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RESUMEN

Este proyecto se enfoco en la extraccion ecoldgica de quitina a partir de residuos de camarén café
(Farfantepenaeus aztecus) y su conversion a quitosana mineralizada mediante el uso de una
mezcla saturada de cloruro de calcio en metanol y agua (sistema CaCl,-MeOH-H;0), ultrasonido
y agitacion. En esta investigacion, también se llevo a cabo la extraccion, preconcentracion y
cuantificacion de herbicidas triazinicos (metribuzina, prometrina y terbutilazina). Para ello, se
aplico la quitosana mineralizada como adsorbente en la técnica de preparacion de muestras
conocida como extraccion en fase sdlida. La cuantificacion de los herbicidas se hizo por
cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama. Se evaluaron tres diferentes muestras
de quitosana: muestra control Sigma Aldrich, quitosana mineralizada y quitosana obtenida por
método convencional con NaOH concentrado. Las tres muestras se caracterizaron mediante
analisis bromatologico, en el cual se determind humedad, cenizas, proteinas y grasas. La
caracterizacion quimica se complementd con el andlisis elemental, espectroscopia infrarroja,
difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido. El porcentaje de N-acetilacion se
determin6 por medio de los espectros infrarrojos. Se evalud la capacidad de extraccion o
porcentaje de recobro de la quitosana mineralizada analizando la influencia de la saturacion de la
matriz con NaCl, del disolvente de elucion (tipo y volumen) y de la cantidad de adsorbente.
Posteriormente, se compard la capacidad de extraccion de la quitosana mineralizada con las fases
solidas presentes en los cartuchos comerciales Cig y OASIS HLB. El método de obtencion de
quitosana propuesto mostro6 eficiencia en la obtencion de quitosana mineralizada, principalmente
con carbonato de calcio. Este adsorbente podria presentar ventajas en términos econdmicos y
ecologicos ya que proviene de un residuo de la industria alimentaria y puede considerarse como

bioadsorbente.

Palabras clave: Residuos de camaron, quitosana mineralizada, caracterizacion, plaguicidas

triazinicos

Keywords: Shrimp residues, mineralized chitosan, characterization, triazine pesticides
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CAPITULO 1
PROBLEMATICA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La generacion de residuos organicos e inorgdnicos es actualmente uno de los principales
problemas relacionados con la degradacion del ambiente (Akdogan et al., 2013). Por esta razon,
se busca el aprovechamiento de residuos con el fin de disminuir el impacto negativo en los
ecosistemas. Los residuos de camarén son desechos de la industria pesquera, cuya composicion
es de aproximadamente 44.7% de proteinas, 26.3% de cenizas y 20.7% de otros carbohidratos
(Caiiipa-Morales, 1994). Debido a la cantidad de camardén que se descabeza en alta mar y en
granjas camaroneras, la cantidad de estos residuos que se arrojan al mar son significativas

(Flores-Ortega, 2004).

Este proyecto se enfoca en la extraccion ecologica de quitina a partir de residuos de camaro6n y su
conversion a quitosana mediante el uso de una mezcla saturada de cloruro de calcio en metanol y
agua (sistema CaCl,-MeOH-H,0). Esta mezcla en proporciones de 1 mol de metanol, 4 moles de
agua y 1 mol de cloruro de calcio ha sido empleado en la obtencion de esponjas de quitina como
sustituto del poliestireno (Ortega-Granados et al., 2015) y en la fabricacion de recubrimientos

para alimentos (Quintero et al., 2010).

La quitosana es un biopolimero de cadena lineal obtenido de residuos de crustaceos y se extrae a
partir del biopolimero quitina. Se caracteriza por su alto contenido de nitrogeno, por ser
renovable, biocompatible, bioadsorbente, biodegradable, biofuncional y no téxico (Conislla-Bello

et al., 2016; Malafaya et al., 2007).

Estas caracteristicas hacen de la quitosana uno de los biopolimeros ampliamente utilizados en
diferentes campos. En esta investigacion se propone corroborar su capacidad adsorbente usando
este material polimérico, como fase soOlida, para elaborar los denominados ‘“cartuchos de

extraccion” usados en la preparacion de muestras acuosas para determinar y cuantificar
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herbicidas triazinicos mediante la técnica de extraccion en fase soélida (EFS, SPE por sus siglas en

inglés).

La triazinas son plaguicidas pertenecientes al grupo de herbicidas utilizados para el control del
crecimiento de malezas por lo que son aplicados directamente en el suelo (Gutiérrez, 2005;
Morales et al., 2014). Son fuertes inhibidores del transporte fotosintético de electrones y su
selectividad depende de la habilidad de las plantas tolerantes para degradar o metabolizar el
compuesto parental (las plantas susceptibles no lo hacen) (Morales ef al., 2014). En general, los
herbicidas triazinicos son compuestos efectivos y econdmicos, adecuados para su aplicacion en
sistemas de produccion con ganancias reducidas. Dicha caracteristica ha generado el uso
indiscriminado de estos herbicidas y, en consecuencia, ha ocurrido la contaminacion del agua

(Moawed et al., 2015; Wang et al., 2019).

En el agua, las triazinas generalmente se encuentran en concentraciones traza (Katsumata et al.,
2010), por lo que hoy en dia las regulaciones ambientales son mas estrictas en su determinacion y
cuantificacion. Este inconveniente, dificulta la aplicacion de la instrumentacion analitica sin un
paso previo de tratamiento de muestra que permita aislar del resto de la matriz los compuestos de
interés y su preconcentracion. Con estos tratamientos previos se favorece la resolucion y

eficiencia de los equipos analiticos empleados para cuantificar.
Si bien, la extraccion en fase solida, debido a su alta eficiencia en el proceso de preconcentracion,

es de las técnicas de preparacion de muestras que mas se utiliza con este proposito (Camel,

2003).

1.2. OBJETIVO GENERAL

Obtener quitosana mineralizada a partir de residuos de camaron



Problematica

1.3. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener harina a partir de residuos de camardn de la especie Farfantepenaeus aztecus

e Aplicar el sistema MeOH-H,0O-CaCl,, ultrasonido y agitacion en la obtencion de quitosana
mineralizada

e Comparar las propiedades quimicas y fisicas de la quitosana mineralizada con la quitosana
Sigma-Aldrich y la quitosana obtenida por el método convencional con NaOH

e Disefar un método analitico para la extraccién y cuantificacion de herbicidas triazinicos en
muestras acuosas mediante extraccion en fase solida y cromatografia de gases con detector de

fotoionizacion de flama

1.4. HIPOTESIS

A partir de residuos de camar6on y sistema MeOH-H,O-CaCl, se puede extraer quitosana
mineralizada con propiedades quimicas y fisicas que permitan su aplicacion como adsorbente

para la extraccion en fase sélida a nivel de laboratorio.

1.5. ALCANCES

La presente investigacion contempla la obtencion de quitosana mineralizada mediante el
aprovechamiento de los residuos de camaron (Farfantepenaeus aztecus). A su vez, se limita al
disefio y optimizacién de un método analitico que permita emplear a la quitosana como medio de
preconcentracion de plaguicidas en la extraccion en fase sélida. El proyecto se realiza a nivel de
laboratorio con muestras acuosas cuya concentracion de prometrina, metribuzina y terbutilazina
es conocida con objeto de poder corroborar la bondad del material obtenido de los residuos como

empaque de cartuchos para la preconcentracion de analitos especificos.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. INDUSTRIA CAMARONERA. GENERALIDADES DEL CAMARON
CAFE (Farfantepenaeus aztecus)

La produccion mundial de camarén de piscifactorias alcanzé casi 4 millones de toneladas en
2018 (FAO, 2019). En México la produccion acuicola por especie se integra de la siguiente
manera: 37% mojarra (tilapia), 36.1% camaron; 11.3% ostion; 7.6% carpa y 7.6% de otras

especies (CONAPESCA, 2018).

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) destaca que México ocupa el séptimo
lugar como productor mundial de camardn, con una produccion anual promedio de 221 mil 695
toneladas, de las cuales el 56.8 por ciento del crustaceo lo genera la acuacultura (CONAPESCA,

2018).

Los camarones (Figura 2.1) son los crustaceos de mayor interés econdmico, cuyo abdomen es la
parte con utilidad comercial real. La cabeza o cefalotorax propiamente, en contraparte,
actualmente carece de valor econdmico. El exoesqueleto que el caparazon, las patas, el telson y

los urépodos tampoco son apreciados.

Rostro— Caparazén

Ark g Escalaontenal | O apgndices bucales Per € Segmento
Abdominal

i elopodos
ool o Céfalo térax |(patas andadoras)

- Abdémen  seomént
| =
% 7 \

Brangueas (debao caparazion)

Figura 2.1. Anatomia del camaron (FAO, 2020)
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El cefalotorax y exoesqueleto representan entre 30-48% de la masa® total (Chacon et al., 2016). A
nivel industrial los subproductos generados durante el aprovechamiento de este tipo de materiales
excedentes de la industria camaronera proporcionan valor agregado, en donde destaca como
posibilidad la generacién de materiales molidos secos, conocidos en México como harinas, que
son fuente de proteina cruda, pigmentos carotenoides (astaxantina), quitina y quitosana, entre

otros (Tlelo-Barcena, 2021).

Actualmente, el procesamiento de grandes cantidades de camarones, peces y otros organismos
acuaticos producen enormes cantidades de subproductos y desechos. Aunque la tendencia
reciente muestra que gran parte de estos desechos son susceptibles de convertirse en diversos
productos de valor agregado, atin se descargan cantidades considerables a los cuerpos de agua o a

los suelos (Saez et al., 2014).

Los informes sugieren que los desechos del procesamiento de camardn poseen: Alta demanda
bioquimica de oxigeno (DBO), alta demanda quimica de oxigeno (DQO), cantidades importantes
de solidos suspendidos totales (SST), microorganismos patdégenos, nutrientes, entre otros (FAO,
1994). Estos residuos son, por lo tanto, altamente propensos a producir efectos adversos en los
ambientes costeros y marinos receptores (Islam et al., 2004). Aunque es posible una reduccion
sustancial de las cantidades de desechos a través de la aplicacion de técnicas simples disponibles,
esto no se practica en la mayor parte del mundo debido a la falta de un enfoque administrativo y

regulatorio adecuado.

Los camarones son crustaceos artropodos mandibulados con apéndices articulados. Poseen dos
pares de antenas, caparazén, branquias y diferentes estadios larvales (Catzin, 2009). Los

camarones de la familia Penaeidae son considerados entre los mas importantes a nivel mundial

? La masa es una propiedad de los cuerpos y se mide en kg. El peso es la fuerza de atraccién de la gravedad sobre
una masa dada y se mide en kg m s, unidad conocida como Newton, N. Por tanto, masa y peso NO son

sindbnimos
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por su valor comercial. Dentro de este grupo se encuentra el camaron café¢ Farfantepenaeu

aztecus. Es un invertebrado marino del Phylum Artrhopoda.

Se distribuye en México desde la frontera con los Estados Unidos hasta la Sonda de Campeche.
Sus principales areas de captura son la zona norte de Tamaulipas, el sur de Veracruz y el area

entre Frontera y Dos Bocas en Tabasco (Cuéllar y Cadena, 2006).

En general, el cefalotorax de camarén es una matriz formada de quitina, carbonato de calcio,
proteinas, lipidos y pigmentos (Mohammed et al., 2013). Las proteinas se encuentran unidas
covalentemente a la quitina formando complejos estables. Hay dos tipos de proteinas que difieren
en su solubilidad: Las artropodinas solubles en agua a alta temperatura y las esclerotidas

insolubles (Muzzarelli, 1977).

Si bien, los cefalotdrax y exoesqueletos de camar6n fueron la primera materia prima para la
obtencion de la quitina, en la actualidad no se han utilizado extensamente. Durante los tltimos
afos, una fraccion limitada es procesada para ser utilizada como aditivo alimentario en comidas
para camarones y otra fraccion se emplea como materia prima para la produccidon de quitina

(Rodde et al., 2008).

En la Tabla 2.1 se muestra la composicion porcentual de la harina de residuos de camarén cuya
elaboracion se basa en la trituracion y secado de estos dos residuos, cefalotérax y exoesqueletos

de camaroén (Carranco et al., 2011).

Tabla 2.1. Composicion quimica de la harina de cefalotorax de camaron (Carranco et al., 2011)

Componente (%) Harina de camaro6n
Humedad 9.027 £ 0.01
Cenizas 29.86 £0.03
Proteina cruda 36.07+0.26
Hidratos de carbono totales 24.15+0.01

Calcio 458 £0.15
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2.2. QUITINA Y QUITOSANA

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa (Teli,

2012).

Se encuentra presente en las conchas de los crustaceos como el cangrejo, la langosta o el camaron
y se presenta normalmente en la naturaleza como una combinacion de proteinas, carbonato de

calcio y otros compuestos organicos, lo que limita su proceso de aislamiento (Lavall et al., 2006).

La quitosana es un polimero organico, bioadsorbente, biocompatible, biodegradable que existe
también en la naturaleza, no es toxico y es econémico (Conislla-Bello ef al., 2016). La quitosana
es un tipo de poliaminosacarido que tiene un grupo amino primario, dos grupos hidroxilo libres y
un grupo acetamida cuando la desacetilacion no es completa. Combinado con estas
caracteristicas, la quitosana puede proporcionar una alternativa prometedora y competitiva como

adsorbente verde y de bajo costo para la adsorcion de plaguicidas (Zhai et al., 2018).

2.2.1. Propiedades fisicoquimicas de la quitina y quitosana
Quimicamente, la quitina y la quitosana son poliglucosaminas (Figura 2.2). La quitina presenta
un grado de desacetilacion (DD, por su nombre en inglés, ver Glosario) menor al 60% y la

quitosana mayor al 40% (El Knidri et al., 2018; Rinaudo, 2008).

OH .
9 Desacetilacion @)
o{ 5 é
HO
o{NH 1O NH,
Quitina Quitosana

Figura 2.2. Estructura quimica de la quitina y la quitosana (Goodrich y Winter, 2007)

La quitina estructuralmente es un polisacarido lineal, que contiene unidades repetidas de -(1-4)-

2-deoxi-2-acetamido-D-glucopiranosas (Goodrich y Winter, 2007). La quitosana, es un
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copolimero lineal formado por unidades D-glucosamina y, en menor medida, de N-acetil-D-

glucosamina unidos por enlaces 3 1-4 (El Knidri et al., 2018).

Las diversas funciones reportadas sobre la quitosana estdn relacionadas principalmente con la
presencia de los grupos aminos libres en cada residuo monomérico de su molécula. Estas
funciones se atribuyen a las tres formas estructurales fundamentales en que se puede encontrar la
molécula: la forma cristalina hidratada, la cristalina no hidratada y la no cristalina o amorfa

(Ogawa y Yui, 1993).

La presencia y abundancia de los grupos hidroxilos (primario en C-6 y secundario en C-3) y el
grupo N-acetil o amino (en C-2) en las moléculas de quitina y quitosana, respectivamente, tienen
tendencia a la formacion de puentes de hidrogeno intra e intermoleculares que favorecen la

formacion de agregados lineales de alta cristalinidad (Prashanth y Tharanathan, 2007).

Las cadenas de quitina forman puentes de hidrogeno mediante los grupos -C=0 y -N-H que, a su
vez, forman puentes de hidrégeno con los anillos de glucosa vecinos entre el grupo carbonilo y el
grupo hidroxilo del C-6. Existe otro puente de hidrégeno que se forma entre el grupo -OH del C-
3 y el oxigeno del anillo, lo que aumenta la rigidez de la cadena manteniendo una estructura

altamente ordenada (Minke y Blackwel, 1978; Pacheco, 2013).

La quitosana tiene una constante de acidez que oscila, dependiendo el grado de desacetilacion,
entre 6.2 y 7.0 (Navarro et al., 2010). Esto hace que se encuentre protonada en soluciones 4acidas,
y esto la hace un adsorbente efectivo para iones negativamente cargados en solucion a valores de

pH menor que 6 (Navarro et al., 2010).

A estas condiciones de pH las interacciones del proceso de adsorcion ocurren por un mecanismo
de intercambio anidnico (atraccidon electrostatica). Ademds, a valores de pH neutro puede
interaccionar por medio de mecanismos de adsorcion basados en puentes de hidrégeno o

interacciones polares (Navarro et al., 2010).
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En la Tabla 2.2 se presentan algunas de las caracteristicas de la quitina y de la quitosana (Barros

et al., 2015; Marmol et al., 2004; Pacheco, 2013).

Tabla 2.2. Propiedades generales de la quitina y quitosana (Barros et al., 2015; Mdarmol et al., 2004, Pacheco,

2013)
Propiedad Quitina Quitosana
Masa molecular (g/mol) 1x10°-25%x10° 1x10°-5x10°
Grado de acetilacion > 40 0-40
. . o 0 At
Viscosidad (cP)’ 1 % en 1% acido No soluble 200 — 2000
acetico

Humedad (%p/p) 8- 10 6-7
Nitrogeno (%) 4.70 7.17
Cenizas (%) 0.09 0.07

2.2.2. Solubilidad

La quitina es un biopolimero insoluble en todos los disolventes organicos e inorganicos comunes,
como el agua, los acidos, alcalis y disolventes orgénicos justamente para proteger al organismo
del entorno. Esta propiedad se asocia a la fuerte red de enlaces de hidrogeno intra e
intermolecular con la que cuenta. Para lograr la disolucion de esta molécula es necesario
introducir disolventes que induzcan las repulsiones entre las cadenas o desequilibren los puentes

de hidrégeno presentes en el estado solido (El Knidri et al., 2018; Pacheco, 2013).

Entre los disolventes que logran la solubilidad de la quitina se encuentran los acidos dicloro y
tricloro acético, N,N-dimetilacetamida (DMA) con 5-8% de cloruro de litio (LiCl), tiocianato de
litio, alcohol hexafluoroisopropilico, hexafluoracetona y N-metil-2-pirrolidona, etc. A pesar de su

efectividad sobre la quitina, algunos de estos suelen ser toxicos y corrosivos (El Knidri et al.,

2018; Maet al., 2011).

Por otro lado, la solubilizacion en la quitosana ocurre por protonacién del -NH; en la posicion C-
2. Durante la protonacion, la quitosana se convierte en un polielectrolito en medios acidos y por

ello, es el tinico polimero catidnico pseudonatural (Rinaudo, 2006).

La quitosana es una molécula insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes organicos,

pero es soluble en la mayoria de las soluciones acuosas de acido acético, citrico, formico, lactico
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y en otros disolventes como el dimetilsulfoxido, 4acido p-toluenosulféonico y 10-acido

canforsulfénico (El Knidri et al., 2018; Ma et al., 2011; Mourya e Inambar, 2008).

En general, la solubilidad es un parametro muy dificil de controlar debido a que se encuentra
relacionado con el grado de acetilacion (DA), la concentracion idnica, el pH, la naturaleza del
acido utilizado para la protonacion, el secado, las condiciones de secado y sobre todo la
distribucién de grupos acetilo a lo largo de la cadena (aleatorio o en bloque) (Aiba, 1991;

Rinaudo, 2006).

2.2.3. Grado de n-acetilacion

El grado de N-acetilacion corresponde al numero de unidades de glucopiranos en la cadena del
polimero que tiene el grupo N-acetil incorporado (Escobar et al., 2013). Para la determinacion del
grado de acetilacion se han reportado distintas técnicas, tales como la espectroscopia de
infrarrojo, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear, la espectroscopia UV, entre otras.
Sin embargo, por su simplicidad, la espectroscopia infrarroja es el método mas empleado en la
determinacion del grado de acetilacion (Florencia, 2011). La técnica de espectroscopia de
infrarrojo permite determinar el porcentaje de N-acetilacion mediante la correlacion de dos
bandas de vibracion, una tomada como testigo o referencia y otra tomada como prueba (Escobar
et al., 2013). Brugnerotto et al. (2001) propone una correlacion lineal (Ecuacion 1) que permite
conocer el grado de acetilacion y desacetilacion de la quitosana por medio de la Ecuaciéon 2 y 3,

respectivamente.

M — (0.3822+ 0.03133) = N — acetilaciéon (%) r=0.99 (1)

AR
N — acetilacion (%) = 31.92 () —12.20 )
Ap
N — desacetilacion (%) = 100 — N — acetilacion (%) (3)

Donde: Ay es la intensidad de la banda caracteristica o de prueba y Ay es la intensidad de la banda de referencia.

10
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Awm es una medida del contenido de la banda correspondiente a la amida III, proporcional al N-
acetilacion y Ay es la intensidad de la banda de referencia correspondiente a los grupos metilo,

independiente del N-acetilacion, sirve como referencia interna.

2.2.4. Métodos de extraccion de la quitosana

Generalmente, la extraccion de quitosana se lleva a cabo mediante dos tipos de extraccion (el
método quimico y el método biologico) y requiere de tres etapas principales: desmineralizacion,
desproteinizacion y desacetilacion. Al proceso puede agregarse la etapa de despigmentacion con
el fin de eliminar astaxantina y B-caroteno (Arancibia et al., 2014; Kumari et al., 2015). El
método quimico implica el uso de acidos y bases fuertes para lograr la remocion de carbonatos y
proteinas. El método biologico es una forma alternativa de extraer quitosana a partir de bacterias
y proteasas productoras de acido lactico (Arancibia ef al., 2014; Seghir y Benhamza, 2017). En la
Tabla 2.3 se presentan algunas ventajas y desventajas de la extraccion quimica y bioldgica de la

quitosana.

Tabla 2.3. Métodos de extraccion de la quitosana, ventajas y desventajas (Arbia et al., 2013; Hamed et al., 2016)

Extraccion Tratamiento Ventajas y desventajas
Ventajas:

Desmineralizacién: -Corto tiempo de procesamiento
Tratamiento acido (HCl, HNO;, H,SO,) -Alto %DD del producto final
Desproteinizacion: -Empleado a escala industrial

Extraccion Tratamiento alcalino (NaOH o KOH) -Eliminacién completa de sales organicas

quimica Despigmentacion: Desventajas:
Uso de acetona o disolventes organicos -No amigable con el ambiente
Desacetilacion: -Los minerales y proteinas solubilizadas no
Tratamiento alcalino (NaOH o KOH) pueden ser utilizados como nutrientes en

humanos o animales

Desmineralizacion: Ventajas:
Realizada por acido lactico producido por -Alta calidad del producto final
bacterias -Ambientalmente seguro
Extraccion Desproteinizacion: -Las proteinas y minerales eliminadas pueden
Bioquimica Generado por proteasas ser empleadas como nutrientes
Despigmentacion: Desventajas:
Uso de acetona o disolventes organicos -Largo tiempo de procesamiento
Desacetilacion: -Limitado a estudios a escala de laboratorio

Quitina desacetilasa producida por bacterias

11
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2.3. Herbicidas triazinicos

Las triazinas son compuestos heterociclicos ampliamente utilizados como herbicidas. Se emplean
para el control de malezas principalmente en cultivos de papa, alfalfa, tomate, lentejas, cafia de
azucar, sorgo, pifia, platano, café, uvas, entre otros (Zhou et al., 2013). Por su naturaleza, estos
compuestos son bioloégicamente activos y su efectividad radica en la capacidad de inhibir la
fotosintesis (Colla et al., 2007; Garbellini et al., 2007). El principal mecanismo para la disipacion
de triazinas es la degradacion biologica. También pueden degradarse por oxidacion, fotdlisis y

accion microbiana en suelos (Rhine et al., 2003; Zablotowicz et al., 2007).

La metribuzina, terbutilazina y prometrina (Figura 3) son ligeramente toxicas por via oral, con
valores de LDs entre 1090-2300 mg/kg’ para la metribuzina, de mayores a los 2000 mg/kg para
la prometrina en estudios con ratas. Debido a su baja adsorcion en el suelo y su alta solubilidad
en el agua son consideradas contaminantes de las aguas superficiales y subterrdneas (PPDB,

2019).

H3C i o N _<CH3 )I\
H3C—S NH
H3C |\|/NH2 \K \W CHg N| Sy CH3
| N N H3C /I\ /L A’CHa
X ~n N
N\N)\S—CF% Y " " " CH3
NH cH,
CHy
METRIBUZINA PROMETRINA TERBUTILAZINA
214.29 g/mol 241.36 g/mol 229.71 g/mol

Figura 2.3. Estructura quimica de los herbicidas triazinicos evaluados (PPDB, 2019)

* Las abreviaturas de los prefijos para multiplos de las unidades fueron modificados porque se privilegio su uso

para unidades que vienen de nombres propios: K para Kelvin y k para kilo (nota de la asesora)

12
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Los principales factores involucrados en la transferencia de plaguicidas4 al agua subterranea son

las propiedades del suelo (naturaleza, constituyentes orgdnicos, minerales, pH y porosidad) y las

propiedades del plaguicida (concentracion, tiempo de aplicacion y la frecuencia de uso) (Oukali-

Haouchine et al., 2013). La Tabla 2.4 muestra algunas propiedades fisicoquimicas de los

plaguicidas estudiados en esta investigacion.

Tabla 2.4. Propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas estudiados (PPDB, 2019)

Metribuzina Prometrina Terbutilazina
Formula quimica CgH14N4OS C10H19N5S C9H16C1N5
Masa molecular (g/mol) 214.29 241.36 229.71
Solubilidad en agua . .
(me/L) a 20°C 10700 (alta) 33 (baja) 6.6 (baja)
‘;ﬁ"eﬁf‘(‘go(ggg)) Acetona (240000) Acetona (41000)
Solubilidad en solventes Acetato de etilo Hexano (5500) Tolueno (9800)
organicos en 20 °C (mg/L)) (250000) Metanol (160000) n-Octanol (12000)
Acetona (449400) Tolueno (170000) n-Hexano (410)
pK, a25°C 1.3 4.1 1.9
Constante octanol-agua (K,,,) 5.62 X 10" 2.19 X 10% 2.51X10%
a pH=7, 20°C log’ Kop=1.75 log Kop=3.34 log Kop= 3.4
Punto de fusion °C 125.3 119 175
Punto de ebullicién °C Se descompope antes de 300 Se descompoge antes
hervir de hervir
. - No es facilmente No es facilmente
Biodegradabilidad general biodegradable @~ = - biodegradable
Herbicida,
Tipo de bioplaguicida Herbicida Herbicida microbiocida,
alguicida

Obtenido de: PPDB: Pesticide Properties DataBase. © University of Hertfordshire. Ultima actualizacién del

registro. jueves 30 de abril de 2020

*la palabra plaguicida viene de la palabra plaga y pesticide en inglés de la palabra pest también en inglés, por

ello no es correcto llamar a los plaguicidas ‘pesticidas’, un barbarismo, La palabra peste tiene otro significado

que nada tiene que ver con los plaguicidas en el contexto de esta investigacion (nota de la asesora)

5 . . , , .
Los logaritmos se abrevian: log para el que esta en base 10 o comun y In para el logaritmo natural (nota de la

asesora)

13
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2.3.1. Metribuzina

La metribuzina (4-Amino-6-tert-butil-4,5-dihidro-3-metiltio-1,2,4-triazin-5-ona) es una triazina
asimétrica desarrollada en 1971 por Bayer en Alemania (Sahoo et al., 2014). Es usada
universalmente en cultivos de trigo, papa, soja, tomate, esparragos, pimiento, café, maiz,
guisantes, zanahoria y cafia de azuicar. Puede destruir las malas hierbas como Phalaris minor,
Cynodon dactylon, Chenopodium album y Cyperus spp (Celis et al., 2007). La permanencia del
ingrediente activo es de uno o dos meses en tierra y de aproximadamente siete dias en agua
(Santri¢ et al., 2019). La metribuzina es un disruptor endocrino que causa un efecto fisiologico
anormal en animales. Si la metribuzina residual se enriquece en los seres vivos, puede producir
toxicidad bioldgica (Sahoo et al., 2014). De hecho, los riesgos de contaminaciéon del agua
subterranea por la metribuzina estdn vinculadas a su baja sorcion en suelos y su alta solubilidad

en agua (1.05 g/L a 20 °C) (Oukali-Haouchine et al., 2013).

2.3.2. Prometrina

La prometrina (N2,N4-di-isopropil-6-metiltio-1,3,5-triazina-2,4-diamina) es un herbicida
selectivo de las triazinas que ha sido ampliamente utilizado como un controlador pre o post
emergencia de pastos y malezas de hoja ancha (Zhou et al., 2013). Puede ser aplicada en cultivos
como algodon, apio, arvejas, eneldo, papas, girasoles y zanahorias (PPDB, 2019). La vida media
de la prometrina es de 1 a 3 meses en diferentes suelos, también es estable (12 a 18 meses) en

campos que permanecen en uso durante muchos afios (Guo et al., 2013).

2.3.3. Terbutilazina

La terbutilazina (N2-tert-butil-6-cloro-N4-etil-1,3,5-triazina-2,4-diamina) es un herbicida para
controlar el pasto y las malezas de hoja ancha en una variedad de situaciones, incluida la
silvicultura y para controlar las algas, hongos y bacterias que forman limo en situaciones no
agricolas. Ejemplos de aplicaciones: maiz, sorgo, manzanas, enredaderas de arbusto, sitios sin

cultivos, incluyendo carreteras, ferrocarriles y sitios industriales (PPDB, 2019).

2.3.4. Principales métodos de extraccion de triazinas en soluciones acuosas
Los herbicidas triazinicos, al igual que otros contaminantes, se acumulan en una gran variedad de

matrices en las que los niveles de concentracion permitidos por las diferentes legislaciones son

14
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cada vez menores. Para ello, es necesario seleccionar el método de extraccion adecuado para cada
tipo de muestra (Akdogan, 2013; Rodriguez, 2016). Actualmente, la preparacion de muestras
para el andlisis cromatografico es una de las etapas mas criticas en el proceso analitico, pues se
busca la implementacion de técnicas eficaces, economicas y selectivas que permitan satisfacer los
requisitos de sensibilidad, ademaés de facilitar la limpieza de la matriz de las muestras (Benvenuto

et al., 2010; Rodriguez, 2016).

La extraccion liquido-liquido (ELL, LLE por sus siglas en inglés), basada en la division de los
analitos entre dos solventes no miscibles, es el método convencional de extraccion de triazinas
(Van Pinxteren et al., 2009). Este método requiere de un disolvente extractante selectivo para
extraer y concentrar un soluto (o analito de interés) presente a bajas concentraciones en una fase
acuosa (Duperly etal., 2005). La ELL es una técnica versatil, sin embargo, presenta
inconvenientes como el elevado consumo de disolvente, el tiempo de extraccion, la necesidad de
una etapa de limpieza posterior para eliminar posibles interferencias y opciones limitadas de

automatizacion (Retamal et al., 2013; Rodriguez, 2016; Van Pinxteren et al., 2009).

Por otra parte, la extraccion en fase sélida (EFS SPE por sus siglas en inglés) es la técnica mas
empleada como alternativa para la extraccion liquido-liquido de triazinas en muestras acuosas
(Fontanals et al., 2007). La extraccion en fase solida permite la extraccion y concentracion de
varios analitos de matrices complejas. Los analitos se retienen en un adsorbente, inmovilizado en
un cartucho o columna, y se desorben (eluyen) con un disolvente en el que son solubles. El
consumo de disolvente en la EFS es menor en comparacion con la ELL (Katsumata et al., 2010;

Van Pinxteren et al., 2009).

En los ultimos afios, con el fin de minimizar el consumo de disolventes organicos, de acuerdo con
los principios de la Quimica Verde, se han desarrollado técnicas de microextraccion para la
determinacion de herbicidas triazinicos en muestras de agua (Wu et al., 2000). Las técnicas de
microextraccion requieren cantidades muy pequenas de solvente (rango pl) y muestra (rango
mL) y estas técnicas funcionan principalmente en modo de equilibrio dinamico (Van Pinxteren et

al., 2009).
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La microextraccion en fase solida (MEFS SPME por sus siglas en inglés) es, después de la EFS,
la técnica mas empleada en la extraccion de triazinas. La EFS y MEFS son técnicas de sorcion,
por lo que la retencidn se debe a interacciones hidrofobicas, polares e idnicas reversibles entre el
analito y el material adsorbente. El tipo de adsorbente o revestimiento utilizado en EFS y MEFS,
respectivamente, es responsable de la eficiencia del proceso de extraccion (Fontanals et al.,
2007). La MEFS es una técnica que integra las etapas de muestreo, extraccion, concentracion e
introduccion de muestras en un solo paso (Mohammadi et al., 2009). Entre las ventajas mas
relevantes de esta técnica se incluyen la simplicidad, rapidez, limpieza de muestra mejorada,
andlisis preciso y bajo consumo de solvente orgéanico (sin solvente o minimizado con solvente)

(Jalili et al., 2020).

En general, la extraccion de triazinas suele emplear otras técnicas como la microextraccion en
fase liquida (MEFL, LPME por sus siglas en inglés), la extraccion por sorcion con barras
magnéticas agitadoras (ESBMA, SBSE por sus siglas en inglés), la microextraccion liquido-
liquido dispersiva (MLLD, DLLME por sus siglas en inglés), la microextraccion liquido-liquido-
solido (MLLS LLSME por sus siglas en inglés) (Bagheri et al., 2010; Hu et al., 2009a,b;
Nagaraju et al, 2007). Estas técnicas presentan ciertas ventajas sobre la SPE; sin embargo,
también presentan inconvenientes pues algunas muestran baja sensibilidad para los analitos

estudiados (Mohammadi et al., 2009) o baja eficiencia de extraccion (Wang et al., 2010).

2.4. Extraccion en fase solida, EFS

La extraccion en fase solida es una técnica de preparacion y tratamiento de muestras basada en la
retencion selectiva de los analitos en una fase adsorbente para su posterior elucion con un
disolvente adecuado (Viera-Santana y Santana-Rodriguez, 2015). Es un proceso fisico en el que
estan implicadas una fase solida (adsorbente) y una liquida (muestra). La fase solida tiene mayor
atraccion por los analitos que el disolvente en el que se encuentran disueltos. Cuando la muestra
pasa a través del lecho del adsorbente, los analitos quedan retenidos en la superficie, mientras que
los otros componentes de la muestra no retenidos pasan a través de ¢l sin generar interacciones
(Viera-Santana y Santana-Rodriguez, 2015). La extraccion en fase solida es el procedimiento méas

utilizado en la limpieza de muestras con matrices complejas, extraccion, fraccionamiento y
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preconcentracion de trazas de contaminantes del medio ambiente (Andrade et al., 2016). Ademas,
ofrece una serie de beneficios importantes: reduce el uso de solventes y exposicion, disminuye
los costos de eliminacion y tiempo de extraccion. LA EFS se puede automatizar, por lo tanto, es
conveniente en la preparacion de muestras a gran escala (Camel, 2003). En general, el
procedimiento por EFS (Figura 2.4) consiste en colocar el adsorbente en una columna pequeia
tipicamente hecha de un material inerte como polipropileno o vidrio y pasar una solucién que
contiene el compuesto de interés a través de esta columna. El adsorbente de la columna se
selecciona para retener compuestos especificos de interés. La columna puede contener desde 50
mg hasta 10 g de material adsorbente. Este material se coloca como pequenas particulas en la
columna entre dos discos permeables (conocidos coloquialmente como frits, por ejemplo, hechos
de papel de filtro o polipropileno poroso), colocados de manera que el liquido pueda fluir
libremente o con la aplicacion de un pequefio diferencial de presion. El colector de vacio posee
varios puertos y las columnas o cartuchos estan conectadas al vacio a través de llaves de plastico

(Moldoveanu, 2015).

Cartuchos de polipropileno N ¢ B

Fase solida (adsorbente) ——ﬂ-

Tapa de plastico >

Recolector de muestras

Mandmetro
Recipiente de vidrio

Vacio

Figura 2.4. Colector de vacio con columnas de extraccion en fase solida (EFS), comunmente utilizado para realizar

operaciones de EFS (Modificada de Moldoveanu, 2015)

El acondicionamiento de las columnas se realiza generalmente con metanol o agua en volimenes
de 4 a 8 veces el lecho adsorbente. Después del acondicionamiento, la muestra se hace pasar por
la columna, mientras que el recipiente del colector de vidrio se encuentra en condiciones de vacio

débil (menos de aproximadamente 600 mmHg). La intensidad del vacio se ajusta (y puede ser
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incluso cero) para permitir el flujo deseado. El efluente es recogido tipicamente en viales de

vidrio para ser analizados por técnicas como la cromatografia de gases (Moldoveanu, 2015).

El método EFS consta de cuatro etapas (Figura 2.5) (Camel, 2003):

ACONDICION AMIENTO CARGA DE LAVADD SECADD ELUCTON o —
LA MUESTERA Eo :
CROMATOGRAFICO
Disolvente % Muesira 1 Disalvenie % Aire, N: o " Disolveate ¥
organice T — orgamice T centrifugaciin orginice ——
B —— — —_— — —
Retencion de =1
- B los analites v M+ Analitos - Analitos -
algunas _
5 ¥ mterferencias 7 3
| ! | : |
Disolvente orginico Muesira sin analitos  18terferenciasenel  Matriz de la macstra Analitos cn ¢l

disolvente orginico retenida en la fase solida disolvente organico
Figura 2.5. Procedimiento tipico de la extraccion en fase solida
(Andrade et al., 2016)
1. Acondicionamiento: Consiste en la preparacion del adsorbente mediante el uso de un
disolvente adecuado para procesar la muestra. Este paso permite la humectacion de la fase solida
y la solvatacion de los grupos funcionales. Adicionalmente, se eliminan posibles impurezas en el
adsorbente o en el envase. También elimina el aire presente en la columna y llena el volumen
vacio con disolvente. Se debe evitar que el adsorbente se seque entre las etapas de
acondicionamiento y carga de la muestra ya que los analitos no serdn retenidos eficientemente. Si

el adsorbente se seca, debe ser reacondicionado.

2. Retencion: El segundo paso es la filtracion de la muestra a través del adsorbente. Dependiendo
del sistema empleado, el volumen de las muestras puede variar entre | mL a 1 L. Durante este

paso, los analitos son concentrados y retenidos en el adsorbente.

3. Lavado: Este paso es opcional y consiste en el lavado del adsorbente con un disolvente
apropiado. El disolvente empleado debe tener una fuerza de elucion baja con el fin de eliminar
componentes indeseables retenidas en la matriz, sin desplazar los analitos. Se recomienda dejar
secar, especialmente cuando se trabaja con matrices acuosas, esto facilitard la posterior

concentracion y cuantificacion de los analitos.
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4. Elucion: El paso final consiste en la elucion de los analitos de interés por un disolvente
apropiado. La recuperacion total de los analitos se logra con una baja dilucion. Ademas, el caudal

debe ajustarse correctamente para asegurar una eficiente extraccion.

2.4.1. Adsorbentes usados en la extraccion en fase solida

Dentro de las caracteristicas fundamentales que distinguen a un buen adsorbente estan su alta
porosidad, su gran superficie de contacto y que presente sitios especificos de adsorcion. La
mayoria de los adsorbentes que se han utilizado en el control de la contaminacion tienen
estructura porosa, lo que aumenta el drea superficial y, en consecuencia, la velocidad de
adsorcion. Un buen adsorbente serd aquel que presente area superficial suficientemente grande y

que requiera menor tiempo para alcanzar el equilibrio de adsorcion (Valladares et al., 2016).

En la actualidad el desarrollo de nuevos materiales adsorbentes para la EFS han mejorado la
selectividad y especificidad hacia los analitos ‘objetivo’, la capacidad de absorcion y la

estabilidad fisicoquimica y mecanica (Figura 2.6).

1950 1970 1990 2000

K
Masa de adsorbente g g
mg

HE

-

Volumen de solvente il

pl

Figura 2.6. Evolucion de los materiales para EFS (Plotka-Wasylka et al., 2016)

Los avances cientificos en una nueva generacion de adsorbentes como fase estacionaria se han
incrementado en los ultimos afios, incluyendo: nanotubos de carbono y polimeros modificados
con varios grupos funcionales. Debido a la gran variedad de adsorbentes disponibles, es posible

la extraccion selectiva de sustancias de interés (Ptotka-Wasylka et al., 2016).
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2.4.1.1. Adsorbentes convencionales

Se encuentran principalmente constituidos por carbono activado, alimina activada, arenas y
zeolitas. Estos adsorbentes son previamente tratados y, una vez utilizados, deben regenerarse para
recuperar sus propiedades. Estos materiales actian como adsorbentes porque pueden formar

interacciones intermoleculares débiles con el analito (Valladares et al., 2016).

2.4.1.2. Adsorbentes no convencionales
En general, los adsorbentes para la EFS se pueden dividir en tres categorias: 6xidos inorganicos,
adsorbentes de baja especificidad y adsorbentes especificos de compuesto y de clase (Augusto et

al., 2013).

Debido a la naturaleza quimica de las interacciones analito-adsorbente de los 6xidos inorgéanicos,
el desarrollo en esta clase de adsorbentes, por ejemplo, silice, alimina y florisil (silicato de

magnesio) es bastante limitado (Ptotka-Wasylka et al., 2016).

El segundo grupo de adsorbentes incluye silice modificada superficialmente, asi como materiales
poliméricos porosos, tales como resinas de poliestireno-divinilbenceno y materiales a base de
carbono. Entre ellos, la silice de superficie modificada tiene la gama mas amplia de aplicaciones.
Sin embargo, también tienen varias limitaciones tales como una menor estabilidad en el caso de
muestras acuosas con pH bajo o alto. Por lo tanto, el trabajo de investigacion todavia se lleva a
cabo y generalmente se centra en la busqueda de materiales con estabilidad mejorada en

condiciones dificiles y / o alta afinidad por los analitos polares (Augusto et al., 2013).

El tercer grupo de adsorbentes se utiliza para problemas relacionados con el aislamiento de
especies altamente polares o macromoléculas de muestras acuosas, llevando al uso de

adsorbentes especificos para el tratamiento de muestras complejas (Ptotka-Wasylka et al., 2016).

El desarrollo de nuevos adsorbentes para la EFS con alta selectividad/especificidad hacia un
analito especifico, asi como adsorbentes que pueden aplicarse a una amplia gama de matrices y
analitos es de gran importancia. La informacion sobre el desarrollo y la aplicacion de nuevos

adsorbentes para la EFS se resume en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5. Ejemplos de algunos materiales adsorbentes empleados en la EFS (Plotka-Wasylka et al., 2016)

Porcentaje de

Limite de

Adsorbente Analito Matriz Deteccion . iy
recuperacion deteccion
Grafeno, 6xido de grafeno
Oxido de Herbicidas Qe e}qldo Rio y agua de CE 933.102.4 0.3-1.5 ng/L
grafeno clorofenoxiacético mar
Hojas de
grafeno HAP Agua de rio CG-EM 81.6-113.5 0.8-3.9 ng/L
sulfonado
Fulerenos
Compuestos Solucion
Ceo o CG-EM - 5-15 ng/mL
organometalicos acuosa
Agua de mar o
potable, tierra, 3
Ceo BTEX desechos, CG-EM 94-104 0.04-0.05
. ng/L
lluvia, lago y
rios
Nanotubos de carbono
OMWCNT, Plaguicidas 6rgano- 0.07-0.12
OSWCNT fosforados Agua de mar CG-FID 79-102 ug/L
MWCNTSs Herbicidas de Suelo HPLC-DAD 76-93 0-3-1.2
sulfonilurea ng/g
MWCNTs Atrazina y simazina Agua CG-EM - 2.5-5.0
pg/mL
Nanoconos, nanodiscos, nanofibras y nanocuernos de carbono
Nanoconos/
discos de Clorofenoles Agua CG-EM 98.8-100.9 0.3-8 ng/mL
carbono
Clorotriazina y Suelo crudo,
Nanofibras de metabolitos agua (grifo, CL-DAD 83.5-105 0.004-0.03
carbono . ng/mL
desalquilados pOZ0 y arroyo)
Clorotriazina y Suelo crudo,
Nanofibras de metabolitos agua (grifo, CL-DAD 83.5-105 0.004-0.03
carbono . ng/mL
desalquilados poZo y arroyo)
Electrohilado de nanofibras
Nanofibrade o ¢ aromaticas Aguas HPLC-UV 70-108 0.009-0.081
carbono residuales png/L
KIT-6
funcionalizado Drogas acidas Orina HPLC-UV 85.7-113.9 0.4-4.6 ng/mL
Dendrimero
Nanoparticulas magnéticas
Criogel Esteres de ftalato Comida CG-FID 70-118 26.3-36.4
magnético empaquetada ng/mL
Inmunoadsorbentes |
Anticuerpo
policlonal
contra P4 a Feniletanol- Piensos, carne
CNBr activada amina A ¢ higado HPLC-UV 89.48-104.89 48.7 ng/mL
por sepharose
4B 21
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Porcentaje de Limite de

Adsorbente Analito Matriz Deteccion ./ .,
recuperacion deteccion
ssDNA Orina y
antitetraci- Tetraciclina plasma ESI-IMS 82,8-86,5% 0.019-0.037
. ug/mL
clina humanos
Polimeros con iones impresos
Adsorbente de
gel de silice
funcionali- Soluciéon
zado con Fe (1I1) estandar ICP-AES > 95 0,34 png/L
amino y Fe
(I1D)
Polimeros de impresion molecular
Monomero
funcional:
PMAA / SiO,
. ., Espectro-
injertador . Solucion .
. Creatinina , fotometro - -
reticulado: estandar UV / Vi
EGGE s
Plantilla:
creatinina
Armazones metal organicos
Plaguicidas
MIL-101 organoclora- Muestras de GC-MS 87.6-98.6 0.0025/0.016
dos agua ng/mL

CE, electroforesis capilar; CG, cromatografia de gases, EM, espectrometria de masas; HAP, hidrocarburos
aromaticos policiclicos; BTEX, benceno, tolueno, etilbenceno y xileno; OMWCNT, nanotubos de carbono oxidados
de paredes multiples; OSWCNT, nanotubos de carbono oxidados de pared simple; MWCNT, nanotubos de carbono de
paredes multiples; ESI-IMS, espectrometria de movilidad de ionizacion por ionizacion por electropulverizacion; /CP-
AES, espectrometria de emision atomica de plasma acoplada inductivamente; EGGE, etilenglicol diglicidil éter; MIL,
Material Institut Lavoisier (casi todos los acronimos por sus siglas en inglés)

Se han introducido nuevos nanomateriales con propiedades Unicas para su uso en EFS, ademas de

los adsorbentes no selectivos tradicionales.

Las nanoparticulas (NP) se utilizan ampliamente en varios campos de la ciencia, incluida la
quimica analitica. Debido a su comportamiento nico, basado en el tamafio de particula a escala
nanométrica, asi como su utilidad en la miniaturizacion, las NP son absorbentes ideales para la

EFS. Las nanoestructuras se pueden aplicar como adsorbentes en dos configuraciones:

-Materiales modificados basados en microparticulas unidas quimicamente
(principalmente por un enlace covalente).

-Directamente utilizado como materia prima.
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Las principales ventajas de las nanoparticulas son los procedimientos de derivatizacion féciles,
alta relacion superficie-volumen y propiedades térmicas, mecanicas y electronicas tnicas. Los
productos mas importantes de este grupo son los nanomateriales adsorbentes a base de carbono y

las nanofibras electrohiladas (Valcarcel et al., 2008).

Sin embargo, debido a su area superficial, tamafio de particula y procesos de sintesis son
considerados como contaminantes. Por eso, el enfoque actual, en términos de desarrollo de
adsorbentes, se centra en la propuesta de materiales biodegradables y econdémicos como fases

solidas (Pacheco-Fernandez et al., 2020)

2.4.1.3. Bioadsorbentes
El uso de bioadsorbentes para la preparacion de muestras mejora los protocolos analiticos y
cumple con varios de los 12 principios de la Quimica analitica verde (Armenta et al., 2019)

como.

-Eliminar el uso de sustancias peligrosas durante la produccion de los adsorbentes

-Minimizar la cantidad de residuos peligrosos

-Garantizar procedimientos mas seguros para la prevencion de accidentes durante la
fabricacion de los adsorbentes: debido a la naturaleza de los materiales de partida utilizados,
que no son toxicos, ni corrosivos ni explosivos, por lo tanto no existe un riesgo importante
para los usuarios

-Aplicacion de materiales facilmente degradables después de su uso

-Aplicacion de materias primas renovables

Los bioadsorbentes se han utilizado principalmente para la remocion de iones metélicos y
contaminantes orgdnicos en muestras de agua. La selectividad de extraccion de muchos
bioadsorbentes se puede ajustar facilmente haciendo que sus grupos funcionales nativos se

apliquen en una amplia gama de estrategias de extraccion.

Los biopolimeros son materiales poliméricos hechos de unidades monoméricas unidas

covalentemente y se clasifican de acuerdo con las fuentes de donde se obtienen, ya sea recursos
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renovables u organismos vivos. A diferencia de los polimeros sintéticos, los biopolimeros tienen
estructuras complejas y bien definidas. Segun el tipo de unidad de mondémero y la estructura del

biopolimero formado, se pueden dividir en tres categorias principales (Hokkane et al., 2016):

*Poliglucidos, constituidos por unidades de glucosa u otro glucido® unidas entre si
*Polinucledtidos, que estdn formados por una unidad monomérica llamada nucledtido, que se
replica para crear polimeros de cadena mas larga que constituyen ADN y ARN

*Polipéptidos, que son polimeros organicos lineales hechos de aminoacidos

Entre estos polimeros, los poliglicidos se usan cominmente como materiales de adsorcion para
la preparacion de muestras debido a su estructura quimica distintiva y propiedades caracteristicas
como: bajo costo, ecologia, biodegradabilidad y no toxicidad, que difieren en gran medida de los
polimeros sintéticos (Hokkane et al., 2016). Segtn la literatura, los polisacaridos de uso comun
para la sintesis de material adsorbente son celulosa, quitina, lignina y suberina. En aplicaciones
como material adsorbente, la celulosa se puede usar en su forma pura. Recientemente, los
materiales celulosicos han visto un uso sustancial en la quimica analitica como un adsorbente
para la EFS (c-EFS), disco-EFS, EFS dispersiva (d-EFS), EFS magnética y polimero de
impresion molecular (MIP-EFS) (Godage y Gionfriddo, 2020).

Otro biopolimero comtinmente utilizado para la extraccion es la quitina, estructuralmente similar
a la celulosa, excepto por el grupo acetil amina en la posicion C-2 en su estructura monomérica.
Este grupo amino en el esqueleto polimérico proporciona propiedades estructurales y quimicas
unicas. Como se mencion6 anteriormente, las principales fuentes de quitina son las conchas de
los crustadceos, como los cangrejos y los camarones y las paredes celulares de los hongos
(Martinez et al., 2010). Este biopolimero se puede convertir en quitosana por desacetilacion.

Ademas, ambos son biocompatibles, biodegradables y no toxicos. Estas caracteristicas hacen que

6 ., . spe . .

Como ocurre con la masa y el peso, las palabras azicar o sacarosa cientificamente han sido abusivamente
utilizadas. Los glucidos son aquellos compuestos derivados de la glucosa y, en todo caso asi deberian llamarse o
simplemente hidratos de carbono o con el anglicismo carbohidratos ya que la propia azucar es un glicido (nota

de la asesora)
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la quitina y la quitosana sean materiales absorbentes verdes ideales para la preparacion de

muestras en protocolos analiticos (Godage y Gionfriddo, 2020). La Tabla 2.6 muestra algunos

ejemplos de la aplicacion de algunos bioadsorbentes.

Tabla 2.6. Ejemplos de la aplicacion de bioadsorbentes para el andlisis de compuestos (Godage et al., 2020)

Instrumento Limite de

Técnicas de . . . )
. Biomaterial Matriz Analitos . .,
preconcentracion de deteccion  deteccion
Celulosa
c-SPE (Residuos de Agua Ag’ FAAS 174 a
subterranea ng mL
celulosa)
Celulosa (esteras Muestras de Cd*, Co?, 1.0-5.2
Disco-SPE de nanofibrade  agua, cabello, Cu?, Fe*, AAS L)
celulosa) orina y peces Ni *, Pb > HE
Nanocompuesto 0.008
SPME de Fe;0, y Agua de rio La** ICP-OES no !
quitosana &
Gel de silice Agua de rio cd 20 ngL !
Columna llena modificado con agua de lago 2+ FAAS a
. Cu -1
quitosana agua de pozo 38ng L
Agua corriente
C-SPE Céscara de arroz / agua FQs UHP;A%-MS/ 25-33ng L
superficial
SPME Corcho Agua de rio Plaguicidas GC-ECD 03-3ngL ™"
organoclorados

C-SPE, cartucho; FAAS, espectroscopia de absorcion atdmica de llama; AAS, espectroscopia de absorcion atomica; SPME,
microextraccion en fase sélida; /CP-OES, espectroscopia de emision optica de plasma acoplado inductivamente; FQs, antibioticos
de fluoroquinolona; UHPLC, cromatografia liquida de ultra alto rendimiento; MS, espectrometria de masas; GC-EDC, detector de
captura de electrones por cromatografia de gases (todos los acronimos por sus siglas en inglés)

A continuacion, se presenta la metodologia seguida en esta investigacion.
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CAPITULO 3

DESARROLLO EXPERIMENTAL

La Figura 3.1 muestra un diagrama general de la metodologia empleada para la obtencion de

quitosana mineralizada a partir de residuos de camarén y su aplicacion como adsorbente para la

extraccion en fase solida.

Residuos de camaron café
(Farfantepenaeus aztecus)

Preparacion de harina
de camaron

99 mL de metanol
180 mL de H,O destilada y
2775 gde CaCly

Preparacion disolvente
Sistema MeOH-H,O-
CacCl,

MAC-141*

10 g de harina de camarén y
250 mL del
Sistema MeOH-H,0-CaCl,

*Patentado por
la UNAM

Obtencion de quitosana

Caracterizacion
quimica de la quitosana

Elaboracion de
soluciones patron de las
triazinas

Optimizacion del proceso
de extraccion en
fase solida

-Lavado

-Secado 2h/110 °C
-Licuado

-Filtrado
-Tamizado

-Reflujo 8h / 60 °C

-Agitacion 20 min / 60 °C
-Ultrasonido 30 min / 60 °C
-Reposo 48 h / T ambiente

-Analisis Bromatologico
-Analisis elemental
-FTIR

-DRX

-SEM

-Saturacion con NaCl
-Cantidad de adsorbente

-Tipo y velumen de disolvente
-Comparacion con otras fases
solidas

Figura 3.1. Diagrama del proceso experimental realizado
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3.1. Extraccion de quitosana a partir de residuos de camaron

3.1.1. Elaboracion de harina de camaron

Se emplearon residuos de camarén como materia prima para la produccion de quitosana
mineralizada. Los residuos fueron lavados y secados a 110°C durante 2 h. Posteriormente, se
licuaron con agua destilada en relacion 1:2 (1 de agua: 2 de harina), lo que permiti6é obtener un
compuesto parcialmente desproteinizado. Concluida la molienda, se filtro y seco el extracto a
60°C durante 18 horas. Finalmente, se realizd un tamizado del polvo obtenido, conocido
coloquialmente como harina (um< 149), para garantizar una mayor area superficial de las
particulas para la extraccidon y separacion de sus diferentes componentes y se conservo a 4°C para

su posterior utilizacion.

3.1.2. Preparacion del sistema MeOH-H,0-CaCl,

La preparacion del sistema MeOH-H,O-CaCl, se realiz6 de acuerdo con Flores-Ortega (2008). Se
pesaron en un matraz 277.5 g de CaCl,, 180 mL de agua (en un bafio de hielo, debido a que se
trata de una reaccidon exotérmica) y 99 mL de metanol. La mezcla se colocd en un sistema de
reflujo durante 8 h a una temperatura inferior a 60°C, para evitar la evaporacion del metanol.
Concluido el tiempo se dejo reposar la mezcla por 24 h a temperatura ambiente (en los
laboratorios la temperatura es 20+2°C (maximo en el verano y minimo en el invierno). Finalizado
el tiempo de reposo, se decantd el disolvente y se guard6 en un recipiente de vidrio hermético.
Este disolvente y el procedimiento en su conjunto se patentaron en 2004 por parte de la UNAM
conociéndose el disolvente por las iniciales de los reactivos M, por metanol, A, por agua y C por
calcio, como disolvente MAC. Como las proporciones adicionadas originalmente se consideraron
en forma molar y son 1:4:1, por ello se le conoce como MAC-1410© (Flores-Ortega et al., 2004).

La patente quedara disponible en 2024 para su uso libre.

3.1.3. Obtencion de quitosana mediante el sistema MeOH-H,0-CaCl,
Para la obtencion de quitosana mineralizada se mezclaron 10 g de harina de camarén y se
adicionaron 250 mL del sistema MeOH-H,0-CaCl,. La mezcla se agité por 20 min a 60°C.

Posteriormente, se llevo a un bafio ultrasonico por 30 min a 60°C. Se dejé en reposo 48 h a
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temperatura ambiente, se filtrd y el precipitado se lavd con agua destilada hasta obtener un polvo

blanquecino. La quitosana se sec6 en horno por 5 h a 100°C.

3.1.4. Obtencion de quitosana por el método quimico convencional
El método quimico convencional para la obtencidon de quitosana requiri6 el uso de soluciones
concentradas de HCl y NaOH. Este método se llevd a cabo en tres etapas principales (Cafiipa-

Morales, 1994):

1. Desmineralizacion: Tratamiento obtenido a partir de una mezcla de harina de camaréon y HCI
al 4% en una proporcion 1:15, respectivamente. La mezcla permanecié en reposo durante 24 h a
temperatura ambiente. Concluido el tiempo de reposo, la mezcla se neutraliz6 con NaOH 10%, se

filtr6 y se lavo con agua destilada.

2. Desproteinizacion: Tratamiento alcalino con NaOH al 10%. Se elabor6 una mezcla de harina
de camardn con la solucion de NaOH en una proporcion de 1:15, respectivamente. La mezcla se
mantuvo en contacto durante 2 h a 70°C. Concluido el tiempo de reposo, la mezcla se neutralizd

con HCl al 4%, se filtr6 y se lavo con agua.

3. Desacetilacion: Tratamiento llevado a cabo con quitina en NaOH al 40-50% en una proporcion
de 1:10, respectivamente. La desacetilacion se efectué a 100°C durante 12 h. Posteriormente, se
realiz6 la neutralizacion de la mezcla con HCI al 4%, se filtr6 y se lavo con agua destilada a

90°C. El secado del compuesto final fue a 50°C por 16 h.

3.1.5. Caracterizacion quimica de la quitosana

Se efectud la caracterizacion quimica de la harina de camaron, quitosana mineralizada, quitosana
comercial Sigma-Aldrich y de la quitosana obtenida por el método convencional mediante
analisis bromatoldgico. Se empled la metodologia descrita por la AOAC para la determinacion de
humedad, cenizas, proteinas y grasas (Horwitz, 2005; Nielsen, 2009; Nollet, 2004). La
caracterizacion se complementd con un andlisis elemental (contenido total CNHS),
espectroscopia infrarroja (FTIR), difraccion de Rayos X (DRX) y microscopia electronica de

barrido (SEM) realizadas también para la quitosana comercial usada como control.
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3.2. Elaboracion de soluciones patron de plaguicidas

Se elaboraron tres soluciones patrén a una concentracion de 500 mg/L (500 ppm), una para cada
plaguicida analizado (metribuzina, prometrina y terbutilazina). Se prepararon 200 mL de cada
solucion (0.1 g en 200 mL de acetonitrilo). La solucién se envasoé en un recipiente ambar y se

almacend a una temperatura de -22°C.

3.3. Condiciones de la cromatografia de gases

Previo a la cuantificacion de los analitos eluidos se obtuvieron las condiciones Optimas de
operacion del cromatdgrafo de gases Agilent 7890 A. Se empled una solucion a 200 pg/L de la
mezcla de plaguicidas evaluada a diferentes temperaturas y tiempos. Las condiciones Optimas de

operacion se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Condiciones de operacion del cromatograma de gases con detector de ionizacion de flama (FID, por sus

siglas en inglés) Agilent 7890 A

INYECTOR HORNO DETECTOR

Inyeccion: Splitless Columna: DB-5 Temperatura: 280°C

(sin division) Flujo de He: 1.127 mL/ min Frecuencia:

Condiciones Presion: 101.863 kPa 50 Hz /0.004 min

Temperatura: 280°C (14. 774 psi) Relacion de gases

Presion: 101.863 kPa (14.774 psi) Programa de temperatura Hj,: 35 mL/min

Volumen de inyeccién: 1 uL 1)80°C 1 min Aire:350 mL/min
2)220°C 1 min He (make up): 35 mL/min

3)250°C 1 min

3.4. Extraccion en fase solida de plaguicidas triazinicos

3.4.1. Elaboracion de las disoluciones de plaguicidas: metribuzina, prometrina y
terbutilazina

Se prepararon disoluciones en un rango de concentraciones entre 10 y 200 ppm disueltos en 50
mL de agua desionizada, saturada con NaCl (20%). Las disoluciones se derivaron de una

disolucion estandar de 50 mg/L de los plaguicidas en acetonitrilo.
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3.4.2. Preparacion de cartuchos

Se utilizaron columnas para EFS de polipropileno y con pinzas se coloc6 un filtro en la parte
inferior del cartucho (Figura 3.2). Posteriormente se introdujo una cantidad conocida en mg de
quitosana mineralizada y finalmente se agregé un filtro presionando para compactar el

adsorbente.

Figura 3.2. Material utilizado en la EFS a) Quitosana obtenida con el sistema MeOH-H,0-CaCl,, filtros
comerciales y cartuchos de extraccion y b) Cartuchos con quitosana obtenida con el sistema MeOH-H,0-CaCl,
como adsorbente

3.4.3. Proceso de extraccion en fase sélida con quitosana mineralizada como adsorbente

1. Acondicionamiento

Se agregaron 7 mL de n-hexano al cartucho de extraccion y se dejé en contacto durante 5 min.
Después de este tiempo, se abri6 la llave de regulacion y con vacio se dejo pasar el disolvente
(sin dejar secar). Posteriormente, se agregaron 7 mL de mezcla acetona:metanol (50:50 v/v) y se

realizd el mismo procedimiento.

2. Carga de la muestra (Extraccion de los plaguicidas)
Se conectaron las mangueras a los frascos de vidrio que contenian la mezcla de plaguicidas y del
otro extremo se conectd en los cartuchos, se dejo abierto el vacio y se regul6 el flujo del liquido

en goteo hasta pasar todo el volumen de muestra (Figura 3.3).

3. Enjuague

Se agregaron en el cartucho 4 mL de n-hexano, de forma rapida y con vacio.
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4. Secado

Se secaron los cartuchos en una centrifuga Eppendorf 5810R a 3500 rpm durante 20 min.

5. Elucion
Se agregaron 4 mL de acetona y se dejé en contacto 2 min. Después de este tiempo se abrid la
llave y el contenido se recolectd en un vial. Posteriormente, se agregaron 2 mL de metanol y se

repitio el mismo procedimiento recolectando las fracciones en un mismo vial.

Figura 3.3. Sistema utilizado para la extraccion en fase solida

3.4.4. Optimizacion del proceso de extraccion en fase solida de la metribuzina, prometrina y
terbutilazina

3.4.4.1. Efecto de la saturacion de la matriz

Se prepararon tres disoluciones de 50 mL de mezcla de plaguicidas a una concentracion de 50
ng/L de agua desionizada. Se emplearon tres variaciones de saturacion con NaCl: 1) sin saturar,
i1) saturacion al 20% y iii) saturacion al 40%. El proceso de extraccion se sigue como en el punto

3.4.3. Se utilizaron columnas para EFS de polipropileno que contenian 500 mg de quitosana.

3.4.4.2. Efecto del disolvente de elucion (tipo y volumen)
Se prepararon cinco disoluciones de 50 mL con una concentracion de 50 pg/L en agua
desionizada saturada al 40% con NaCl, a partir de una disolucion estandar de los plaguicidas en

acetonitrilo. Se utilizaron cinco columnas para EFS de polipropileno que contenian 500 mg de
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quitosana mineralizada y finalmente se agregd un filtro presionando para compactar el

adsorbente.

Se realizaron diferencias en la elucidon y los tiempos de extraccion. En cada uno de los cinco
cartuchos se agregaron 2 mL de diferentes disolventes, cada uno por separado: Acetonitrilo
(ACN), metanol (MeOH), acetato de etilo (AcET), isopropanol (iPrOH) y acetona (AcTN)
dejando en contacto 2 min. Después de este tiempo se abrid la llave y el contenido se recolect6 en
un vial. Asi se fueron agregando 2 mL de cada disolvente y repitiendo el mismo procedimiento

de recoleccidn de las fracciones en viales distintos hasta obtener un volumen final de 10 mL.

3.4.4.3. Efecto de la cantidad de adsorbente

Se prepararon seis disoluciones de mezcla de plaguicidas (50 mL a 50 pg/L) en agua desionizada
saturadas al 40 % con NaCl. Las disoluciones se prepararon a partir de una solucion estdndar de
los plaguicidas en acetonitrilo. Se utilizaron seis columnas para EFS que contenian quitosana
mineralizada en diferentes proporciones 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg. El proceso de

extraccion se sigue como en el punto 3.4.3.

3.4.4.4. Comparacién de la quitosana mineralizada con los cartuchos comerciales Cis y
OASIS HLB

Se utilizaron cartuchos comerciales de la marca HLB Oasis ® y Cig CHROMABOND ®. Los
cartuchos elaborados con quitosana mineralizada se prepararon como en los puntos 3.4.2. El
proceso de extraccion, para los cartuchos comerciales y los elaborados con quitosana

mineralizada, se sigue como en el punto 3.4.3.

3.5. Analisis estadisticos de los datos experimentales

Se realizdé un analisis estadistico de los datos experimentales mediante analisis de varianza
(ANDEVA, ANOVA por sus siglas en inglés) con un 95% de confianza considerando valores de

F, hipotesis nulas, etc., corroborando la existencia de diferencias significativas (Anexo A.1).
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion quimica

4.1.1. Analisis bromatoldgico y analisis elemental

El analisis composicional de la harina de camarén (Tabla 4.1) y de la quitosana mineralizada
obtenida indicd que el porcentaje de humedad de ambas muestras fue menor al 8%. Este
porcentaje de humedad es bajo y favorece que ambos compuestos no sean susceptibles a
contaminacion microbioldgica y, en consecuencia, para el caso de la harina de camardn, esta
pueda ser utilizada como materia prima para la obtencién de quitosana con el sistema MeOH-

HzO-CﬂClz.

Para el caso de la quitosana mineralizada, el porcentaje de humedad indicé que el método de
secado fue adecuado y posibilitd la obtenciéon de un polvo blanquecino, seco y con bajo

contenido de agua.

La humedad para la quitosana obtenida por el método convencional (tratamiento alcalino) y la
quitosana Sigma-Aldrich presentd el mismo patron descrito con anterioridad (contenido de
humedad menor al 8%). Por lo tanto, todas las muestras se pueden aplicar como adsorbentes en la

EFS debido a que el contenido de agua es bajo y no afectaria la retencion de los analitos.

El resultado correspondiente al porcentaje de ceniza (Tabla 4.1) esta influenciado por la presencia
de impurezas de tipo mineral, como el calcio, contenido en sales de CaCOj3 o incluso la presencia
de contaminantes metalicos (Hernandez et al., 2009). En la Tabla 4.1 se aprecia que la harina
presentd menor cantidad de compuestos inorganicos (28.88 + 0.80%) en comparacion con la
quitosana mineralizada (32.47 + 1.59%). Esta diferencia se debe a que en el proceso para extraer
la quitosana mineralizada con el sistema CaCl,-MeOH-H,O0, el calcio contenido en el disolvente

puede quedar como remanente del producto final.
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La quitosana Sigma-Aldrich presentd menor contenido de minerales (0.89 + 0.01%) en
comparacion con las demas muestras analizadas, quitosana obtenida por el método convencional
(4.95+£0.03%) y quitosana mineralizada (32.47+1.59%). Esta caracteristica hace referencia al
grado de pureza y también al hecho de que, al aplicar tratamientos mas drasticos de acidos y
bases fuertes, el contenido de compuestos inorganicos disminuye. El valor obtenido
experimentalmente de la quitosana mineralizada fue superior respecto a la muestra comercial, por
lo tanto, el resultado depende, en gran medida del origen, propiedades y condiciones de obtencion

de la quitosana.

Los resultados para la cantidad de materia grasa obtenidos por el método de Soxhlet (Tabla 4.1)
mostraron que durante el tratamiento de licuado en la obtencién de harina se favorecid la
eliminacion de lipidos, debido a que los residuos se molieron en fresco y no después de un
proceso de secado (Singer y Wooten, 2003). El porcentaje de grasa disminuyd para la quitosana y

esto puede deberse al uso del sistema MeOH-H,0-CaCl, en combinacién con el ultrasonido.

Tabla 4.1. Andlisis bromatologico de harina de camaron y diversas muestras de quitosana

Muestras
Componente . . uitosana uitosana
o P Harina de Quitosana Q . Q .

(%) . : : (Método comercial

camaron Mineralizada . . .

convencional) | (Sigma Aldrich)

Humedad 7.48 +£0.04 2.79+£0.08 7.32+0.65 6.43+0.19
Cenizas 28.88 £ 0.80 32.47+1.59 495+0.03 0.89 £ 0.01
Lipidos 0.57+0.02 0.27+0.04 - -
Proteinas 5.32 +£0.09 5.49+0.03 - 7.24 +£0.01

*Los resultados reportados son el promedio de tres mediciones experimentales

- No determinados’

El contenido de nitrégeno de la harina de camardn analizada por el método de Kjeldahl tuvo
valores de 5.3240.09%. Al comparar dicho valor con el obtenido por el andlisis elemental (Tabla
4.2) se observo que los valores fueron similares. Este andlisis es importante debido a que es un

indicativo de la efectividad de los tratamientos que se le realizan a la harina para su posterior

7 sps e . . . . . .
Estos analisis ya no pudieron realizarse por el cierre de las instalaciones de la UNAM el viernes 20 de marzo de

2020
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conversion a quitosana. Es importante destacar que la cantidad de nitrogeno fue mayor en la
quitosana mineralizada en comparaciéon con la harina de camarén. Esto se debe al proceso de
desacetilacion de la quitina presente en la harina de camaron para convertirse en quitosana. Por
otro lado, la cantidad de nitrogeno en la quitosana mineralizada fue menor que en la quitosana
Sigma-Aldrich debido a que el porcentaje de desacetilacion es mayor, al igual que el grado de
purificacion. Esto, a su vez, tuvo implicaciones en el incremento del contenido de nitrégeno

(Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Determinacion de C-H-N-S por andlisis elemental para la harina de camaron y diversas muestras de

quitosana
Muestras
. . uitosana uitosana
Componente (%) Harina de Quitosana Q , Q .
. . . (Método comercial
camaron mineralizada . . .
convencional) | (Sigma Aldrich)
Carbono 26.10+£0.06 27.43 +0.01 39.38 £ 0.02 39.16 £ 2.67
Hidrogeno 4.13+0.02 4.05+0.00 6.86 £ 0.00 6.99+ 0.19
Nitroégeno 4.83 +0.00 5.21+£0.00 7.60£000 7.22+0.07
Azufre 0.08 £ 0.00 0.00£0.00 0.01 £0.01 0.21 £0.06

Para la quitosana comercial el contenido de nitrogeno fue de 7.60 £ 0.00% (Tabla 4.2). La
literatura indica que cuando este valor es mayor a 8.69% se debe a la presencia de proteinas, pero
si es menor, se debe a la presencia de materiales inorganicos (Kaya et al., 2015). La comparacion
de este valor con el de la quitosana mineralizada (5.21 = 0.00%) muestra que el contenido de
proteinas disminuy6 después del tratamiento con el disolvente y la aplicacion de ultrasonido. Por
lo tanto, se obtuvo un compuesto completamente desproteinizado y parcialmente desacetilado.
Esto indico que en el sélido obtenido hay material inorgéanico. Para el caso de la quitosana
obtenida por método convencional se reportan valores menores a 8.69 con 7.60 £ 0.00% de
nitrogeno, lo que indica que se realizé una adecuada desproteinizacion y desacetilacion de la

muestra.

4.1.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR, en inglés)
La Figura 4.1 muestra los principales grupos funcionales de la harina de camardn. El espectro de
infrarrojo mostré que la harina de camardn presentd picos de absorcion correspondientes al

enlace -C-O-C a 1014 cm™, -C=0 del grupo amida primaria a 1630 cm™, la amida secundaria a
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1561 cm™ y el grupo amida terciaria a 1381 cm™. Esto indic6 la presencia de un alto contenido de
compuestos nitrogenados (Herndndez et al., 2009). Por otro lado, la banda del grupo -NH a 3269

cm™ tuvo mejor definicion que la banda del grupo -OH a 3440 cm™.

La quitosana mineralizada (Figura 4.2) present6 mayor definicion del grupo -OH a 3440 cm™ y
del grupo -NH, a 1621 cm™ en comparacion con la harina de camarén, en donde las bandas
fueron menos definidas. El grado de desacetilacion de la quitosana estd asociado con el
progresivo debilitamiento de las bandas correspondientes a los grupos -NH (3269 cm™), los
enlaces -N—H de la amida secundaria (1561 cm™), la banda de la amida terciaria (1381 cm™) y los
enlaces -C=0 de la amida primaria (1630 cm™). La banda de absorcion del grupo amida primaria
prevalece sobre los grupos de amida secundaria debido a la pérdida del grupo acetilo de los
grupos acetamida del carbono 2, dando lugar a un grupo amino en esa posicion. Es importante
mencionar que el incremento de la intensidad de las bandas cercanas a 1600 cm™ se debe a la
presencia de minerales (Gaviria et al., 20005) provenientes de la aplicacion del sistema MeOH-

H20-CaC12.

La banda 3392 cm™ con estiramiento asimétrico de -CH, (en el grupo CH,OH) se encuentra
menos pronunciada en la quitosana Sigma- Aldrich (Figura 4.4) en comparacion con la quitosana
mineralizada. Esto indica que el compuesto obtenido se encuentra parcialmente desacetilado

(menos que la quitosana comercial) y que existe un porcentaje de quitina sin desacetilar.

La Figura 4.3 muestra los grupos funcionales de la quitosana obtenida por método convencional.
Se observa un incremento en la definicion de las bandas de los grupos -OH, -NH y -NHo,.
Ademas, el procedimiento permiti6 eliminar las interferencias de las bandas pertenecientes a los
minerales en un rango de 1000-1700 cm™. En el espectro infrarrojo de la quitosana Sigma-
Aldrich (Figura 4.4) se observan las bandas de los grupos funcionales caracteristicos de la
molécula de quitosana. La banda del grupo amino corresponde a 1650 cm™, las bandas de los
grupos -OH a 3434cm™ y -N-H a 3269cm™, las bandas de grupo -C-H a 2898 cm™, el grupo
piranosico en 1070 cm ™y el grupo -C-O-C a 1014cm’™.
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Este comportamiento es similar al que presento6 la quitosana obtenida por el método convencional
(Figura 4.3).

El pico a 1650 cm™ correspondiente al estiramiento -C=0 en la amida se muestra con mejor
definicion en la quitosana Sigma Aldrich. Sin embargo, en la quitosana obtenida con el sistema
CaCl,-MeOH-H,0 se observo un comportamiento similar y un desplazamiento de la sefial. Esto
puede atribuirse a la union del calcio con la quitosana. El calcio forma un complejo soluble con
los polimeros, a través del grupo carbonilo, rompiendo los puentes de hidrogeno intermoleculares
(Cardenas et al., 2004). El pico de absorciéon a 1550 cm™ en la harina de camarén (Figura 10)
desapareci6 y el correspondiente al -C=0 disminuy6 en intensidad, lo que puso en evidencia que

el proceso de desacetilacion se llevo a cabo con el sistema CaCl,-MeOH-H,0.
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4.1.3. Grado de n-acetilacion

La Tabla 4.3 muestra los porcentajes de N-acetilacion (Ecuacion 2) y N-desacetilacion (Ecuacion
3) de los tres tipos de quitosana evaluadas. Las muestras presentan porcentajes maximos y
minimos de N-desacetilacion de 80.61% para la quitosana Sigma Aldrich y 80.22% para la

quitosana mineralizada.

Tabla 4.3. Determinacion del grado de N-acetilacion y N-desacetilacion de las muestras de quitosana evaluada

Grado de N-acetilacion Grado de N-desacetilacion
Muestras o 0
(%) (%)
Quitosana mineralizada 19.78 80.22
Quitosana método convencional 19.55 80.45
Quitosana (Sigma Aldrich) 19.39 80.61

De acuerdo con los resultados obtenidos, se logrd extraer quitosana (mineralizada y obtenida por
método convencional) con un porcentaje de N-desacetilacion superior al 40%. Ademas, las
quitosanas extraidas presentan porcentajes de N-desacetilacion y N-acetilacion similares a la
muestra control Sigma Aldrich (El Knidri et al.,, 2018; Escobar y Vergara, 2013; Herndndez et
al., 2009). Es importante sefialar que el porcentaje de acetilacion calculado por FTIR depende de
las bandas de adsorcion seleccionadas como la banda analitica y de referencia, por lo que este

valor puede variar usando otro método reportado.

4.1.4. Analisis de difraccion de rayos X (DRX)

El patron de difraccion de rayos X (Figura 4.5) mostré para la harina picos cristalinos
caracteristicos de quitina en 260 = 9.1-9.2°, 26 = 19.2- 19.3° y en 20 = 30° atribuida a carbonato
de calcio (Gaviria et al., 2005). También se observaron picos con menor intensidad atribuidos a
otros minerales y proteinas (Monter et al., 2016). Estos picos se vuelven mds agudos y
disminuyen su intensidad al aplicar el tratamiento de ultrasonido con el sistema MeOH-H,O-
CaCl,. El patron de difraccion de la quitosana mineralizada mostrd picos cristalinos
caracteristicos de quitosana en 20 =10° y 26 =20° e impurezas en 20 = 30° atribuida a carbonato
de calcio, ademas de presentar una serie de picos en 26= 35-60°, estos se deben a la presencia de

minerales remanentes.
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Figura 4.5. Difractogramas de harina de camaron, de la quitosana obtenida por método convencional (QNaOH),

quitosana mineralizada (QM) y quitosana Sigma-Aldrich (QS)

La comparacion de los patrones de difraccion de rayos X (Figura 4.5) de la quitosana Sigma-
Aldrich con la quitosana mineralizada, muestran picos caracteristicos en 26=20° de mayor
intensidad que el 26=10°, ambos son congruentes con los reportados para la quitosana en otras
investigaciones (Yen et al., 2009). La intensidad de los picos de la quitosana mineralizada
muestra la cristalinidad del biopolimero obtenido (Escobar et al,, 2013). Los picos en 26= 30°
hasta 50° corresponden a la presencia de minerales provenientes de la aplicacion del sistema

MeOH-H,0-CaCl,.

El patron de difraccion (Figura 4.5) de la quitosana mineralizada mostré en 26=30° un pico
definido debido a la presencia de calcio y otros picos con menor intensidad atribuidos a otros
minerales. A pesar de esto, los picos caracteristicos de la quitosana en 26=10° y 26=20° son

apreciables en la muestra.

La quitosana Sigma-Aldrich presentd un patron de difraccion similar al de la quitosana obtenida
por método convencional (QNaOH). Esto se atribuye al incremento en el porcentaje de
desacetilacion de la QNaOH, ademas de poseer los picos caracteristicos en 26=10° y en 26=20°.

El método convencional permitié obtener quitosana con mayor grado de pureza debido a la
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eliminacion de proteinas y minerales con los procesos de desproteinizacion y desmineralizacion,

respectivamente.

4.1.5. Microscopia electronica de barrido (SEM, en inglés) y Espectroscopia de energia
dispersa (EDS, en inglés)

La Figura 4.6 muestra las micrografias electronicas de barrido de los tres tipos de quitosana
evaluadas a magnitudes de 100x y 5000x. Las Figuras 4.6a y b corresponden a las micrografias
de la quitosana mineralizada. A una magnitud de 100x, la Figura 4.6a mostr6 formas de tamafio y
distribucion irregular con superficies ligeramente lisas. La Figura 4.6b, por su parte, se observo
una superficie rugosa y globular con incrustaciones o aglomerados de particulas amorfas. De
igual manera, se observaron poros irregulares en toda la superficie. Dichas aglomeraciones
presentes en la estructura estdn asociadas al carbonato de calcio (CaCOj3) residual obtenido al

emplear el sistema MeOH-H,0-CaCl,.

La quitosana elaborada por el método convencional presentd, a una magnitud de 100x (Figura
4.6¢), particulas de tamafio y forma irregular con una superficie en su mayoria lisa o
semicristalina. La quitosana de la Figura 4.6d tuvo una estructura rugosa, agrietada y

microfibrilar con particulas porosas de diferentes tamafios.

La Figura 4.6e, correspondiente a la quitosana Sigma Aldrich, mostrd una estructura heterogénea
con aglomeracion de particulas irregulares. La Figura 4.6f mostrd una superficie microfibrilar,
aspera y semi uniforme con copos amorfos incrustados de manera aleatoria en toda la superficie

estudiada.

La Figura 4.7 muestra los andlisis elementales de espectroscopia de energia dispersa de las
muestras de quitosana analizadas obtenidas de los espectros de rayos X producidos por el barrido

de electrones en lugares puntuales de las micrografias.
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Figura 4.6. Microscopia electronica de barrido (SEM, en inglés): a), b) Quitosana mineralizada a 100x y 5000x,
respectivamente; c), d) Quitosana obtenida por método convencional a 100x y 5000x, respectivamente; e), f)
Quitosana Sigma Aldrich convencional a 100x y 5000x, respectivamente
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Figura 4.7. Espectroscopia de energia dispersa (EDS, en inglés). a), b) Espectros de quitosana mineralizada, c), d)

Quitosana obtenida por método convencional; e), f) Quitosana Sigma Aldrich

Para el caso de la quitosana obtenida por método convencional (Figura 4.7c, d) y la quitosana

Sigma-Aldrich (Figura 4.7¢, f) no se encontraron trazas de minerales, lo que le permite generar

una estructura mas lisa e impermeable. Para ambos casos se puede asegurar un adecuado proceso

de desmineralizacion.
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En ellos, se grafica el numero (conteo) de rayos X recibidos y procesados por el detector en
funcion de la energia de los niveles atdmicos de los elementos detectados. De acuerdo con lo
expuesto en la Figura 4.6 y lo observado en la Figura 4.7 se puede confirmar para la quitosana
mineralizada (Figura 4.7a, b) la presencia de calcio en su forma de ion Ca”". Por otro lado, la
identificacion de carbono y oxigeno en la estructura podria favorecer la formacion del anién
COs* y a su vez, generar carbonato de calcio (CaCOs), lo cual confirmaria lo expuesto en la

Figura 4.6b.

La mineralizacion o formacion de carbonato de calcio en la estructura puede atribuirse a la
nucleacion cinética y termodindmica generada a partir de la interaccion entre la quitosana

producida y el alto contenido de calcio en el disolvente (Rojas, 2008).

La estructura rugosa y porosa de la quitosana mineralizada podria considerarse favorable para el
uso de la quitosana como adsorbente en la extraccion en fase solida, pues, confiere permeabilidad

a la estructura y permite un mejor fluido de la muestra a través del cartucho.

4.2. Optimizacion del proceso de extraccion en fase sélida de la metribuzina,

prometrina y terbutilazina

Debido a que la quitosana Sigma-Aldrich y la quitosana obtenida por el método convencional
carecian de poros en su superficie no fue posible su aplicacion como fase solida. Al momento de
hacer pasar la solucion acuosa de plaguicidas por el cartucho de EFS la muestra no logré fluir,

por la dificultad de la transferencia de masa.

Por lo anterior, a continuacion, se presenta inicamente la optimizacion del proceso de extraccion
con la quitosana mineralizada, ya que, al poseer poros en su superficie, la permeabilidad

favorecio el flujo de la solucién acuosa.

43



Resultados y discusion

4.2.1. Efecto de la saturacion de la matriz

Se calcul6 el porcentaje de recuperacion de los plaguicidas (Ecuacion 4) como indicador de la
eficiencia de proceso de extraccion. En la Figura 4.8 se mostro que, al saturar la muestra con
NaCl, se increment6 la capacidad de adsorcion de los analitos en el adsorbente de quitosana

mineralizada.

% de recuperaciéom (%R) = Zrea obtenida , 409 4)

Aren seperndn

Para los tres plaguicidas analizados se obtuvo la misma tendencia. Cuando la matriz no se saturd
con NaCl los porcentajes de recuperacion fueron menores al 0.5%, indicando que los plaguicidas
no formaron interacciones quimicas con el adsorbente. Esto se debe a que los sitios activos de la
quitosana (-NH; y -OH) formaron enlaces de hidrégeno con el agua impidiendo la retencion de

los analitos en el adsorbente contenido en la columna de extraccion.
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Figura 4.8. Efecto de la saturacion del agua de las mezclas de plaguicidas con NaCl

La influencia de la saturacion mostré que al agregar 20 y 40% de NaCl se incrementa de forma
significativa el porcentaje de recuperacion de la metribuzina, terbutilazina y prometrina. Esto se
debe a que las moléculas de agua solvatan a los iones de la sal y, por lo tanto, se reduce la
capacidad del agua de formar puentes de hidrégeno con otros grupos OH; lo que se manifiesta en

el aumento de la transferencia de los analitos de la matriz al adsorbente (Kharbouche et al.,
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2019). Por esta razon es que las triazinas estudiadas se pueden retener en la quitosana, lo que dio

como resultado porcentajes de retencion mayores al 90%.

4.2.2. Efecto del disolvente de elucion (tipo y volumen)

La Figura 4.9 muestra el efecto que tiene el tipo de disolvente utilizado en la elucién de las
triazinas. Estos disolventes fueron evaluados de forma separada y se encontr6 que los mayores
porcentajes de recuperacion se obtenian con acetona e isopropanol de forma independiente. Estos

valores fueron mayores para la terbutilazina y menores para la prometrina y metribuzina.
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Figura 4.9. Efecto del tipo de disolvente en la elucion de los analitos

La Figura 4.9 muestra que los disolventes con mayor porcentaje de recuperacion para los tres
plaguicidas fueron el isopropanol, la acetona y el acetonitrilo. Por otro lado, el metanol presenta
mejores porcentajes de recuperacion para la metribuzina, mientras que para la prometrina y

terbutilazina el porcentaje de recuperacion fue del 10%.

Para el caso de la metribuzina, la interaccién quitosana-plaguicida es a través de enlaces de
hidrégeno entre el grupo amino libre y carboxilo presente en la estructura de la metribuzina y los

grupos hidroxilos y aminos de la quitosana. Por esta razon, debido a la naturaleza quimica del
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metanol, que es un disolvente altamente polar, este fue capaz de romper la interaccion

adsorbente-analito, al formar puentes de hidrogeno con la metribuzina.

Las interacciones que predominan en el caso de la prometrina y terbutilazina son interacciones
polares débiles como las interacciones hidrofilicas o dipolo-dipolo y debido a esto, estos analitos
no logran ser eluidos con el metanol, pero se eluyen con disolventes de mediana polaridad como
el isopropanol o con los disolventes aproticos como la acetona, acetato de etilo y acetonitrilo que
son incapaces de interaccionar a través de la formacion de puentes de hidrogeno. Por esto, se
selecciond una mezcla de acetona: metanol en proporciones 80:20 para la elucion de los

compuestos una vez retenidos.

De acuerdo con la Figura 4.10, el volumen de elucion del disolvente seleccionado
(acetona:metanol, 80:20, v/v) se estudio entre un rango de 2 a 10 mL. Los resultados obtenidos
mostraron que el volumen de 6 mL de mezcla acetona: metanol permiti6 la eluciéon completa de
los plaguicidas del adsorbente. Es importante mencionar que, a partir de este volumen, la
respuesta de los compuestos fue nula lo que significa que las triazinas, se eluyeron en su

totalidad.
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Figura 4.10. Efecto del volumen de disolvente
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4.2.3. Efecto de la cantidad de adsorbente

Debido a que la cantidad de adsorbente es un pardmetro de gran importancia para lograr buenos
porcentajes de recuperacion en la EFS, se evalud la cantidad 6ptima de adsorbente en los
cartuchos. Estos fueron empacados con 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg de la quitosana

mineralizada y se hizo pasar una solucion de 50 pg/L. Los resultados se muestran en Figura 4.11.
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Figura 4.11. Porcentaje de recuperacion debida a la variacion en la cantidad de adsorbente

El efecto de la cantidad de quitosana mineralizada (Figura 4.11) como adsorbente empacado en
cartuchos de EFS mostré que al incrementar la cantidad de adsorbente incrementa el porcentaje
de recuperacion para los tres plaguicidas. Lo anterior se debe a que la capacidad de adsorcion
incrementa a medida que aumenta la cantidad de adsorbente. De esta manera, se obtiene una

mayor disponibilidad de sitios activos en la fase sélida para que se produzca la retencion de los

compuestos.

A partir de los cartuchos de 400 mg los porcentajes de recuperacion son mas del cien por ciento
(por cuestiones analiticas y de calculos). Debido a los altos porcentajes de recuperacion, se
decidi6 trabajar con cartuchos de 500 mg ya que con esta cantidad es necesario emplear los 6 mL
de la mezcla acetona: metanol para eluir a los analitos en su totalidad y es la cantidad de

adsorbente promedio que los cartuchos comerciales emplean para extraccion en fase solida.
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4.2.4. Comparacion de la adsorbente quitosana mineralizada con cartuchos comerciales C;g
y OASISHLB

Algunas de las caracteristicas de los cartuchos para EFS de la marca HLB Oasis ® son las
siguientes: “El adsorbente es un polimero muy hidrofilico, humectable con agua, posee equilibrio
hidrofilico-lipofilico inico, mantiene capacidad de retencion elevada incluso si se seca después
del acondicionamiento. Este adsorbente de fase reversa es ideal para analitos neutros o basicos”

(como es el plaguicida prometrina) “y dcidos” (como la metribuzina) (Waters, 2020).

El cartucho C;3 CHROMABOND ® (f= flujo rapido) posee las siguientes caracteristicas: “Es de
material a base de silice ligado a octadecilo, con contenido de carbono del 14%. Proporciona
interacciones hidrofobicas y no polares con una amplia variedad de compuestos orgéanicos. Es util

para la limpieza de muestras con grandes variaciones estructurales” (diferencias de polaridad)

(Waters, 2020).

Las caracteristicas mencionadas muestran que los cartuchos comerciales HLB Oasis® y Cys
CHROMABOND® son ttiles para la EFS de la metribuzina, prometrina y terbutilazina. Con lo
anterior se logrdé hacer la comparacion con los cartuchos elaborados a base de quitosana

mineralizada.

La Figura 4.12 muestra que el porcentaje de retencion es del 100% para los tres tipos diferentes
de adsorbentes. Esto demuestra que la quitosana mineralizada obtenida de forma ecologica puede
ser utilizada como fase so6lida en las columnas de EFS, y que los resultados finales de la
extraccion e identificaciéon son comparables con los cartuchos comerciales. Estos cartuchos
comerciales son costosos y una vez hecho el andlisis estos no son reutilizables. En esta
investigacion, al terminar un analisis, los cartuchos elaborados con quitosana mineralizada se
podrian volver a recuperar desarmando el cartucho, sin perder la capacidad de retencion y
afinidad por los analitos, haciendo que el precio del analisis sea mas econdmico y con menos
disposicion de residuos, ya que al terminar su uso se podrian separar y disponer de manera
adecuada gracias a la biodegradabilidad de la quitosana. La corroboracién de esta posible
reutilizacion ya no pudo realizarse debido a la suspension de actividades después del 20 de marzo

de 2020.
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Figura 4.12. Comparacion de la SPE con quitosana obtenida con el sistema MeOH-H,0-CaCl, y cartuchos
comerciales (HLB y Cjg)

4.2.5. Posibles aplicaciones de la quitosana mineralizada como fase solida en técnicas de
preparacion de muestras

De acuerdo con los resultados anteriormente expuestos, la quitosana mineralizada obtenida a
partir de residuos de camarén utilizando el sistema CaCl,-MeOH-H,O como medio extractante,
presenta propiedades diferentes en comparacion con la quitosana obtenida por el método
convencional. Las principales caracteristicas de este compuesto son la presencia de minerales
(principalmente carbonato de calcio), una estructura cristalina y la presencia de poros en su
superficie que le confieren permeabilidad ante el agua. Estas propiedades en particular le
permiten a la quitosana mineralizada la posibilidad de ser utilizada como adsorbente de bajo
costo en diversas técnicas de preparacion de muestras. Por ejemplo, puede ser utilizada en la
extraccion en fase sélida de matrices no acuosas como los aceites (Ballesteros et al., 2007; Diaz
et al., 2016; Hakme et al., 2018). También puede ser utilizada como adsorbente de limpieza en
procesos de “clean up” (Zhao et al., 2019) gracias a su alta afinidad para formar puentes de
hidrégeno con el agua, por lo que podria sustituir a los adsorbentes convencionales como el PS4
(por sus siglas en inglés Primary-Secundary amine) y C;s. También puede ser utilizada como
agente dispersante en procesos de dispersion de matriz en fase sélida (Badawy et al., 2018; Lucas

et al., 2018; Razavi y Sarafraz, 2017; Rubio et al., 2019).
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Estas posibles aplicaciones son muy importantes y debido a que proviene de un residuo
alimentario de la industria pesquera, esta quitosana mineralizada es una excelente alternativa

ecoldgica para sustituir el uso de otros adsorbentes obtenidos quimicamente.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

De acuerdo con los objetivos propuestos en esta investigacion se concluye lo siguiente:

Fue posible la obtencion de quitosana mineralizada a partir de los residuos de camaron café

(Farfantepenaeus aztecus) al utilizar el sistema CaCl,-MeOH-H,O0, ultrasonido y agitacion

En comparacion con las propiedades quimicas y fisicas de la quitosana Sigma-Aldrich usada
como control y la quitosana obtenida con el método quimico convencional, la quitosana
mineralizada present6 propiedades diferentes. Por ejemplo, contiene minerales, carbonato de
calcio y una superficie porosa. Por tanto, el disolvente patentado por la UNAM (MAC-
141©) como acronimo de la mezla molar 1:4:1 de MeOH-H,O-CaCl,, ademas de ser
utilizado en la obtencion de quitina, también puede ser utilizado junto con la agitacion y el
ultrasonido para inducir la reaccién de desacetilacion y obtener quitosana con un porcentaje

de desacetilacion superior al 40% (Borja-Urzola ef al., 2020, 2021)

La quitosana mineralizada, debido a su permeabilidad, fue aplicada de manera satisfactoria
como adsorbente en la extraccion en fase soélida para aislar, preconcentrar y cuantificar
metribuzina, terbutilazina y prometrina desde el agua. Debido a la alta polaridad del agua y a
la polaridad de la quitosana, la aplicacion se logro gracias a la saturacion de las muestras con

NaCl. Obteniéndose mejores porcentajes de recuperacion al saturar la muestra al 40%

La quitosana mineralizada tiene potencial para ser utilizada como adsorbente de bajo costo

en procesos de preparacion de muestras previos al analisis cromatografico
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5.2. Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos se recomienda continuar estudiando lo siguiente:

*  Someter a la harina de camaron a un proceso de desproteinizacion antes del tratamiento con
el sistema MeOH-H,0-CaCl, para evaluar si hay una mejora en el porcentaje de

desacetilacion de la quitosana.

*  Probar el sistema MeOH-H,0O-CaCl,, la agitacion y el ultrasonido en la obtencion de
quitosana a partir de otros residuos de crustaceos. Por ejemplo, gambas, jaibas, langostinos,

calamares, etc.

*  Aplicar la quitosana desmineralizada como fase sdlida en el analisis de matrices no acuosas.

* Y, finalmente, lo que ya no pudo corroborarse en esta investigacion: Al terminar un analisis,
de los cartuchos elaborados con quitosana mineralizada volver a recuperar el material solido
desarmando el cartucho, para reutilizarlo evaluando que mantenga la capacidad de retencion
y afinidad por los analitos, ya que esto haria que el precio del analisis fuera mas econdmico y
con menos disposicion de residuos ya que al terminar su uso se podrian separar los
componentes disponiéndolos de manera adecuada y tal vez debido a la biodegradabilidad de
la quitosana ésta pudiera ser metabolizada por microorganismos como los encontrados en la

composta.
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ANEXOS

A.1. Analisis estadistico correspondiente al analisis bromatologico de las

muestras de quitosana evaluadas

Se realizd una comparacion estadistica a un 95% de confianza de las determinaciones de ceniza,
humedad, lipidos y proteinas con respecto de las muestras de quitosana evaluadas (mineralizada,

obtenida por método convencional y Sigma Aldrich) usando Microsoft Excel 365.

La Tabla A.l1 correspondiente al analisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en
inglés) presenta para las determinaciones, tipos de quitosana y la interaccion entre ellos valores
de F mayores al valor critico de F, por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que, si

existe diferencia significativa de los parametros evaluados, respectivamente.

Tabla A.1. Analisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en inglés) del andlisis bromatologico, respecto a

las muestras de quitosana evaluadas

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de . Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Determinaciones 236.81 1 236.81 334.64 3.94E-10 4.74
Tipos de quitosana 667.21 2 333.60 471.42 3.94E-12 3.88
Interaccidon 1138.90 2 569.45 804.68 1.64E-13 3.88
Dentro del grupo 8.49 12 0.70

Total 2051.42 17

Hy: Las medias entre parametros son iguales; H;: Las medias entre parametros son diferentes
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A.2. Analisis estadistico correspondiente al porcentaje de N-acetilacion

respecto a las muestras de quitosana evaluadas

Se realiz6 una comparacion estadistica a un 95% de confianza entre el porcentaje N-acetilacion

y las muestras de quitosana evaluadas (mineralizada, obtenida por método convencional y Sigma

Aldrich).

La Tabla A.2 correspondiente al analisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en
inglés) presenta para la N-acetilacion y las muestras evaluadas un valor de F superior al valor
critico de F, por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que, si existe diferencia

significativa entre el porcentaje de N-acetilacion de las muestras de quitosana evaluadas.

Tabla A.2. Andlisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en inglés) del porcentaje de N-acetilacion con

respecto de las muestras de quitosana evaluadas

Origende las Sumade Gradosde Promedio de o Valor critico
= . F Probabilidad

variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados para F

Entre grupos 0.14 2 0.07 1465.33 3.27E-05 9.55

Dentro de los 1.5E-04 3 SE-05

grupos

Total 0.14 5

Hy: Las medias entre parametros son iguales; H;: Las medias entre parametros son diferentes
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A.3. Analisis estadistico de la SPE con quitosana obtenida con el sistema

MeOH-H,0-Ca(l, y cartuchos comerciales (HLB'y Cjy)

Se realiz6 una comparacion estadistica a un 95% de confianza del porcentaje de recuperacion de
los tres herbicidas evaluados (metribuzina, prometrina, terbutilazina) respecto al sistema MeOH-

H,0-CaCl, y los cartuchos comerciales HLB y Cjs.

La Tabla A.3 correspondiente al analisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en
inglés) presenta para las muestras de herbicidas, cartuchos e interaccion entre grupos valores de F
menores al valor critico de F, por lo tanto, se acepta la hipotesis nula y se concluye que, no existe
diferencia significativa entre el porcentaje de recuperacion entre los herbicidas, los cartuchos o la

interaccion entre ellos.

Tabla A.3. Analisis de varianza (ANDEVA, ANOVA por sus siglas en inglés) de la SPE con quitosana obtenida con
el sistema MeOH-H,0-CaCl,y cartuchos comerciales (HLB y Cg)

Origen de las Sumade Grados de Promedio de los e Valor critico
= . F Probabilidad

variaciones cuadrados  libertad cuadrados para F

Herbicidas 43.99 2 21.99 0.64 0.54 4.25

Cartuchos 44.76 2 22.38 0.65 0.54 4.25

Interaccion 126.57 4 31.64 0.92 0.49 3.63

Dentro del grupo 309.03 9 34.33

Total 524.36 17

Hy: Las medias entre parametros son iguales; H;: Las medias entre parametros son diferentes
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A.4. Acervo fotografico

Figura A.4.1. Preparacion del sistema Figura A.4.2. Obtencion del sistema MeOH-H,O-
MeOH-H,0-CaCl, CaCl, (1 mol de metanol, 4 moles de agua y 1 mol de

cloruro de calcio)

Figura A.4.3. Residuos de camaron de la especie Figura A.4.4. Preparacion de los residuos lavados y
Farfantepenaeus aztecus secados a 110°C durante dos horas

Figura A.4.5. Harina de camaron parcialmente Figura A.4.6. Conversion de la harina de camaron a
desproteinizada quitosana mineralizada
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N

Figura A.4.7. Filtracion de la quitosana mineralizada Figura A.4.8. Obtencion de quitosana mineralizada

Figura A.4.9. Cartuchos para extraccion en fase Figura A.4.10. Extraccion en fase solida de
solida elaborados con quitosana mineralizada plaguicidas triazinicos con cartuchos comerciales
HLBy CI8

Figura A.4.11. Sistema utilizado para la extraccion en Figura A.4.12. Cromatografo de gases Agilent
fase solida de plaguicidas Technologies Series 7890 A con detector de
ionizacion de flama (FID)
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A.5. Disposicion controlada de los residuos producidos en esta investigacion

Residuos de camaron café Preparacién de harina
(Farfantepenaeus aztectis) d -
€ camaron
2775 g de CaCl,, Preparacion disolvente
180 mL de H,O destilada ¥ Sistema MeOH-H,0-
99 mL de metanol (‘aClz

10 g de harina de camarén y

250 mL del Obtencion de quitosana
Sistema MeOH-H,0-CaCl,

&

Caracterizacion
quimica de la quitosana

&

Elaboracion de
soluciones patrén de las
triazinas

¢

Optimizacion del proceso
de extraccion en
fase solida

Figura A.5.1. Disposicion controlada de los residuos producidos en esta investigacion

R1: Los residuos organicos no peligrosos provenientes del cefalotorax de camardn se desecharon
de forma adecuada como basura orgénica.

R2: El CaCl, obtenido como residuo del Sistema MeOH-H,0O-CaCl, se recupera para ser
reutilizado en la elaboracion de nuevos lotes de disolvente.

R3: El medio acuoso obtenido del filtrado de la quitosana se desecha en el alcantarillado.

Los residuos acidos generados del analisis bromatologico para la determinacion de proteinas por

el método de Kjeldahl se neutralizan para ser desechados en el alcantarillado y los residuos
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peligrosos generados a partir de las etapas de digestion y destilacion se -etiquetaron
adecuadamente para su posterior tratamiento en la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad
de Quimica de la UNAM (UGA).

RS: Los residuos de disolventes organicos y plaguicidas provenientes de los procesos de
elaboracién de soluciones patréon de las triazinas y de la extraccion en fase solida fueron
etiquetados y entregados a la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la

UNAM (UGA) para su posterior tratamiento.
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