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Resumen

La extraccion en fase solida es la técnica mas empleada como opcidn para la extraccion liquido-liquido, en muestras acuosas de
triazinas permitiendo la retenciéon de analitos especificos con la finalidad de obtener extractos limpios para el andlisis
cromatogréfico. Uno de los materiales alternativos que puede ser empleado como fase sélida es la quitosana, la cual se obtiene
de forma ecoldgica mediante la desacetilacion de la quitina a partir de residuos de camaron de la especie Farfantepenaeus
aztecus y del uso de una mezcla saturada de cloruro de calcio en metanol y agua (sistema CaCl,-MeOH-H,0), ultrasonido y
agitacién. La quitosana mineralizada producto de la aplicacion del sistema CaCl,-MeOH-H,0 se usdé como adsorbente en la
extraccién en fase sdlida para la preconcentracién y cuantificacién de herbicidas triazinicos (metribuzina, prometrina y
terbutilazina) por cromatografia de gases con detector de ionizacidon de flama. La metodologia propuesta en esta investigacion
incluyd la extraccion en fase sdlida, a partir de la saturacion de la mezcla de plaguicidas con NaCl, la aplicacion del tipo de
disolvente y volumen de elucién, la cantidad de fase adsorbente y la comparacion de la quitosana mineralizada con dos
cartuchos comerciales. La quitosana mineralizada obtenida de forma ecolégica puede ser utilizada como fase sélida en las
columnas de EFS, ya que los resultados finales de la extraccion e identificacién fueron comparables con dos cartuchos
comerciales.

Palabras clave: Residuos de camardn, quitosana mineralizada, caracterizacion, plaguicidas triazinicos

Abstract

Solid phase extraction is the most widely used technique as an option for liquid-liquid extraction in aqueous samples of triazines,
which allows the retention of specific analytes in order to obtain clean extracts for chromatographic analysis. One of the
alternative materials that can be used as a solid phase is chitosan, which is obtained in an ecological way through the
deacetylation of chitin from shrimp residues of the species Farfantepenaecus aztecus and the use of a saturated mixture of
chloride of calcium in methanol and water (CaCl,-MeOH-H,0 system ©), ultrasound, and stirring. The mineralized chitosan
product of the application of the CaCl,-MeOH-H,O system © was used as an adsorbent in the solid phase extraction for the
preconcentration and quantification of triazine herbicides (metribuzin, promethrin, and terbutylazine) by gas chromatography
with a flame ionization detector. The methodology proposed in this research included solid phase extraction, from the saturation
of the pesticide mixture with NaCl, the application of the type of solvent and elution volume, the amount of adsorbent phase and
the comparison of mineralized chitosan with two commercial cartridges. The mineralized chitosan obtained in an ecological way
can be used as a solid phase in the EFS columns, since the final results of the extraction and identification were comparable with
two commercial cartridges.

Keywords: Shrimp residues, mineralized chitosan, characterization, triazine pesticides
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INTRODUCCION

La degradacion del ambiente es uno de los principales problemas relacionados con la produccion de
grandes cantidades de residuos organicos e inorganicos (Akdogan et al., 2013). Como parte de la
busqueda de soluciones a esta problematica, en esta investigacion se plantea el aprovechamiento de
los residuos del camardn, cefalotorax y exoesqueleto, a partir de la extraccion ecoldgica de quitina 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 ©). Ademas, se plantea la posibilidad de emplear a la quitosana como
fase solida, para elaborar los denominados “cartuchos de extraccion” usados en la preparacion de
muestras acuosas para determinar y cuantificar sustancias problema mediante la técnica de extraccion
en fase sélida (EFS o SPE por sus siglas en inglés).

La quitosana al ser un biopolimero de cadena lineal que se caracteriza por su alto contenido de
nitrégeno, por ser renovable, biocompatible, bioadsorbente, biodegradable, biofuncional y no tdxico
(Conislla-Bello et al., 2016; Malafaya et al., 2007) le brinda la capacidad de participar en procesos de
adsorcion de sustancias como los herbicidas tan usados en la agricultura.

Las triazinas son plaguicidas pertenecientes al grupo de los herbicidas utilizados para el control del
crecimiento de malezas o plantas no deseadas, por lo que son aplicados directamente en el suelo
(Gutiérrez, 2005; Morales et al., 2014). En general, los herbicidas triazinicos son compuestos efectivos
y econdmicos. Dicha caracteristica ha generado su uso indiscriminado yendo a dar a cuerpos de agua.
Por ello, se busca emplear técnicas de preconcentracion que permitan su identificacion y cuantificacion
de manera econdmica y efectiva.

METODOLOGIA

Elaboracion de harina de camaron

Se emplearon residuos de camardn fresco como materia prima para la produccion de quitosana
mineralizada. Los residuos fueron lavados y secados. Posteriormente, se licuaron con agua destilada,
lo que permitié obtener un compuesto parcialmente desproteinizado. Concluida la molienda, se filtrd y
seco el material. El material seco fue remolido y tamizado a 149 um de tamario promedio de particula
para garantizar una mayor area superficial de las particulas para la disolucion de uno de sus
componentes mas valiosos, conservando el material para la sepraracion de otros mas (Flores-Ortega,
2008).

Preparacion del sistema MeOH-H,0-CaCl, ©

La preparacion del sistema MeOH-H,0-CaCl, © se realizd de acuerdo con Flores-Ortega et al. (2004).
Se pesaron en un matraz 277.5 g de CaCl,, 180 mL de agua (en un bafo de hielo, debido a que se
trata de una reaccion exotérmica) y 99 mL de metanol. La mezcla se colocd en un sistema de reflujo.
Concluido el tiempo se dejo reposar la mezcla a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de reposo
se decantd el disolvente y se guardd en un recipiente de vidrio hermético.

Obtencion de quitosana mediante el sistema MeOH-H,0-CaCl, ©

Se mezclaron la harina de camardn y el sistema MeOH-H,0-CaCl,. La mezcla se agito, se llevd a un
bafio ultrasdnico y se dejo en reposo a temperatura ambiente, se filtrd y el precipitado se lavd con
agua destilada hasta obtener un polvo blanquecino.

Caracterizacion quimica de la quitosana

Se efectud la caracterizacién quimica de la quitosana mineralizada comparandola con quitosana
comercial Sigma-Aldrich y con quitosana obtenida por el método convencional con NaOH (Borja-Urzola
et al., 2021). Se empled la metodologia descrita por la AOAC para su analisis bromatoldgico. La
determinacion de humedad y cenizas se hizo siguiendo los métodos convencionales (Horwitz, 2005;
Nielsen, 2009; Nollet, 2004). La caracterizacion se complementd con un analisis elemental (contenido
total CNHS), ademas de espectroscopia infrarroja (FTIR), difraccion de Rayos X (DRX) y microscopia
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electrdnica de barrido (SEM) realizadas también para la quitosana comercial Sigma-Aldrich usada como
control (Borja-Urzola et al., 2021).

Elaboracion de soluciones patron de plaguicidas
Se elaboraron tres soluciones patron de metribuzina, prometrina y terbutilazina. Se envasaron en un
recipiente ambar y se almacenaron a una temperatura de -22°C (Borja-Urzola et al., 2021).

Condiciones de la cromatografia de gases
Previo a la cuantificacion de los analitos eluidos se obtuvieron las condiciones optimas de operacion del
cromatografo de gases Agilent 7890 A (Borja-Urzola et al., 2021).

Extraccion en fase solida de plaguicidas triazinicos
Preparacion de cartuchos. Se utilizaron columnas para EFS de polipropileno en donde se coloco una
cantidad conocida de fase sdlida en medio de dos papeles filtro.

Proceso de extraccion en fase solida con quitosana mineralizada como adsorbente

1. Acondicionamiento. Se agregaron 7 mL de n-hexano al cartucho de extraccion y se dejo en
contacto durante 5 min. Después de este tiempo, se abrid 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 reguld el flujo del liquido en goteo hasta pasar todo el volumen
de muestra.

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

4. Secado. Se secaron los cartuchos en una centrifuga Eppendorf 5810R.

5. Elucion. Se agregaron 4 mL de acetona y se dejo en contacto. 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 repitid
el mismo procedimiento recolectando las fracciones en un mismo vial.

Optimizacion del proceso de extraccion en fase sdlida de la metribuzina, prometrina y
terbutilazina

Efecto de la saturacion de la matriz. Se prepararon tres disoluciones de 50 mL de mezcla de
plaguicidas a una concentracion de 50 ug/L de agua desionizada. Se emplearon tres variaciones de
saturacién con NaCl: sin saturar, saturacion al 20% y saturacion al 40%.

Efecto del disolvente de elucion (tipo y volumen). Se realizaron diferencias en la elucién 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 recolectd en un vial.

Efecto de la cantidad de adsorbente. Se utilizaron seis columnas para EFS que contenian
quitosana mineralizada en diferentes proporciones 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg.

Comparacion de la quitosana mineralizada con los cartuchos comerciales C18 y OASIS HLB
Se utilizaron cartuchos comerciales de la marca HLB Oasis ® y C;s CHROMABOND®. Los cartuchos
elaborados con quitosana mineralizada y los cartuchos comerciales se prepararon para el proceso de
extraccion.

Resultados y discusion
Caracterizacion quimica de la quitosana

La evaluacion de las muestras de quitosana incluyd una serie de analisis divididos en dos etapas, en
primer lugar se incluyo la caracterizacion fisicoquimica de las muestras de quitosana y finalmente se
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contempld la optimizacion del proceso de extraccion en fase sélida mediante el uso de la quitosana
como adsorbente.

Se evaluaron las tres diferentes muestras de quitosana: La muestra control Sigma-Aldrich, la quitosana
mineralizada y la quitosana obtenida por método convencional con NaOH concentrada. Las tres
muestras se caracterizaron mediante un analisis bromatoldgico de humedad y cenizas, complementado
con un analisis elemental, espectroscopia infrarroja, difraccion de rayos X y microscopia electrdnica de
barrido, como ya se mencion6 en la seccion de metodologia.

El porcentaje de N-acetilacion se determind 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 elucién (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 Cigy OASIS HLB.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 1 se puede observar para el caso de la
humedad porcentajes menores al 8% para todas las muestras, permitiendo suponer que debido a que
el contenido de agua es bajo las muestras pueden ser empleadas como adsorbentes en la EFS y por lo
tanto, la retencion de los analitos no se veria afectada.

Por otra parte, para el caso de las cenizas (Tabla 1) el resultado esta influenciado por la presencia de
impurezas de tipo mineral, como el calcio, contenido como sales de CaCOs o incluso la presencia de
contaminantes metalicos (Hernandez et al., 2009). En la Tabla 1 se aprecia que la quitosana
mineralizada presenta el mayor porcentaje de cenizas (32.47 + 1.59%) en comparacién con las otras
muestras. Esta diferencia se debe a que en el proceso para extraer la quitosana mineralizada con el
sistema CaCl,-MeOH-H,0, parte del calcio contenido en el disolvente puede quedar como remanente
del producto final.

Tabla 1. Caracterizacion quimica de diversas muestras de quitosana

Muestras
Quitosana th,osana Quitosana comercial
mineralizada (Metodo (Sigma Aldrich)
convencional)

Humedad 2.79 £ 0.08 7.32 £ 0.65 6.43 £ 0.19
Cenizas 32.47 £ 1.59 4.95 + 0.03 0.89 £ 0.01

Carbono 27.43 £ 0.01 39.38 £ 0.02 39.16 + 2.67
Hidrogeno 4.05 = 0.00 6.86 = 0.00 6.99+ 0.19
Nitrégeno 5.21 £ 0.00 7.60 £ 0 00 7.22 £ 0.07

Azufre 0.00 £ 0.00 0.01 £ 0.01 0.21 £ 0.06

Por su parte, la quitosana Sigma-Aldrich presentd menor contenido de minerales (0.89 + 0.01%) en
comparacion con las demas muestras analizadas. Esta caracteristica hace referencia tanto al grado de
pureza como a la aplicacion de tratamientos drasticos de acidos y bases fuertes y, por lo tanto, el
contenido de compuestos inorganicos disminuye.

El porcentaje de nitrogeno presente en la quitosana comercial fue de 7.60 + 0.00% (Tabla 1). 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
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disminuy6 después del tratamiento con el disolvente y la aplicacién de ultrasonido. Por lo tanto, se
obtuvo un compuesto completamente desproteinizado y parcialmente desacetilado.

La presencia de minerales remanentes en la quitosana mineralizada se puede ver reflejada en los
analisis de espectroscopia infrarroja, difraccion de rayos X y microscopia electrénica de barrido (Borja-
Urzola et al., 2021). De acuerdo con los resultados de espectroscopia infrarroja (Figura 1) presentados
a continuacién, se puede observar una banda caracteristica con definicién a 870 cm™ indicando la
presencia de carbonato de calcio para el caso de la quitosana mineralizada. En general, para las tres
muestras evaluadas (Figuras 1 a 3, modificadas de Borja-Urzola et al., 2020) se pueden observar las
bandas de los grupos funcionales caracteristicos de la molécula de quitosana a 1650 cm-!
correspondiente al grupo amino, las bandas de los grupos -OH a 3434cm™ y -N-H a 3269cm™, las
bandas de grupo -C-H a 2898 cm-1, el grupo pirandsico en 1070 cm™, y el grupo -C-O-C a 1014cm™.

100 100

e 100 \/\j
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3 88
3650 SDSL‘L““gimiLZDE i (s:lﬁj) 1250 650 Lnngimd d; i “m-“‘) o 3650 3OSDL“ngimzﬂzi i l:j) 1250 850
Figura 1. Espectro de FTIR de Figura 2. Espectro FTIR de Figura 3. Espectro FTIR de
quitosana mineralizada (QM) quitosana obtenida por quitosana comercial Sigma
(Borja-Urzola et al, 2020) método convencional Aldrich (QS)
(QNaOH) (Borja-Urzola et al, 2020)

(Borja-Urzola et al, 2020)

Una vez obtenidos los resultados de la espectroscopia infrarroja se pudo determinar mediante las
Ecuaciones 2 y 3 el porcentaje de N-acetilacion y N-desacetilacion de las muestras de quitosana (Tabla
2). Las muestras presentaron porcentajes maximos y minimos de N-desacetilacion de 80.61% para la
quitosana Sigma Aldrich y 80.22% para la quitosana mineralizada. De acuerdo con los resultados
obtenidos, se logré extraer quitosana (mineralizada y obtenida por método convencional) con un
porcentaje de N-desacetilacion superior al 40%. Ademas, las quitosanas extraidas presentaron
porcentajes de N-desacetilacion y N-acetilacion similares a la muestra control Sigma Aldrich (El-Knidri
et al., 2018; Escobar y Vergara, 2013; Hernandez et al., 2009). Es importante sefalar que el
porcentaje de acetilaciéon calculado por FTIR depende de las bandas de adsorcién seleccionadas como
la banda analitica y de referencia, por lo que este valor puede variar si se emplea otro método:

:—"’r = (0.3822+0.03133) = N — acetilaciéon (%) +r=0.99 (1)
R
N — acetilacion (%) = 31.92 (24) - 12.20 2)
R
N — desacetilaciéon (%)= 100 — N — acetilacién (%) 3)

donde Ay es la intensidad de la banda caracteristica o de prueba y Ag es la intensidad de la banda de
referencia.

Tabla 2. Determinacion del grado de N-acetilacion y N-desacetilacion de las muestras de quitosana

evaluadas
Muestras Grado de N-acetilacion Grado de N-desacetilacion
(%) (%)
Quitosana mineralizada 19.78 80.22
Quitosana método convencional 19.55 80.45
Quitosana (Sigma Aldrich) 19.39 80.61
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La comparacién de los patrones de difraccion de rayos X (Borja-Urzola et al., 2021) 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 y Vergara, 2013). Los picos en 26=30° hasta 50°
corresponden a la presencia de minerales provenientes de la aplicacion del sistema MeOH-H,0-CaCl..
La quitosana Sigma-Aldrich presenté un patron de difraccion similar a la quitosana obtenida por el
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
permitid obtener quitosana con un mayor grado de pureza debido a la eliminacion de proteinas y
minerales con los procesos de desproteinizacion y desmineralizacién, respectivamente (Figura 4).

4000 =
3500 A
a 3000 4
= — Harina de camardén
O 2500 - Quitosana (Mineralizada)
_— . - Quitosana (Método convencional)
'_g 2000 A Quitosana (Sigma Aldrich)
I; \
= 1500 S
W
&
= 1000
500 +
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

20 (grados)

Figura 4. Difractogramas de harina de camarén, de la quitosana obtenida por método convencional
(QNaOH), quitosana mineralizada (QM) y quitosana Sigma-Aldrich (QS)

Las micrografias electrénicas de barrido de los tres tipos de quitosana evaluadas a magnitudes de 100x
y 5000x se presentan en la Figura 5. Las Figuras a y b, corresponden a las micrografias de la
quitosana mineralizada. A una magnitud de 100x, la Figura 5a mostr6 formas de tamafio y distribucion
irregular con superficies ligeramente lisas. La Figura 5b presentd una superficie rugosa y globular con
incrustaciones o aglomerados de particulas amorfas. De igual manera, se observaron poros irregulares
en toda la superficie asociadas al carbonato de calcio (CaCOs) residual obtenido al emplear el sistema
MeOH-H,0-CaCl,. La quitosana elaborada por el método convencional presentd, particulas de tamano
y forma irregular con una superficie en su mayoria lisa o semicristalina. La quitosana de la Figura 5d
tuvo una estructura rugosa, agrietada y microfibrilar con particulas porosas de diferentes tamafios.
Para las Figuras correspondientes a la quitosana Sigma Aldrich, se observo una estructura heterogénea
con aglomeracion de particulas irregulares. También mostro una superficie microfibrilar, aspera y semi
uniforme con copos amorfos incrustados de manera aleatoria en toda la superficie estudiada.

Los andlisis elementales de espectroscopia de energia dispersa (Borja-Urzola et al., 2020) 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. Para el caso de la quitosana obtenida por método
convencional (Figura 6c, d) y la quitosana Sigma-Aldrich (Figura 6e, 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 desmineralizacién. En ellos, se grafica el nimero (conteo) de
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rayos X recibidos y procesados por el detector en funcién de la energia de los niveles atémicos de los
elementos detectados.

FQ=-USAII ¢

e) f)

Figura 5. Microscopia electrénica 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

De acuerdo con lo expuesto en la Figura 5 y lo observado en la Figura 6 se puede confirmar para la
quitosana mineralizada (Figura 6a, b) la presencia de calcio en su forma de ion Ca*. Por otro lado, la
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identificacion de carbono y oxigeno en la estructura podria favorecer la formacién del anién COs* y a
su vez, generar carbonato de calcio (CaCOs).
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Figura 6. Espectroscopia de energia dispersa (£DS, en inglés). a), b) Espectros de quitosana
mineralizada; c), d) Quitosana obtenida por método convencional; €), f) Quitosana Sigma Aldrich

La mineralizacion o formacion de carbonato de calcio en la estructura puede atribuirse a la nucleacion
cinética y termodinamica 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

Revista Ambiens Techné et Scientia México ISSN 2954-3622 9(1) 2021



75

extraccion en fase solida, pues, confiere permeabilidad a la estructura y permite un mejor fluido de la
muestra a través del cartucho.

Optimizacion del proceso de extraccion en fase sdlida de la metribuzina, prometrina y
terbutilazina

Efecto de la saturacion de la matriz

Se calculd el porcentaje de recuperacion de los plaguicidas (Ecuacion 4) como indicador de la eficiencia
de proceso de extraccion. Al saturar la muestra con NaCl (Figura 7), se incremento la capacidad de
adsorcion de los analitos en el adsorbente de quitosana mineralizada.

0 de recuperacion (%R) = 222232 L 100 4)

Area gsperada

Para los tres plaguicidas analizados se obtuvo la misma tendencia. Cuando la matriz no se satur6 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.

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., 2019).

120

92.33% 94 56% 94.47%

Porcentaje de recuperacién
(%oR)

Terbutilazina Metribuzina Prometrina
¥ Quitosana- sin saturar W Quitosana- saturada 20% B Quitosana- saturada 40%

Figura 7. Efecto de la saturacién del agua de las mezclas de plaguicidas con NaCl

Efecto del disolvente de elucién (tipo y volumen)

Estos disolventes fueron evaluados de forma separada (Figura 8) y los resultados mostraron 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 presentd 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 interaccion quitosana-plaguicida fue 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
metanol, que es un disolvente altamente polar, este fue capaz de romper la interaccion adsorbente-
analito, al formar puentes de hidrégeno con la metribuzina.
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Porcentaje de recupera

ACNMeOH ACET AcTN iPrOH MeOH ACTNACETMeOH  AcITNMeOH

= Terbuiiiazina E Meiribuzina = Fromeirina

*ACN: Acetonitrilo, MeOH: Metanol, ACET: Acetato de etilo, iPrOH: isopropanol y ACTN: acetona
Figura 8. Efecto del tipo de disolvente en la elucion de los analitos

Las interacciones que predominaron en el caso de la prometrina y terbutilazina fueron interacciones
polares débiles como las interacciones hidrofilicas o dipolo-dipolo y debido a esto, estos analitos no
lograron ser eluidos con el metanol, pero se eluyeron con disolventes de mediana polaridad como el
isopropanol o con los disolventes aprdticos como la acetona, acetato de etilo y acetonitrilo que fueron
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. El volumen de elucién (Figura 9) del disolvente seleccionado (acetona:metanol, 80:20, v/v)
se estudié entre un rango de 2 a 10 mL. Los resultados obtenidos mostraron que el volumen de 6 mL
de la mezcla acetona:metanol permitié la elucion 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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& 6000 F
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-
< 4000 }

2000

0 Y Y P
0 2 4 6 8 10 12
Volumen de disolvente (mL)
=== Terbutilazina === ©Metribuzina == Prometrina

Figura 9. Efecto del volumen de disolvente

Efecto de la cantidad de adsorbente

Debido a que la cantidad de adsorbente es un parametro de gran importancia para lograr buenos
porcentajes de recuperacion en la EFS, se evalud la cantidad dptima de adsorbente en los cartuchos.
Estos fueron empacados con 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg de la quitosana mineralizada en los
cuales, se hizo pasar una solucion de 50 pg (Figura 10). El efecto de la cantidad de quitosana
mineralizada (Figura 10) como adsorbente empacado en cartuchos de EFS mostrd que al incrementar
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la cantidad de adsorbente se incrementd el porcentaje de recuperacion para los tres plaguicidas. Lo
anterior se debié a que la capacidad de adsorcidn se incrementé a medida que aumentaba la cantidad
de adsorbente. De esta manera, se obtuvo una mayor disponibilidad de sitios activos en la fase sdlida
para que se produjera la retencion de los compuestos.

160
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120 100.57% 103.72%
100
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o o o O

o

Porcentaje de recuperacion (%oR)

100 200 300 400 500 600

Cantidad de adsorbente (ng)
® Terbutilazina ®m Metribuzina = Prometrina

Figura 10. Porcentaje de recuperacion debida a la variacion en la cantidad de adsorbente

A partir de los cartuchos de 400 mg los porcentajes de recuperacion resultaron mayores que el 100%
(por cuestiones analiticas y de calculos). Debido a los altos porcentajes de recuperacion, se decidid
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

Comparacion de la adsorbente quitosana mineralizada con cartuchos comerciales C,s y
OASIS HLB

Algunas de las caracteristicas de los cartuchos para EFS de la marca HLB Oasis ® fueron las
siguientes: “El adsorbente es un polimero muy hidrofilico, humectable con agua, posee equilibrio
hidrofilico-lipofilico Unico, 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 acidos” (como la metribuzina) (Waters, 2020).

El cartucho C;3 CHROMABOND ® (f= flujo rapido) posee las siguientes caracteristicas: “Es de material
elaborado con silice ligado a octadecilo, con contenido de carbono del 14%. Proporciona interacciones
hidrofdbicas y no polares con una amplia variedad de compuestos organicos. 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 C18
CHROMABOND® son Utiles para la EFS de la metribuzina, prometrina y terbutilazina. Con lo anterior
se logrd hacer la comparacion con los cartuchos elaborados a base de quitosana mineralizada.

El porcentaje de retencion es del 100% para los tres tipos diferentes de adsorbentes (Figura 11.0).
Esto demuestra que la quitosana mineralizada obtenida de forma ecoldgica puede ser utilizada como
fase solida en las columnas de EFS, y que los resultados finales de la extraccion e identificacion son
comparables con los cartuchos comerciales.
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Porcentaje de recuperacion

Quitosana HLB C18
® Terbutilazina ® Metribuzina ®m Prometrina

Figura 11. Comparacién de la SPE con quitosana obtenida con el sistema MeOH-H,0-CaCl, y cartuchos
comerciales (HLB y Cig)

CONCLUSIONES

Fue posible la obtencion de quitosana mineralizada a partir de los residuos de camardn café
(Farfantepenaeus aztecus) al utilizar el sistema CaCl,-MeOH-H20, ultrasonido y agitacion.

En comparacion con las propiedades quimicas vy fisicas de la quitosana Sigma-Aldrich usada como
control y la quitosana obtenida con el método quimico convencional, la quitosana mineralizada
presento6 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,0-CaCl,, ademas de ser utilizado en la obtencion de quitina, también puede ser
utilizado junto con la agitacion y el ultrasonido para inducir la reaccion de desacetilacion y obtener
quitosana con un porcentaje de desacetilacion superior al 40% (Borja-Urzola et a/., 2020, 2021)

La quitosana mineralizada, debido a su permeabilidad, fue aplicada de manera satisfactoria como
adsorbente en la extraccion en fase solida 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 logré 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.

GLOSARIO

AcET Acetato de etilo

ACN Acetonitrilo

ACTN Acetona

AOCAC Asociacion de Quimicos Analiticos Estadounidenses por sus siglas en inglés,
Association of Official Analytical Chemists

Cis Fase adsorbente de octadecilo ligado a silice

CNHS Carbono, Nitrégeno, Hidrogeno y Azufre

DRX Difraccion de Rayos X
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EDS Espectroscopia de energia dispersa o dispersion de energia de rayos X por
sus siglas en inglés, energy dispersive spectroscopy

EFS Extraccion en fase sdlida (SPE por sus siglas en inglés: solid phase
extraction)

FTIR Espectroscopia infrarroja por sus siglas en inglés, Fourier-transform infrared
spectroscopy

iPOH Isopropanol

MeOH Metanol

OASIS HLB Fase adsorbente de polidivinilbenceno-N-vinilpirrolidona

QM Quitosana mineralizada

QNaOH Quitosana obtenida por método convencional

QS Quitosana Sigma Aldrich

SEM Microscopia electronica de barrido por sus siglas en inglés, scanning
electron microscopy

SISTEMA MeOH- Disolvente elaborado con Metanol, Agua y Cloruro de calcio en proporciones

H,0-CaCl, © molares 1:4:1, respectivamente, conocido como MAC-141© (Flores-Ortega
et al., 2004)
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