, alrededor del 72%. Por ello, en un proceso cotidiano de
elaboracién de azucar (80-120°C), la degradacion sera mayor dejando pocas
posibilidades de su existencia en los subproductos del proceso tales como: miel,

cachaza, melaza, etc.

Por otro lado, con la presencia de carbohidratos, existe la posible formacion de
melanoidinas y, aunque se han evidenciado que poseen actividad antioxidante y
antimicrobiana, estos compuestos son indeseables en la produccion de azucar, ya
gue varian la coloracion final del azucar crudo, existiendo variaciones entre cada
zafra que perjudican su calidad para la industria alimentaria, al generar gastos de
estandarizacién de color en sus productos. Otro efecto de la presencia de las

melanoidinas es que se tienen que realizar mas procesos de refinacion.
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Fig. 24 Curvas de degradacion de la MA en jugo de cafa

En la Fig. 25 se muestra el inverso de la concentracion de la MA en funcién del
tiempo, grafico donde la reaccién mostré6 un comportamiento lineal y fue utilizado
para los calculos de la cinética de degradacion (Tabla 18).
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Fig. 25. Grafico del inverso de la concentracion versus el tiempo parala MA en jugo de cafa
para evaluar la constante de rapidez de reaccién
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Tabla 18. Cinética de degradacidon para cada experimento de la MA en jugo

Condiciones Cinéticade

Experimento experimentales degradacion
Fotdlisis | Temperatura | Degradacion, K, ug k, L ty, mn| ty,h

% L*min? | pg™min™

1 Luz 4°C 33.5 1.99*10° - 348.7 | 5.81
2 25°C 72.7 - 0.7325 1255 2.10
3 Oscuri- 4°C 27.1 1.60*107 - 466 7.76
4 dad 25°C 24.7 1.29*107 - 470.5 7.84
k: Rapidez de degradacion de orden cero; k: Rapidez de degradacion de segundo orden (25°C/Luz),

respectivamente; ty,: Tiempo de vidamedia; h: hora; min: minutos

5.4.

Analisis estadistico de lainfluencia de los factores en la degradacion

Para determinar cuél o cuales fueron los factores que contribuyeron de manera

significativa en la degradacion de la metilamina, se realiz6 un analisis de varianza

0 andeva (ANOVA, en inglés) (A.6) y los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 19. En este caso, cinco fuentes de variacion tienen los valores de

significancia observada inferiores a 0.05 (A: tiempo, C: matriz, AC, BC, y CD),

indicando que son significativamente diferentes de cero al 95.0% de nivel de

confianza, es decir, estos factores y sus interacciones son los que tiene un aporte

significativo sobre la degradacion de la metilamina.

Tabla 19. Andlisis de varianza para la degradacion de metilamina

Fuente de Suma de | Grados de | Cuadrado | Estadistico | Significancia

variacion cuadrados libertad medio de prueba | observada
A: Tiempo 2.83668 1 2.83668 92.93 0.0000
B: Temperatura | 0.0399192 1 0.039919 1.31 0.2606
C: Matriz 13.4241 1 13.4241 439.79 0.0000
D: Fotdlisis 0.0438577 1 0.043858 1.44 0.2387
AB 0.0296421 1 0.029642 0.97 0.3312
AC 3.51028 1 3.51028 115.00 0.0000
AD 0.0411618 1 0.041162 1.35 0.2534
BC 0.15841 1 0.15841 5.19 0.0289
BD 0.0641292 1 0.064129 2.10 0.1561
CD 0.165144 1 0.165144 5.41 0.0259
Bloques 0.0003915 2 0.000196 0.01 0.9936
Error total 1.06833 35 0.030524
Total 21.3821 47
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Para observar mejor la influencia de estos factores se muestra en la Figura 26 el
diagrama de Pareto. Las barras que sobrepasan la linea vertical (nivel de
confiabilidad, 95%), son los factores mas importantes en el momento de la
degradacion de la metilamina. Para este caso, los cinco pardmetros de mayor de
incidencia en orden de importancia son: matriz, la interaccion tiempo-matriz, el

factor tiempo y, finalmente, las interacciones matriz-fotodlisis y temperatura-fotolisis.

C:Matriz

A

A:Tiernpo

ch

BC

BD

D:Fotdlisis

Al
B:Temperatura
AR

il

" |DDOOm

4 a 12 16 20 24
Efectos estandarizaclos

Fig. 26. Diagrama de Pareto estandarizado para la concentracién de la metilamina

El factor matriz tiene un efecto negativo sobre la concentracion de la metilamina,
es decir, la metilamina en una matriz de jugo de cafia se degradara con mayor
facilidad. El factor tiempo, de igual forma, tiene un efecto negativo sobre la
concentracion de la metilamina, es decir, conforme mayor sea el tiempo

transcurrido, menor sera la concentraciéon de la MA.

Por otro lado, las interacciones: AC, CD y BC tienen un factor comun, el cual es la
matriz (C), teniendo todas las anteriores un efecto directamente proporcional a la
concentracion de la metilamina. Lo que significa que entre mayor sea esta
interaccién mayor sera la degradacion del compuesto En la Tabla 19 se muestra el
porcentaje de contribucion de cada factor analizado y se observa que el factor
matriz contribuye con mas del 66% en la degradacion de la metilamina. Luego se

encuentra la interaccion tiempo-matriz con un 17% y, por ultimo, el factor tiempo
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con un 14%. Por lo anterior, se recomienda que solo los factores con una

contribucion significativa se tomen en cuenta para posteriores analisis.

Tabla 20. Contribucion porcentual de cada factor sobre la degradacion

Factores Contribucién porcentual

A: Tiempo

14.09%
B: Temperatura 0.198%
C: Matriz 66.69%
D: Fotolisis

0.218%
AB 0.147%
AC 17.44%
AD 0.204%
BC 0.787%
BD 0.319%
CD 0.820%

5.5. Porcentaje de recobro

Se evalud el porcentaje de recobro segun la metodologia del punto 4.8 y los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Porcentaje de recobro de la MA en jugo de cafia

%

3

6908616 + 24268

Experimento Area Concentracion
1 8364244 + 149994 0.0125 + 0.00013 86.4 £ 0.55
2 10852332 + 158889 0.0145 + 0.00011 100+ 0.77
0.0111 + 0.00003 76.5£0.76
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Con estos resultados se puede saber cuanto compuesto se perdié durante el

manejo de la muestra como resultado de la metodologia implementada.

El experimento 2 (adicion de la MA en el sobrenadante) fue tomado como el 100%
de recobro ya que es donde existe una mayor recuperacion del compuesto, al no
haber pérdida de la MA en el sélido suspendido durante la centrifugacion y donde

hubo una conversidn mayoritaria, durante la reaccion de derivatizacion.

Es asi como, al analizar una muestra de MA presente en jugo de cafa, se tendra
un promedio de recobro del 86%, es decir, durante el andlisis habra una pérdida
de alrededor del 14%, que deberd considerarse en los calculos finales de la

concentracion de MA presente en dicha muestra.

60



Capitulo 6. Conclusiones |

6. Conclusiones

Considerando el objetivo general de esta investigacion, evaluar la degradacion de
la metilamina bajo diferentes condiciones ambientales, considerando que ocurren
durante la produccién del azicar y determinando su comportamiento bajo dichas
condiciones, los objetivos particulares de revisar las metodologias analiticas que
utilicen la cromatografia de liquidos de alta resolucién, para la determinacion y
cuantificacion de la metilamina en matrices acuosas (agua grado cromatografico y
jugo de cafa), de evaluar la degradacion de la metilamina bajo los siguientes
factores: temperatura, tiempo, fotélisis y matriz, de identificar qué factor o factores
contribuyen en mayor proporcion con la degradacion de la metilamina, de
investigar el comportamiento de la metilamina en las diferentes matrices y de
determinar los tiempos de vida media de la metilamina asi como sus limites de
deteccion en las matrices estudiadas y, finalmente, la hipotesis: La concentracion
de la metilamina disminuira al ser expuesta a las condiciones de temperatura,
fotdlisis, tiempo y matriz presentes en un proceso azucarero, se tienen las

siguientes conclusiones.

e Se alcanzé el objetivo general, ya que la metilamina se degrada a las
condiciones estudiadas hasta en un 73%. Dado que en un ingenio
azucarero se tendran condiciones aun mas drasticas, muy probablemente
se logre alcanzar el 100% de su degradacion en condiciones reales

e Se implementd la metodologia propuesta por Meseguer-Lloret et al. (2002)
para realizar el analisis de la metilamina en las matrices acuosas (agua y
jugo de cafa), con dos pequefias modificaciones operativas y se logro
detectar y cuantificar el compuesto en estudio

e Se evalud la degradaciéon de la metilamina empleando los siguientes
factores: temperatura (4,25°C), fotdlisis (luz, oscuridad), tiempo (0 a5d) y
matriz (agua, jugo de cafa). Originalmente se habia planteado también

considerar el pH, ya que se trabaja en condiciones &cidas en los ingenios
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azucareros pero, debido a la reaccion de derivatizacion que se lleva a cabo
a un pH determinado, no fue posible evaluar su efecto sobre la degradacion
del compuesto. La variable mas importante fue la matriz

La metilamina en el jugo de cafa, expuesta a la luz y a una temperatura
ligeramente menor a la ambiente en las zonas carfieras (25°C), se degrada
hasta un 73% y su vida media es de aproximadamente dos horas. De
acuerdo con las condiciones reales, se considera poco probable que se
encuentre en los subproductos de la elaboracion del azucar

Los factores méas importantes en el momento de la degradacion de la
metilamina en orden de importancia fueron: La matriz, la interaccion tiempo-
matriz, el factor tiempo y las interacciones: matriz-fotélisis y temperatura-
fotdlisis. El factor matriz (jugo de cafa) tuvo un porcentaje de contribucion
del 66.7% en la degradacion del compuesto

El comportamiento de la metilamina en su degradacion, especificamente en
jugo de cafa, se focaliza como una reaccion de Maillard con la produccion
de compuestos coloreados (melanoidinas). Esto debera ser corroborado en
experimentos posteriores ya que la estructura de la metilamina es
relativamente simple (CH3z-NH>)

Esta metodologia, ademas de cuantificar la presencia de metilamina,
también podria ser una herramienta para la vigilancia de la calidad del jugo
de cafa, al dar una idea del efecto de los carbohidratos reductores
presentes en el jugo que son los que reaccionarian con la metilamina

No existe una legislacion para el seguimiento de la presencia de metilamina
en alimentos en general, a pesar de su toxicidad; por otro lado, los limites
maximos en el ambiente laboral establecidos por la norma nacional y las
internacionales consideradas no tienen mayores diferencias, situandose
alrededor de 10 ppm durante una jornada laboral de 8 horas. Esta seria otra
linea de investigacién interesante para corroborar su inocuidad

La degradacion presentada por el compuesto de interés cuando fue expuesto

a la luz solar y a una temperatura ambiente de 25°C presenta, para la matriz
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de agua, una constante de velocidad de degradacion (k) de 0.3110 pgL™*d™"y
un tiempo de vida media (ti2) de 2.57 dias, asi como una constante de
velocidad de reaccién de segundo orden (k) de 0.7325 L ug™min™ o, en dias,
1055 Lpg™d™, que es mas de 3000 veces mayor a la del agua a las mismas
condiciones) con un ty; 125.5 minutos (0.087 d, 30 veces menor que para
agua) en la matriz de jugo de cafa

e El limite de deteccién de la metilamina en la matriz de jugo de cafa es cien
veces menor que en el agua. Esto podria deberse a una reaccion intrinseca
entre el grupo amino y los carbohidratos reductores presentes en el jugo
gue da como resultado compuestos coloreados. Estos compuestos, las
melanoidinas, que son una de las causas de las diferentes coloraciones que
presenta el azucar entre cada zafra producida, explicarian muy bien el
destino de la metilamina, por lo que resulta muy importante corroborarlo en
una investigacion futura

e En esta investigacion se corroboré la hipoétesis inicial ya que, en efecto, la
concentracion de la metilamina disminuy6 al ser expuesta a las condiciones
de temperatura (4, 25°C), fotodlisis, tiempo y matriz presentes en un proceso

azucarero.

A continuacion se presentan las recomendaciones a seguir para continuar con

esta investigacion.
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Recomendaciones

Realizar una busqueda bibliografica de una metodologia que permita
analizar la contribucién del pH del medio en la degradacion de la MA y
llevarla a cabo, considerando solo los factores de matriz (jugo de cafa),
expuesto a la luz a una temperatura de 25°C

Determinar la presencia, usando esta metodologia, de la metilamina en jugo
de cafia en una planta real considerando la degradacion del metil
ditiocarbamato de sodio adicionado en el proceso

Cuantificar la formacion de melanoidinas en funcién de la concentracion de
metilamina en jugo de cafa, considerando solamente los factores que
tuvieron una contribucion significativa en este estudio, es decir. matriz de

jugo de cafia, luz, temperatura ambiente y tiempo.
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Lavar con jabon

Dextran al 15%

Enjuagar con agua
desionizada

A 4

Sumergir el material en
una disolucién de HNOg al
10%

Durante 24 horas

v

Retirar de la solucién
acida y enjuagar con agua
desionizada

A 4

Secar el material de vidrio
excepto el volumétrico en
horno a 120°C/ 1h

\ 4

Tapar con papel de
aluminio para su posterior
uso

A.1l. Lavado de material de vidrio
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A.2. Lavado de cartuchos Cis

Acondicionar los cartuchos

con 1 mL de MeOH

Afadir 1 mL de acetona

\4

Después lavar con 2 mL
de isopropanol

v

Finalmente anadir 1 mL
de acetonitrilo

Todos los solventes utilizados en el lavado de los cartuchos fueron grado
cromatografico

Los cartuchos se reutilizaron mediante su lavado por tres veces. Una vez
cumplidos estos tres lavados fueron desechados
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A.3. Disposicién de los residuos generados durante la investigacién

[ Extraccion de jugo ]—’

- A4 ~ ( Curvas de calibracién
en aguay en jugo de
Centrifugacion L cafa
\_ )
\ 4
4 Y
Extraccién en ( Disefio experlmegtal
fase solida (EFS) L e€nh aguayjugo de
cafia
\_ ) 2
A A
[ Cuantificacion Cuantificacion ]

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

R,= Corresponde a la mezcla de metanol, cloruro de dansilo, hidroxido de sodio,
bicarbonato de sodio, agua y jugo de cafia de las muestras de las extracciones,
curvas de calibraciéon y disefio experimental

R3;= Corresponde, tanto a la mezcla de fase movil agua-acetonitrilo-imidazol, asi
como las muestras inyectadas de la metilamina y a los cartuchos ya desechados

Residuo
R

R2

Rs

Tratamiento
Se desecha con los residuos organicos enviados a la Unidad de
Gestion Ambiental, UGA, de la Facultad de Quimica
Se realiza una destilacién simple para recuperar el metanol para otros
proyectos que no requieren grado cromatogréfico
Sometidos a tratamientos para recuperar el acetonitrilo y el imidazol.
Se entregan a la Unidad de Gestion Ambiental, UGA, de la Facultad de
Quimica. La metilamina, que puede descomponerse totalmente a sus
oxidos por combustion (CO, y NO,) se entrega a la Unidad de Gestién
Ambiental, UGA, de la Facultad de Quimica. Los cartuchos gastados
se entregan a la Unidad de Gestién Ambiental, UGA, de la Facultad de
Quimica
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A.4. Datos de area bajo la curva para la curva de calibracién de la metilamina en

agua

Concentracion Area bajo la curva
0.3 1974359.7 + 185019
0.4 2572948.3 + 107123.7
0.5 4104873.3 £ 140636.7
0.6 4309480.3 + 106519.6
0.7 4981982.7 £ 102184.5
0.8 5390301.3 + 137352.8
0.9 6235262.67 + 186353.5
1.2 9046727.3 £ 142559.3
15 11280160.7 + 149429.8
1.6 11657357.7 + 189725.3
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A.5. Datos de area bajo la curva para la curva de calibracién de la metilamina en

jugo de cafia

Concentracion Area bajo la curva
0.004 2850961 + 102848.9
0.006 3714995.3 + 260750.6
0.008 4846404.7 + 241480.4

0.01 5526647.3 + 297248.5
0.012 6774029.67 £ 214326.6
0.013 7882726 + 291949.6
0.014 10247158 + 254957.6
0.015 11921046.7 + 471391.8
0.016 14427332 + 424878.4
0.017 16768776.3 + 412152.5
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A.6. Tabla para andlisis de varianza

Fuente de Suma de a.l. Variancias
variacion cuadrados, SC
Externa SCE=5n(x-X)* S%e=SCE / k-1
entre las muestras =A-B (*) k-1
No externa SCNE=ZZpi(Xi-X)
(Interna) 2
=C-A (*) n-k S°r=SCNE / n-k
Dentro de las
muestras
Total SCT= ZZni(Xi-X)* n-1 S%=SCT/ n-i
=SCE+SCNE
Valor critico Fe= Fy.1, nk (1-2) Si F< Fc Aceptar Ho
Valor estimado F= S%/S% Si F> Fc Rechazar Ho

(*) El calculo de SCE y SCNE se tiene que determinar tal y como indican las
férmulas calculando las medias de cada muestra, la media total y efectuando las
restas que se indican
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