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RESUMEN

Se describe un método para el andlisis de herbicidas del tipo clorofenoxi presentes
en aguas, usando Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia. La concentracion, limpieza,
separacion y cuantificacion de estos compuestos se realiza por un proceso en linea,
basdndose en los métodos de exfraccion en fase solida que presentan considerables
ventajas en relacion a los tradicionales métodos de extraccion liquido-liquide (ELL).

Para lograr ésto se diseiid un sistema de precolumnas interconectadas mediante véalvulas
de paso, con el fin de preconcentrar selectiva y cuantitativamente dichos compuestos que
generalmente se encuentran en concentraciones del orden de partes por bill6n en agua.

Lo relevante de esta metodologia es que puede ser una alternativa a los métodos
convencionales ya establecidos, que en su mayoria se efectilan por ELL, y por lo tanto
son potencialmente peligrosos y contaminantes.

La recuperacién de los herbicidas probados con esta metodologia es cercana al 100%, con
un coeficiente de variacion menor del 10%. El método resulto lineal en un intervalo de
1-80 pug/L y se aplico a muestras de agua potable y de rio mostrando una buena eficiencia.



INTRODUCCION

Los herbicidas del tipo acido clorofenoxi, formulados como sales o alquil ésteres, han
sido extensivamente usados para el control de malezas en presas y campos de cultivo de
cereales. Su persistencia en el suelo es de uno a cinco meses pero se sospecha de una alta
persistencia en agua, debido a que ésta posee una baja actividad de biodegradacién para
este tipo de contaminantes.

Estos herbicidas se introducen en las aguas superficiales y subterraneas por el drenado
natural de los suelos debido a las lluvias o por infiltracion. Este hecho y la evidencia de su
toxicidad han demandado el desarrollo de métodos selectivos y sensibles para su
determinacion-a niveles de trazas en matrices como aguas naturales, superficiales o
subterraneas, que son utilizadas como suministro de agua potable.

Los métodos establecidos para la determinacidn de estos contaminantes en agua requieren
de extracciones liquido-liquido para aislar los analitos de interés, evaporacion del
disolvente para concentrarlos y finalmente una posterior derivacion para proceder a su
analisis por Cromatografia de Gases. Estos procedimientos son prolongados y laboriosos,
la muestra es manipulada continuamente, lo que incrementa los riesgos de pérdida o
contaminacion durante el tratamiento, asi como la peligrosa exposicion del analista que
manipula las disoluciones concentradas de estos productos téxicos. Por otra parte, el
consumo de grandes voliimenes de disolventes muy. puros y su posterior evaporacion
hacen que estos métodos resulten excesivamente costosos y- que ellos. mismos sean
contaminantes. :

Estos inconvenientes, asi como el gran tiempo empleado en todo el proceso, puden ser
reducidos - exitosamente utilizando la extraccién en fase solida, ya sea en forma
discontinua (off-line) o en linea (on-line), seguida por el andlisis por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) con deteccion UV.

Debido a su alta capacidad de adsorcidn, los copolimeros de poliestirero-divinilbenceno
han sido seleccionados para la extraccion y enriquecimiento de los compuestos a niveles
de trazas y que presentan una polaridad moderada. Estos adsorbentes son muy estables en
un amplio intervalo de pH, lo cual es una ventaja para el analisis de solutos con
propiedades 4cido-base que requieren valores extremos de pH, como es el -caso de los
acidos clorofenoxi, cuyos valores de pKa se encuentran alrrededor de 2.5 a 4.8. En efecto,
para lograr la extraccion de estos analitos por el adsorbente son necesarias condiciones
muy acidas para mantenerlos en su forma molecular y, posteriormente, se requiere un
cambio a condiciones basicas para desorberlos en su forma idnica.

(38



Sin embargo, todos los adsorbentes del tipo fase reversa, entre los cuales se cuentan los
copolimeros de poliestireno-divinilbenceno, presentan la desventaja de ser poco
selectivos. Por ello es necesario considerar una etapa subsecuente de limpieza del
material extraido y concentrado, con el fin de eliminar los compuestos interferentes que
pudieran ser co-extraidos en las muestras de aguas naturales.

En la literatura se han propuesto basicamente dos métodos para la limpieza del extracto
en sistemas en linea. El primero consiste en lavar la precolumna, que contiene el
compuesto de interés adsorbido en el material polimérico, con un pequeiio volumen de
una mezcla acetonitrilo-agua de tal manera que este no se eluya; posteriormente la
precolumna se acopla con la columna analitica, y se efectiia la elucion, separacion y
analisis en linea de los solutos. En el segundo método, la precolumna es eluida con una
disolucién acuosa de pH muy elevado, pero solamente una fraccion del eluato es enviada
a la columna analitica para su posterior andlisis (heartcutting). Estos dos procedimientos
presentan todavia algunas limitaciones. En el primer caso la limpieza no es suficiente, por
lo que al trabajar con matrices complejas como las aguas superficiales persisten algunos
interferentes que dificultan la determinacioén de los 4cidos clorofenoxi. En el segundo
caso, el control de la instrumentacién es muy delicado ya que sélo una pequefia fraccion
del eluato (300pL) debe ser transferida a la-columna analitica; ademas ésta Gltima debe
estar empacada con una fase estacionaria que resista el elevado pH de la disolucion que se
utilizara para lograr la elucion de los solutos de la precolumna.

En este trabajo se propone un método alternativo que consiste en utilizar dos precolumnas
en serie, una empacada con un adsorbente de gran capacidad pero poco selectivo y la ofra
empacada con un adsorbente selectivo para compuestos ionizables. Los analitos de interés
y algunos otros compuestos presentes en la muestra son extraidos y concentrados en la
primera precolumna. Posteriormente, los &cidos clorofenoxi son transferidos a ia segunda
precolumna con una fase mévil que permite la ionizaciéon de los analitos de interés.
Finalmente ésta ultima se acopla en linea con la columna analitica para eluir y separar los
solutos en su forma molecular mediante un gradiente de elucion.



CAPITULO 1.
ANTECEDENTES
1.1 Contaminacion del agua por herbicidas.

En la actualidad, el agua es un recurso natural que se ve afectado por la contaminacién
ambiental. Un ejemplo de esto es el creciente uso de los herbicidas para el control de la
maleza 6 mala hierba, ya sea en los campos de cultivo de cereales, como en el control de

la maleza acudtica presente en presas, estanques o en canales destinados a la navegacion
2
(Bowner, 1987)® .

Muchos de los herbicidas empleados pueden ser rapidamente degradados en el suelo,
mientras que otros pueden ser detectados atin en los depositos de aguas subterraneas.

En el caso de los empleados en la agricultura, éstos pueden llegar a extenderse a las aguas
superficiales en donde pueden persistir por largos periodos a muy bajas concentraciones.
Su incorporacién se explica por la percolacién y drenaje de las tierras de cultivo asi como
por las diseminaciones de aplicaciones aéreas y de la limpieza de los equipos empleados
para las aplicaciones de los herbicidas.(Ver figura 1.1)

En el uso de cualquier herbicida, la principal preocupacidn consiste en-que no tenga
efectos perjudiciales fisiol6gicos en el hombre , asi como tampoco en la flora y fauna que
puedan tener contacto con ellos, ya que su uso principal es como agente preventivo y
esterilizante.

La presencia de los herbicidas en el medioacuatico dependerd de diversos factores fisicos,
quimicos y biolégicos, que determinaran su adsorcién sobre superficies solidas, su
descomposicion, su hidrélisis, su retencién y eliminacioén en los sistemas bioldgicos y sus
reacciones de precipitacion. Subsecuentemente, estos factores determinan el tiempo de
exposicion del hombre a los herbicidas provenientes del medio acudtico.

En el caso especifico de los acidos clorofenoxiacéticos, el mas estudiado es el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), que se usa para el control de plantas acuaticas.

El estudio de su ciclo en el agua indica que este herbicida puede persistir por tiempos
prolongados, mientras que en el suelo se sabe que su persistencia es de 3 a 5 meses (1) .
Por ello es importante su monitoreo asi como el de otros compuestos similares
provenientes del grupo de los herbicidas clorofenoxi. Debido a que algunas aguas
superficiales pueden estar contaminadas con dichos compuestos, y conio ya se menciond,
éstas sirven como suministros de agua potable, por lo tanto es necesario eliminar este tipo
de herbicidas en las plantas de tratamiento.



El 2,4-D en México es usado principalmene en la agricultura para el control de la maleza
en sembradios de arroz, avena, cafia de aziicar, centeno, esparrago, maiz, sorgo vy trigo.
Ademads en dreas como potreros, pastizales y prados. Otro herbicida que es ampliamente
usado en el pais es el dcido 2,4-diclorofenoxibutirico (2,4-DB) que corresponde al grupo
de los herbicidas hormonales selectivos post-emergentes y se usa en el control de la -
maleza de los cultivos de alfalfa, cacahuate y soya.
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1.2 Recopilacion sobre Ios métodos para el analisis de los Aacidos
clorofenoxicarboxilicos.

La demanda de contar con métodos analiticos automatizados para monitorear los residuos
de los herbicidas en aguas es cada vez mds creciente. De esta forma se podria contar con
una rapida informacidn en cuanto a la presencia de dichos compuestos, asi como conocer
si la concentracion detectada es de alerta o definitivamente de peligro.

Los métodos oficiales mas comunmente empleados para la determinacidon de los
herbicidas acidos clorofenoxi en muestras de agua se basan en una doble extraccion
liquido-liquido (ELL) a diferentes valores de pH. [nicialmente la muestra se ajusta a pH
basico y se extrae con el disolvente organico (eter dietilico o diclorometano) para
eliminar compuestos orgénicos de baja polaridad y no ionizables; en estas condiciones los
acidos clorofenoxi se encuentran ionizados y permanecen en la fase acuosa.
Posteriormente esta Gltima se acidifica a un valor de pH cercano a uno y. se efectia una
segunda extraccion que permite recuperar los analitos de interés en la fase organica en su
forma molecular . Después de la evaporacion del disolvente orgénico se procede a la
conversion de los acidos clorofenoxi a sus respectivos metil ésteres derivados (los
reactivos derivatizantes usados son diazometano o pentafluorbencilo). Finalmente se
continfia con la separacién y cuantificacion por Cromatografia de Gases, usando un
detector de captura de electrones (CG-DCE).

En términos generales podemos sefialar que.los compuestos polares que presentan bajas
presiones de vapor pueden ser analizados de manera mds simple por Cromatografia de
Liquidos (CL), ya'que se evita la etapa de derivacion.

Dentro de los métodos oficiales que emplean CL se sugiere que las muéstras de agua sean
ajustadas a valores de pH 4cidos (pH < 2) antes de realizar su ELL y que la deteccion de
tales compuestos se realice con un detector'de arreglo de diodos.

Una alternativa a la ELL, es el uso de las técnicas de extraccion en fase solida (EFS), ya
sea en forma diferida {off-line) o en linea (on line). En la primera opcidn, se sugiere el
uso de cartuchos empacados con adsorbentes del tipo Carbopack, mientras que en los
sistemas en linea se pueden usar precolumnas de acero inoxidable empacadas con
adsorbentes de tipo polimérico (PLRP-S) o silicas modificadas (C,g). Recientemente se ha
propuesto el uso de discos denominados Empore® como otra alternativa a la ELL. En este
caso el pH de la muestra puede encontrarse entre valores de 1 a 7.



En la tabla 1.1 se da un resumen sobre algunos métodos propuestos para el anélisis de los
dcidos clorofenoxi presentes en muestras de agua.

TABLA 1.1 METOBOS EMPLEADOS PARA EL ANALISIS DE LOS ACIDOS
CLOROFENOXI. '

A =230 y 280 nm

24-D y 24,5-T ELL >97 8-16 Renberg L.
Cromatografia de Gases pg/L (1974)®
Detector de Captura de
) Electrones .
2,4-D y MCPA Analisis ELL 70 30 pg/L Cabras P.
Cromatografia de Liquidos (1982
Detector de UV
A =220 nm
24-Dy2,4,5-T Grado EFS (on line) 70-90 - Smith R.L.
HPLC | Cromatografia de Liquidos (1983)@
Detector de UV
A=254nm
24-D,2,4,5-Ty Grado EFS (off-line) 80-100 | 10 pg/L Hoké S.H.
SILVEX HPLC | Cromatografia de Liquidos (1986)"Y
Detector de UV
A =280 nm
24-5,245-Ty Grado ELL + EFS (on line) 88-100 0.020 Hamann R.
SILVEX HPLC | Cromatografia de Liquidos ng/L (1987)®
' Detector de UV
A =230 y 280 nm
MCPA, MCPP, Potable y EFS (on line) 70-114 [ 0.1-0.5 Geerdink R.B.
2,4-D, 2,4,5-T y | Superficial | Cromatografia de Liquidos ng/L (1989)®
2,4-DB Detector de UV
A =230 y 280 nm
2,4-D, 2,4-DB, Grado EFS (off-line) 96-101 10 - 50 Betti A.
SILVEX, MCPA y | Reactivo |Cromatografia de Liquidos ne/L 1990y
MCPP Detector de UV '
A =220y 230 nm
2.4-D, 2,4-DB, Rio ELL 67-87 | 0.080 Schiissler W.
MCPA y Cromatografia de Liquidos ng/L 1990y
DICLORPROP Detector de UV

7 (%)R = Porciento de Recuperacion; ™ LDM = Limite de detecci6n; EFS = Extraccion Fase Sélida

ELL = Extraccion Liquido Liquido. .
2.4-D = Acido (2,4-Diclorofenoxi) acético; 2,4-DB = Acido 4-(2,4-Diclorofenoxi) butirico;

DICLORPROP = 2,4-DP = Acido 2-(2,4- Diclorofenoxi) propiénico;, MECOPROP = MCPP = Acido
2-(4-Cloro-2-metilfenoxi) propiénico; MCPA = Acido ( 4-Cloro-2-metilfenoxi) acético; SILVEX =
2,4,5-TP = Acido 2-(2,4,5-Tricloeofenoxi) propiénico.
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TABLA 1.1 METODOS EMPLEADOS PARA EL. ANALISIS DE LOS ACIDOS
CLOROFENOXI (continuacién).

-T,2,4-DBy (on line) .05 -
SILVEX Potable | Cromatografia de Liquidos 0.1 pg/L (1 991)“”
Superficial Detector de UV
A =230 nm :
2.4-D,2,4,5-Ty Destilada EFS (off-line) 89-109 | 1.1 pg/L Incorvina
SILVEX Cromatografia de Liquidos Mattina M.J. -
Deteccion por (1991

Espectrometria de Masas,
con acoplamiento -de
particion del efluente.

2,4-D, MCPA, Potable EFS (off-line) 92-107 10.020 pg/L Schuster R.
2,4-DB, Cromatografia de Liquidos’ 1991y
DICLOROPROP, Detector de Arreglo de '
SILVEX, Diodos
MECOPROP, A =230 nm
MCPAy2,4,5-T
MCPA y MCPP Estuario EFS (on line) | >80 0.1 pg/L, Chiron S.
Cromatografia de Liquidos ‘ (19940
Detector de Arreglo de
Diodos
A =200 nm

T(%)R = Porciento de Recuperacién; "’ LDM = Limite de deteccién; EFS = Extraccién Fase Sélida
ELL = Extraccién Liquido Liquido.
2.4-D = Acido (2,4-Diclorofenoxi) acético; 2,4-DB = Acido 4-(2,4-Diclorofenoxi) butirico;
DICLORPROP =2,4-DP = Acido 2-(2,4- chlorofeno‘u) propiénico; MECOPROP = MCPP = Acido
2-(4-Cloro-2-metilfenoxi) propiénico; MCPA = Acido ( 4-Cloro-2-metilfenoxi) acético; SIL\/EX =
2,4,5-TP = Acido 2-(2,4,5-Tricloeofenoxi) propitnico.

Los métodos oficiales empleados en la determinacion de los herbicidas dcidos clorofenoxi
son el método 8150 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA)" y el método 6640 del Comité de Métodos Estandar para el examen del agua y
de aguas residuales® '

En la tabla 1.2 se muestran los 4cidos clorofenoxi analizados por cada método indicando
su limite de deteccion y porcentaje de recuperacion.



TABLA 1.2 METODOS OFICIALES EMPLEADOS PARA EL ANALISIS DE LOS ACIDOS
CLOROFENOXI.

LDM %R LDM %R

24D 0.010-0.050pg/L | 93 09ingl, 93
24,5T | 0.020-0.100ugL | 100 0.20pg/L. 83-85

SILVEX | 0.020-0.100ug/L | 94 0.17ug/L 88
MCPA ND ND 249pg/L, 73-98
MECOPROP ND ND 192ug/L. 94-97
DICLOROPROP ND ND 0.65pg/L 72-97
2,4-DB ND ND 1 20pg/L 75-77

MCME método 6640 ; @ USEPA método 81507 ; @ LDM = Limite de deteccién;
) (94)R = Porcentaje de Recuperacién; ND = no se determin.

1.3 Descripcion del 'uso de la Tecnologia de las Precolumnas Conmutadas, para la
preconcentracion y limpieza de muestras de agua.

Una proposicion para la preparacion de muestras ambientales cuya matriz son las aguas
subterraneas, superficiales o potables, es la de emplear adsorbentes s6lidos, con el fin de
enriquecer aquellos componentes que estdn presentes en niveles de trazas, antes de ser
separados y detectados.

Esta técnica de preconcentracidn conocida como Extraccion Solido - Liquido (ESL) o
Extraccion en Fase Solida (EFS) presenta la ventaja de ser rapida y capaz de conseguir
altos factores de concentracion.

Se fundamenta en el fenémeno de la sorcion, que a su vez involucra los siguientes
mecanismos fisico-quimicos: adsorcion, absorcion, adsorcién quimica y la condensacion
capilar, ya sea de los componentes en estado gaseoso o de las substancias disueltas sobre
los adsorbentes solidos. )
La seleccion del adsorbente a emplear para la preconcentraciéon de los compuestos en
estudio, se fundamenta en la naturaleza quimica de éstos mismos. de tal forma, que su
coeficiente de distribucion entre el adsorbente y el agua deberd ser lo mas grande posible.
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Al pasar una muestra de agua conteniendo los solutos de¢ interés a través de la columna de
concentracion, se presentara un proceso cromatografico conocido como "cromatografia
frontal", en donde los compuestos seran adsorbidos de acuerdo al coeficiente de
distribucion del sistema particularmente propuesto ( adsorbente / agua ). La posterior
desorcidn se puede realizar mediante un disolvente organico. El volumen empleado para
este fin deberd ser pequefio y permitird la desorcion total de los solutos en estudio (Ver
figura 1.2).

De ahi que los compuestos en estudio presentes en el agua seran retenidos por la columna
y el agua que salga de ésta, estara libre de ellos. Sinh embargo después de pasar-un cierto
volumen de agua, se ha encontrado que ésta nuevamente presenta los contaminantes, por
lo que se dice que se tiene una saturacion del adsorbente que a su vez estara relacionado
con el factor de capacidad o de retencion de cada soluto. La cendicion ideal para la
extraccion serd cuando los contaminantes estén adsorbidos en un 100% al agente
adsorbente. Esto dependera del tipo de adsorbente seleccionado, de la estructura del
compuesto, del pH de la disolucién acuosa, de la concentracién presente de los
contaminantes en la muestra, del factor de retencion en agua pura y del volumen de
muestra usado para la concentracion.

Los principales adsorbentes solidos empleados en la preconcentracion de los herbicidas
acidos clorofenoxi presentes en muestras de agua son los polimeros porosos, las fases
apolares quimicamente enlazadas y los intercambiadores de iones (Ver figura 1.3).

Los copolimeros de estireno-divinilbenceno porosos presentan una estructura rigida, que
les permite tener una alta resistencia a la presion ademas de ser estables en el intervalo de
pH de 1 a 14 y son conocidos comercialmente como PRP (Hamilton) y PLRP-S (Polymer
Labs). Este tipo de adsorbente presenta la propiedad de retener a los analitos en su forma
neutra, sin embargo en algunos casos los solutos de cardcter altamente hidrofébico
pueden ser retenidos muy fuertemente, atin cuando se encuentran ionizados.

El mecanismo de retencién para este tipo de adsorbente no ha sido estudiado con
profundidad, pero se ha tratado de explicar su comportamiento en relaciéon a las
interacciones hidrofébicas similares a las generadas en las fases quimicamente enlazadas
Cs. Ademés, debido a la presencia de anillos aromaticos en la red de la matriz
polimérica, se pueden esperar también fuertes interacciones =m-m con los anillos
aromaticos de los solutos (Hennion y Coquart 1993) 9.

Es interesante mencionar que la capacidad de adsorcion de los copolimeros estireno-
divinil benceno disminuye hacia cierto tipo de compuestos, sobre todo de naturaleza
aromatica conforme el adsorbente se va usando. Lo anterior se atribuye a la compactacion
que experimentan las particulas del polimero. Afortunadamente la capacidad de este tipo
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de soportes se puede regenerar facilmente con un tratamiento a base de disoluciones
acuosas de alcoholes (Jahangir y Samuelson 1980)"? .

Los intercambiadores de iones permiten efectuar una extraccion selectiva de especies
ionizadas o ionizables, que son poco retenidas sobre los soportes apolares.

Los soportes solidos empleados para la preparacion de intercambiadores idnicos en HPLC
varian en su estructura. Los mis empleados son de naturaleza porosa, estan formados por
esferas macroporosas, constituidas por una matriz macromolecular formada por cadenas
de poliestireno unidos con puentes de divinil benceno mediante un proceso de
copolimerizacién. En funcién del intercambiador que se desee obtener anidnico o
catidnico, la matriz polimérica se somete a distintos tipos de tratamiento. La sulfonacion
de los grupos aromaticos en el polimero condicionard a la obtencién de intercambiadores
catiénicos. La clorometilacion, seguida por una reaccion con una amina terciaria llevard a
la formacion de intercambiadores dnidnicos o con una amina primaria o secundaria se
obtendré un intercambiador aniénico débil.

Las fases apolares quimicamente enlazadas se preparan a fravés de la reaccion de los
grupos silanol del soporte de silice con reactivos del tipo organo clorosilano u organo
alcoxisilano. Estas fases son hidroliticamente estables en un intervalo de pH de 2 a 8.5.
La teoria de mayor aceptacion hasta ahora para-explicar su mecanismo de retencién es la
teoria solvofobica de Horvath. Dicha teoria sefiala que la interaccion entre las moléculas
del soluto y del disolvente es mucho mas débil que la interaccion de las moléculas del
disolvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la fase movil y forzado
a penetrar a la fase estacionaria la cual actia como receptor pasivo. La magnitud de la
interaccion soluto-fase quimicamente enlazada, sera mayor cuanto mayor sea el tamafio
del grupo apolar debido a un incremento en la superficie de contacto. Mientras que las
funciones polares del soluto favoreceran la interaccidén con los disolventes polares y
reduciran su retencion .

En la tabla 1.3 se presentan algunos adsorbentes empleados en la preconcentracion de
dichos compuestos.



A) PROCESO CROMATOGRAFICO

*RONTAL
ETAPA DE CONCENTRACION ———— - ANALISIS FR

B) DESCRIPCION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA

&Qué sucede sobre ta superficic de la fasc sélida?

DISOLVENTE DISOLVENTE

MUESTRA DELAVADO  DEELUCION
1
12 _]
i ]
. - l 1

RETENCION LAVADO ELUCION

Figura 1.2 Extraccién por Fasc Sélida
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INTERACCIONES SOBRE FASES POLARES

I"

\_b

ATRACCION DIPOLAR

INTERACCIONES SOBRE FASES NO POLARES

Vvu§vv v
o e

SN

FUERZAS DE Van der Waals

INTERACCIONES HIDROFOBICAS

INTERACCIONES SOBRE ADSORBENTES
INTERCAMBIADORES DE IONES

OCON(CH,),
ATRACCTON ELECTROSTATICA

Figura 1.3 Ejemplificacion de las interacciones que actdan Asobrc.difcrcntcs
tipos de fases quimicamente enlazadas.
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TABLA 1.3 ADSORBENTES USADOS EN LA PRECONCENTRACION DE LOS ACIDOS
CLOROFENOXI EN MUESTRAS DE AGUA.

PRP-1
Tamaiio de particula 50 x 4.2 mm d.i. Hamilton Smith R.L.
10pm (1983)@
Bakerbond Cg -HC Cartucho-
Tamafio de particula Volumen 6 mL J.T. Baker Hoké S.M.
40pm (1986)""
LiChrosorb NH,
Tamaiio de particula 12 x4 mm d.i. Merck Hamann R.
Tum (1987
PLRP-S
Tamaiio de particula 10 x 2 mm d.i. Polymer Laboratories | Geerdick R.B.
15pm Shropshire (1989)*
PRP-1 Cartucho
Tamaiio de particula Volumen 5mL Alltech Betti A.
25um (1990)™"
~PLRP-S
Tamaiio de particula 10 x 2 mm d.i. Polymer Laboratories | Geerdick R.B.
15-25pum ) Shropshire (199 1)
Bakerbond C,3 -HC Cartucho )
Tamafio de particula Volumen 6mL J.T. Baker Incorvina Mattina
40pm (1991)43
Discos de Extraccion
SDB Empore® - J.T. Baker Chiron S.
(1994)@

d.i. = diametro interno

Estos adsorbentes pueden estar contenidos en cartuchos de plastico o en columnas -
pequefias de acero inoxidable. S T

Esta técnica de extraccién puede efectuarse ya sea en forma diferida (off-line) o en linea
(on line).
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1.3.1 Extraccion en Fase Sélida en diferido (off-line).

En este proceso la extraccion o preconcentracmn se efectia de manera mdependlente ala
etapa de analisis.

Su principio se describe en la ﬁgura 1.4.

Este proceso presenta los siguientes inconvenientes:

* Pérdidas de los analitos de interés por la excesiva manipulacion de la muestra

* Contaminacion-adicional de la muestra por la manipulacién y/o por los
disolventes empleados en el proceso.

* Menor sensibilidad del método debido a que generalmente sdlo se analiza una
alicuota del extracto obtenido.

Este proceso de extraccion ha sido ampliamente empleado en el analisis de los dcidos
clorofenoxi usando cartuchos de polipropileno empacados con diferentes tipos de fases
estacionarias. Los resultados obtenidos en cuanto a recuperacién mediante este
procedimiento estan entre un 80 a 110% y los limites de deteccion alcanzados son del
orden de 0.1pg/IL a 50pg/L. para los solutos en estudio.



Muestra

* EXTRACCION POR FASE SOLIDA
LIMPIEZA Y CONCENTRACION DE LOS ANALITOS DE INTERES

ANICIONAR ABICIONAR PRIGRESIVAMENTE,

EAMUESERA LOS TESOLVENSES DE S FUGRTE
ALLMAS ITRRTE PAR, o8
COMPTESTOS DE IRTERES.

(NCERVLRENEES puqii00q  ANALITYY

I.- ACONDICIONAMIENTO DEL CARTUCHO

2.- ADICIONAR LA MUESTRA

.- GLUCION DE LOS COMPUESTOS INTERFERENTES
4.- ELUCION DEL ANALITO DE INTERES §

5.- ELUCION DEL ANALITO DE INTERES 2

6.- BESECIHAR EL CARTUCHO USADO

DETERMINACION DELOS ANALITOS CONCENTRADOS
POR HPLC

INYECTOR

BOMBA

COLUMNA
CROMATOGRAFICA

FASE MOVIL

nia

DESECIIQ

Figura 1.4 Descripcion del proceso de extraccion en fase sélida en forma
diferida (off-linc).
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1.3.2 Extraccidn en Fase Solida en linea (on-line).

Los métodos de EFS en linea se basan en que los solutos serdn retenidos sobre un soporte
solido y posteriormente éstos seran desorbidos y transferidos directamente hacia una
columna cromatografica para hacer su separacion y cuantificacion. Todo este proceso se
consigue mediante la ayuda de valvulas de conmutacion. En la figura 1.5 se presenta el
principio operacional de este proceso de preconcentracion, limpieza y andlisis.

La parte fundamental de este proceso radica en el disefio del acoplamiento de las valvulas
que permiten la conmutacion tanto a la columna cromatografica como a la entrada de los
- disolventes que permitiran realizar en forma selectiva la desorcion de los solutos de
interés.

En cuanto a la aplicacién de esta metodologia en el andlisis de los acidos clorofenoxi,
encontramos estudios de Smith et.al.(1983); Hamann et.al. (1987); Geerdink et.al.(1989 y
1991). Los porcentajes de recuperacion alcanzados con este proceso son entre 80 y 114%
Los limites de deteccién estan entre 0.02 y 0.5pg/L. ’

La ventaja de este método es que disminuye los riesgos en cuanto a la pérdida y
contaminacion de los solutos debido a.que se minimiza la manipulacién de la muestra.

~Ademas se logra una mayor sensibilidad del método, ya que en este caso todos los

analitos que han sido preconcentrados en forma selectiva serdn analizados en el sistema
cromatografico.
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Figura 1.5 Deseripcion del principio de acoplamicento de la extraceién en fase

solida cn cl proceso en linca (on-line).

AS= Muestra; C-1 =

HV = anvula de Alta Presiony D =

Precolumna de limpieza y concentracion; C-2 = Columna analitica;
M-1 y M-2 = Fase mévil; St y S2 = Solutos no descados; A (1,2,3) = An'\hlos de interés;

Detector
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1.4 Propiedades de los Acidos Clorofenoxicarboxilicos.
1.4.1 Aspectos Generales

Los herbicidas clorofenoxi funcionan imitando la accién de una hormona natural de las
plantas conocida como el 4cido indolacético, por lo que la absorcién y translocacion de
estos compuestos es necesaria para la actividad herbicida y deberan ser aplicados en el
follaje de las plantas en crecimiento.

Estos herbicidas son usados para el control selectivo de la hierbas latifoliadas de los
campos.de cultivo de cereales, pastos y césped.

Las preparaciones comerciales generalmente se componen de sales o ésteres del acido.

La cantidad de herbicida que debe aplicarse depende del campo a tratarse. En el caso de
los campos de cultivo de granos se debera aplicar una cantidad de 0.25 kg/ ha y en el caso
del control de manchas en los arboles se utilizan 16 kg/ha.

1.4.2 Estructura Quimica.

R4

COMPUESTO R'. R’ R’ R*

24D CH,-COOH <l I 3]

MCPA CH,-COOH CH, i ]

MECOPROP (CH,)-CH-COOH CH, <l T
3.4,5-T ~CH,-COOH i g r

SILVEX (CH,)-CH-COOH <l Ny I

2,4.DB ~CH,-CH,-CH,- < g T

COOH

Ref.*?

20



1.4.3 Nomenclatura de los acidos clorofenoxi.

"NOMBRE

NOMBRE 0 NOMBRE SINONIMOS
COMUN QUIMICO TUPAC
24-D acido (2,4-Diclorofenoxi) acido (2,4-Diclorofenoxi) Acido 2.4-D
acético acético
MCPA 4cido (4-Cloro-2-metil fenoxi) acido (4-Cloro-orto-toliloxi) Agroxone
acético acético Metaxon
MECOQPROP acido 2-(4-Cloro-2-metil-fenoxi) acido 2-(4-Cloro-orto-toliloxi) MCPP
propidénico propionico
2,4,5-T acido (2,4,5-Triclorofenoxi) acido (2,4,5-Triclorofenoxi) Dacamine, T-Nox,
acético acético U-46
SILVEX acido 2-(2,4,5-Triclorofenoxi) acido 2-(2,4,5-Triclorofenoxi) 2,4,5-TP
propidnico propitnico Fenoprop
2,4-DB acido 4-(2,4-Diclorofenoxi) acido 4-(2,4-Diclorofenoxi) Acido 2,4-DB
butirico butirico
1.4.4 Propiedades de los Acidos clorofenoxi.
24D, | _MCPA | MECOPROP | 24,5-T | SILVEX 7,4-DB
PROPIEDAD
Formula Quimica CgHsCi203 CgHgClO] C‘()H] |CIO3 C8H5Cl303 C9H7C|303 C,0H|0C1203
Peso Molecular 221.04 200.63 214.60 255.49 269.53 249.09
Estado fisico a cristales s6lido cristales cristales cristales sélido
(25°C) blancos | ligeramente ’ cristalino
café . blanco
Punto de fusion 140-141°C} 118-119°C 93-94°C 153°C 181°C 120-121°C
Solubilidad en
agua a (25°C) 900 825 - 150 46
mg/l ’ '
Constante de
Disociacion (pKa) 2.64 --- - --- 4.8
Log del Coeficiente
de Reparto 2.22 2.30 2.99 2.83 -
Octano/Agua
Ref. @




1.4.5 Propiedades toxicolégicas de los acidos clorofenoxi.

La presencia de residuos de herbicidas del tipo clorofenoxi en agua han causado inquietud
debido a dos razones. La primera fue el daiio que sufrieron algunos cultivos de tomate,
algodén y uva al ser regados con agua contaminada por alguna especie de icido
clorofenoxicarboxilico que fue descargado accidentalmente por una industria en
Inglaterra. Y la segunda se debe a la gran controversia que se ha generado sobre la
presencia de la impureza 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) que se produce
durante la fabricacion del 2,4,5-triclorofenol el cual a su vez se emplea para la
preparacion del 4cido 2,4,5-triclorofenoxiacético. De ahi que todos los herbicidas
clorofenoxi presentes en los suministros para agua potable sean considerados
sospechosamente peligrosos para la salud. Sobretodo en el caso del 2,4-D que se usa
sistematicamente para el control de hierbas acuaticas en los suministros de agua potable.
Por todo ésto, uno de los herbicidas mas estudiado es el 2,4-D en donde se ha
comprobado que, en general, hay ausencia de dioxinas. Sin embargo ésto no ocurre para
el 2,4,5-T. por lo que sé ha restringido su uso en los Estados Unidos desde 1985, en -
nuestro pais se ha prohibido su importacién y uso desde 1991.

En la tabla 1.4 se dan algunos datos sobre las concentraciones maximas permisibles o
valores guia de los Aacidos clorofenoxicarboxilicos de acuerdo a sus propiedades
toxicoldgicas, carcinogénicas y a los criterios ecologicos.

La toxicidad relativa de una sustancia se mide a través del valor de la dosis letal 50
(DLsp). Esta es una estimacion estadistica de la cantidad de dicha sustancia que se
requiere para matar al 50% de una poblacion de animales de prueba bajo condiciones
establecidas que no hayan estado en contacto con dicha sustancia anteriormente.

Por otra parte también en base a su toxicidad se pueden clasificar a los herbicidas por su
peligrosidad en cuatro categorias: (I) extremadamente toxico, (II) altamente-toxico , (III)
moderadamente toxico y (IV) ligeramente toxico™. )

En cuanto a las propiedades carcinogénicas de estos compuestos no se han ofrecido
resultados concluyentes, debido a una escasa informacién, o al pequefio nimero de
animales utilizados @,

En cuanto a efectos adversos al ambiente, ésto se debera principalmente al uso irracional
de cualquier tipo de plaguicida (herbicida) que propicie la contaminacién del aire, suelo y
agua, lo que a su vez afectara a todos los organismos, incluido el hombre. Por lo que se
deberdn tomar precauciones para proteger la vida silvestre asi como a peces e insectos
benéficos. Asi como mantener medidas preventivas para evitar la contaminacion del
ambiente. En cuanto a los valores guia su propésito es proteger la salud del hombre y
pueden ser no adecuados para proteger los organismos acudticos. Estos valores se han
obtenido a partir de las ingestas diarias admisibles (IDA) fijadas en las Reuniones Mixtas
FAO/OMS de Expertos en Residuos de Plaguicidas y basadas en la hipotesis de que el
agua potable no aportard mas del 1% de las IDA. Como la IDA se basa en la exposicion
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durante toda la vida, las concentraciones superiores al valor guia durante un perfodo
breve, por gjemplo, como resultado de programas de control de hierbas acudticas, pueden
admitirse pero requieren una vigilancia cuidadosa *”.

TABLA 1.4 Datos sobre los valores guia o concentraciones miximas permisibles

de los acidos clorofenoxicarboxilicos.

TOXICOLOGICOS
Categoria del producto I ND ND Prohibid | Restringido v
) o a cultivos de
arroz, cana
de aziicar y
sitios de no
cultivo
Efectos a la salud [rritante ND ND Irritante [rritante Irritante
para: para: para: para:
ojos ojos ojos, piel ojos y
y piel
membranas
mucosas
LDsg (ORAL /RATAS) ]
(mg/Kg) 375 700 1210 500 650 1960
Ingesta Diaria Admisible
(IDA) .
(mg/Kg) 03 0.1 ND 0.03 . ND ND
CARCINOGENICOS :
Evidencia en animales Inadecuada ND ND Inadecuada ND ND
ECOLOGICOS No
Efectos adversos al toxico en ND ND ND ND tdxico en
ambiente peces peces
Concentraciones Maximas
Permisibles (pg/L)
AGUA POTABLE 100 50 ND 10 ND 200

ND = no se disponen de datos



' CAPITULO 2.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Equipos y Accesorios.

. El sistema cromatogréfico empleado se describe a.continuacién:

¢ Cromatoégrafo de liquidos modular marca Gilson (Villiers-le-Bel, Francia) que consta
de dos bombas (modelos 305 programable y 306 no programable) con capacidad para
elaborar gradientes de elucidn de tipo binario. Modulo manométrico modelo 805,
mezclador dindmico modelo 811-B. Todo este sistema sera identificado por las
iniciales "P1".

¢ Detector de UV de longitud de onda variable Gilson modelo 115.

+ Inyector Rheodyne (Berkeley, CA, EUA) modelo 7125 con rizo de 20 pl.

¢ Columna analitica de acero inoxidable (150 x 4.6 mm d.i.) empacada con fase reversa
Spherisorb ODS-2 de Spum de didmetro de particula (Phase Separations, Deeside,
Reino Unido). .

4 Integrador marca Hewlett Packard (Avondale, PA, EUA) modelo 3396 Series IL

El sistema disefiado para el tratamiento de las muestras fiile acoplado en linea entre el
inyector del sistema cromatografico Gilson y la columna analitica mediante una serie de

conexiones de tuberia capilar de acero inoxidable o de polimero Peek®. El sistema consta
de (Ver Figura 2.1):

A Bomba isocratica marca Beckman (Berkeley, CA; EUA) modelo [10B, que serd
identificada por las iniciales "P2",

A Dos vélvulas Rheodyne (Berkeley, CA, EUA) modelo 7000 de seis puertos, adaptadas
sobre un soporte metalico perforado ad hoc.

4 Dos precolumnas de acero inoxidable de 20.x 2 mm d.i. de Upchurch Scientific (Oak
Harbor, WA, EUA) estas precolumnas fueron empacadas en el laboratorio usando un
sistema para empaque de columnas marca Haskel (Burbank, CA, EUA) modelo 29426.

Otros equipos y/o accesorios empleados se enlistan a continuacién:

= Purificador y desionizador de agua marca Barnstead Thermolyne (Dubuquem IA,
EUA).

= Baiio de ultrasonido Sonicor (Copiague N.Y.) modelo SC100.

=> Micropipeta de volumen variable de 5-50 pl Socorex (Suiza) modelo 82 1-0050.
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Figura 2.1. Diagrama del sistema experimental para la preconcentracién en fase
solida, limpieza de Ia muestra y andlisis en linea de los herbicidas dcide clorofenoxi
presentes en agua. - -
Instrumentacion : P1, sistema de bombas para efectuar gradiente; P2 bomba isocritica;

" Ay B, vilvulas de conmutacion de alta presion; C, valvula de inyeccion; UV, detector; L, integrador;
W, desecho.
Columnas: . :
RP precolumna de 20 X 2mm d.i., empacada con fase reversa polimérica CHP-3C de 10pum;
AX precolumna de 20 X 2mm d.i., empacada con intercambiador de aniones PRP-X100 de [0pm;
RP-HPLC columna analitica de 150 X 4.6 mm d.i., empacada con fase Spherisorb QDS-2 de Sum.
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= pH metro Corning (Corning N.Y.) modelo 220 equipado con un electrodo combinado
vidrio calomel (Cole Palmer modelo OMO027).

=>Balanza Analitica Ohaus modelo Analytical Plus.

=> Sistema de filtracion por vacio de vidrio Millipore (Bedford, MA, EUA).

=> Membranas filtrantes de 47-50 mm de didmetro, con un didmetro de poros de 0.45 pm,
a base de nylon 66 de Phenomenex (CAL, EUA) nimero de parte AFO-0504.

2.1.1 Descripcion del proceso de empacado de las precolumnas de concentracion.

El dispositivo Haskel permite empacar las precolumnas a presiones superiores a la
centena de atmosferas, lo cual genera un empacado homogéneo y compacto.

La metodologia consiste en preparar una suspension estable de la fase estacionaria que se
desea empacar. En este trabajo las fases estacionarias que se utilizaron fueron:

Una fase reversa a base del copolimero estireno-divinilbenceno CHP-3C de Mitsubishi
(Tokyo, Jap6én) de 10um de didmetro de particula. En este caso la lechada se elabord
usando etanol; la concentracion del soporte en la suspensién fue de alrededor de un 30%
en peso y se empaco a una presion constante de 207 bar.

La segunda precolumna fue empacada con una resina intercambiadora de aniones PRP-
X100 de Hamilton (Reno, NV, EUA) de [0um de didmetro de particula. La disolucion
empleada para hacer la lechada fue una mezcla de metanol-agua alcalinizada (NaOH pI
13) en una relacion 60:40 (v/v), la concentracién del soporte fue de 30% en peso y la
presién de empacado se mantuvo constante a 117 bar.

La precolumna empacada con el copolimero de estireno-divinilbenceno (precolumna que
se denominard como RP) se lavo circulando a través de ella 40 mi de una fase movil de
metanol-agua 80:20 (v/v) a un flujo de 1 mL/min. ‘

Fue necesario someter a la siguiente rutina a la precolumna con el intercambiador de
aniones (denominada AX):

i) Lavado con 20 mlL de agua grado HPLC, ii) lavado con 40 mL de fase mévil
metanol:agua 80:20 (v/v), iii) lavado con 20 mL de agua, iv) lavado con 40 mL de una
disolucién acuosa de NaOH (pH 12.5) y finalmente v) lavado con 40 mL de agua. El flujo
para todo el proceso fue de 1.0 mL/min.

Una vez realizadas estas operaciones las precolumnas estuvieron listas para ser empleadas
en los estudios de preconcentracion.
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2.1.2 Calibracion del rizo (loop) del inyector.

Este proceso es necesario para realizar un céalculo exacto de la recuperacion de los solutos
en estudio durante las etapas de extraccidn y concentracion en fase sélida, asi como su
posterior analisis en linea. Para hacer dicha evaluacion es necesario conocer la cantidad
exacta que es inyectada de cada disolucién estindar de los acidos clorofenoxi, debido a
que las unidades de 4rea reportadas para cada analito probado, son usadas como
referencia para determinar la cantidad de soluto recuperado en cada experimento.

La calibracion del rizo se efectué a través de un proceso de valoracion acido-base. Para
tal fin se uso 4cido perclérico (HCIO,4) 5.9 N, el cual fue previamente valorado con una
solucion estandarizada de NaOH 0.1 N. El valor nominal del rizo era de 20 pL, por lo que
se introdujo dos veces més su volumen, de tal manera que efectivamente quedara
totalmente lleno. La disolucion del 4cido se introdujo con una jeringa de 100 pL
(Hamilton, 80665). Una vez llenado el rizo, el icido fue desplazado a un matraz
Erlenmeyer, con la ayuda de un flujo de agua que se hizo bombear a través del inyector
en posicion de inyeccidn. El liquido desplazado fue valorado con la disolucién de NaOH
0.1 N. Mediante esta valoracién se calcul6 el volumen real del rizo de inyeccién. El
proceso se efectud cinco veces.

2.2 REACTIVOS.

(A) Disolventes orginicos:

Acetonitrilo grado HPLC de Prolabo (Paris, Francia)
Metanol grado HPLC de Prolabo (Paris, Francia)

(B) Acidos:
Acido perclorico grado reactivo (70-72% pureza) de Quimica Dinamica (Monterrey,
México).

Acido férmico (98% minimo de pureza) de Merck, Co. (Darmstadt, Alemania).

(C) Alcalis:
Hidroxido de sodio grado reactivo de Baker (Phillipsburgh, NJ, EUA).
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(D) Sustancias patrén:

‘Todos los 4cidos clorofenoxicarboxilicos fueron suministrados por Chem Service (West
Chester, PA, EUA) con los siguientes grados de pureza certificados:

Soluto Pureza
2,4-D 99.9%
MCPA 97.9%
MECOPROP 98.0%
2,4,5-T 99.0%
SILVEX 97.0%
2,4-DB 99.0%

2.2.1 Disoluciones Patrdn de los 4cidos clorofenoxicarboxilicos.

Se prepararon disoluciones patron de cada uno de los acidos clorofenoxi indicados en la
seccion 2.2. Se peso cada soluto por separado y se disolvié en 2 mL de metanol grado
HPLC. Una vez disueltos, éstos fueron mezclados y transferidos cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 25 mL aforando con metanol. La concentracién para cada soluto
fue de | mg/ml. A partir de ésta disolucién patron concentrada, se prepararon las
disoluciones estandar utilizadas para realizar los diferentes estudios de preconcentracion y
separaciéon cromatografica. Las disoluciones preparadas fueron almacenadas a una
temperatura de -4 a 0°C.

2.2.2 Preparacion de las disoluciones dcidas y alcalinas.

Se prepararon disoluciones IN de cada uno de los acidos mencionados en la parte de
reactivos. Cada acido fue filtrado sobre las membranas de filtracién de Nylon de 0.45um.
A partir de estas disoluciones se prepararon disoluciones diluidas.

En el caso de las disoluciones de hidroxido de sodio fue necesario prepararlas con un bajo
contenido de carbonatos. Para lograr esto se prepard una disolucidn saturada de NaOH, en
donde el carbonato de sodio es relativamente insoluble. Por esta razon se utilizé el
sobrenadante para preparar las disoluciones de NaOH al pH deseado. El pH de todas las
disoluciones, é4cidas o basicas, fue ajustado con el pHmetro, teniendo siempre la
precaucion de calibrar el equipo antes de su uso.
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2.2.3 Preparacion de las muestras.

Cuando se desarrolla un método analitico es necesario considerar los antecedentes y la
forma en que la muestra real llega al laboratorio. En el caso de muestras ambientales
existen normas (por ejemplo USEPA} que especifican la forma en que las muestras
deberan ser recolectadas seglin su naturaleza fisica, cémo deberdn ser empacados los
frascos con las muestras para su transporte, la temperatura durante su envio al laboratorio,
el tiempo méaximo que podra transcurrir entre su recoleccion y andlisis, y en general los
métodos de preservacién de las muestras. En el caso de los acidos clorofenoxicarboxilicos
se sugiere el uso de botellas de vidrio previamente lavadas con disolventes organicos, con
tapones recubiertos de politetrafluoroetileno (TFE), asi como recolectar por lo menos 250
mL de muestra, que deberin ser preservados en refrigeracion. En cuando al tiempo
maximo de almacenamiento, se indica que es de siete dias antes de hacer su extraccion y
de 20 dias una vez hecha.

Para el método que se propone en este trabajo, las indicaciones anteriores siguen siendo
validas excepto, por el hecho de que las muestras son analizadas en cuanto se hace su
extraccion, ya que los dos procesos se efectlan en linea.

Por otra parte, debido a la presencia de sélidos en suspension, sobre todo en el caso de
muestras de aguas superficiales, es necesario hacer una filtracion previa a las operaciones
en linea. Para esto se utilizé una membrana de Nylon de 0.45 pum acoplada a la unidad de
filtracion por vacio (Figura 2.2). ’

Antes de usar estas membranas, fue necesario someterlas a un lavado con metanol. La
operacién consistié en dejarlas sumergidas en el disolvente organico durante una o dos
horas. Posteriormente, la membrana fue colocada en el equipo de filtracion y se procedio
a enjuagarla con 10 mL de metanol fresco, finalmente se lavé con 20 mL de agua grado
HPLC.

Una vez acondicionada la membrana, se filtro la muestra. La botella de muestreo fue
lavada sucesivamente con 12.5 mL de metanol y con 5 mL de agua. Los disolventes de
lavado fueron filtrados a través de la misma membrana y recolectados en el mismo matraz

que la muestra. L.a mezcla se acidifico adicionando 4 mL de HCIO, diluido 1:1 (v/v) enel
‘matraz (pH 1.5).

Este recipiente, conteniendo la muestra preparada, fue utilizado como- el reservorio de la
bomba isocratica Beckman (denominada como bomba "P2" en la figura 2.1).

Todo este procedimiento fue realizado tanto para las muestras fortificadas de agua pura
como para las muestras de agua potable y de aguas superficiales.
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A. Antes de usar la membrana_
filtrantc, ésta deberd ser
acondicionada. Por fo que debera
ser sumergida en metano! (10ml)
durante 1a 2 hr. Sc enjuagard olra
vez con metanol (10ml) y (inalmente
con agua grado HPLC (20ml).

Se proscguiri con ¢f ensamblado de
la unidad dc filtracion, cofocando un
matraz limpio y scco para recibir la
mucstra de agua.

B. vacicen el recipicnle superior ci
volumen de muestra elegido como
6ptimo. Apligue cl vacio, después
que la mucslra haya pasado, desconecte
cl vacio y cnjuaguc el recipiente con
12.5ml dc metanol. Enjuague otra vez
con 5ml de agua, después de que todo
cl disolvente del primer cnjuague haya
pasado a través del filtro. )

Figura 2.2. Preparacion de la muestra.
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2.3 Determinacion de los volimenes en fuga y desorcion de los dcides clorofenoxi en
Ia precolumna de concentracién.

2.3.1 Voltmenes de fuga.

La determinacioén de los voliimenes de fuga se realizo usando la bomba isocrética (P2)
conectada a una valvula de conmutacion en la que se mont6 la precolumna a evaluar. El
efluente de la precolumna fue monitoreado por un detector UV.

Los volimenes de fuga se midieron con agua grado HPL.C fortificada con el soluto a
evaluar. Cada soluto da una respuesta que depende de su coeficiente de extincion molar,
de la longitud de onda empleada y de la concentracion usada para fortificar la muestra.

En este proceso la muestra comienza a pasar a través de la precolumna en donde los
solutos son extraidos por el adsorbente, por lo que al inicio de la etapa no se registra
ninguna sefial del efluente en el detector. Sin embargo, a medida que se desarrolla el
proceso de preconcentracion, el soluto avanza y se distribuye a lo largo del lecho de la
precolumna. En el momento en que se alcanza un cierto volumen V¢ de muestra
percolada, el soluto comienza a emerger de. la precolumna y su concentracién en el
efluente aumenta gradualmente hasta alcanzar una meseta que corresponde a la
concentracion del soluto en la muestra original. El volumen percolado que corresponde a
una absorbancia igual a un 1% de la absorbancia total de la muestra es considerado como
el volumen de fuga, Vg (Subra et al., 1988). Ver figura 2.3.
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" Absorbancia
Relativa é“
10

Figura 2.3. Determinacién del volumen de fuga por analisis frontal.
Vg, volumen de fuga; V,, volumen de retencidn; V,,,, volumen correspondiente
a la cantidad méaxima fijada; W, desecho; P,, bomba 2; UV, detector de UV,
I, integrador.




2.3.2 Volimenes de Desorcion.

Este proceso se realizé usando el mismo dispositivo sefialado en la figura 2.1. La bomba
P2 se limpia con agua y se purga con la fase movil a probar. Los solutos concentrados en
la precolumna son desorbidos mediante-una fase movil apropiada. La desorcion se
traduce en un incremento brusco de la sefial del detector seguido por una disminucion -
paulatina. El volumen de desorcion (Vd), se define como el volumen al cual
pricticamente todo el soluto concentrado se ha desorbido de la precolumna y se
determina a un valor del 1% de la absorbancia total de la muestra. Ver figura 2.4.

Absorbancia 4
Relativa 100

»

Va o

VOLUMEN

Figura 2.4. Determinacién del volumen de desorcién por desplazamiento
6 analisis de elucion. Vi, volumen de desorcion; W, desecho;
P,, bomba 2 UV, detector de UV; 1, integrador.
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2.4 Preconcentracion y Analisis en linea de los acidos clorofenoxicarboxilicos.

2.4.1 Descripcidn del acoplamiento del sistema cromatografico con el sistema de
preconcentracion.

En la figura 2.5 se muestra el montaje utilizado para llevar a cabo la preconcentracidn,
limpieza y andlisis en linea de las muestras de agua.

En el esquema las valvulas de conmutacién son denominadas como "A" y "B".

La valvula "A" se encuentra conectada al inyector del sistema cromatografico Gilson,
(denotado como "C") a través de la puerta 2 y a la valvula "B" por las puertas 3 y 5. La
bomba P2 esta unida a esta valvula por la puerta 6 y la precolumna de fase reversa
polimérica (RP) estd montada entre las puertas 1y 4..

La valvula "B" esta unida a la valvula "A" por las puertas 2 y 6 y a la columna analitica
(denominada como RP-HPLC) por la puerta 3. La precolumna de intercambio aniénico
(AX) esta montada entre las puertas 1 y 4. La puerta 5 queda como una salida de desecho.

2.4.2 Descripcion del procedimiento de preconcentracién y analisis.

Las cinco primeras etapas del proceso se realizan en el sistema de conmutacion disefiado,
por lo que se emplea la bomba isocratica (P2). Las etapas restantes son efectuadas con el
sistema de gradiente binario Gilson (P1). Las combinaciones de las posiciones de las
valvulas A y B, asi como del inyector C, para cada etapa son dadas en la tabla 2.1. Las
condiciones. cromatograficas para la separacién y andlisis de los seis acidos
clorofenoxicarboxilicos son dadas en la seccién 2.4.4.
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Figura 2.5. Representacién esquematica de las posiciones de las vilvulas
conmutadas durante las diversas etapas del método.

L, indica que la véalvula estd en posicion de carga; I, indica que la valvula esta en
posicion de inyeccion o elucion.




TABLA 2.1. Posiciones de las vilvulas conmutadas durante la preconcentracién y
analisis de los 4cidos clorofenoxi.

ERACION -{ VALVULA | VALVULA | INYECTOR BOMBA
T A B C UTILIZADA
Acondicionamiento de
RP L I L/ P2
2 Cargar RP y enjuagar
L I L/T P2
3 Acondicionamiento de
AX I L L1 P2
4 Transferencia de RP a ] .
AX L L L/T P2
5 Enjuagar AX
I L L/ P2
6 Eluir AX y analizar la
muestra L I L/t Pi
7 Inyectar estandar
L I I P1

RP, precolumna de fase reversa polimérica; AX, precolumna de resina intercambiadora de aniones;
L, posicion de carga; I, posicion de inyeccion; P2, bomba isocratica; P1, sistema de bombas para
efectuar la elucion por gradiente. :
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El procedimiento general desarrollado se describe a continuacion:

L.

Equilibrar- la precolumna polimérica de fase reversa RP con 25 mL de una mezcla
metanol:HCIO4 (pH=1) 5:95 (v/v) a un flujo de 2.0 ml/min.

. Percolar sobre esta precolumna un volumen de 75 mlL de la muestra preparada de

acuerdo a la seccion.2.2.3, a un fluyjo de 1.5 mL/min. Una vez cargados los solutos,
lavar la precolumna con 0.2 mL de agua grado HPLC a un flujo de 0.1 mL/min.

. Equilibrar la precolumna aniénica AX con 25 mL de una mezcla acetonitrilo:NaOH

(pH=10) 10:90 (v/v), a un flujo de 2.0 mL/min.

. Transferir la muestra preconcentrada en la precolumna RP a la precolumna AX con

5 mL de la mezcla anterior a un flujo de 1 mL/min.

.Lavar la precolumna AX con 0.2 ml de agua grado HPLC, a un flujo de 0.1

mL/min.

. Elucién cn linea de los solutos con la fase mavil constituida: fase "A" acetonitrilo :

agua (pH 3.8) 20 : 80 (v/v) conteniendo HCIO, 0.01M y HCOOH 0.01M; el pH se
ajusté con NaOH concentrada. Fase "B" acetonitrilo : agua (pH 3.8) 80:20 (v/v)
conteniendo HCIO, 0.01M y HCOOH 0.01M; el pH también se ajusté con NaOH
concentrada.

. Inyectar la disolucion estandar de los dcidos clorofenoxi para la cuantificacion de estos

analitos en la muestra.

En la figura 2.6 se resume toda la metodologia antes descrita.
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i
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Figura 2.6. Diagrama de flujo de la metodologia para la determinacién de los

herbicidas Acidos clorofenoxi en agua.

FM, frasco para muestreo de vidrio color ambar con capacidad de 250 ml; S1, solucion de
Metanol : HCIO, (pH [.1) 5:95 (v/v) ; S2, solucidn de Acetonitrilo : NaOH (pH 10.0) 10:90
(v/v); RP, precolumna de fase reversa polimérica; AX, precolumna de resina intercambiadora

de aniones; RP-HPLC, columna analitica de fase reversa C g
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2.4.3 Descripcion del proceso de regeneracion y limpieza de los sistemas.

La precolumna RP es regencrada haciendo pasar 10 ml de agua y 10 ml de metanol, a un
flujo de 2.0 mL/min, con el fin de eliminar cualquier residuo de muestra o de impurezas,
que haya quedado en las conexiones o en el empaque de la precolumna. -

Este proceso se puede realizar mieniras se efectan los pasos 6 y 7 del procedimiento
general, gracias a que se cuenta con el sistema de vélvulas conmutadas.

En el caso de la precolumna AX, no es necesario realizar una regeneracion extra ya que
ésta es limpiada durante la elucién por gradiente. Sin embargo, es conveniente activarla
después de 10 ciclos de andlisis, usando una disolucion acuosa de NaOH pH 12.0 seguida
por un abundante lavado con agua grado HPLC.

El tiempo requerido para efectuar todo este procedimiento es de aproximadamente 2.5
horas, incluyendo el andlisis cromatografico de la muestra y del estdndar.

La columna RP-HPLC es regenerada con 20 ml de agua a un flujo de 1.0 ml./min. y
finalmente con 40 mL de una mezcla de acetonitrilo:agua 80:20 (v/v).

2.4.4 Descripeion de las condiciones cromatogrificas.
1. Columna analitica.

Columna de acero inoxidable de 150 x 4.6 mm de didmetro interno, empacada con una
fase reversa comercial denommada Spherisorb ODS-2 con un tamafio de particula de
Spm.

Todas las separaciones, tanto de las muestras tratadas como de las mezclas estandar
inyectadas, fueron realizadas con la precolumna de intercambio anidnico acoplada en
linea a la columna analitica.

2. Fase mévil.

Fase "A" acetonitrilo : agua (pH 3.8) 20:80 (v/v) conteniendo HCIO,4 0.0IM y HCOOH
0.01M, el pH se ajusté con NaOH concentrada. Fase "B" acctonitrilo : agua (pH 3.8)

80:20 (v/v) conteniendo HCIO,4 0.01M y HCOOH 0.01M, el pH también se ajusté con
NaOH concentrada.

3. Temperatura.

La separacion se realizo a temperatura ambiente.
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4. Flujo del eluente.
_Se utiliz6 una relacion de flujo de 1 mL/min.

5. Pardmetros del gradiente (ver figura 2.7).

Tiempo Fase A : Fase B
(min) % %
0 100 0
15 93 7
30 80 20
50 40 60
55 ' 30 : 70

6. Deteccion

UV auna longitud de onda de 230 nm.

70 -

60 -

50 4

40 |

%B

30 4

20

10 4

0 15 30 50 55
TIEMPQ (min)

Figura 2.7. Grafica del gradiente de elucion empleado para la
separacién de los acidos clorofenoxi. -
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CAPITULO 3.
Resultados y Discusién.
3.1 Discusion de la estrategia empleada en el desarrollo del método analitico.

Las etapas que se consideraron en la realizacién del presente trabajo fueron las siguientes:
* Disefio
* Desarrollo
* Validacion

Disefio.

Esta etapa comprendi6 una exhaustiva revisién bibliografica, cuya finalidad fue conocer
las propiedades fisicas y quinicas, as{ como la estabilidad e interacciones dé¢ los analitos
de interés. Ademas se recopilaron referencias sobre metodologias y técnicas relacionadas
con el analisis de trazas.

Con toda la informacion recabada se hizo un disefio preliminar de los pasos que deberian
seguirse para la preconcentracién y separacion de los dcidos clorofenoxi, hasta establecer
las condiciones generales del método.

Desarrollo.

Con base en las condiciones generales propuestas por la investigacion. bibliografica los
puntos que se consideraron para ser evaluados en forma experimental fueron:

- Condiciones de preconcentracién y limpieza.
- Condiciones cromatograficas para el analisis
- Preparacion y manipulacion de las muestras fortificadas.

Validacion.

Cualquier medicion analitica no es valida hasta que los resultados caracteristicos de la
metodologia han sido debidamente certificados, por lo que es esencial que los informes
acerca de dichos valores sean correctos. ’ '

En esta etapa se evaluaron los siguientes parametros estadisticos: linealidad, exactitud,
precisién (repetibilidad) y limite de deteccion, con el fin de obtener informacion sobre la
confiabilidad del método analitico desarrollado.
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El altimo punto de nuestro estudio fue la aplicacion del método desarrollado y probado en
muestras reales fortificadas y sin fortificar.

3.2 Diseiio de las condiciones de preconcentracion y limpieza.

La preconcentracion de compuestos organicos presentes en muestras de agua por medio
de una extraccion en fase solida, se basa en la distribucion de dichos compuestos entre un
soporte solido y el agua. En el caso de los dcidos clorofenoxi encontramos que los
materiales mas empleados para este fin son las fases quimicamente enlazadas del tipo
siloxano (Si-O-SiR3) conocidas comercialmente como Cyg o como ODS, asi como los
polimeros porosos entrecruzados formados por estireno y divinilbenceno (EDVB)

denominados comercialmente como PRP (Hamilton), PLRP-S (Polymer Labs.) y CHP
(Mitsubishi). ‘

Estas fases son conocidas generalmente como fases reversas y son usadas para eliminar
interferentes de naturaleza apolar o hidrofobica, por lo que actiian como filtros. Sin
embargo presentan poca selectividad, lo que resulta una gran desventaja especialmente
cuando se encuentran en conibinacidn con un método de deteccion de baja selectividad
como lo es la absorcién en-el UV a longitudes de onda menores de 254 nm.

De ahi la necesidad de -plantear otra etapa que permita limpiar la muestra ya
preconcentrada. ' ’

Nielen y Hennion han sugerido, para el caso de compuestos con propiedades acido-base,
hacer una transferencia de estos solutos en su forma jonizada a una segunda precolumna
empacada con una resina intercambiadora de iones. Este paso serda muy selectivo, ya que
los compuestos neutros de polaridad media o baja quedardn retenidos en la primera
precolumna empacada con el soporte de fase reversa.

Bsta propuesta es la que se considerd en este trabajo; ya que los dcidos clorofenoxi son
facilmente ionizables, sus valores.de pKa estan entre 2 y 4.
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3.2.1 Determinacion de los volimenes de fuga y desorcion de los dcidos clorofenoxi
en dos tipos de adsorbentes.

La capacidad de adsorcién de cada soporte se evalué mediante la determinacion de los
volimenes de fuga usando en este caso al soluto de menor hidrofobicidad (2,4-D), asi
como el de naturaleza mas hidréfoba (2,4-DB).

El primer soporté evaluado fue la fase reversa Cyg los resultados obtenidos se dan en la
tabla 3.1.

TABLA 3.1 Voliimenes de fuga V;, determinados en una precolumna empacada con
Ciz(Sum d.p.).

SOLUTO | 1:99 1585 30:70} 1:99 15:85  30:70 | 1:99 15:85 30:70

2,4-D 137 8 | 3 0.5 - . 4.2 1.5 -
2,4-DB 98 54 20 5.0 1.5 - 58.7 7.7 -
- (1) Agua acidificada con 4cido perclorico (1:1)

(2) Agua grado HPLC

(3) Agua amortiguada con acetato de amonio 0.02M

- No se determiné-el volumen de fuga

Nota: 'La concentracién de los solutos en la disolicién de carga fue de 1 mg/L
Las dimensiones de la precolumna son 20 x 2 mm (d.i.)

Se puede observar que el compuesto 2,4-D practicamente no es retenido ya que sus
volimenes de fuga son apreciablemente bajos atiin controlando las condiciones de acidez
para mantenerlo en su forma molecular y sin la presencia de metanol. En cuanto al 2,4-
DB podemos observar que muestra una mayor afinidad a este tipo de adsorbente ya que
presenta una gran retencion, aun en la presencia de un 30% de metanol se retiene en un
20%. _

Se observd como se ve afectada la retencidn de ‘ambos solutos bajo condiciones no
controladas de acidez y basicidad como se muestra en el ensayo en que se utilizod
Gnicamente agua. '
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De acuerdo con estos resultados la fase reversa Cg no puede ser usada como adsorbente
para la preconcentracion ya que, ademas de tener una capacidad de retencion muy baja
para el 2,4-D, se necesita mantener los solutos en su forma molecular a valores de pH
muy 4cidos. Sabemos que este tipo de soportes son estables en un intervalo de pH de 2 a
8, por lo que se concluye que la fase C;g no es adecuada para nuestro trabajo ya que no
cubre nuestras necesidades.

El segundo adsorbente evaluado fue la fase polimérica RP, que actia como una fase
reversa. Este adsorbente presenta mejores propiedades en cuanto a su estabilidad
mecanica y quimica, asi como una mayor afinidad por los compuestos moderadamente
polares. Coquart y Hennion han reportado que son muy apropiados para la
preconcentracion de analitos aromadticos que contienen sustifuyentes polarizables tales
como grupos nitro, fenilo o halégeno.

La evaluacion de este soporte se realizd con el analito que presentaba poca retencién
sobre la fase C;g, manteniéndolo en su forma molecular y variando Gnicamente el
contenido de metanol.

En la tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos con esta fase.

- TABLA 3.2. Volumenes de fuga, V, determinados en una precolumna empacada
con RP (10pm d.p.)

SOLUTO- . 1:99 - 5:95 . 10:90 15:85 - 30:70

24D | 250 | 210 160 100 10

La fracci6n acuosa consistio en agua acidificada con HCIO, a un pH de 1.5.
La concentracion del analito en la disolucion de carga fue de 0.5 mg/L.
Las dinmtensiones de la precolumna son de 20 x 2 mm (d.i.).

Se puede observar que el dcido 2,4-D puede preconcentrarse satisfactorianiente sobre la
columna RP, por lo que se decidié utilizar esta fase para la primera etapa de
concentracién de los 4cidos clorofenoxi.
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Una vez determinados los volimenes de fuga del herbicida clorofenoxi menos hidréfobo
sobre la fase reversa RP, se continud con la evaluacién de los volumenes de desorcion.

Se realizaron varios ensayos usando disoluciones acuosas de hidroxido de sodio a
diferentes valores de pH.

El procedimiento consistié en cargar previamente la fase RP con 150 mL de agua
fortificada con una concentracién de 0.5 mg/L del herbicida menos hidréfobo (2,4-D) y
del mas hidréfobo (2,4-DB). Las disoluciones acuosas de carga fueron ajustadas a un pH
de 1.5 con 4cido perclorico. Una vez cargados los solutos en la precolumna, ésta fue
lavada con 0.5 mL de agua desionizada y se prosiguié con la desorcion haciendo pasar
como fase moévil una disolucion acuosa de NaOH a diferentes valores de pH. Los
resultados se dan en la tabla 3.3.

TABLA 3.3. Volimenes de desorcidn, V, de los herbicidas clorofenoxi concentrados

sobre Ia fase RP.
SOLUTO 10.5 11.0
2,4-D
2,4-DB 47 . 39 32

" Fase movil: disolucién acuosa de hidroxido de sodio
Preconcentracion de 150 mL de la disolucién acuosa.a pH 1.5 forticada con cada uno de los 4cidos
clorofenoxi indicados a una concentracién de 0.5 mg/L. Se hizo pasar agua grado HPLC (0. SmL)
antes de introducir la fase mévil de desorcion,

El volumen correspondiente al 2,4-DB es muy grande, ésto se puede atribuir a su
naturaleza muy hidréfoba, que da lugar a una fuerte retencidn sobre la fase polimérica,
atn en condiciones en que el soluto deberia estar ionizado. .
Con respecto a esto tltimo, un examen minucioso de la tabla 3.3 muestra que el volumen
de desorcidn disminuye a medida que el pH de la disolucién acuosa pasa de 10 a 11. A

- Estos resultados parecen sorprendentes si se considera que los pKa de estos solutos estén
muy alejados de los valores de pH ensayados, por lo que en las condiciones usadas este
parametro no deberia tener ningtn efecto.
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La explicacién que puede darse a este fendmeno se basa en la presencia de dos equilibrios
simultineos:

dcidobase[ HA — H' +A'] (1)

adsorcion [ HAg — HAu ] 2)

donde HA es el acido clorofenoxi y los subindices "dis" y "ads" se refieren a las especies
en disolucion y adsorbida respectivamente.

El paso de la especie molecular a la fase sélida provoca una disminucion de la fuerza del
acido HA y con ello un aumento en el pKa condicional del par HA/A". Este fenomeno es
més importante cuanto mayor es la afinidad de la especie molecular por el adsorbente.
Los resultados de la tabla 3.2 indican que alin para el soluto menos hidrofébico (2,4-D), la
afinidad por el adsorbente en disoluciones acuosas es muy elevada. Por lo tanto, se puede
esperar que los dcidos HA se debiliten a tal grado que sus pKa condicionales pasen desde
el valor inicial de 2 a 4 hasta valores del orden de 10 o més.

En estas condiciones resultard normal que un aumento del pH en el intervalo de 10 a 11
provoque una disminucién importante en el volumen requerido para la desorcién de los
solutos, pues estaria aumentando el grado de ionizacién de éstos.

Lo anterior implica que para disminuir los volimenes de desorcidn se requiere aumentar
atin més el pH, para incrementar el grado de ionizacién de los solutos, o buscar otras
condiciones que permitan disminuir la afinidad de éstos por el adsorbente. La primera
opcidn no es adecuada desde el punto de vista practico porque algunas partes del equipo
(sellos de las bombas y las vilvulas particularmente) son atacadas en medios muy
alcalinos. La segunda opcién, por el contrario, es ficil de llevar a cabo considerando que
el adsorbente actia como fase reversa y que los solutos se adsorben debido a fenomenos
hidrofobicos. Asi, bastaria con afiadir un pequefio volumen de un disolvente orgéanico
como metanol o acetonitrilo a la disolucién acuosa para provocar una fuerte disminucion
de los efectos hidrofébicos. _

En la tabla 3.4 se muestra el efecto de la presencia de metanol o acetonitrilo en la
disolucion acuosa de pH 10 sobre los volimenes de desorcion del 2,4-D y el 2,4-DB.

Para estos experimentos se siguié el mismo procedimiento que se utilizé para el estudio
del efecto del pH sobre la desorcion.
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TABLA 3.4. Efecto de la adicién de un modificador organico sobre los volimenes de
desorcidn, Vg, de los acidos clorofenoxi concentrados en el soporte RP.

VMODIFICADOR ORGANICO
METANOL ACETONITRILO

SOLUTO 5% - 10% 15% 5% 10% 15%

2,4-D 12 8 4 9 | 4.5 3

2,4-DB 24 12 6 11 5.5 3.5

Fase movil: disolucién acuosa de NaOH pH 10.0.
Volumen preconcentrado 150 mL.
Volumen de lavado con agua desionizada 0.5 mL.

Como puede observarse en la tabla 3.4 basta una pequefia proporcion de disolvente
" organico en la disolucién acuosa para que los volimenes de desorcion disminuyan
considerablemente. Este efecto tan marcado es debido probablemente a dos factores
simultdneos: : ’ . o '

1* Una disminucion de los efectos hidrofobicos provocando una menor afinidad dé los
solutos por el adsorbente.

2* Al disminuir la afinidad de los solutos por el adsorbente también disminuye el pKa
condicional del par HA/A",

Esto significa que para un valor dado de pH (en este caso pH 10) se logra una ionizacion
mas efectiva de los 4cidos adsorbidos y esto contribuye a disminuir ain mas su retencion.
Por otra parte, los resultados obtenidos muestran también que el efecto-es mas fuerte con
acetonitrilo que con metanol, lo cual es un comportamiento tipico en los sistemas de fase
reversa. Entre menos polar es el modificador organico mayor es la disminucion de los
efectos hidrofébicos y menor es la retencidn de los solutos.
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Sin embargo, para determinar la composiciéon y el  volumen del disolvente que se
empleard para transferir completamente los solutos de la precolumna RP a la precolumna
empacada con el intercambiador de aniones (AX) no basta con estudiar las condiciones de
desorcion de la primera columna. Se requiere ademds cumplir con las siguientes
condiciones:

— que los analitos no se escapen de la precolumna AX durante la transferencia.

— que ofros compuestos interferentes, posiblemente retenidos en la precolumna RP
durante la carga de la muestra, no sean transferidos a la precolumna AX. Es decir, que
se cumpla el objetivo de la transferencia que es el de limpiar el extracto.

Obviamente no se puede pretender un cumplimiento cabal de la segunda condicion puesto
que dependerd en gran medida de la muestra de agua que se analice. No obstante, es
posible minimizar el riesgo de transferir compuestos interferentes si se utiliza un volumen
lo mas pequefio posible de un disolvente lo mds débil posible (bajo contenido de
disolvente orgédnico) para la transferencia. Esto a su vez servird para cumplir con la
primera condicion.

Para poder establecer las condiciones mdas adecuadas para la transferencia, se realizaron
pruebas con diversos volimenes y composiciones del disolvente de transferencia,
tratando de conservar las condiciones lo méas cercano posible a las que se utilizardn
posteriormente para el analisis de las muestras.

Es decir que se emple6 el montaje mostrado en la figura 2.1 y se trabajé con la mezcla de
los seis herbicidas seleccionados, siguiendo todos los pasos del procedimiento general de
preconcentracion y limpieza de las muestras, descrito en la seccién experimental (Seccion
2.4.2), con algunas modificaciones como se detalla a continuacion.

Primero se procedid a optimizar la separacion cromatografica inyectando la- mezcla
estandar de los acidos clorofenoxi sobre la precolumna AX acoplada en linea con la
columna analitica. Los detalles y resultados de estos experimentos se describen en la
seccion 3.3. Una vez determinadas las condiciones de separacion se realizaron los
ensayos aplicando el procedimiento de la siguiente manera:

+ La precolumna RP se equilibré como se indica en el método y se cargé con 100 ml de
una disolucidén de los analitos a una concentracion de 0.5 mg/L.
Como se observa, el volumen cargado fue bastante menor que el volumen de fuga
determinado para el 2,4-D (soluto menos retenido) en estas condiciones (ver tabla 3.2)
de tal manera que no hubiera ningiin riesgo de pérdida de los analitos en este paso.
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* Después de lavar la precolumna RP, la precolumna AX se equilibré con 25 mL del
disolvente de transferencia a probar.

* Los solutos concentrados en la precolumna RP se transfirieron a la precolumna AX con
diferentes volumenes del disolvente de transferencia.

* Bl resto del procedimiento se continué como esta marcado en la seccion 2.4.2.

Al final se compararon las unidades de area de los picos del cromatograma de la muestra
tratada, con las unidades de area del estdndar inyectado para determinar el porcentaje de
recuperacion de cada soluto para cada disolvente y volumen de transferencia ensayado.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 3.5

TABLA 3.5. Estudio de la recuperacién de los dcidos clorofenoxi probando diferentes
volimenes y composiciones del disolvente de transferencia.

.+ Modificador-Organico
Metanol
© Relacid

transferencia :.
{mL).

75 | 60 | o4 | 102107 90

Volumen preconcentrado 100 mL. Concentracién de cada acido clorofenoxi Spg/L.
Volumen de lavado con agua grado HPLC 0.5mL.

De los resultados obtenidos se puede observar que efectivamente el uso de pequefios
volumenes de un modificador orgdnico en combinacion con la solucion acuosa a pH
basico ayuda a incrementar la recuperacion de los herbicidas en estudio. Siendo las
mejores alternativas las correpondientes al uso de un 5% y 10% de acetonitrilo, la
diferencia de estos dos ensayos sec encuentra en el volumen empleado para la
transferencia. En el primer caso se utilizd un volumen de 10 mL y en el segundo: se uso
un volumen de 5 mL. En ambos ensayos se logrd recuperar casi el 100% de los solutos.
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Sin embargo, se decidio emplear el porcentaje del 10% de acetonitrilo mas un 90% de la
solucion de NaOH pH 10, haciendo pasar Unicamente 5 mL de esta mezcla a la
precolumna RP para transferir los solutos a la precolumna de intercambio i6nico AX.

3.3 Condiciones Cromatograficas de separacion.

En este punto se buscd establecer las condiciones de separacion de los seis 4cidos
clorofenoxi seleccionados. Se estudiaron los siguientes pardametros: fase movil, tipo de
elucidén y ensanchamiento de las bandas o picos debido al acoplamiento de la precolumna
de intercambio anidnico con la columna analitica.

En cuanto a la fase movil, ésta debera tener las caracteristicas adecuadas de fuerza idnica
y pH para poder desorber los analitos retenidos en la precolumna de intercambio
aniodnico, asi como lograr una resolucion aceptable de los 4cidos clorofenoxi.

Otros punto a cubrir es que la elucion de los solutos de interés se efectué en un tiempo tal,
que permita la elucién previa de los interferentes que no se han podido eliminar durante el
proceso de limpieza.

En efecto, cuando se analizan aguas naturales, y en particular aguas de rio o lagos, se
observa generalmente la elucion de un gran pico al principio del cromatograma, el cual
desciende muy lentamente interfiriendo en la deteccién e integracion de los picos de los
solutos que eluyen en tiempos de retencion cortos. Este pico, llamado "pico de matriz", es
debido probablemente a la gran carga de materia organica, clasificada generlcamente
como écidos fillvicos y hlimicos, que contienen este tipo de aguas.

En relacién al estudio bibliografico realizado previamente podemos concluir, que ain
utilizando métodos sofisticados de limpieza de muestras, es practicamente imposible
eliminar completamente el pico de matriz en las aguas superficiales.

Por todo lo anterior se decidié disefiar un gradiente de elucién que permitiera que los
solutos comenzaran a eluir a partir de los diez minutos de haber iniciado el andlisis
cromatogrifico.

Con un gradiente concavo y las fases méviles descutas en la parte experimental se logré
el objetivo deseado.

Durante los experimentos realizados para encontrar la forma 6ptima del gradiente y la
composicion adecuada de las fases méviles, se observo que el 2,4,5-T y el Mecoprop eran
dificiles de separar. En medios muy 4cidos, a pH 2, no se logrd obtener una resolucién
idonea. Para mejorar la separacion se hicieron varios ensayos variando el pH de las fases
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moviles entre 2 y 4 ya que, por encontrarse los pKa de los 4cidos clorofenoxi en esta
region, este parametro deberia tener una gran influencia sobre la separacion.

Finalmente, se consiguid una separacidn adecuada de todos los solutos a pH 3.8, que se
fij6 con una solucién amortiguadora de 4cido formico-formiato de sodio (pKa=3.77) a
una concentracion de 0.01M en ambas fases méviles Fase"A" o débil {con menor
porcentaje de modificador organico) y Fase "B" o fuerte (mayor porcentaje de
modificador orgédnico) .

En los primeros ensayos para establecer las condiciones de separacién se observd una
influencia desfavorable al acoplar en linea la precolumna de intercambio anidnico a la
columna analitica de fase reversa Cqg.

Al observar las figuras 3.1 y 3.2 podemos notar el efecto del acoplamiento en los valores
del tiempo de retencion de los solutos asi como en la forma de los picos. Esto nos indica
que la precolumna empacada con el intercambiador anionico también participa en la
retencién - de los solutos mediante un mecanismo diferente al que le corresponde a la
columna analitica empacada con la fase Cyg.

Esto nos conduce a la siguiente suposicion: al pH de la fase mdvil (3.8) se produce una
mezcla de mecanismos de retencion en el intercambiador de aniones debidos, por una
parte, a las interacciones electrostaticas con los grupos activos dé esta fase y por otra, a
los efectos hidrofobicos de la matriz de poliestireno-divinilbenceno del soporte.

Esto se comprobé al adicionar &cido percléorico (0.0IM) a la fase movil, pero
manteniendo el valor de pH a 3.8, el resultado que se observo fue una notable mejoria en,
la forma de los picos asi como una ligera disminucién en [os tiempos de retencién de los
dcidos clorofenoxi. Esto se explica por la gran afinidad de los iones perclorato por los
sitios activos de las resinas intercambiadoras de aniones.

En la tabla 3.6 se dan los resultados de los pardmetros cromatograficos evaluados para
cada soluto, usando las condiciones de separacidén mencionadas anteriormente.
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Figura 3.1 Cromatograma quc muestra la clucion de {os scis dicidos clorofenoxi cn ausencia de Ia
precolumna de intercambio iénico. Identificacién de los picos (1) 2,4-D; (2) MCPA;

(3) MECOPROP; (4) 2,4,5-T; (5) SILVEX; (6) 2,4-DB.

"Fase mévil (A) ACN : H,0 20:80 (v/v); (B) ACN : H;0 80:20 (v/v). La fase acuosa en este caso contiene
solamente HCOOH 0.01M ajustando el pH con NaOH a un valor de 3.8. Relacién de flujo L.OmL/min.
Elucién por gradiente. Deteccion 230 nm. Temperatura ambiente.
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Figura 3.2 Cromatograma que muestra [a clucién de los seis dcidos clorofenoxi en presencia de la
precolumna de intercambio iénico. Identificacion de los picos (1) 2,4-D; (2) MCPA; (3)
MECOPROP; (4) 2,4,5-T; (5) SILVEX; (6) 2,4-DB

Fase mévil (A) ACN : HyO 20:80 (v/v); (B) ACN : H,0 80:20 (v/v). La fase acuosa cn cste caso contiene
solamente HCOOH 0.01M ajustando el pH con NaOH a un valor de 3.8, Relacién de flujo L,0mL/min.
Elucion por gradiente. Deteccion 230 nm. Temperatura ambicente.
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TABLA 3.6. Resultados de los parametros cromatograficos evaluados experimentalmente.

PARAMETROS

SOLUTO

10.75 5.55 - - 3.0
13.38 7.14 1.29 2.12 4.3
18.30 10.14 1.42 3.05 2.8
21.74 12.23 1.21 1.87 3.6
26.75 15.28 1.25 2.63 3.3
40.51 23.66 1.55 8.71 1.0

Condiciones cromatograficas: Precolumna de 20 x 2 mm d.i;, empacada con resina de intercambio anidénico PRP-X
100 (10pum d.p.) acoplada en linea a la columna analitica de 150 x 4.6 mm d.i., empacada con. fase reversa
Spherisorb ODS-2 (Spum d.p.). Fase movil (A) acetonitrilo : agua 20:80 (v/v) (B) acetonitrilo : agua 80:20 (v/v). La
fase acuosa contiene HCIO, 0.01M + HCOOH 0.01M ajustando el pH con NaOH a un valor de 3.8. Elucion por
gradiente. Relacion de flujo 1.0mL/min. Deteccién a 230 nm. Temperatura ambiente. La concentracion inyectada de
cada soluto fue de 5 mg/L. tr = tiempo de retencién, k' = factor de capacidad, o = factor de selectividad y Rs =
resolucién. FA = | — pico simétrico; FA > | pico coleado; FA <[ pico cabeceado.

Se puede observar que efectivamente se logra la completa separacién de los solutos al
emplear la elucion por gradiente, asi como que los solutos empiecen a eluir después de
.diez minutos de haber iniciado el analisis. El cromatograma de la separacion de la mezcla
de estos seis herbicidas se muestra en la Figura 3.2. La desviacion estandar relativa en
cuanto al tiempo de retencion de los solutos fue entre 0.7% y 2.2%. La mayor variacién
se presentd con los solutos Mecoprop y 2,4,5-T.

Respecto al efecto que el volumen de la precolumna, Vp, puede ejercer sobre el
ensanchamiento de la banda, sabemos que éste debe cumplir ciertas condiciones que
dependen del volumen de la columna analitica Ve, del nimero de platos tedricos de ésta
N, y del factor de capacidad del soluto A que se analiza k's. Esta dependencia se expresa
por la siguiente relacion matematica:

Yp < 1k
Ve 2 VN

2 (7

Esta relacién fue propuesta por Goewie et.al'’, Nondek y Chvalovsky'”’. La Unica
condicion que ellos indican para que esta relacion sea vilida, es que el niimero de platos
de la columna analitica debera ser lo suficientemente alto (N > 1000).
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Los resultados de la determinacidn de la eficiencia de la columna analitica se presentan en

la tabla 3.7.

TABLA 3.7. Determinacion experimental de la eficiencia de la columna analitica
Spherisorb ODS-2 empleada en la separacion de los acidos clorofenoxi.

Tiempo de retencién

(min) 9.96
""" - Factor de capacidad: - S oA
R 2 1 433

Numero de Platos Tedricos
por columna 2217
Niiero-de Platos Téoricos
pormetro. L 1ar77
Altura Equnvalente a un Plato Teonco
(H) () v 67.7

El soluto empleado en la determinacion fue 2,4-D a una concentracion de 10pg/L.

Condiciones cromatograficas: columna analitica de 150 x 4.6 mm d.i., empacada con fase reversa
Spherisorb ODS-2 (Spm d.p.) Fase movil (A) ACN : H,0 20:80 (v/v); (B) ACN : H,O 80:20 (v/v).
La fasc acuosa contiene HCIO,4 0.01 M + HCOOH 0.01M ajustando el pH con NaOH

a un valor de 3.8. Relacion de flujoi.0mL/min. Elucion por gradiente.

Deteccion 230 nm. Temperatura ambiente.

El volumen de la columna analitica fue de 2493 pL, mientras que el volumen de la
precolumna empacada con el intercambiador de aniones fue de 63 pL. Esto nos da una
relacion de Vp/Ve = 0.025. Por ofra parte, los valores correspondientes al término
(1+k')/2 VN, para los seis 4cidos clorofenoxi estudiados se dan en la tabla 3.8.

TABLA 3.8 Valores del término (1+k',)/ 24N, para los seis acidos clorofenoxi en
estudio.

2,4-D 4.37 0.057
MCPA 6.87 0.073
MECOPROP 8.13 0.097
2,457 10.39 0.121
SILVEX 12.75 0.146
2,4.D0B 20.85 0.232

Las condiciones cromatograficas para calcular este término son las mlsnns
que se indican en la tabla 3.7.
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De acuerdo a los resultados anteriores se puede establecer que el acoplamiento en linea de
una precolumna con las dimensiones de la que se utilizd no deberd provocar ningin
efecto significativo en el ensanchamiento de banda, siempre y cuando se utilice la fase
movil propuesta y el programa de elucién por gradiente disefiado en este trabajo.

Usando estas condiciones se determind experimentalmente el limite de deteccion para
muestras inyectadas de los herbicidas, siendo éste alrededor de 50 ng, con excepcidén del
2,4-DB. Debido a que este compuesto eluye al final del gradiente, en la region de mayor
ruido en la linea base, se tienen dificultades para su deteccién a bajas concentraciones,
por lo que su limite de deteccion es de 130 ng. El limite de deteccién se considero a una
altura del pico igual a 3 veces el tamafio de la sefial de ruido, a una sensibilidad de 0.01
AUFS. :

3.4 Estudio de la recuperacion de los 4cidos clorofenbki.

La determinacion de la recuperacion de cada soluto se realizé comparando el drea de la
sefial obienida al aplicar el método disefiado a muestras de agua grado HPLC fortificadas
con los acidos clorofenoxi, con respecto al drea obtenida por la inyeccidn directa de una
cantidad igual del acido clorofenoxi correspondiente.

En este punto se afinaron algunos detalles con el fin de mejorar la recuperacion de los
herbicidas.

Como ya se indic6 en la seccién 3.2.1 es posible percolar mas de 200 mL de muestra
conteniendo el herbicida 2,4-D en presencia de un 5% de metanol sobre la precolumna
empacada con la fase reversa RP. Sin embargo al aplicar este mismo procedimiento scbre
una muestra de agua grado HPLC fortificada con la mezcla de los seis herbicidas, el
porcentaje de recuperacion no fue el esperado. Por lo que se decidi6 estudiar como afecta
el percolar diferentes volimenes de muestra sobre el porcentaje de recuperacion,
manteniendo la concentracion de cada herbicida constante.

. Los resultados se dan en la tabla 3.9.



TABLA 3.9. Efecto del volumen de muestra percolado sobre la recuperacion de los
seis dcidos clorofenoxi seleccienados.

COMPUESTO
100.4 907 82.5
98.7 98.2 97.2
104.4 103.4 100.1
96.8 96.5 95.1
99.8 99.3 98.4
DB - 105.6 101.2 100.2

La concentracion de los 4cidos clorofenoxi fue de 10pg/L.
Las condiciones cromatograficas son la mismas que se seiialan en la tabla 3.6.

De acuerdo a estos resultados se pudo observar que para ¢l caso del compuesto 2,4-D es
conveniente cargar 75 mL de muestra, sin que esto tenga algin efecto adverso sobre los
demds herbicidas.

Otro aspecto que se optimizé fue el volumen de lavado de las precolumnas con agua
grado HPLC, antes de introducir el siguiente disolvente de desorcién.

En la primera etapa de preconcentracién los herbicidas quedardén concentrados en la
. precolumna RP, en este caso se utilizé un volumen similar a su volumen muerto, con el
fin de asegurar que todos los interferentes de naturaleza inorganica fueran eluidos y evitar
su posterior retencion en el intercambiador anidnico. En el caso del intercambiador de
aniones. el lavado fue para eliminar el exceso de NaOH y evitar un cambio brusco en
cuanto a las condiciones de acidez y basicidad, por que los herbicidas en esta segunda
etapa deberan ser desorbidos al introducir la fase mévil con un pH acido. El volumen que
se considerd como optimo para ambos casos fue de 0.2 mL.

En base a todos los estudios antes realizados quedo establecida la metodologia para la

preconcentracién, limpieza y andlisis por HPLC en linea de muestras de agua fortificadas
con los 4cidos clorofenoxi. La metodologia completa esta en la seccion 2.4.2.
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3.5 Estudio de los efectos de algunos factores en Ia preparacién de las muestras
fortificadas.

 Como ya se ha mencionado los 4cidos clorofenoxi en su forma molecular son muy
hidrofébicos, por lo que pueden quedar ficilmente adsorbidos a las paredes de los
recipientes donde las muestras son almacenadas o en la superficie de los filtros, asi como
en los recipientes que puedan tener contacto con las disoluciones acuosas de estos
compuestos.

Por lo anterior se deben tomar precauciones durante la preparacion de la muestra para
evitar alguna pérdida de los analitos.

La primera propuesta es que la muestra debe ser filtrada antes de ajustar el pH, de esta
forma los solutos se encontrardn en su forma ionizada y se adsorberdn menos sobre la
membrana de filtracién. Una vez hecho ésto, la botella de muestreo, asi como la
membrana de filtracion deben ser lavadas con un disolvente organico. En nuestro trabajo
se utiliz6 metanol, todo ésto con la finalidad de recuperar los solutos que pudieron quedar
adsorbidos.

Una vez filtrada la muestra, ésta fue acidificada en el mismo matraz donde se recibid el
filtrado. El usar el mismo matraz con la muestra filtrada y preparada como reservorio de
la bomba para el proceso de preconcentracion ofrece la ventaja de disminuir las
posibilidades de pérdida debido a que los solutos quedan adsorbidos en los recipientes.
La muestra al ser preparada en esta forma contiene un 4.6 % v/v de metanol; el volumen
total de la muestra es de 271.5. mL y el pH de la solucion es de 1.1, aproximadamente.

En la tabla 3.10 se muestra el efecto en la recuperacion de los solutos cuando se acidifica
la muestra antes de su filtracion, en relacidn a cuando se filtra primero y después se ajusta
el pH.



TABLA 3.10. Efecto del ajuste del pH antes y depués del proceso de filtracion .

MCPA

2,4-DB

COMPUESTO

Ajuste del pH antes de
filtrar

72.5

756

73.9

Ajuste del pH después de -
filtrar

98.9

103.6

La concentracion de los 4cidos clorofenoxi es de 10pg/L.
Se percolaron 100 mL de muestra fortificada.
Las condiciones cromatogréficas son las mismas que se sefialaron en la tabla 3.6.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede apreciar el efecto favorable de filtrar los
solutos en su forma ionizada, evitando asi que €stos queden adsorbidos a los materiales de

filtracion y en la misma membrana, aunque por seguridad se enjuaga con un pequefio
volumen de metanol
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3.6 Validacion.

La validacidén ¢s una evaluacion sistematica de un método analitico para determinar su
consistencia, fiabilidad y reproducibilidad. De ahi que cualquier método que sea nuevo, o
bien, que se haya modificado debera ser validado para comprobar su efectividad.

En este trabajo los pardmetros estadisticos que se evalGan son: exactitud, precisién
(repetibilidad), linealidad y limite de deteccion.

3.6.1 Linealidad .

La linealidad es una medida del grado en que la curva de respuesta en funcion de la
concentracion se aproxima a una linea recta.

Experimentalmente el ensayo consistid en analizar muestras de agua grado HPLC
fortificadas con cada uno de los seis acidos clorofenoxi seleccionados empleando un
intervalo de concentraciones de 1 a 84 pg/L.

En este caso la variable dependiente es la sefial o respuesta y la variable independiente es
la concentracion del analito analizado.

En las tablas 3.11 a 3.16 se muestran los valores empleados para trazar las graficas de
calibracién y en las figuras 3.3 a 3.8 se ilustra el comportamiento de la respuesta del
‘detector en funcion de la concentracién de cada dcido clorofenoxi en {a muestra acuosa.
La representacion fisica de las curvas de calibracion ayuda a evidenciar si efectivamente
los valores tienden a alinearse a lo largo de una linea recta mientras que el grado de
asociacion y la linea que mejor se ajusta a todos los puntos se determinan a través de los
parametros estadisticos.

En la tabla 3.17 se dan los datos calculados de las rectas de regresién de y sobre x para
cada acido clorofenoxi probado, asi como el coeficiente de correlacién momento producto
r. Este coeficiente nos permite estimar el tipo de relacion que existe de ) sobre x . De ahi
que si r = +1, se tendrd una correlacion positiva perfecta, ya que todos los puntos estaran
exactamente en una linea recta de pendiente positiva, en el caso que r = -1 indicara que su
pendiente es negativa. En la practica el valor de r es muy cercano a uno, por lo que es
muy importante realizar el calculo con un niimero adecuado de cifras significativas. En
este trabajo se puede observar que los valores de los coeficientes de correlacién obtenidos
para cada dcido clorofenoxicarboxilico son bastante altos ( r=0.9999).
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Tabla 3.11. Variacion de la respuesta del detector UV en funcidn de la concentracién
del 2,4-D en la muestra de agua fortificada.

137753
785618
570054
1134081
1371545
27140629
l; SR B ——— -
i 2,4-D
| CgHgCl,04
o 2500000 . o
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T :
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;1500000
i :
iz !
= i
© & 1000000 %
H w
[E"4 h
RS l'
500000 |
L A S
0 20 40 60 80
CONCENTRACION (ugiL)

Figura 3.3. Variacién de la respuesta del detector UV en funcion de la concentracién
def 2,4-D en [a muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.12. Variacién de la respuesta del detector UV en funcién de la concentraciéon
del MCPA en la muestra de agua fortificada.

—ARER -
(UNIDADES) - -
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47048
50517
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101 297734
202 553999
5086 . 1429728
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Z
.2 ;
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. }
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i
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Figura 3.4. Variacion de la respuesta del detector UV en funcion de la concentracion
del MCPA en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.13. Variacion de la respuesta del detector UV en funcién de 1a concentracién
dei MECOPROP en fa muestra de agua fortificada.

CONCENTRACTION T ARER
DE LA MUESTRA. - (UNIDADES) .
(nglL) N R
A 53458
53 136137
105 272183
27 547583
421 1026457
528 1307942
805 : 2000440
842 092209
© MECOPROP !
'; C10H44CIC;
i 2500000 — _
i : : :
2000000 _
Lo
a :
. < 1500000 .
=
4
c 2
-« 1000000 } :
{ow : :
Lo ; :
. 500000
i :
/1
i o e
g o 20 40 60 80 100
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Figura 3.5. Variacion de la respuesta del detector UV en funcion de la concentracion
del MECOPROP en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.14, Variacion de la respuesta del detector UV en funcién de la concentracion
del 2,4,5-T en la muestra de agua fortificada.

. AREA - -'
- (UNIDADES) -
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: 2500000 , . ___ _

: 2000000 ©

! 1500000 | :

1000000 |
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0 20 40 60 80 100
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Figura 3.6. Variacion de la respuesta del detector UV en funcion de la concentracion
del 2,4,5-T en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.15. Variacién de la respuesta del detector UV en funcién de la concentracion
del SILVEX en la muestra de agua fortificada.

~CONCENTRACION T ARER -
DELAMUESTRA |- - (UNIDADES)
2.0 ; 56277
2.9 69534
5.1 140709
10T 781578
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774 2067777
81.0 ] 2162836
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CgH;Cl305
2500000 .. . _ e
‘ 2000000
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P Z
P2 :
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i
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Figura 3.7. Variacion de l1a respuesta dei detector UV en funcion de la concentracion
del SILVEX en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.16. Variacién de la respuesta dei detector UV en funcion

del 2,4-DB en la muestra de agua fortificada.

de la concentraciéon
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(UNIDADES)

51079

63338

128172

256346

512794

12314617

1883412

1970239

AREA (UNIDADES

2,4-DB
C10H10Cl1203
2000000

1800000
1600000 |
1400000 ;
1200000 |

+ fom ]

1000000 L
800000 L
600000 |
400000 L
200000 1.

04T — - -
0 20 40 60

Figura 3.8. Variacion de la respuesta del detector UV en funcién de la concentracion

del 2,4-DB en la muestra de agua fortificada.
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TABLA 3.17. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracién

de cada acido clorofeno

estudiado

2,4-D 715 7 0.99989 | 0.99994
T WGPA T0-77.0 6457 26188 | 0.99989 | 0.99995
~HECOPROP 15840 7452 34778 | 0.99993 | 0.99996
10 81.0 8108 70845 | 0.99990 | 0.95995"

SILVEX 2.0 - 810 8426 56606 | 0.99594 | 0.09957

. 2.4DB 20 79.0 7676 54719 | 0.99994 | 0.69997

Ecuacion de regresion y = bx + « ; « = ordenada al origen; b = pendiente; r = coeficente de correlacién

(Ver apéndice "A" para las férmulas empleadas en esta seccion)

Una vez calculadas las rectas de regresion de y sobre x se procedio a graficar los residuos
de y. Los valores residuales para cada herbicida se dan en las tablas 3.18 a 3.23 y su

representacién grafica se muestra en las figuras 3.9 a 3.14.

En este caso se puede observar que el efecto aleatorio sobre los valores de y es de mayor

importancia que la funcion que describe el comportamiento de una linea recta.

En base a todas estas evidencias podemos decir que los datos obtenidos en la calibracién
del método tienden a comportarse como una funcion de una linea recta.
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Tabla 3.18. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcion de la concentracion del 2,4-D en la muestra de agua fortificada.
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Figura 3.9. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcion de la concentracién del 2,4-D en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.19. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcion de la concentracion del MCPA en la muestra de agua fortificada.

RESIDUBS
540557
-6380.79
-4020.60
363.96
-5732.09
17861.33
-3890.81
-2531.99
| o
5 MCPA
20000
: *
15000 |
10000 }
r
]
i >
| & 5000
H (2]
B 1w
s o
\ 0l—-—® e e e =
i . 10 20 30 40 50 60 0 &
: * L 4
. -5000
H & *
f -10000

CONCENTRACION (ug/L)

Figura 3.9. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcion de la concentracion del MCPA en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.20. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcién de la concentracion del MECOPROP en la muestra de agua fortificada.
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Figura 3.11. Determinacién de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcién de la concentracion del MECOPROP en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.21. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcidn de la concentracion del 2,4,5-T en la muestra de agua fortificada.
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Figura 3.12. Determinacion de los residuos de y de la respuesta dei detector UV
en funcién de la concentracion del 2,4,5-T en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.22. Determinacion de los residuos de y de la respuesta del detector UV
en funcion de la concentracion del SILVEX en la muestra de agua fortificada.
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Figura 3.13. Determinacion de los residuos de ¥ de la respuesta del detector UV
en funcién de la concentracion del SILVEX en la muestra de agua fortificada.
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Tabla 3.23. Determinaci6n de los residuos de y de ia respuesta del detector UV
en funcidn de la concentracion del 2,4-DB en la muestra de agua fortificada.

CONCENTRACION| _ RESIDUOS
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(wglly. . - .
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Figura 3.14. Determinacion de los residuos de y dela respuesta del detector UV
en funcion de fa concentracion del 2,4-DB en {a muestra de agua fortificada.
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En la tabla 3.24 se dan los valores calculados que permiten comprobar que el valor del
coeficiente @ de la recta de regresion es estadisticamente igual a cero. Es decir que las
rectas pasan por el origen del sistema de coordenadas y se puede descartar la presencia de
un etror sistematico continuo en el método.

TABLA 3.24 Comprobacion de la hipétesis nula sobre el coeficiente a . A un nivel de
significancia de o = 0.05, en el estudio de la linealidad del métodeo.

2,4-D 7 | 1559 2.571 No
MCPA 8 1.612 2447 | Mo
MECOPROP | 8 1958 | 2447 No
2,4,5-T 8 1.908 2.447 No
SILVEX 8 2.244 2447 No
2,4-DB 8 2.243 2.447 No

n = Namero de determinaciones .

t.y = valor calculado de la " t de Student" -

tez(n-2 g.1.) = valor teérico del "t de Student™ para una regién bilateral 6 en dos sentidos,
con n-2 grados de libertad

La hipétesis nula (Ho) se rechazasi 1< -t,, 6t > {,,

También se calculé el intervalo de confianza para la ordenada al origen (a), al mismo
nivel de significancia del 95%. En la tabla 3.25 se presentan los intervalos de confianza
para dicho coeficiente a correspondiente a cada una de las rectas de regresion de los
dcidos clorofenoxi estudiados.
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TABLA 3.25. Intervalo de confianza de los coeficientes a, de las rectas de regresién
para los seis acidos clorofenoxi probados a un nivel de confianza del

95%.

2,4.p -4644 < a < 18963
MCPA, -3342 < a < 16256
ME(_:OP'_ROR —1859” < a <’ 16764
2451 | 2003 < a < 185i0
SILVEX | 762 < a < 17614
-Z;A.D'B; 696 < a < 16048

La determinacién de la pendiente y ordenada a el origen de la rectas de regresion para
cada herbicida nos permitira calcular las concentraciones de las muestras problema por
interpolacion y estimar el limite de deteccidn del procedimiento analitico.
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3.6.2 Exactitud del método.

Con los resultados de los experimentos anteriores se evalud la exactitud del método. En
este caso lo que se trafa de probar el grado de concordancia entre un valor experimental y
un valor de referencia que se considera como real. Siendo la variable dependiente la
cantidad recuperada del analito en estudio y la variable independiente la cantidad
adicionada.

Los resultados obtenidos se dan en las tablas 3.26 a 3.31, asi como en las figuras 3.15 a
3.20.

La comprobacién de que el método es exacto en el intervalo de concentraciones
estudiado, se realizd a través de las pruebas de hipotesis nula para la ordenada al origen y
para la pendiente.

Al observar las tablas antes mencionadas, se puede confirmar que los correspondientes
valores de las pendientes o coeficientes b de las respectivas rectas de regresion obtenidas
para cada uno de los Acidos clorofenoxi estdn muy proximos a la unidad. Por lo que
estadisticamente b debera ser igual a uno, y entonces podremos decir que la cantidad de
soluto concentrado es igual a la cantidad de soluto recuperado al final del andlisis. Esto
implicard que la recuperacién de dichos solutos es del 100% en todo el intervalo de
congcentracion probado.



Tabla 3.26. Variacién de ia cantidad de 2,4-D recuperada en funcién de la cantidad
de 2,4-D concentrada.

0.350 —0.343
0.699 —U.660
1.399 7314
3.497 3174
5.348 5765

2,4-D

]

: 6

" CANTIDAD RECUPERAD
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w

y =0.9681x - 0.0294
R? =0.9976
R =0.9988

2 3 4
CANTIDAD CARGADA
(ng)

Figura 3.15. Variacién de la cantidad de 2,4-D recuperada en funcién de la
cantidad de 2,4-D concentrada.
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Tabla 3.27. Variacion de la cantidad de MCPA recuperada en funcién de la )
cantidad de MCPA concentrada.

CANTIDAD REGUPERAD
{ng)

y = 0.957x - 0.0331
Re = 0.9969
R =0.9985

0 1 2 3 4 5 6

CANTIDAD CARGADA
{ng)

Figura 3.16. Variacion de la cantidad de MCPA recuperada en funcion de la
cantidad de MCPA concentrada.
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Tabla 3.28. Variacién de la cantidad de MECOPROP recuperada en funcién de 1a
cantidad de MECOPROP concentrada.

CANTIDAD RECUPERAD
{ng)
[A)

0 .
0 1 2 3 4 5 6
: CANTIDAD CARGADA
{ng)

y =0.9861x - 0.0496
Rz =0.9985
R =0.9992

Figura 3.17. Variacién de la cantidad de MECOPROP recuperada en funcién de

la cantidad de MECOPROP concentrada.
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Tabla 3.29. Variacién de la cantidad de 2,4,5-T recuperada en funcién de la
cantidad de 2,4,5-T concentrada.

i
f 2,4,5T
i
i 6
‘iQ 5
I
9.11;"\_" 4 1
et y = 0.8675x + 0.0074
K Re =0.9971
na R =0.9985
{8
[
2
Z
Q

0 : : :
0 1 2 3 4 5 6
: CANTIDAD CARGADA
. (ng)

Figura 3.18. Variacion de la cantidad de 2,4,5-T recuperada en funcion de la
cantidad de 2,4,5-T concentrada.
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Tabla 3.30. Variacion de la cantidad de SILVEX recuperada en funcién de la
cantidad de SILVEX concentrada.

ADA:

ANTIDADRECURE
e b

SILVEX
6
5 51
3
[T 3 5
.
pu
- (4
e 23 y =0.9836x - 0.0319
- R2 =0.9975
g 2 ' R =0.9987
4
<
(&)
1.
0
0 1 2 3 4 5 6
CANTIDAD CARGADA

{ng)

Figura 3.19. Variacién de la cantidad de SILVEX recuperada en funcion de la
cantidad de SILVEX concentrada.
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Tabla 3.31. Variacién de la cantidad de 2,4-DB recuperada en funcion de 1a
cantidad de 2,4-DB concentrada, ~

2,4-DB

'
f

y =0.9371x + 0.0002
R? =0.996
R =0.998

CANTIDAD RECUPERAD
(ng)
w

0 . .
0 1 2 3 4 5 6
CANTIDAD CARGADA
{ng)

Figura 3.20. Variacion de la cantidad de 2,4-DB recuperada. en funcion de la
cantidad de 2,4-DB concentrada.
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La hipoétesis nula a confirmar es que la recuperacion obtenida corresponda al 100%,
mientras que la hipotesis alterna consiste en que la recuperacién es diferente del 100%.
La hipotesis nula (Ho; & = 1) se rechazara sit <-ty, 0t> ty,. En donde t , es el valor
de la t de Student para un nivel de significancia oo = 0.05 con n-2 grados de libertad.

En el Apéndice "A" se da un resumen de las pruebas estadisticas utilizadas en el presente
trabajo.

La tabla 3.32 muestra los resultados de 1a verificacion estadistica de la hipdtesis nula.

Tabla 3.32 Comprobacion de Ia hipétesis nula que establece que 1a pendiente de las
rectas de regresion, es igual a uno. A un nivel de significancia o = 0.05, en
el estudio de 1a exactitud del método a multiniveles.

2,4,D 0.968 1341 6 | 2776 No
MCPA 0.957 1983 | 8 2.447 No
MECOPROP 0.986 0903 | 8 2.447 No
2,4,5-T 0.968 1515 | 8 2.447 No
SILVEX .0.983 | 0748 | 7 2.571 No
2,4-DB 0.937 2606 | 8 2.447 Si

n = Numero de determinaciones

tew = valorcalculado de la * t de Student"

t(n-2 g.1.) = valor tedrico del "t de Student" para una region bilateral 6 en dos sentidos,
con n-2 grados de libertad

‘La hipotesis nula (Ho; b=1) se rechazasi t< -t,,, 6t > t,,

De acuerdo con ellos solo se rechaza el 2,4-DB, los demas casos se aceptan, indicandonos
que el valor de las -pendientes de las rectas de regresion de los éacidos clorofenoxi

estudiados es de uno, por lo que estadisticamente se puede considerar una recuperacion -
del 100%.

El intervalo de confianza para las pendientes de las rectas de regresion lineal, a un nivel
de significancia del 95% se dan en la tabla 3.33.
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TABLA 3.33. Intervalo de confianza de los coeficientes b de las rectas de regresion
lineal en el estudio de exactitud del método a multiniveles.

0.9020< b < 1.0341

" 0.9040< b <1.0100.
0.9485< b < 1.0240
0.9150< b < 1.0200.
0.9225< b < 1.0450

- 0.8780< b <0.9962

Ademaés, se corrobord que la interseccién de cada una de las rectas con el eje de las
ordenadas fuera estadisticamente igual a cero. Los resultados se dan en la tabla 3.34 asi
como el intervalo de confianza para la ordenada al origen.

TABLA 3.34. Comprobacién de Ia hipétesis nula sobre el coeficiente a de las rectas de
regresion lineal y su intervalo de confianza a un nivel de significancia o = 0.05.

2.4-D 6 -0.0294 -0.459 2.776 No -0.207 <a <0.148
MCPA 81 -0.0331 -0.655 2.447 . No -0.157 <a < 0.091
MECOPROP | 8 -0.0496 -1.016. | 2,447 No -0.169 <a <0.069
2,4,5-T 8| +0.0074 0.141 2.447 No -0.121 <a < 0.136
SILVEX | 7 -0.0319 -0.565 2.447 No -0.177<a<0.113
2,4-DB 8 0.0002 0.003 2.447 No | -0.177<a<0.177
n = Nimero de determinaciones
tey = valor calculado de la * t de Student"”

ten(n-2 g.1.) = valor tedrico del "t de Student" para una region bilateral 6 en dos sentios
con n-2 grados de libertad
La hipotesis nula (Ho) se rechazasi t< -{,, 6t > t,,

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta comprobacién estadistica es evidente que
todas las rectas de regresion si pasan por el origen del sistema de coordenadas.

En base a todo lo anterior se demostré estadisticamente. que la recuperacidén de cada
soluto analizado es del 100%, con excepcion del 2,4-DB cuya reeuperacion fue del 94%.
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Otra forma de evaluar la exactitud es hacer por lo menos nueve réplicas del analisis a un
nivel de concentracién establecido. Cada muestra se analizard en forma independiente por

el mismo analista y en el mismo equipo.

Los resultados generados de esta forma también serdn usados para evaluar la precision del
‘método. Es importante mencionar que las palabras precision y exactitud tienen
significados diferentes en la teoria de los errores. Los errores aleatorios solo tendran
influencia sobre la precision. La exactitud solo se ve afectada por los errores sisteméticos.

Los datos de recuperacion obtenidos en este ensayo se dan en la tabla 3.35 indicando el

porciento del coeficiente de variacion.

TABLA 3.35. Recuperacién obtenida para los seis acidos clorofenoxi analizados.

MCPA 101.40 5.11 5.04
MECOPROP 108.07 9.53 8.07
-2,4,5-T 102.29 543 5.31
SILVEX 101.77 2.57 2.52
24-DB 101.28 ©5.92 5.84

R(%) = Recuperacion expresada como porciento

S = Desviacién estdndar

CV(%) = Coeficiente de variacion (porciento)

Las muestras fueron fortificadas con Spg/l de cada herbicida.
El volumen concentrado fue de 75 ml.

El niimero de muestras analizadas fue nueve.

En la tabla 3.36 se muestran los resultados de la prueba

aplicada para determinar la

exactitud del método El estadistico empleado es la "t" de Student para n-1 grados de

libertad.
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TABLA 3.36. Comprobacién de la exactitud del método mediante el criterio de aceptacién
de la hipétesis nuia (Ho) =100% sobre la media poblacional. Determinacién
de los limites del intervalo de confianza para la media experimental a un
nivel de significancia de o = 0.05.

2,4-D 0.11 231 ' No T 97 <R<103
MCPA 9 0.82 2.31 No 67 <R <105
MECOPROP 9 5.69 2.31 Si 111 <R <125
2.4,5-T 9 1.27 231 No 9% <R <106
SILVEX 9 0.57 2.31 No 100 <R <104
2,4-DB 9 0.65 2.31 No 97 <R <106
n = Namero de detertinaciones
teq = valor calculado de la ¥ t de Student"

tan(n-1 g.l.)} = valor tedrico del "t de Student para una regién bilateral 6 en dos sentidos
con n-1 grados de libertad
La hipétesis nula (Ho) se rechazasi t< -t,, 6t >t

Los resultados de estos experimentos confirman que para cinco de los compuestos
analizados el método es exacto, con una recuperacién del 100%. En el caso del
MECOPROP, cuya recuperacién es superior al 100% , indica un error sistematico por
exceso en esta serie de pruebas.

Se puede suponer que este error es debido a la presencia de una impureza, proveniente ya
sea de los reactivos empleados en la preparacién de la muestra o de la misma agua grado
HPLC, que coeluye con el pico del MECOPROP.

Es importante hacer notar que debido al proceso de preconcentracién de las muestras y a
la baja concentracion de los analitos utilizada (Sppb), la presencia de pequefiisimas
cantidades de impurezas en los reactivas pueden tener un efecto significativo sobre el
andlisis. Sin embargo soélo los compuestos interferentes con propiedades similares a las de
los analitos, es decir con cierto grado de hidrofobicidad y con capacidad de ionizarse a
valores de pH elevados, podrdn atravesar el sistéma de preconcentracién y purificacion de
la muestra y eventualmente coeluir con alguno de los herbicidas. Evidentemente la
probabilidad de que todo lo anterior suceda es baja pero existe.

Por esta razdén es recomendable, al trabajar con muestras naturates, utilizar un detector de
UV con arreglo de diodos que permita (mediante ¢l trazo de espectros de absorcién o por
la medicion de la absorbancia a dos-o més longitudes de onda diferentes) conflirmar la
identidad de un compuesto y/o comprobar la pureza del pico cromatogrélico.
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Cabe aclarar que en los ensayos realizados a diferentes concentraciones de MECOPROP
en la muestra (seccion 3.4.1) este error no alcanza a detectarse porque probablemente, la
cantidad- de impureza preconcentrada es tan pequefia que solo tiene efecto a
concentraciones muy bajas del analito.

3.6.3 Precision del método.

Al mencionar el pardmetro precision debemos recordar que se refiere al grado en que
concuerdan las diferentes mediciones de una misma propiedad.

La precisién del método puede expresarse como la repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad se define como la concordancia dentro de las determinaciones
independientes de las muestras fortificadas a una concentracion predeterminada. En este
estudio se utilizé Spg/l para cada herbicida, que corresponde entre 29 veces mds y 50
veces menos a la concentracién reportada como €l limite de deteccion del método oficial
8150 de la EPA para SILVEX (0.17pg/L) y MCPA (2491g/L) respectivamente. Los
ensayos son realizados por un mismo analista y en las mismas condiciones de operacion.
La diferencia con la reproducibilidad es que los andlisis se realizan entre diferentes
analistas y/o en diferentes laboratorios .

Con lo datos obtenidos de la seccion 3.4.2 se realizé la comprobacion de si efectivamente
el método es preciso.

En la tabla 3.37 se da la (.omprobacwn de la repetibilidad del método. Por tratarse de
muestras aleatorias que provienen de una poblacién formal de varianza o’ se utiliza la
prueba Chi cuadrada (x ) con n-1 grados de hbeltad La hlpotesm nula a contrastar es:
Ho: §*= 6" contra la hipdtesis alterna de que $* >0

Dado que en este trabajo-se determinan analitos a niveles de concentraciéon del orden de
trazas, se ha establecido que la recuperacién no deberd variar en mas de un 10%, con
respecto al valor promedio de %R para cada analito (reportado en la tabla 3.35), para
considerar el método preciso. Por o tauto, o” tendra un valor de 100.
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TABLA 3.37. Comprobacién de [a precision del método para el anilisis de los dcidos
clorofenoxi en muestras de agua fortificadas.

2,4-D 9 427 18.32 1.5 15.51
MCPA 9 5.11 26.11 24 15.51 No
MECOPROP 9 9.53 90.73 73 15.51 No
2,4,5-T 9 5.43 29.48 24 15.51 No
SILVEX 9 2.57 6.60 0.5 15.51 No
24-DB 9 5.92 35.05 2.8 1551 No

S = desviacién estdndar S* = varianza ¥%’.,, = valor caleulado por el estadistico Ji cuadrada
qu_(,s (n-1 g.1) = valor tedrico del estadistico Chi cuadrada a un nivel de significancia de o = 0.05

De acuerdo a los resultados obtenidos el método resulta preciso para los solutos
estudiados. La precision como ya se indico, estd especificada por la desviacidn estédndar
de los resultados obtenidos. En este valor estdn considerados los errores aleatorios
debidos a la preparacion y andlisis de la muestra. La dispersion de resultados fijada como
valor maximo fue de un 10% de acuerdo al Standar Methods for the Examination of
Water and Wastewater

3.6.4 Limite de deteccion del método.

La finalidad de estimar el limite de deteccion se debe a la necesidad de poder responder.
(Cual es la menor concentracion de analito quc ‘se puede detect'lr con un nivel de
confianza determinado? g

Este concepto sin embargo resulta muy controvérsial debido a una inadecuada definicion
y confusion de términos, ya que frecuentemente el limite de deleccxon instrumental es
usado como el limite de deteccion del método y viceversa.

De ahi que la definicion mas empleada sea: aquella cantidad que pueda ser detectada por
arriba del ruido o sefial de fondo dentro de un procedimiento dado a un limite de
confianza establecido. Los limites de confianza son establecidos de tal manera que la
probabilidad de que ocurran errores de Tipo 1y Tipo Il sed lo mds pequefia posible.

Un error de tipo I, es denominado como error alfa (o) y corresponde a la probabilidad de
decidir que un constituyente esta presente cuando en realidad estd ausente. El error tipo I,
también llamado beta () corresponde a la plObdblllddd de no detectar un compuesto
cuando en realidad estd presente.
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Una definicién que se utiliza cominmente en quimica analitica es que el limite de

deteccién es la cantidad o concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la
o~ . . oar . 16)

sefial del blanco, yy, mds dos veces lu desviacion estandar del blanco, s3"'" .

Recientes recomendaciones de organismos publicos ( Center for Drug Evaluation and
Research) ¥ sugieren que el criterio deberia de ser:

yyp=3sg

De acuerdo con la explicacién dada por Miller y Miller (1993)('6) el emplear esta

expresion nos conduce a la probabilidad de que cada error sea aproximadamente de un
7%.
En ambas definiciones el objetivo es minimizar los errores antes mencionados.

En este trabajo el limite de deteccion del método desarrollado se determiné por dos
procedimientos:

A) De acuerdo a los criterios de la Agencia Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA 1984(:)“9). Segiin éstos, el limite de deteccion puede calcularse a partir de la
desviacion estandar de las mediciones obtenidas en la determinacion de un analito,
después de analizar por lo menos siete muestras bajo las mismas condiciones del proceso
analitico de interés, utilizando la siguiente ecuacidn.

LDM = t,.1,1.0-099 (S) : G.1)

dende t | ..-099 €5 €l valor de la t de Student apropiado para un nivel de confianza del
99% y S es la desviacion estdndar de las determinaciones, en unidades de concentracidn
estimada con n-1 grados de libertad, siendo n el namero de datoAs.

La desviacidn estandar se estima a partir del analisis de muestras con el analito de interés,
fortificadas a concentraciones que -no excedan, preferentemente, 10 veces el LDM
esperado para el analito.

En nuestro estudio se calculd la desviacion estandar (S) en unidades de concentracion a
partic de 9 muestras fortificadas con cada herbicida a una concentracion de Sug/l para
cada analito. Se empled este nivel de concentracion debido a que se esperaba alcanzar
limites de deteccion del orden de 1 pg/l . '
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B) El segundo procedimiento consistio en utilizar las rectas de regresion obtemdas en el
estudio de calibracion del método.

En este procedimiento el limite de deteccién (LD) de un analito se define como aquella
concentracion que proporciona una sefial "y", significativamente diferente de la sefial de
una muestra "blanco" o "sefial de fondo . Esto siginifica en términos estadisticos la
cantidad o concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco
yp. mas tres veces la desviacion estdndar del blanco Sy. De ahi que el LDM pueda ser
calculado de acuerdo a la siguiente ecuacién:

LDM = 3S,/m : (3.2)

En donde ¢l Sy para cada herbicida fue el valor de la desviacidn estdndar en unidades de
drea obtenida a partir del analisis de las nueve muestras mencionadas en la seccion 3.4.2.
y mm corresponde a la pendiente de las rectas de regresidn, respuesta vs concentracion..

La tabla 3.38 muestra los datos promedio de las unidades de édrea obtenidas y las
concentraciones calculadas (por comparacion con el estandar inyectado) para los seis
acidos clorofenoxi en cada anlisis de las nueve muestras fortificadas a Sug/l de cada
analito. Ahf mismo se reportan las desviaciones estandar en unidades de concentracion y
en unidades de area para cada uno.

TABILA 3.38. Valores promedio en unidades de #rea y concentracién de los seis dcidos
clorofenoxi analizados en mueve mucstras fortificadas a 5 pg/l de cada
soluto, indicando su desviacion estindar en umdades dedreay.
concentracion. - : :

2,4-D 255744 . 24
MCPA 772076 5.07 13702 025 -
MECOPROP 257454 590 20357 0.47
2,4,5-T 792442 5.1 14373 ! 0.25
SILVEX 216795 5.09 11355 . 0.13
2,4-DB 787389 5.06 13608 0.24
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En la tabla 3.39 se reportan los limites de deteccion obtenidos por los dos procedimientos
mencionados.

TABLA 3.39. Comparacién de los Limites de Detecion obtenidos mediante las rectas
- de regresion y de acuerdo a las consideraciones de la EPA.

2,4-D 0.70 - 1.3
MCPA 0.72 1.4
MECOPROP 136 24
2,4,5-T 0.72 1.4
SILVEX 0.38 1.2
2,4-DB 0.70 1.6

Método A ; LDM =t 1aqwm (5)
Meétodo B; LDM = 3S,/m"¥

Podemos observar que los limites de deteccion calculados a partir de ambos métodos -
presentan una diferencia de casi el doble al comparar A contra B. Esto es debido a que el
pardmetro de desviacion estandar empleado en el cdlculo tiene un significado diferente en
cada caso. En el método A, la concentracion de cada analito se calculd mediante el factor
de respuesta determinado a partir de un estandar que se inyecta inmediatamente después
de realizado el andlisis de la muestra . Esto permite e¢liminar el factor de variabilidad
debido a cambios en la respuesta del detector de dia a dia, ya que los andlisis s¢
efectnaron en diferentes dias. Asi la desviacién estindar expresada en unidades de
concentraciéon para cada herbicida refleja Gnicamente 1a dispersion de resultados debido
al método analitico. En el caso del método B, aunque se utilizan los resultados del mismo
grupo de experimentos para el calculo de la desviacion estandar, ésta corresponde a la
dispersion de los valores de 4rea de pico para cada analito; obtenidos en varios analisis de
la muestra realizados en diferentes dias. Esto significa que contrariamente al caso
anterior, la desviacion estandar utilizada para el cilculo del limite de deteccidn incluye la
variabilidad propia del método analitico y la variabilidad de respuesta del detector dia a
dia.

Considerando que en cualquier analisis por HPLC, el detector se calibra cada dia, y en
ocasiones varias veces al dia, se concluye de la-discusion anterior que el método A es el
maés adecuado para la determinacion del limite de deteccion, ya que refleja la verdadera
sensibilidad del método analitico desarrollado. '

En cuanto a la comparacion de los limites de deteccién obtenidos y los reportados para el
método oficial 8150 de la USEPA las diferencias son apreciables, es importante recordar
que la deteccion de estos compuestos se hace usando un detector de captura de electrones.
No obstante se encuentran buenos resultados para los herbicidas MCPA 'y MECOPROP,
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logrando una reduccion de 178 y 80 veces para cada uno de ellos. En cuanto a los
compuestos 2,4-D y 2,4-DB los diferencias no son tan significativas ( 0.2 y 0.5 pg/L
respectivamente). Para los herbicidas 2,4,5-T y Silvex los limites determinados son siete
veces mas altos en ambos casos.

En el caso del método 6640 de la CME sus limites de deteecion dependeran del volumen
.al que se concentre un litro de muestra, en este método la deteccion también se realiza
con un detector de captura de electrones. Solo determina tres herbicidas que' son 2,4-D,
2,4,5-T y SILVEX. Los limites reportados para cada uno son 26, 14 y 13 veces mds bajos
respectivamente a los obtenidos en el presente estudio. Sin embargo con nuestro método
se consigue analizar tres herbicidas mds que son el MCPA, MECOPROP Y 2,4-DB.

3.7 Aplicacién del método en diferentes muestras de agua.

Esta Gltima etapa tiene por objeto evaluar la capacidad del método desarrollado para
determinar los acidos clorofenoxi a bajas concentraciones en diferentes tipos de agua. Es
decir, se pretende ver en que medida la matriz de la muestra afecta el porcentaje de
recobro de los solutos y con ello tener una idea de la aplicabilidad del método en muestras
naturales y sus limitaciones. '

Las muestras probadas fueron: agua potable de Ciudad Universitaria y agua de rio de la
zona de Tequesquinahua, municipio de Texcoco en el Estado de México. Se debe aclarar
que en ninguna de las dos muestras se detectd la presencia de los dcidos clorofenoxi.

Cada muestra fue analizada segin el método desarrollado, primero sin fortificar y después
fortificada con los dcidos clorofenoxi a 10 pg/l. En la figura 3.15 (b) y (c) se presentan los
cromatogramas resultantes del analisis, tanto de las muestras "blanco" cemo de las
muestras fortificadas. Por comparacién se incluye en la misma figura, 3.9 (a), el
cromatograma obtenido del analisis de una muestra de agua grado HPLC fortificada con
los analitos a la misma concentracioén.

Se puede observar que los cromatogramas de las muestras "blanco™ son muy limpios,
practicamente no muesiran ningin pico interferente, sélo se aprecia la elevacién de la
linea base y los "picos de gradiente" hacia el final de la corrida. En el caso del agua de rio
también se observa el gran pico de matriz al inicio del cromatograina, el cual como ya se
ha mencionado es tipico de las aguas cargadas con grandes cantidades de materia
organica (4cidos humicos y fulvicos) y que resulta practicamente imposible de eliminar.
Estos resultados permiten apreciar la eficacia del procedimiento de limpieza incluido en
el método desarrollado.
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La recuperacion de los solutos en la muestra de agua potable fortificada es similar a la
que se obtiene con la muestra de agua grado HPLC foctificada a la misma concentracion.
Es decir que el porcentaje de recobro de todos los analitos es superior del 90%.

En el caso de la muestra de agua de tio, el pico de matriz logra ocultar parcialmente a los
analitos que eluyen al inicio del cromatograma, el 2,4-D y el MCPA . La recuperacion de
éstos alcanza solo cl 78% y 70% respectivamente. Por el contrario, lo cuatro Gltimos
solutos son bien recuperados. Aunque seria posible mejorar os resultados de recobro de
los primeros analitos empleando un gradiente maés coéncavo para retardar su elucion, esto
provdcaria un mayor ensachamiento de los picos y por tanto una disminucién notable en
la sensibilidad del método.
" En conclusion, se puede considerar que el método es excelente para la determinacién de
los acidos clororfenoxi a niveles de concentracion del orden de partes por billon en aguas
poco cargadas en materia organica (agua potable, agua de pozo y agua de manantial) s
En aguas superficiales, los resultados obtenidos son atin bastante aceptables para estos
niveles de concentracion. Sin embargo, deberd tomarse en cuenta que la exactitud,
~ precisién y sensibilidad del método, particularmente para los primeros solutos cluidos,
dependeré en gran medida de la propia muestra.
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Figura 3.20 Cromatogramas correspondicutes al anilisis de diferentes muestras de agua.

(a) agua grado reactivo fortificada (b) agua potable de CU fortificada y sin fortificar {(¢) agua de rio
fortificada y sin fortificar. Concentracion adicionada de fa mezela de estandares 10pg/L. Identificacion
de los picos: (1) 2,4-D; (2) MCPA; (3) MECOPROP; (4) 2,4,5-t; (5) SILVEX; (6) 2,4-DB.

Se concentraron 75 ml, de cada una de las mucstras cn la precolumna RP. La transferencia a la
precolumna de intercambio ionico sc efectud con 5 mLde Acetonitrilo : NaOH (pH 10) en una
proporcion de 10:90 (v/v). Las condiciones cromatograficas se dan en la parte experimental.
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4. CONCLUSIONES

*El método analitico desarrollado representa una alternativa muy interesante con respecto
a los “métodos oficiales”, método 8150 de la USEPA y método 6640 del Comité de
Métodos Estandar para el examen del agua y de aguas residuales.

*La selectividad que ofrece el método se logra por la combinacion de 3 adsorbentes
diferentes: una fase polimérica RP, un intercambiador de aniones y una fase reversa Cg
Asi como por el empleo de disoluciones o fases moviles disefiadas especificamente para
cada etapa de elucién. De ahi que durante el paso de extraccion y preconcentracion en el
primer adsorbente se eliminen las sales inorganicas y los compuestos organicos de alta
polaridad y baja hidrofobicidad. Durante el paso de la transferencia al segundo adsorbente
se eliminan los compuestos apolares y medianamente polares no ionizables a pH 10. Y
finalmente, los compuestos que han logrado pasar estos dos filtros son separados entre si
por el gradiente de elucion en la fase Cq, para que los compuestos que sean capaces de
dar una sefial a 230nm, sean detectados por el detector UV.

*Limite de deteccion.- Los limites de deteccion alcanzados por este método estan entre 1
y 2 partes por billon para los seis 4cidos clorofenoxi estudiados. Sus valores son mads altos .
que los reportados en los métodos oficiales 8150 y 6640 para ¢l caso de los herbicidas
2.4.D, 2,4,5-T y Silvex. Sin embargo, €ste-método tiene la ventaja con respecto al 6640
de que cubre el andlisis de otros tres herbicidas mas de esta familia. Con respecto al
método 8150 se tiene una SCnSlbllld’ld similar para el 24-DB y muy superior para
MECOPROP y MCPA.

*Exactitud y Precision.- Se lograron excelentes pdrcentajes de recuperacién para cada
herbicidad entre 100% y 110% con un C.V. <10%, a concentraciones de Spug/l. Estos
valores resultan muy superiores a los reportados por los métodos oficiales.

Esto se logré gracias a dos factores: (1) la cuidadosa optimizacion de las condiciones deé
limpieza y transferencia en cada paso del método y (2) al acoplamiento en linea de las
etapas de preparacion y andlisis de la muestra. En efecto, con excepcion del paso de
filtracion de la muestra, ésta, no es manipulada directamente a lo largo de todo el proceso
por el analista. Todo ésto contribuye a que disminuyan significativamente los riesgos por
pérdidas o contaminacion.

*El método muestra la factibilidad de disefiar -y adaptar un dispositivo que en forma
sencilla y eficiente logra la concentracion y limpieza de muestras cuyas matrices son
complejas y en las cuales los compuestos de interés se encuentran en concentraciones en
el orden de trazas. 7
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*El equipo requerido para el montaje del dispostivo de preconcentracion y limpieza fue:
(a) cromatégrafo de liquidos con detector programable UV; (b) una bomba isocritica
precisa (flujo de 0.1 a S ml/min); (c) dos vélvulas de conmutacién; (d) dos precolumnas
de acero inoxidable y alrededor de 50 mg de adsorbente polimérico y de resina
intercambiadora de aniones: (¢) columna analitica de fase reversa C;g .

*El procedimiento experiméntal para la preparacion de la muestra résultd muy simple
(conmutaciones de las vilvulas y cambios de los disolventes de alimentacion de la bomba
isocratica) por lo que presenta la ventaja de ser casi completamente automatizable,
resultando muy atractivo para los andlisis de rutina.

*No requiere del uso, y posterior evaporacion, de grandes volimenes de disolventes
organicos toxicos y relativamente costosos como es el caso de los métodos basados en la
“extraccion liquido-liquido. Ademas las precolumnas son reutilizables y muy durables
(alrededor de seis meses de uso diario) y logran proteger muy bien a la columna analitica,
cuya duracién se ha extendido hasta un afio aproximadamente. Todo lo anterior permite
preveer que el costo por analisis serd mucho menor que al emplear otras metodologias.



COMENTARIOS

Como corolario de este trabajo es interesante subrayar el gran potencial de los sistemas de
precolumnas en linea con la Cromatogratia de Liquidos para el andlisis de muestras
acuosas ambientales. Esto ha quedado evidenciado por lo trabajos desarrollados en el
laboratorio de Cromatografia de Liquidos de 1a DEPg, Facultad de Quimica, UNAM.

Ahi, se han propuesto metodologias similares a la aqui presentada para el analsis de
fenoles polares, cloro y nitrofenoles y ,ahora, los dcidos clorofenoxicarboxilicos.

El presente trabajo ha sido divulgado internacionalmente en el articulo intitulado "On-
Line preconcentration cleanup and high performance liquid chromatographic
determination of chlorophenoxy acid herbicides in water" en la revista Journal of
Chromatography "A" volumen 731 pdginas 115-122 (1996).
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APENDICE "A"
FORMULARIO

Se presenta una guia de las formulas estadisticas empleadas en el presente trabajo.

A. LINEALIDAD
a) Ecuacién de una linearecta: y=f8x+a 6 y=bx+a

b)b= T {(X:-R)(yi-9)}/ Ti (x;- %)

acgos |

dr= T {((x-0(5i- 9 Vx0T (yi-9 1)
e)X=2:%/n y= 2iyi/n

Dy =bx+ta

&) SV T (yi-y4) /02

1) Sp= S/ ¥ Li(x;-%)?

D 8,= Sy VT /n B xi- %)’

Dt={a-a/S.} VnS, /Su+n(®)? S=VSyu Sy - (S)’ / (0-2)n S,
k) Sxx= n zi Xzi - (Zl X; )2

DSy -0 Ziyi- iy )
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m) S, =10 2X ¥i- (Zvi x) (i yi)

n) LC.= a# ty, S VSxx+ (nX)*/n Sxx
0)t=(b-P)/SeVSxx/n

p)LC.= b £t Se Y1/ Sy

2. EXACTITUD
a)t=X-p)/ (sNn)

b)LC. = X +tys/Vn

3. PRECISION
a) %’ =(n-1) s’/o?

B LC. Vin-1) s’/ x% <o <Vn-1)s* /%%

NOMENCLATURA
¥, X Variables
y variable dependiente
y/x y dado x x variable independiente
b,pB Pendiente de la recta de regresion recta de y/x
a, o Ordenada al origen de regresién de y/x
y Media de valores observados de y
X ~ Media de valores observados de x
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n
(n-1) 6 (n-2)

L

tcal

LC.

Valor estimado de y con la recta de regresion de y/x
coeficiente de correlacion momento producto

Tamafio de-la muestra (nimero de determinaciones)
Término que se conoce como niimero de grados de libertad
Media poblacional

Desviacion estdndar poblacional

Desviacion estandar de la ordenada al origen
Desviacion estdndar de pendiente

Error de estimacion

Desviacion estandar

Varianza

Distribucién de Student

Distribucion de Student calculada

Chi cuadrada

Intervalo de confianza
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