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Resumen

El proceso de extraccion del jugo de cafia es el punto de mayor contaminacion en
los ingenios azucareros por lo que se afnade el plaguicida N-metil ditiocarbamato
de sodio o metam de sodio (MS) para inhibir el desarrollo de Leuconostoc
mesenteroides que forma polisacaridos y dafa los jugos. El metam de sodio (MS),
perteneciente a la familia de los ditiocarbamatos, es una sustancia quimica que
posee actividad fungicida, insecticida, nematicida y herbicida. Para Ia
cuantificacion de residuos de plaguicidas se han desarrollado varios métodos de
preparacion de la muestra, tales como extraccion tipo Soxhlet, en fase sdlida,
microextraccion liquido-liquido, extraccion solido-liquido, extraccidon asistida por
ultrasonido, asi como por microondas y la microextraccion en fase soélida. Estos
métodos deben ser rapidos, faciles, baratos, eficaces, resistentes y seguros. Por
ello, en esta investigaciéon se aplicd el método de extraccién en fase solida (EFS)
del plaguicida MS presente en el jugo de cafia empleando como adsorbente harina
de cefalotorax de camardn y una fase comercial, octadecil-silice C18(J.T. Baker®),
como control. El objetivo de la investigacion fue cuantificar y comparar por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), la extraccion en fase sdlida
(EFS) del MS presente en 1 mL jugo de cafa, utilizando dos tipos de adsorbentes,
harina de residuos de camardén desmineralizada yentera, ademas del control
comercial de octadecil-silice C18 (J.T. Baker®) y eluido con 3 mL de metanol:agua
60:40. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron 8.145%0032 36.291%0.0%
y 47.380%%% para las harinas desmineralizada y entera y para el control,
respectivamente, presentando una desviacion estandar estas dos ultimas de 7.84.
Esto indica que las condiciones estudiadas en esta fase de la investigacion
pueden ser mejoradas con objeto de que el desempeno del material de bajo costo

sea comparable con el comercial.

Palabras clave: Metam de sodio (MS) en agua,extraccion, harina de residuos de
camaron, octadecil-silice C18, cromatografia de liquidos, jugo de
cafa de azucar



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Planteamiento de problema

El proceso de extraccion del jugo de cana es el punto de mayor contaminacién en
los ingenios azucareros por lo que se afade el plaguicida N-metil ditiocarbamato
de sodio o metam de sodio (MS) para inhibir el crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides que forma polisacaridos y dafa los jugos (Sampedro-Marquez,
2016). EI metam de sodio (MS) (Fig.1), perteneciente a la familia de los
ditiocarbamatos, es una sustancia quimica que posee actividad fungicida,
insecticida, nematicida y herbicida (Alejo-Munguia, 2017; Bernal-Gonzalez etal.,
2017).

- H N

Fig. 1.1. Estructura del metam de sodio
(NCBI, 2017)

Para la cuantificacion de residuos de plaguicidas se han desarrollado varios
métodos de preparacion de la muestra, tales como extraccion tipo Soxhlet, en fase
sélida, microextraccion liquido-liquido, extraccién sélido-liquido, extraccion asistida
por ultrasonido, asi como por microondas y la microextraccién en fase sélida.

Estos métodos deben ser rapidos, faciles, baratos, eficaces, resistentes y seguros.

Este ultimo ha resultado ser bastante eficiente (Borja-Urzola, 2017) y, por ello, en
esta investigacion se aplicara el método de extraccion en fase solida (EFS) del
plaguicida MS presente en el jugo de cafna empleando como adsorbente un

material de bajo costo que ha demostrado su eficiencia (Duran-Olvera et al.,




2016), la harinade residuos de camardn usandocomo controluna fase comercial,
octadecil-silice C18(J.T. Baker®).

Asimismo, se cuantificaron y compararon los resultados del adsorbente en estudio
y el control utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) o HPLC

por sus siglas en inglés, bajo diferentes factores de operacion.

1.2. Hipoétesis

Para esta investigacion se consideré la hipétesis
Nula Ho= EIl origen del adsorbente en la extraccion en fase sdlida (EFS) del MS

presente en el jugo de cafia no produce efectos sobre la cuantificacién por HPLC.

Y la hipétesis
Alternativa Ha= El origen del adsorbente en la extraccion en fase solida (EFS) del

MS presente en el jugo de cafia produce efectos sobre la cuantificacion por HPLC.

1.3. Objetivos

Cuantificar por cromatografia de liquidos de alta resolucién, CLAR (HPLC por sus
siglas en inglés), la extraccidon en fase sélida (EFS) del MS presente en el jugo de
cana utilizando dos tipos de adsorbentes, las harinas de cefalotérax de camarén
entera y desmineralizada, asi como comparar su desempefio con un control

comercial de octadecil-silice C18 (J.T. Baker®).

1.4. Justificacion e importancia del tema

De acuerdo con datos de la FAO, en el 2013, el nivel de productividad de los
ingenios azucareros en México, asi como los rendimientos en el campo y en la
fabricacion, son mayores al promedio mundial, encontrandose dentro de los 10
primeros lugares; sin embargo, los costos de produccién también superan a los de

otros paises,lo cual, los hace menos competitivos (Netafim, 2017).



Para estar en posibilidades de competir en una economia global, es necesario que
se reduzcan los costos de produccion en términos de competencia técnica,

productiva y econémica.

Por otro lado, las técnicas utilizadas actualmente para la extraccion en fase sélida
del metam de sodio, impactan negativamente al utilizar polimeros sintéticos que, al

ser costosos, representan un gasto elevado para los laboratorios analiticos.

Derivado de lo anterior, es necesario implementar técnicas sencillas y poco
costosas, innovadoras y diversificadas, que permitan reducir costos econémicos y
ambientales y elevar asi, el nivel de competitividad. Es por esto que en este
proyecto se busca una forma mas econdmica y mucho mas amigable con el
ambiente para la extraccion del metam de sodio utilizando un material abundante,
barato y biodegradable como lo son las harinasobtenidas a partir de los residuos

de camaron.

En 2010, la produccion anual nacional de camarén fue de 127,527 toneladas, de
acuerdo con SAGARPA-CONAPESCA (2011). De este total se generan de 20 a
35% de su masa total como residuos durante el proceso de limpieza del camaron,
debido a que unicamente la parte abdominal de camarén es aprovechada como
alimento. Estos residuos tienen una composicién de 44.7% de proteina, 26.3% de
cenizas, 20.7% de fibra cruda, 5.2% de grasa, y 3.1% de otros hidratos de
carbono. De ellos se puede separar la quitina, del 14 al 27%, un polimero
estructuralmente parecido a la celulosa, por lo que existe la posibilidad de utilizar
las harinas obtenidas del cefalotérax y exoesqueleto del camaréon como
adsorbente en la extraccion en fase soélida de un plaguicida (MS) obteniendo
porcentajes de recuperacion similares a las columnas comerciales mas utilizadas
de octadecil-silice C18 (J.T. Baker®) (de Oliveira-Arias, 2014; Flores, 2004).



Capitulo 2.

Fundamento tedrico y antecedentes
2.1. Lacana azucarera
2.1.1. Caracteristicas de la cafna de azucar

La cafa de azucar, Saccharum officinarum, es una graminea tropical. Una hierba
tropical alta y perenne que se alza en la base para producir tallos macizos no
ramificados, de tres a cinco metros de altura y entre cinco a seis centimetros de

diametro(Blackburn, 1984).

El tallo contiene un jugo rico en azucar sacarosa, un disacarido compuesto por
dos monosacaridos: D-glucosa y D-fructosa, condensados en grupos glucosidicos
a través de enlaces tipo éter, cuya formula condensada es C42H2,011, que para su
consumo se extrae y cristaliza mediante un proceso quimico(Sampedro-Marquez,
2016).

0-
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4 / oy
0—4i _q//
e e .
- \[/ ],
(Ir\-e“'- H"‘*-H_H < iy (I)
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Fig. 2.1. Estructura de la sacarosa(NCBI, 2016)

Las tierras en donde se cultiva tienen que ser lugarescalientes y soleados para
que el fendmeno de la fotosintesisse oriente hacia la producciéon de hidratos de
carbono, como la celulosa y otras materias que constituyen el follaje y el soporte
fibroso del tallo (SIAP, 2017). Econdmicamente hablando, el tallo es la parte mas

importante de la planta ya que, por medio del proceso industrial a partir de éste se



obtienen la sacarosa y otros derivados como la melaza, bagazo y cachaza
(Subirés-Ruiz, 1995).

Durante su desarrollo, la siembra requiere de una adecuada cantidad de agua
para que se permita la absorcion, transporte y asimilacién de los nutrimentos.El
periodo de crecimiento varia entre los 11 y 17 meses, dependiendo de la variedad
de cafay de la zona (SIAP, 2017).

2.1.2. Composicion de la cafa de azucar

La composicion vegetativa de la planta de la cafia de azucar son los tallos limpios
o molederos, los mamones (tallos no desarrollados), el cogollo (parte superior de
la cafia, con alto contenido en fibras y almidones) y hojas y las raices (Subirds-

Ruiz, 1995).EIl porcentaje de cada una de sus partes se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Composicion fisica de las partes de la cana de azucar (Subirés-

Ruiz, 1995)
Partes Porcentaje (%)
Tallos limpios 71.8
Cogollo 12.58
Hojas y otros 8.70
Mamones 6.92

La cafia se compone de agua, los sélidos solubles totales (sacarosa, glucidos
reductores y otros constituyentes) y de fibra. Los contenidos porcentuales se

muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Composiciéon quimica de caina de azucar (Larrahondo, 1995)

Nutriente Porcentaje (%)
Agua 73a76
Solidos 24 a 27
Solidos solubles (brix) 10a 16
Fibra (seca) 11a16

De acuerdo con Larrahondo (1995), la calidad de la cafia se reconoce por la

cantidad de azucar recuperable, lo cual depende de caracteristicas tales como el



alto contenido de sacarosa, bajo contenido de materiales extrafios y de solidos

solubles diferentes de la sacarosa y bajos niveles de fibra.

2.1.3. Composiciéon nutrimental del jugo de cana de azucar

El jugo de cana estd compuesto principalmente por el disacarido sacarosa y otros
glucidos monosacaridos como la glucosa y fructosa, los cuales son glucidos
reductores, cuyo contenido en el jugo aumenta por causa del deterioro o falta de

maduracion de la cafa.

Ademas de los glucidos existen otros constituyentes quimicos en bajos
porcentajes, como sales organicas e inorganicas, acidos organicos y aminoacidos

entre otros, los cuales se muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Composicion del jugo de cafa de azucar (Larrahondo, 1995)

Nutriente Porcentaje (%)
Glucidos 75a92
Sacarosa 70 a 88
Glucosa 2a4
Fructosa 2a4
Sales 3.0a34
Inorganicas 1.5a45
Organicas 1a3
Acidos organicos 15a5.5
Aminoacidos 1.5a25
Otros no glucidos
Proteina 0.5a0.6
Almidones 0.001 a 0.050
Gomas 0.3a0.6
Ceras, grasas, eftc. 0.15a0.50
Compuestos fendlicos 0.1a0.8




2.1.4. La industria azucarera en México

La agroindustria de la cafia de azucar es una actividad que ha sido una importante
fuente de ingresos para Méxicodesde hace quinientos afios. Es un cultivo cuyo
procesamiento requiere de mucha mano de obra, por lo que representa una

relevante fuente de empleo en el campo (Alejo-Munguia, 2017).

La cafia de azucar es producida en 15 estados de la republica, con un total de 52
ingenios azucareros. El estado con mayor numero de ingenios es Veracruz,
seguido de Jalisco ySan Luis Potosicon 19, 6 y 4 respectivamente. Los estados
productores, asi como el numero y nombre de los ingenios azucareros de todos

los estados del pais se muestran en la Tabla 2.4(SIAP, 2017).

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 2.2
millones de empleos, tanto en forma directa como indirecta; se desarrolla en 15
entidades federativas y 227 municipios,donde habitan mas de 12 millones de
personas,y generan un valor de produccion primaria de alrededor de 30 mil
millones de pesos(SE, 2012).

La agroindustria azucarera en México contribuye con poco mas de 0.5% en el
producto nacional bruto; con el 2.32% en el producto del sector manufacturero; y
con el 12.5% en el producto del sector alimentario (Dominguez-Manjarrezet al.,
2014).

En la Tabla 2.5 se muestran los datos relacionados con los cierres de produccion
de la zafra en 2016 (SIAP, 2017).

De acuerdo con la FAO, México se encuentra en el sexto lugar de areas cultivadas
de la cafa de azucar, que junto con otros 14 paises (Brasil, India, China,
Tailandia, Pakistan, Cuba, Colombia, Australia, EE.UU., Filipinas, Sudafrica,
Argentina, Myanmar, Bangladesh) concentran el 86.0% del area y el 87.1% de la

produccién mundial.



Tabla 2.4. Estados productores e ingenios azucareros (SIAP, 2017)

Estado Ingenio azucarero Numero de ingenios
Campeche La Joya 1
Colima Queseria 1
Chiapas Huixtla y Pujiltic (Cia. La Fe) 2

Bellavista
José Maria Martinez (Tala)
Jalisco José Maria Morelos 6
Melchor Ocampo
San Francisco Ameca
Tamazula
Lazaro Cardenas
Michoacan Pedernales 3
Santa Clara
Morelos Casasano (La Abeja) y Emiliano Zapata 2
Nayarit El Molino y Puga
Adolfo Lépez Mateos
Oaxaca El refugio 3
Pablo Machado (La margarita)
Puebla Atencingo, Calipam 2
Quintana Roo San Rafael de Pucté
Alianza Popular
. . Plan de Ayala
San Luis Potosi Plan de San Luis 4
San Miguel del Naranjo
Sinaloa El Dorado 1
Azsuremex-Tenosique
Tabasco Presidente Benito Juarez 3
Santa Rosalia
Tamaulipas Aarén Saenz Garza y El Mante 2
Central La Providencia,
Motzorongo
central
Central .
Mahuixtlan
Progreso ,
. Panuco
Constancia .
Cuatotolapam San Cristobal
Veracruz P ZCMX 19
El Carmen . .
. San José de Abajo
El Higo . .
San Miguelito
El Modelo o
San Nicolas
El Potrero
. San Pedro
La Gloria Tres Valles
La Providencia
Total 52




Tabla 2.5. Informacién de cierres en produccion correspondiente a la zafra 2016 en
México (SIAP, 2017)

Numero  Hectareas Cafa molida Azucar Miel final Alcohol
Estado de dias cosechadas bruta (TON) producida producida pr.oducido
de zafra (ha) (TON) (TON)  (Miles de L)
Campeche 168 14,821 792,519 82,428 31,648 -
Colima 217 17,794 1,425,200 162,549 58,840 -
Chiapas 171 30,503 2,785,136 302,307 102,718 6,045
Jalisco 173 74,393 6,762,177 792,502 255,854 4,185
Michoacan 170 15,099 1,399,332 160,028 55,773 -
Morelos 177 16,033 1,645,455 228,157 58,785 -
Nayarit 227 31,316 2,838,567 333,149 109,762 -
Oaxaca 184 53,944 3,297,594 372,013 154,469 -
Puebla 192 15,382 1,810,879 228,797 73,424 -
Quintana Roo 191 30,090 1,335,437 129,960 49,966 -
San Luis Potosi 217 89,869 5,399,255 618,024 183,844 -
Sinaloa 66 2,984 264,043 25,769 9,542 -
Tabasco 138 38,034 1,959,237 200,103 75,614 -
Tamaulipas 188 25,017 1,612,531 160,361 64,014 1,799
Veracruz 166 323,650 20,861,246 2,320,901 707,551 -
TOTAL 176 778,930 54,188,609 6,117,048 1,991,803 12,029

En México se observa que el estado con mayor numero de hectareas cultivadas

es Veracruz, que representa 36.7% del total nacional. En segundo lugar, se

encuentra Jalisco con 11.4%, sigue San Luis Potosicon 10.3%, seguido de los
otros doce estados (SIAP, 2017).

Considerando los costos de todos los ingenios mexicanos como los costos de la

materia prima y de transformacion para 2005 y 2009, se deriva que el costo de

produccion de azucar se ha incrementado en este periodo.Se precisa que el

crecimiento de los costos totales se incrementd en 16.9% en promedio anual

durante el periodo de 2005 y 2009, los cuales se explican principalmente por el

incremento del costo de la materia prima (cafia molida), la cual se incrementé en
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un 21.2% en promedio anual. En proporcion, cerca de 75% de los costos totales
son la materia prima para la elaboracion de azucar que, a su vez, se determinan
por el precio de referencia de la cana (SE, 2012). Por lo anterior, resulta necesario
optimizar los procesos productivos de la cadena de valor de azucar; en la Tabla
2.6 se muestran los parametros de eficiencia obtenidos al cierre del 2016. En esta
tabla se observa que los estados de Puebla, Morelos y Michoacan tiene los
mayores rendimientos tanto en el campo(TON/HA) como en fabrica (%), asi como

la mayor eficiencia en fabrica (%) (SIAP, 2017).

Tabla 2.6. Parametros de eficiencia, informacion de cierres (SIAP, 2017)

Estado Rendimiento en campo Rendimiento en Eficiencia en
(TON/HA) fabrica (%) fabrica (%)

Campeche 53.47 10.40 80.86
Colima 80.10 11.41 84.59
Chiapas 91.31 10.85 83.04
Jalisco 90.90 11.72 84.29
Michoacan 92.68 11.44 84.38
Morelos 102.63 13.87 86.08
Nayarit 90.64 11.74 82.87
Oaxaca 61.13 11.28 84.74
Puebla 117.72 12.63 84.26
Quintana Roo 44.38 9.73 80.95
San Luis Potosi 60.08 11.45 82.43
Sinaloa 88.47 9.76 84.60
Tabasco 51.51 10.21 80.49
Tamaulipas 64.46 9.94 74.93
Veracruz 64.46 11.13 83.99
TOTAL 69.57 11.29 83.42

A nivel nacional, debido a que el azucar es un producto de origen agroindustrial,
existen diferentes tipos de precio de acuerdo al estado o fase en el que se
encuentra el producto, es decir desde que es un producto primario (cafia de
azucar) hasta que es un producto agroindustrial (azucar). En este sentido, los
precios para este edulcorante natural son: el precio de referencia por tonelada de

azucar, el precio de referencia para el pago de cafia de azucar (precio pagado al

11



productor primario), precios al mayoreo y menudeo en centrales de abasto y
precios al consumidor. De acuerdo con estimaciones propias, el precio de
referencia ponderado de azucar para pago de cafa a los productores podria ser
entre 7,973 y 8,000 pesos, lo que representaria un aumento a tasa anual de 12.4
por ciento (SE, 2012).

Por otra parte, el consumo de azucar per capita ha aumentado en 45.6% desde
1970, esto quiere decir que cada uno de nosotros consumimos entre 42 y 52 kilos
de azucar al afo, ocupando el tercer lugar de consumo mundial de azucar,
unicamente después de Brasil, que ocupa el primer lugar y Rusia con el segundo.
El aumento en el consumo se debe a que se consume en muchos alimentos
industrializados como caramelos, panes, etc. (SIAP, 2017).Actualmente es uno de
los cinco productos basicos alimenticios junto con maiz, frijol,trigo y café(SIAP,
2017), ya que hay que recordar que al término de la revolucion mexicana la
desnutricién por una ingesta calérica muy baja era un problema severo que logro

subsanarse con el consumo de azucar.

De acuerdo con el analisis de datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
2012, ENSANUT, 2012 (Gutiérrez et al., 2012), en México entre el 57.8% y 84.6%
de los individuos, dependiendo el grupo de edad y sexo, tienen un consumo usual
inadecuado de glucidos afadidos, aproximadamente del 17%del total de energia
consumida diariamente (por arriba del limite superior recomendado que es >10%
del total de energia consumida) a nivel nacional (INSP, 2017), lo que genera una
demanda nacional de grandes cantidades de edulcorantes, tanto de azucar como
de mieles fructosadas de maiz, que son las que aparecen en las etiquetas de
alimentos y bebidas no alcohdlicas con el nombre de “azucares”, importadas de
los Estados Unidos, pais que tienen enormes excedentes de maiz y que lo esta
exportando en forma de mieles fructosadas causando problemas enormes de
salud en todos los paises donde estas mieles son adicionadas a los alimentos y
bebidas no alcohdlicas (Duran-Dominguez-de-Bazua, 2012, 2013, 2014; Duran-
de-Bazua, 2017).
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2.2. Microorganismos indeseables en el jugo de cana

Durante la extraccion del jugo en el proceso de elaboracion de azucar (Fig. 2.2) se
presentan pérdidas de azucar de hasta un 62% (Serrano, 2006), debido a que la
cana de azucar naturalmente entra al proceso con microorganismos que trae
desde el campo, como por lafalta de asepsia generalizada en los molinos de cafia
y que el jugo es un medio rico en nutrimentos aunado a factoresambientales que
favorecen su desarrollo durante el procesocomo el pH, la temperatura y la
concentracion de sacarosa, los microorganismos se multiplicaran, incidiendo esto
en una merma en la productividaden el proceso por la transformaciéon de la
sacarosa a glucidos reductorespor la accion de la enzima invertasa observado en
la Figura 2.3, acidos y otrospolisacaridos como dextranas, por la accién de la
enzima dextranasacarasa (Jiménez, 2005), se observa la reaccidén en la Figura

2.4. Estas enzimas provienen de losmicroorganismos mostrados en la Tabla 2.7.

3. Generacion de Vapor y
Electricidad

Vapor vivo

Baromernics
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Fig. 2.2. Diagrama de flujo del proceso de produccién de azucar estandar
(Dominguez-Manjarrezet al., 2014)

13




CHzOH CH,0H

INVERTASA O
HO OH

0 CH,0H

CHZOH CHZOH

CHZOH

SACAROSA D-GLUCOSA D-FRUCTOSA

Fig. 2.3. Reaccion de inversion de la sacarosa (Yerga, 2014)
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Fig. 2.4. Sintesis general de dextranas a partir de sacarosa (Larrahondo, 1995)

Tabla 2.7. Microorganismos presentes en el jugo de cana (Serrano, 2006)

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

Saccharomyces cerevisiae, Saccahromyces rouxii,
Saccharomyces pombe, Candida tropicalis, Candida, micoderma,

Levaduras Candida intermedia, Kloeckera apiculata, Pichia membranofaciens,
P. farinosa, Kluyvoromyces fragilis y Hansenula anémala

Penicillum citrovorus, Penicillum funiculosum, Aspergillus variatum,

Mohos Asopergillus niger, Trichoderma viride y Monilia sitiophila
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La sintesis de dextranas a partir de mono y disacaridos, al alargar el tamano de la
cadena de carbonos hasta formar polisacaridos de elevada masamolecular,
formados por glucosas unidas por enlaces a (1-6) al menos en el 50%, con
ramificacionesenlazadas a (1-3) aunque también puede presentar otrasuniones a
(1-2) o a (1-4), es la responsable de la disminucion del rendimiento de la
produccion de azucar en los ingenios azucareros no solamente porque provoca
pérdidassignificativasde azucar, sino porque causa problemas en el proceso de
produccién de azucar al incrementar la viscosidad de los fluidos, bloqueando los
equipos,obstruyendo tuberias, coladores y bombas, dando como consecuencia la

reduccionen el rendimiento global industrial (Jiménez, 2005).

A pesar de haber un gran diversidad de especies de microorganismos presentes
en la cafna de azucar, sélo hay algunas especies que se desarrollan en el jugo
mas repetidamente que otras, tales como las bacterias pertenecientes al género
Leuconostoc (principalmente Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc
dextranicum) y miembros de las bacterias coliformes tales como Enterobacter
amnigenus, Rahnella sp. o Enterobacter aerogenes, que son las que producen
grandes cantidades de dextrana cuando se desarrollan con la sacarosa (Arvizu-
Bernal y Ramos-Medina, 2011), por lo que adquieren una gran importancia

econdmica al consumir la sacarosa y formar polisacaridos (Serrano, 2006).

2.3. Metam de sodio para eliminar a los microorganismos indeseables

Debido a las grandes pérdidas presentadas durante el proceso que tiene el jugo
de cana, la eliminacién de los microorganismos anteriores ha cobrado prioridad
dentro de la industria azucarera. Para esto se ha implementado el uso de biocidas,
los cuales son utilizados para la limpieza y desinfeccion de la cana de azucar.
Algunos de los productos quimicos mas utilizados dentro de la industria azucarera
en México son algunos bactericidas como el di-metilditiocarbamato de sodio,
etilen-bis-ditiocarbamato de sodio, cloruro de di-alquildi-metilamonio y otras sales
cuaternarias de amoniocomo bifluoruro de amonio y formaldehido(Bernal-

Gonzalezet al., 2014) y algunos biocidas como el triclosan, el didxido de cloro y el
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perdxido de hidrégeno.Elmetam de sodio tiene como materia activa el N-metil
ditiocarbamato de sodio, que es un plaguicida perteneciente a la familia de los
ditiocarbamatos, el cual posee actividad fungicida, insecticida, nematicida vy

herbicida, actuando frente a multitud deorganismos mostrados en la Tabla 2.8.

Tabla 2.8. Espectro de actividad del metam de sodio (Lainco, 2017)

Accioén Especies
Armillaria spp.
Fusarium spp.

Rhizoctonia spp.
Verticillium spp.

Fungicida Phytophtﬁora spp. _ Sclerotinia spp.
Plasmodiophorabrassi .
Pythium spp.
cae
Nematicida Hoplqlalmgs Spp. Ditylenchus spp.
Meloidoygine spp. Rotylenchus spp.
Pratylenchusspp Otros nematodos.

Elatéridos (gusanos del alambre)
Meloléntidos (gusanos blancos)
Noctuidos (gusanos grises y rosquillas)
Larvas terricolas de otros insectos.

Insecticida

Especies herbaceas anuales (Convolvulus,
Herbicida Chenopodium, Malva, Portulaca, efc.)
Algunas perennes (Oxalis, etc.)

El ditiocarbamato de sodio que, como ya se menciond se conoce como metam de
sodio 0 MS, es ampliamente manejado en la industria azucarera durante la
extraccion del jugo de cafa debido a su labor como inhibidor del desarrollo
deLeuconostoc mesenteroides, importante responsable de la formacién de

polisacaridos como dextranas y levanas(Bernal-Gonzalez et al., 2014).

El MSse descompone facilmente en el ambiente por contacto con la humedad del
suelo y en ambientes acuaticos, por lo que es considerado un producto facilmente
biodegradable. En diluciones acuosas se descompone en el compuesto activo y
volatil llamado metil isotiocianato (MIT), que en el suelo se difunde en forma de
gas (Zarco-Mercado et al., 2017).
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La difusién y descomposicion de MSes un proceso complejo que depende de
varios factores, como pH, temperatura, humedad, textura, contenido en materia
organica. En soluciones neutras, el metam-sodio se descompone en metil

isotiocianato (MIT) e hidrogenosulfuro de sodio (NaSH) (Lainco, 2017).

En soluciones alcalinas diluidas se produce una reaccion de oxidacion,
caracterizada por la formacion de azufre elemental (S), MIT e hidroxido de sodio.
Y en soluciones acidas, como es el caso de jugo de cafa cuyo pH es de 5.4
(Bernal-Gonzalezet al., 2014) se produce una descomposicibn no oxidativa,
mostrada en la Figura 2.5, dando como productos el MIT, y otros secundarios

como el sulfuro de sodio, disulfuro de carbono y metilamina (Lainco, 2017).

S

I
2CH;-NH-C-S-Na —p CH:-N=C=S + Na;S + CS; + CH:NH;

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

Fig. 2.5. Reaccion de descomposicion de MS en soluciones acidas (Lainco, 2017)

La funcionalidad biocida del metil isotiocianato (MIT), radica en su caracter
quelante de algunos metales transcendentales para elfuncionamiento de

enzimas(Lainco, 2017).

Ejemplo de esto es su obstruccionen el desarrollo celular debido a unaquelacion
de la enzima citocromo-oxidasa mitocondrialcon radical metalico de hierro (Fe**),
imposibilitando la absorcion de oxigeno, bloqueando asi la respiracion celular, lo
que impide la funcionalidadde la cadena transportadora de energia y causa la

apoptosis del microorganismo(Lainco, 2017).
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2.4. Métodos usuales para la medicion de ditiocarbamatos

La determinacién de la concentracion de los plaguicidas es muy importante para
obtener los productos agricolas inocuos para la salud humana, por ellos se han

desarrollado diferentes métodos de analisis de ditiocarbamatos (DTC).

2.4.1. Espectrofotometria

Debido a la dificultad para extraer los DTC de muestras de plantas
homogeneizadas, es que se ha dado el desarrollo de métodos de analisis de
residuos usando CS; como marcador colectivo, debido a la reaccion de
descomposicién que tienen los DTC por hidrélisis acida (Zarco-Mercado et al.,
2017).

La determinacion fotométrica se realiza después de llevar a cabo la digestion y
destilacion de los CS,; a partir de residuos de fungicidas de
ditiocarbamatomostrado en la Figura 2.6, con el uso de un reactivo de
dietanolamina y acetato de cobre disuelto en etanol. Se forman dos complejos de
quelatos (1:1 y 1:2) con maximos de absorcion de 380 nm y 435 nm, dependiendo
de la relacion Cu:CS,. Por lo tanto, se utilizan dos reactivos de color concentrados
de manera diferente de 0,016 g/L y 0,048 g/L de acetato de cobre para la
determinacion de 200 a 1000 pg y<200 ug respectivamente (Crnogorac y
Schwack, 2009).

Soluciones acuosas de hidréxido de potasio, asi como de plomo o acetato de zinc
o hierro son eficaces para eliminar el sulfuro de hidroégeno y otras interferencias no
especificadas de la corriente de gas CS,. Ademas, se puede utilizar cloruro de
estafo(ll) durante la digestibn como agente reductor, lo que mejora las
recuperaciones de DTC.Esta técnica tiene un limite de deteccion (LOD) de 0.1
mg/kg, que se puede alcanzar usando una muestra de 500g (Crnogorac y
Schwack, 2009).
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L.

Fig. 2.6. Aparato de digestion / destilacion para la determinacién de CS, a partir de residuos
de fungicidas de ditiocarbamato (Crnogorac y Schwack, 2009): La muestra se pesa en el
matraz (a), se cubre con acido diluido y se calienta a reflujo (b). La liberaciéon de CS, es
empujada a través de todo el sistema por una corriente de nitrégeno (e) o aplicando un
ligero vacio (f), pasando una o dos soluciones de lavado para limpieza (c) y finalmente la
solucion de reactivo para absorcion de CS, (d). Se puede usar un segundo tubo de
absorcidn para controlar el rompimiento debido a la saturacion

2.4.2. Espectrofotometria de absorcion atomica

Basada en la ley de Lambert and Beer, los electrones de los atomos encontrados
en el atomizador pueden ser promovidos a orbitales mas altos por un instante
mediante la absorcién de una cantidad de energia. Esta cantidad de energia (o
longitud de onda) se refiere especificamente a una transicién de electrones en un
elemento particular, como la cantidad de energia que se pone en la llama es

conocida, y la cantidad restante en el otro lado (el detector) se puede medir.

La medicion de ditiocarbamatos por esta técnica se da por la reaccion quelante del
cobre (ll) con dietilditiocarbamato de sodio en una solucién alcalina formando un
complejo de ditiocarbamato de cobre; teniendo una coloraciéon de amarillo a café

de acuerdo con la cantidad de metal presente. El color es medido en soluciéon
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acuosaa la cual se le adiciona citrato para prevenir interferencias debido al hierro y
la precipitacion de fosfatos. EI complejo de carbamato de cobre puede ser extraido
con tetracloruro de carbono (CCl,) y finalmente se lee la cantidad de cobre que no
se pudo quelar por espectrometria de absorcion atdmica (Arvizu-Bernal y Ramos-
Medina, 2011; Kirket al., 1996; Skooget al., 2005).

2.4.3. Cromatografia en capa fina

Una cromatografia en capa fina (CCF) consiste en la distribucion que tiene un
analito entre el disolvente y una capa fina de adsorbente, es poco eficiente por lo
que se utiliza como una técnica cualitativa.En esta se utiliza una placa recubierta
con una capa delgada de unadsorbente como el gel de silice o alumina, en la
parte inferior de la placa se coloca un punto la disolucion muestra. Posteriormente
la placa se introduce en un diluyente de tal manera que solo la parte inferior donde
se encuentra la muestra quede sumergida en el liquido. Este eluyente es la fase
movil y asciende por la placa de CCF por capilaridad a medida que el eluyente
pasa por el lugar donde estd la muestra se establece un equilibrio entre las
moléculas de cada uno de los componentes en la muestra que son adsorbidas que
se encuentran en disolucion, diferenciandose de esta manera por su fuerza de

adsorcién y solubilidad (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2011; Skooget al., 2005).

Sin embargo, los compuestos que contienen azufre no difieren sustancialmente de
compuestos que contengan oxigeno, ya que contribuye a la polaridad de la
sustancia casi igual que un atomo de oxigeno. Por tanto, la presencia de azufre en
la molécula requiere dereactivos de deteccion especifica(Arvizu-Bernal y Ramos-
Medina, 2011; Skooget al., 2005).

El reactivo comun Grote puede detectar losdisulfuros (puntos azules), si el
cromatograma es sumergido después en unasolucién de 2 g de cianuro de sodio
en 5 mL de agua y 95 mL de etanol(Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2011;
Skooget al., 2005).

2.4.4. Cromatografia de gases
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Se realiza a través de la cuantificacion de sulfuro de carbono (CS,), producto que
se mide cuantitativamente después de la digestion acida de éstos. El CS,;formado
se mide en espacio superior (conocido por su traduccion literal del inglés
“headspace” como “de cabeza”) y cromatografia de gases con detector fotométrico
de flama y un filtro de azufre o un detector de captura de electrones.Se realiza un
muestreo de hortalizas y frutas para analizar e inmediatamente se inicia el
tratamientocon la molienda de la muestra. Se coloca una muestra representativa
en una botella de vidrio de 250 mLcon tapa roscada y caucho de silicona
(hermético al gas). Se realiza el tratamiento con acidoclorhidrico y se coloca en el
bafio de agua a 80°C por 15 minutos. Se retira la botella cerrada del bafio de agua
y se agita vigorosamente por 2 minutos cada 15 minutos por 1 hora. Se toma una
alicuota adecuada (10:100) del espacio de cabeza la cual es inyectada
inmediatamente al cromatografo de gases.Se compara la altura del pico con un
grafico de calibracion y se registra el nivel de disulfuro de carbono en la
muestra.Se ha utilizado con éxito con una temperatura del horno de 60°C y una
temperatura del detector de 100°C (Panel on determination of dithiocarbamate
residues, 1981).

2.4.5. Voltametria ciclica

Es una técnica electro-analitica dependiente de la medicién de las corrientes en
funcion de un potencial aplicado. Se basa en la medicion de la corriente en una
celda electroquimica en condiciones que faciliten la polarizacién de un electrodo
de trabajo, por concentracion completa, de forma que la velocidad de oxidacién o
de reduccion del analito esta limitada por la velocidad de transferencia de masa

del analito a la superficie del electrodo.

En 2013 fue utilizado por Chen y Chen para determinar la concentraciéon de
plaguicidas (Carbofuran). Todas las mediciones electroquimicas utilizaron una
interfaz electroquimica SI-1287. Se utilizé un electrodo de platino pulido con 0.3 pL

de AlO,. La voltamperometria ciclica fue de 0 a +1.3 V. Los volumenes ciclicos
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mostraron un registro entre 0 V y 1.2 V. Se realizaron 20 repeticiones de cada
medicion a 25£1°C. Los valores de pH de las muestras oscilaron entre 6.5 y 6.8,
respectivamente.La corriente de pico y dos indices de area especificos calculados
a partir de las curvas de voltametria ciclica sirven como las variables
dependientes. Las concentraciones de plaguicidas tipo carbofuran se utilizaron

como variables independientes.

Los resultados indicaron que los valores numeéricos de la zona voltamograma
ciclico varia de 0.5 a 0.9 V, el mejor valor del indice de la concentracion de los
plaguicidas. La precision de este indice es bueno y la exactitud de la técnica de
determinacion con la ecuacion de calibracion esta dentro de 5 mg/L en la ecuacion

de calibracion propuesta (Chen y Chen, 2013; Skooget al., 2005).

2.4.6. Cromatografia de liquidos por alta resoluciéon (HPLC)

2.4.6.1. Cromatografia liquida con fotometria

Existen otros métodos para la determinacién directa de DTC, en los cuales
aniones de DTC son accesibles para analisis después de un tratamiento alcalino
en presencia de agentes quelantes como elacido etilendiaminotetraacético (EDTA
en inglés). Los residuos de DTC sélo permanecen en las superficies de las frutas y
hortalizas, por lo que se puede realizar la extraccion superficial de estos con una
solucién acuosa de EDTA y su posterior separacion en columna Sephadex LH-20

con EDTA acuoso 0.1 M como eluyente(Gustafsson y Fahlgren, 1983).

Gustafsson y Fahlgren (1983),determinaron las concentraciones de los
fungicidastiram, ziram y zineb por cromatografia de liquidos de alta resolucion
CLAR-UV en una columna de fase reversa (Nucleosil RP-18) después de dos
técnicas de extraccion separadas. El tiram se extrajo por cloroformo y se inyecto
directamente en el CLAR. Ziram y zineb fueronextraidos de la superficie de los
cultivos con EDTA alcalino con L-Cisteina.Posteriormente,los aniones DTC se

extrajeron en un disolvente organico con hidrogenosulfato de tetrabutilamonio y se
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derivatizaron con yoduro de metilopara formar S-metilditiocarbamato, finalmente
analizados con eldetector UV a una longitud de onda (A) de 272nm. Los recobros
promedio reportadosfueron de 59 a 85%, conlimites de deteccién (LOD en inglés)
de 0.01 mg/kg, 0.02 mg/kg y 0.01 mg/kg obtenidos para el tiram, zineb y ziram,

respectivamente.

Irth et al. (1986) determinaronzineb,maneb y tiram en suelo.Para zineb y maneb se
hizo uso de la extraccion con una solucién alcalina acuosa de EDTA vy
preconcentracion selectiva como pares de iones en una precolumna C18, que se
cargd en linea con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB en inglés). Unicamente el
tiram se extrajo con diclorometano usando una columna de fase inversa y una
complejacion posterior con cobre (Il). Los recobros reportados de zineb, maneb y
thiram fueron altos (> 98%) conLOD de zineb y manebde 0.1 mg/kg. Los LOD para

el tiram fueron mucho mas bajos (0.005 a 0.01 mg/kg).

Topuz et al. (2005) publicaron un método para la determinacién de maneb en
diferentes jugos de frutas usando dos columnas de fase reversa (Luna CN y C18)
con diferentes mecanismos de retencion. Se probaron dos procedimientos de
extraccion utilizando diclorometano: Extraccion en fase soélida (ESF) y extraccion
liquido-liquido (ELL), donde se observé que la EFS fue mejor. Sereportaron

recuperaciones de 90 a 101% y un LOD de 0.1 mg/L.

Arvizu-Bernal y Ramos-Medina (2011)cuantificaronel ditiocarbamato de sodio
contenido en el jugo de la cafa de azucar. Después de un tratamiento previo con
dos tipos de extracciones, en fase sdélida y liquido-liquido (EFS y ELL), realizaron
la inyeccion al CLAR, empleando una columna cromatografica de octadecil silice,
ODS (C18) de 10 cm de longitud, 4.6 mm de diametro interno y particulas
esféricas de 5 ym, con una velocidad de flujo de 1.1 mLmin'yusando como fase

movil agua:acetonitrilo (70:30) y empleando un detector UV con A=200 nm.

2.4.6.2. Cromatografia liquida con espectrometria de masas
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Con base en la preparacion de muestras y derivatizacién con yoduro de metilo
introducido por Gustafsson y Fahlgren (1983), el recobro de los cartuchos Sep-
PAK C18, que se usan para cuantificar zineb, maneb y mancozeb en muestras de
agua ambiental por cromatografia de liquidos acoplada a ionizacién por
electroasperjadoy espectrometria de masas (ES/-CL-MS en inglés)para producir
iones negativos permiten una recuperaciéon media a nivel sub-ppmque puedeser

del 79% con un coeficiente de variacion del 29%.

También se han descrito varios métodos de ionizacion quimica a presidon
atmosférica (APCI en inglés), como losLC-APCI-MS en modo de i6n positivo.
Picdet al.(2004) publicaron un método LC-APCI-MS, parala determinacion de DTC
neutros solamente (es decir, tiram, dazomet y disulfiram) en diferentes materiales
vegetales, plantas. Después de cortar y homogeneizar las muestras, la extraccion
y limpieza se realiz6 mediante dispersion en fase sélida de matriz y elucion en
columna con diclorometano/metanol obteniendo recuperaciones de 60 a 101%

(desviacion estandar 4 a 21%).

Crnogorac y Schwack (2009)publicaron un método de LC-MS para las tres
subclases de DTC (es decir, DMD, EBD y PDB) usando una nueva fase polimérica
alcalina estable mediante cromatografia por interaccion hidrofilica (HILICen inglés)
y una fase mévil simple que comprendia acetonitrilo y amoniaco acuoso. Utilizaron
unasolucién amortiguadora de hidrogenocarbonato de sodio (pH de .12) para la
extraccion superficial de muestras enteras que contenia D,L-penicilamina para
estabilizar los DTC. Utilizaron DMD deuterada y EBD como marcadores internos,
permitiendo el ensayo de dilucion de isétopos y compensando las pérdidas de los
extractos por degradacion. Operaron el espectrometro de masas simple
cuadrupolo en modo de electroasperjado de ionizacién por electrospray(ESI)
negativo. Se determinaron LOD (CS;) de 16 pg/kg, 24 ug/kg y 20 pg/kg para DMD,
EBD y PBD, respectivamente obteniéndose recuperaciones en el intervalo de 90 a
100% a diferentes niveles. En lo que respecta a la selectividad y la sensibilidad,
prefirieronLC-tandem MS (LC-MS2) sobre LC-MS, si se desean tener LOD bajos.
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2.5. Extraccion en fase sélida (preparacién de la muestra)

Para la cuantificaciéon de residuos de plaguicidas se han desarrollado varios
meétodos de preparaciéon de la muestra, una de las etapas mas importantes en el
analisis, ya que en esta etapa del proceso se realiza la extraccion del y (los)
analito(s) de interés. Los métodos de preparacion mas comunmente utilizados son
los de extraccion tipo Soxhlet, en fase soélida, microextraccién liquido-liquido,
extraccion sdélido-liquido, extraccién asistida por ultrasonido, asi como por

microondas y la microextraccion en fase solida (Borja-Urzola, 2017).

La purificacion por extraccion en fase sdlidaes una técnica de extraccion (Tabla
2.9), que se basa en la retencidbn sobre una fase estacionaria sdélida con
naturaleza adsorbente solido de los compuestos deseados disueltos en una
muestra liquida. La adicion de un eluyente permite eliminar los componentes de la
matriz que interfieren, para después eluir y concentrar los analitos de
interés(Borja-Urzola, 2017; Skoog et al., 2005).

El éxito de la EFS se basa en el grado de interaccion que tengan los analitos de
interés de la muestra con su disolvente y la fase estacionaria. La EFS resulta una
excelente opcion para los procesos de purificacion debido a la reduccion del
volumen de disolventes, tiempo de analisis, costos del mismo y una mayor
diversidad de fases estacionarias que tienen cartuchos comerciales con una gran

variedad de polaridades (Borja-Urzola, 2017).

2.5.1. Adsorbentes

Las fases estacionarias empleadas en la EFS son similares a las utilizadas en
cromatografia de liquidos. De acuerdo con el caracter quimico del grupo funcional
unido a la silice o al copolimero, las fases resultantes se pueden clasificar en: no
polares, polares o de intercambio idnico. La eleccion de los disolventes utilizados
depende de la naturaleza de la fase estacionaria (Berrueta et al., 1995).
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Tabla 2.9. Procedimiento general de la EFS (CROMLAB, 2017)

Etapa

Acondicionamiento

Proceso

La activacion del adsorbente y de los grupos
funcionales se consigue al pasar un volumen de
solvente o mezcla de solventes apropiado a través de
la columna. Para activar adsorbentes hidrofébicos se
usa generalmente metanol o acetonitrilo, mientras que
para los hidrofilicos se usa hexano o cloruro de
metileno

1

c || Activacién

cm

Carga de muestra

Aplicar la muestra en la parte superior del lecho de
adsorbente. Los contaminantes de matriz pueden
pasar por la columna sin ser retenidos y otros
componentes de la matriz pueden retenerse mas o
menos fuertemente en la superficie del adsorbente.
Para obtener la maxima eficacia se debe controlar el
caudal de la muestra. Si se desea incrementar el
caudal de una muestra viscosa se pueden usar
adsorbentes de 90 o 140mm. La capacidad de
intercambio y la selectividad no se ven afectadas

LAVADOD
El lavado permite la eliminacién de cualquier resto de 7 | [ 1T
compuestos que puedan interferir manteniendo los
Lavado analitos en el lecho de adsorbente. Se pueden usar 3
solventes o mezcla de solventes de diferente tipo para Lavado || =
mejorar la eficacia del lavado W _U_
SECADD
[= =] [= =
Las trazas de solvente se eliminan haciendo circular [
Secado aire a través de la columna durante 2 a 10 minutos. 4
Esta etapa mejora el rendimiento de extraccion Sl secade |
v
Se pasa un solvente adecuado por la columna para
eliminar la interaccion analito-solvente y eluir el 100% 9 9T
de los compuestos de interés. El solvente adecuado
C ha de tener la maxima interaccion con el analito y una
Elucién 5

interaccion minima con las demas impurezas,
dejandolas en el lecho de adsorbente. El volumen de
elucion ha de ser el menor posible para mantener alto
el factor de concentracion

“ | ELUCION
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Octadecil-silice C18. Para formar la fase de extraccion sélida se recubre o se liga
a un compuesto organico hidrofébico a silice en polvo. En este caso los grupos
funcionales ligados al empaquetamiento atraen a los compuestos hidrofébicos de
la muestra por interacciones de van der Waals y los extraen de la disolucion
acuosa (Skoog et al., 2005).

2.6. Uso de materiales de bajo costo para la extracciéon

2.6.1. Quitina

Es el amino-polisacarido natural mas abundante, se encuentra principalmente en
el exoesqueleto de crustaceos, insectos y hongos. Se estima que se produce
anualmente casi tanto como la celulosa. La quitina posee una estructura lineal de
poli-[B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa (Figura 2.7), de alta masa
molecular. Al igual que la celulosa, funciona naturalmente como un polisacarido
estructural. Es blanca, dura, inelastica, altamente hidrofobica e insoluble en agua y
es la principal fuente de contaminacion superficial en las zonas costeras (Duran-
Olvera et al., 2016; Kumar, 2000).

Debido a su abundancia, su obtencion como una fuente renovable no toxica y
biodegradable la ha convertido en los ultimos afios en un nuevo material funcional,
el cual tiene la posibilidad de remplazar a los polimeros derivados del petroleo
(Ortega-Granados, 2011; Sarabia-Bafuelos, 2011).

CHs
H OH

O—C H O == H
Y
H MH
[u]
HO
? ’ Dl
H 0= o= H aH

H

Fig. 2.7. Estructura de la quitina (Flores, 2008)
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2.6.2. Quitosana

Se trata de un polisacarido de alta masa molecular, obtenido por desacetilacion
parcial de la quitina (Figura 2.8). Es decir, se quita parte del grupo acetil de la
quitina, por tratamiento con alcali fuerte. Este nuevo polimero sintético (como es
una goma termina en -ana), cuenta con mejores propiedades de reactividad y
solubilidad. Se ha descrito como un polimero catidnico lineal, biodegradable, de
alta masa molecular, de facil aplicacion y ambientalmente amigable. La presencia
de grupos de aminas en la cadena polimérica ha hecho de la quitosana uno de los
materiales mas versatiles que se estudian, ya que le confiere una mayor polaridad
que la quitina, lo cual implicaria una mejor capacidad de absorbencia de
compuestos polares (como es el caso del metam de sodio) (Sarabia-Bafuelos,
2011).

H H

H OH H H
NH
W gt h~0 HO Hﬁ\
0
0
D8] e ; 10
H Ho nH H
H H a5

Fig. 2.8. Estructura de la quitosana (Flores, 2008)

Tomando en cuenta estos antecedentes y fundamentos tedricos, a continuacion se
presenta la metodologia empleada para alcanzar los objetivos establecidos en

esta investigacion.
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Capitulo 3
Metodologia

3.1. Desarrollo experimental

En la Fig. 3.1 se presenta el esquema de bloques de la estrategia experimental.

Obtencion de la
harina ce

» Entera
camaran - Desmineralizada

= Humedad
» Cenizas
» Fibra

» Grasa
| _ ’ Protel.nas

Fig. 3.1. Esquema de la metodologia

3.2. Obtencion de las harinas de residuos de camaron

A partir de los residuos de camardn adquiridos en la Central de Abastos, “La
Nueva Viga”, de la Ciudad de Meéxico, se obtuvieron los cefalotérax y
exoesqueletos de camarodn, los cuales se lavaron a chorro de agua y se
enjuagaron con agua destilada. Posteriormente, se secaron en una estufa
convencional a 60°C+5°C por 18 horas. El lote fue molido en licuadora durante 5
minutos, por intervalos de 30 segundos y tamizado en tamiz del No. 100
(Barcenas-Ochoa, 2010; Ramirez-Cruzet al., 2003). Para obtener las harinas

desmineralizadas, se utiliz6 EDTA 0.5 M, con agitacion constante por dos horas,
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con una relacién 1:9 (masa:volumen), se filtraron con tela de seda y se enjuagaron

con agua destilada y desionizada.
3.3. Caracterizacion de las harinas
Se caracterizaron usando las siguientes variables:

e Determinacion de humedad mediante una termobalanza (OHAUS MB200)
(Kirk et al., 1996)

¢ Determinacion de materia grasa por el método de Soxhlet (James, 1999)

e Determinacion de cenizas por el método de calcinacién utilizando una mufla
FURNANCE 4800 T (0-1100°C) (Kirk et al., 1996)

e Determinacion de proteina por el método de Kjeldahl (Nielsen, 1998)

e Determinacion de fibra mediante método gravimétrico y enzimatico (kit de

ensayo de fibra dietética de Sigma-Aldrich®).
3.4. Cartuchos de extraccion en fase sélida

Con las harinas obtenidas (entera y desmineralizada) se empacaron 54 cartuchos
(Fig. 3.2) de cada una de las harinas, en jeringas de plastico desechables
(Sensimedical ®) con capacidad de 5 mL, empleando una masa de 0.5 g de
harina. Para ello se elaboraron tapones de fibra de vidrio previamente lavada con
metanol grado HPLC, colocandolos en la base de la jeringa y en la parte superior

del adsorbente (harinas).

Fig. 3.2. Cartucho de EFS. Elaborado

con adsorbente de harina de camarén
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3.5. Preparacion de los estandares

Se utilizd MS como analytical standard 295% (Sigma-Aldrich), realizando pruebas
de estabilidad de la solucion analitica (50 mg/L). Terminadas las pruebas se
prepard una curva patrén segun Lorenzo et al. (2014).Posteriormente, se realizé la
validacién de la curva patrén segun lo establecidos en la guia de la Agencia para
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, FDA Draft Guidance, en inglés
(Revicki, 2007).

3.6. Extraccion del jugo de caia

Para la extraccion del plaguicida se consultaron diferentes articulos con la
finalidad de encontrar un método que permitiera extraer al plaguicida de la matriz
de jugo de cana (Bossi et al., 2002; Gustafsson y Fahlgren, 1983; Gustaffson y
Thompson, 1981; Hartmann et al., 2000; Mullins y Kirkbright, 1987; Pico6 et al.,
2004; Stout et al., 1998). Sin embargo; no se encontrd en la bibliografia consultada
una metodologia para la extraccion de este plaguicida por lo que se tuvo que
adaptar un método de extracciéon de flavonoides presentes en jugo de cafia
(Colombo et al., 2006) complementandolo con otro método para la extraccion de
carbamatos de jugos de manzana, cereza y fresa (Sagratini et al., 2007). De la
cafia almacenada en refrigeracion se procedié a la extraccion del jugo, con la
ayuda de un extractor de tipo casero, para realizar las pruebas correspondientes

de un mismo lote.

3.7. Extraccion en fase sélida (EFS)

Los procedimientos de purificacion por extraccion en fase solida se basan en el
uso de dispositivos comerciales que contienen entre 50 y 1000 mg de un sdlido
poroso particulado, que generalmente es silice o0 resinas poliméricas

(polipropileno).
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En esta investigacion se usaron harinas de cefalotérax y exoesqueletos de
camaron, enteras y desmineralizadas y como control octadecil-silice C18. El
plaguicida MS fue aislado de la matriz, extrayéndolo con un fluido adecuado. Una
vez que se conseguio esto se empled la secuencia que aparece en la Figura 3.3,

tomada de Pawliszyn(2002).

A 7}

@

1. Activar 2. Pasar 3. Lavar 4. Eluir

1. Activar el adsorbente con un disolvente adecuado; 2. Pasar la disolucidon que contiene los
analitos de interés a través del adsorbente activado; 3. Lavar el adsorbente para permitir la
eliminacion del mayor numero de interferencias posibles; 4. Eluir los compuestos de interés
mediante el paso del volumen necesario de un disolvente adecuado

Fig. 3.3. Extraccion en fase soélida (EFS) (Pawliszyn, 2002)

Se tomaron 10 mL de las matrices de estudio: metanol, agua y muestra de jugo de
cafia, adicionadas con 10 mL de una dilucién 30 mgL™" del estandar analitico del
plaguicida de estudio, MS (Sigma-Aldrich®) en metanol grado cromatografico; se
sometieron al bafio sénico por 15 min; posteriormente, fueron centrifugadas por 15
minutos y los sobrenadantes se filtraron con una membrana de Nylon de 0.45um.
Finalmente, 3 mL de esta mezcla se hicieron pasar por los cartuchos de extraccion
con los diferentes adsorbentes (harina entera, harina desmineralizada y C18)
previamente acondicionados con 5 mL de agua seguida de 5 mL de metanol. Para
llevar a cabo la elucidén del compuesto de interés se utilizaron 1 mL, 3 mLy 5 mL
de una mezcla de metanol/agua grado cromatografico en diferentes proporciones.
Las muestras eluidas se inyectaron en el CLAR (HPLCen inglés) por triplicado

para su cuantificacion.
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3.8. Cuantificacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion, CLAR
(HPLCen inglés)

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién PerkinElmer® (Fig. 3.4) y
se realizd la adaptacion de las condiciones establecidas por Arvizu-Bernal y
Ramos-Medina (2011) para realizar la cuantificacion de MS. En la Tabla 3.1 se

presentan las condiciones empleadas.

Fig. 3.4. Equipo de HPLC utilizado para la cuantificacion del metam de sodio

Tabla 3.1. Condiciones establecidas para la cuantificacion de MS por
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon, CLAR (HPLC, high performance
liquid chromatography)

"y Arvizu-Bernal y Ramos-Medina Adaptacion en este
Condicion ;
(2011) experimento
Columna 100 mm x 4 mm Nucleosil RP-18 100 mm x 4 mm Hypersil™
(5 um) ODS C18 (5 ym)
Fase movil Agua/Acetonitrilo (50:50) Agua/Acetonitrilo (50:50)
Velocidad de N .1
. 1.4 min 1.4 min
flujo
Volumen de 20 L 20 L
inyeccion
Detector UV, 210 nm UV, 210 nm
Tiempo de 10 min 5 min
corrida
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3.8.1. Limite maximo de deteccion del MS en el equipo

Para obtener el limite de deteccion del plaguicida en el equipo, se realizaron
diluciones a partir de una concentracién de 50 mgL™; las cuales se inyectaron en
el equipo de cromatografia de liquidos y como concentracién limite se considerd
aquélla en la que el pico del compuesto aparecia, pero ya no era posible integrarlo

adecuadamente (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2011).
3.8.2. Curva de calibracion del MS

Se realiz6 una curva de calibracién de 10 puntos con concentraciones que fueron
de 0 a 50 mgL™" de MS en metanol. Las disoluciones de cada concentracion fueron
preparadas en el momento de la inyeccidén en el CLAR. Cada concentracion se

inyecto por triplicado y la concentracion media (25 mgL™) se inyectd 5 veces.

3.9. Anadlisis estadisticos

Para la comparacion de las variables estudiadas se realizé la comprobaciéon de
diferencias significativas mediante un analisis de varianza (anova en inglés)

multifactorial tipo 1l (P<0.05), con ayuda del software de andlisis de datos

estadistico StatGraphics®.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Obtencion dela harina de residuos de camarén

En primera instancia se realizd6 la obtencion dela harina de cefalotérax y

exoesqueleto de camardn (Fig. 4.1), conseguida a partir de los residuos adquiridos

gratuitamente en el local 26 de la Central de Abastos en la Ciudad de México “La

Nueva Viga” (Fig. 4.2). En la Fig. 4.3 se presenta la harina después de la limpieza

del cefalotérax del camarén y su secado, molienda y tamizado.

Cefalotorax
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Ojo - -
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Fig. 4.1. Esquema del Fig. 4.2. Residuos de Fig. 4.3. Harina del
cuerpo de un camarén camaron obtenidos después cefalotérax de camarén
(Franco-Zavaleta, 2010) del descabezado de los

camarones

4.2. Desmineralizacion de la mitad dela harina

Posteriomente, se procedié a desmineralizar la mitad dela harina obtenida
agitando la harina con EDTA 0.5 M (Fig. 4.4). Después, se filtr6 la mezcla de
harina con EDTA en un matraz tipo Kitasato con tela de seda (Fig. 4.5),

obteniendo un producto humedo después de la filtracion (Fig. 4.6). Finalmente, la

harina seca desmineralizada (Fig. 4.7) se almacend en el cuarto frio a 4£1°C.
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Fig. 4.4. Agitacion Fig. 4.5. Filtracién Fig. 4.6. Harina Fig. 4.7. Harina
humeda desmineralizada

4.3.Caracterizacion de las harinasentera y desmineralizada

En la Tabla 4.1 se presentan los resultados de la determinacién del porcentaje de
humedad (Fig. 4.8), porcentaje de cenizas por calcinacion (Fig. 4.9), porcentaje de
grasa cruda (Fig. 4.10), contenido de nitrégeno (proteina cruda) (Fig. 4.11), asi

como el contenido de fibra (Fig. 4.12).

Se observa que unicamente se pierden el 13.5% de los minerales en la harina
desmineralizada tras el tratamiento con EDTA, con respecto a la harina inicial. Se
puede notar que la humedad es mayor en la harina entera, ya que a pesar de
haberse metido el mismo tiempo al horno los residuos del camardn y la harina
desmineralizada, la harina tiene una mayor superficie de contacto, por lo que su

secado fue mejor que la de los residuos sin moler.

Tabla 4.1. Caracterizacion de las harinas de camaroén

Determinacion

(%) Harina entera Harina desmineralizada
Humedad 6.40 °*00% 5.33 0*00%°
Cenizas 35.64 °+0.9% 22.24 90628
Grasa cruda 0.31 8+0020 0.33%+0012
Proteina 30.26 20404 43,91 80089
Fibra 27.44 °*00% 28.16 °* %%

37



Fig. 4.8. Determinacion de Fig. 4.9. Determinaciéon de Fig. 4.10. Determinacion

humedad por termobalanza cenizas, se observan los de grasa, se observan
crisoles con las muestras dos equipos Soxhlet con
en la campana la muestra en digestion

Fig. 4.11. Determinacion de proteinas por Fig. 4.12. Determinacion de fibra (kit de
método de Kjeldahl enzimas para su determinacion)

4.4. Extraccion del jugo de caia

Por cada 8 trozos de cana (300 g aproximadamente) se obtuvieron 200 mL de
jugo de cana (Fig. 4.13). El jugo se recolecté en un frasco de vidrio transparente

de 500 mL y se conservo en refrigeracion.

Fig. 4.13. Extraccion del jugo de cafa en un extractor casero
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4.5. Cuantificacion de MS por CLAR
4.5.1. Limite maximo de deteccion del MS

La concentracion limite para el compuesto MS en metanol fue de 2.5 mgL™.
Ademas de integrarse sin problemas el pico del compuesto, fue al menos 10 veces

mayor que el ruido de fondo.
4.5.2. Curva de calibracion del MS

Con la regresion lineal se pudo comprobar la linealidad de la recta, indicada por el
coeficiente de correlacién. Del mismo modo, se obtuvo la ecuacion de la recta, la
cual sirve para calcular la concentracion del Metam Sodio (x) en la matriz de
metanol (Fig. 4.14). El coeficiente de variacion (C.V.) para el punto medio fue de

5.92% indicando que hay poca variabilidad debida a la inyeccion de la muestra.

600000
500000 y = 10759x - 47945
R2=0.9886
£400000
k=
2300000
8]
2200000
=)
5100000
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion [mg / L]

Fig. 4.14. Curva de calibracion de la cuantificacion del MS porCLAR

4.5.3. Porcentaje de recobro del MS

Para poder analizar la recuperacion del Metam Sodio después de realizadas las

extracciones con los cartuchos de harina de camardn entera (tal como se observa
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en la Fig. 4.15), el MS se cuantifico tanto en la disolucion inicial, como en el

producto eluido.

Se realizaron las primeras eluciones con 3mL de eluyente y diferentes mezclas
metanol/agua (Tabla 4.2), en donde al realizar la elucion de la muestra con un
porcentaje de agua mayor al 40% y realizar la inyeccidén de ésta se observo que
los picos provenientes tanto del metanol como del Metam de sodio se
ensanchaban demasiado y no se lograba una buena separacion entre ellos, por lo
que se decidio realizar las eluciones con la mezcla metanol/agua en proporcién de

60:40, ya que con ellas se obtuvo el mayor porcentaje de recuperacion.

Fig. 4.15. Extraccion en fase soélida con los cartuchos de harina de camarén

Tabla 4.2. Porcentaje de recuperacion con diferentes mezclas metanol/agua

Metanol: agua Recuperacién MS (%)
100:0 0.752°+0:648
90:10 0.954°*0-211
80:20 3.520°*0-082
70:30 7.569°*0-102
60:40 12.864°* 0092

El siguiente factor que se consideréfue el volumen de la disolucion que se pasaba
por el cartucho. Para esto se probaron 3 volumenes diferentes: 5, 3 y 1 mL. Se
observa en la Tabla 4.3, que el volumen de ruptura es pequeno, es decir, que a
mayor volumen se tiene una menor retencién del compuesto. Por tanto, el mejor

volumen para obtener la mayor extraccion de los tres estudiados es el de 1 mL.
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Tabla 4.3. Porcentaje de recuperacion con diferentes volimenes de
disolucion pasada por el cartucho

Disolucién (mL) MS no retenido (%) Recuperaciéon de MS (%)
1 12.144°+0-114 36.291°9£00%
3 55.432510.084 12.864510.092
5 890026i 0.2040 80896i 0.029

Una vez establecida la mejor mezcla para el eluyente y la cantidad de disolucion
que se debe pasar por el cartucho de extraccién, se procedié a establecer la
cantidad de eluyente necesario para recuperar todo el compuesto. Para ello se
recuperaron las fracciones después de cada mililitro de eluyente, obteniendo los

resultados mostrados en la Tabla 4.4.

Tras realizar un analisis estadistico se determind que no existe diferencia
significativa entre las fracciones a partir de 3 mL, por lo que el volumen de elucion

seleccionado fue de 3 mL.

Tabla 4.4. Porcentaje de recuperacioén en las diferentes fracciones de
volumen de elucién

. Recuperacion en la fraccion de Recuperacion total de MS
Fraccion (mL)

MS (%) (%)

1 47.380° 0037 47.380
2 4.103%*0:030 51.484
3 2.763%*0:060 54.247
4 1.090° *0-068 55.337
5 0.1625%0:221 55.499

Por ultimo, con las condiciones establecidas se procedié a probar la recuperacion
en los tres cartuchos: con harina entera, con harina desmineralizada y usando los

cartuchos comerciales C18.
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Al analizar los resultados de la Tabla 4.5, puede verse que existe diferencia
significativa entre cada uno de ellos, siendo el material comercial usado como

control el que dio la recuperacion mas alta.

Tabla 4.5. Porcentaje de recuperaciéon con diferentes cartuchos de EFS

Cartucho Recuperacion MS (%)
Octadecil-silice C18 (J.T. Baker®) 47.380°% * 0037
Harina de camaron desmineralizada 8.145°+0032
Harina de camaroén entera 36.291°+00%°
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Capitulo 5

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

De acuerdo con los objetivos de esta investigacién que eran: Cuantificar por
cromatografia de liquidos de alta resolucién, CLAR (HPLC por sus siglas en
inglés), la extraccion en fase sélida (EFS) del MS presente en el jugo de cafia
utilizando dos tipos de adsorbentes, las harinas de cefalotérax de camardn entera
y desmineralizada y comparar su desempefio con un control comercial de

octadecil-silice C18 (J.T. Baker®) se obtuvieron las siguientes conclusiones:

e Se observdo que los resultados obtenidos en las determinaciones de
humedad, ceniza, fibra, proteinas y grasa realizadas fueron similares con

respecto a los resultados en otros estudios (Flores, 2004, 2008).

e Se realizdé de manera experimental la optimizacidén del método de extraccion
en fase sdlida. Al observar si habia diferencias significativas al variar los
parametros, con los resultados obtenidos, se concluye que las mejores
condiciones de extraccién para este biocida en los cartuchos son las
siguientes: eluyente: metanol/agua (60:40), volumen de eluyente: 1 mL y

volumen de muestra: 1 mL.

e Tras cuantificar el MS extraido, mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion, se pudo determinar que sihubieron diferencias significativas
debidas al origen del adsorbente en la extraccién en fase solida (EFS) del

MS presentando un coeficiente de variacion de 7.84.

e Se obtuvo el mejor porcentaje de recuperacion con la columna comercial de
octadecil-silice C18 (J.T. Baker®) con un porcentaje de 47.380° * %%,

seguida de las columnas de harina de camarén entera con un porcentaje de
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36.291° * 0% v por ultimo, con el menor porcentaje de recuperacionde
8.145° * 9032 |35 columnas que tienen como adsorbente la harina de
camaron desmineralizada. Esto indica que las condiciones estudiadas en
esta fase de la investigaciéon pueden ser mejoradas con objeto de que el
desempefio del material de bajo costo sea comparable con el comercial. La
desmineralizacion definitivamente altera las caracteristicas quimicas del
polimero natural obtenido de los residuos de camarén por lo que debera

estudiarse esto con mayor profundidad.
5.2. Recomendaciones

Debido a que las columnas de harina de residuos de camar6n parecen ser un
adsorbente poco polar se recomienda estudiar sus caracteristicas quimicas v,
posteriormente, probar su uso con plaguicidas organofosforados, organoclorados y

herbicidas poco polares.

Para la optimizacion del funcionamiento de las columnas, especificamente para la
extraccion del metam de sodio, se recomienda estudiar el efecto de la extraccién
de los polimeros de los residuos (quitina-quitosana)ya que probablemente su

proporcion sea la que esté determinando su capacidad adsorbente.

Sarabia-Bafiuelos (2011) menciona que la diferencia entre quitina y quitosana es
su grado de desacetilacion, por lo que esta caracteristica podria ser determinante
para su uso como material de empaque de las columnas de EFS. Esta proporcién
podria obtenerse con cambios en el procedimiento de solubilizacion patentado por
la UNAM (Duran-Dominguez-de-Bazua et al., 2004)para mejorar la recuperacion
del MS esperando que fuese mayor que la del material comercial de octadecil-

silice C18 (J.T. Baker®) reduciendo el costo de produccion de las columnas.
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