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En el presente trabajo se realiza la evaluacion de cartuchos empacados con un
soporte de silice al que previamente se le han unido quimicamente anticuerpos especificos
contra el herbicida isoproturdn, con el fin de ser utilizados en métodos de extraccion en fase
s6lida de herbicidas feniluréicos.

La primera parte del trabajo se enfoca a la separacion del grupo de fenilureas
estudiado (isoproturén, diurén, fluometuron, linurdn, monurén y neburén), determinandose
las condiciones Optimas de separacion cromatogrifica de los analitos por HPLC y las de
deteccion UV para llevar a cabo el anélisis de los compuestos.

En la segunda parte se estudia la adsorcion y desorcion de Isoproturén como analito
modelo en el cartucho empacado con el inmunoadsorbente.  Para determinar las
condiciones Optimas de extraccion, preconcentracion y elucion del compuesio en el
inmunoadsorbente se utilizan muestras de agua grado reactivo dopadas con concentraciones
conocidas del herbicida. Se establece un método de analisis.

Algunas de las variables estudiadas fizeron: concentracion del analito en Ja solucién
de carga, velocidad y volumen de carga, fuerza idnica y pH de la solucidn, composicion del
eluyente, pH del eluyente, volumen de elucién y efecto de la presencia de otros solutos en
disolucion como medida de la especificidad del inmunoadsorbente. El efecto de las
variables estudiadas se evalGia con base en el porcentaje de recuperacion.

En la tercera parte del trabajo se presenta la evaluacién del método analitico
propuesto. Se determinan los principales parametros estadisticos como linealidad,
precision, exactitud, limite de deteccidon, ademés se estudia la estabilidad de los
COMPpUESOS.

En la cuarta seccion se realiza un estudio de la estabilidad de las fenilureas en agua
desionizada y en los cartuchos estudiados, por un lapso de 100 dias.

En la ltima parte del trabajo se éplica el método propuesto 2 muestras reales de
apua superficial, subterrdnea y potable para observar el efecto de matriz y s¢ realizan los

ajustes necesarios al método.
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Evaluation of cartridges constituted by anti-isoproturon specific antibodies
chemically bonded to a silica support was performed with the purpose of using these
cartridges in solid-phase extraction procedures for phenylureic herbicides, previous to their
analysis by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV)
" detection.

The first section is focused to the separation of studied phenylurea compounds
(Isoproturon, Diuron, Fluometuron, Linuron, Monuron and Neburon); the optimal
conditions for the chromatographic separation of the analites by HPLC and their detection
by UV were determined.

In the second section adsorption and desorption of Isoproturon as model analite in
immunosorbent packed cartridge is studied. Reactive grade water samples doped with
known concentrations of herbicide were used. Optimal conditions for the solid-phase
extraction, pre-concentration and elution of the compound from the immunosorbent were
determined.” A method of analysis was established.

Some of studied parameters included: cartridges capacity, concentration of analites -
in the percolated solution, rate and volume of percolation, ionic strength and pH of the
percolated solution, eluent composition, pH of eluent, elution volume and effect of the
presence of other solutes in the dissolution as a measure of immunosorbent specificity. The
effect of the studied parameters was evaluated as recovery percentage. '

In the third section of this work, evaluation of proposed analytical method is
presented; the main statistics parameters such as linearity, exactitude, accuracy, and
detection limit were determined, in addition the stability of the compounds was studied.

In the fourth section a study of the phenyluréas stability for an interval of 100 days
is carried out in deionized water and in the studied cartridges.

In the last section, the method is applied to surface water, ground water and tap

water samples in order to observe matrix effect and make the necessary adjustments to the
method.
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En los ultimos afios las tecnologias inmunoquimicas han adquirido importancia en
el anilisis de sustancias contaminantes en el medio ambiente y en alimentos. La necesidad
de contar con métodos altamente selectivos y sensibles para poder detectar y en su caso
cuantificar contaminantes traza en matrices de este tipo, ha llevado al desarrollo de
tecnologias que involucran el uso de moléculas proteicas como los anticuerpos que, por sus
caracteristicas, tienen la capacidad de reaccionar especificamente contra el antigeno qite
les did origen. La alta especificidad y sensibilidad que presentan las reacciones del tipo
antigeno - anticuerpo ha sido aprovechada en los métodos de analisis para poder detectar
sustancias contaminantes en el medio ambiente, eliminando al maximo el efecto
interferente de la matriz. En este caso el contaminante de interés representa el antigeno
~ contra el cual pueden desarrollarse anticuerpos en el laboratorio y utilizar estos ultimos

para después identificar el contaminante mediante reacciones sencillas.

Una de las ventajas que presenta el uso de reacciones antigeno - anticuerpo en el
control ambiental es el hecho de que las muestras a analizar requieren de una etapa minima
de pretratamiento ya que, siendo la reaccidn especifica para un tipo determinado de
moléculas, otras moléculas que se encuentren en la matriz de la muestra no causaran
interferencias importantes en la reaccién antigeno - anticuerpo © mejor afin, seran

totalmente indiferentes.

El grado de especificidad de la reaccion antigeno - anticuerpo dependera de la
forma de obtencion de los anticuerpos, la cual a su vez estara condicionada por las
aplicaciones deseadas. Asi, se pueden producir anticuerpos que actien especificamente
contra un compuesto, o bien contra una serie de compuestos que tengan algin{os) grupo(s)
funcional(es) comin(es).

Inicialmente, la Gnica manera de obtener anticuerpos era administrando el antigeno
a un organismo sensible (conejos, vacas, cerdos, etc.), para provocar una respuesta de su
sistema inmunoldgico, cuya etapa final era la formacion de anticuerpos contra el antigeno

invasor. Después de la inmunizacion, se extraia el suero del animal, el cual contenia el
3
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anticuerpo, y mediante diversas etapas de separacion y purificacidn se obtenia el anticuerpo
aislado. En los wltimos afios, el desarrolio de la ingenieria genética y la tecnologia del ADN
recombinante han permitido la produccion a gran escala de diversas moléculas proteicas. '
De esta forma, hoy en dia se pueden obtener proteinas como la insulina de la bacteria
Escherichia coli (E. coli) y también diversos tipos de anticuerpos de manera que en un

futuro préximo, las perspectivas de obtencion de anticuerpos seran ilimitadas.

En sus inicios, el andlisis ambiental mediante el uso de anticuerpos se enfocd
Onicamente a inmuncensayos (ELISA “enzyme-linked immunosorbent assay”, RIA “radio
immunoassay”, EIA “enzymatic imfrmnoassay”, etc.).® A medida que fue comprobéndose
la validez de estas técnicas, comparidndolas con otros métodos analiticos, y después de
rigurosos estudios de validacion, su uso fue extendiéndose. 438 Actualmente, esti aceptado

el uso de los inmunoensayos en el control ambiental.

De la misma manera y conforme se fueron conociendo mas las ventajas del uso de
anticnerpos, se desarrollaron tecnologias innovadoras que acoplaban los métodos
instrumentales con los métodos inmunoldgicos: cromatografia de gases (CG) -
~ inmunoandlisis (IA), espectrometria de masas (EM) - IA, 56 cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR o HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography) —
IA,”™® fluorescencia — IA, para aprovechar los buenos resultados que se obtenian por cada
una de las técnicas, sometiendo también estos acoplamientos a estudios de validacién. Se
ha demostrado que este tipo de acoplamientos tiene superioridad sobre cada uno de los
métodos utilizados independientemente, logrando niveles de deteccidén suficientemente

bajos, aun en las matrices mas complejas.

En la bibliografia consultada se encuentran diversos tipos de acoplamientos de los
métodos instrumentales con los métodos inmunologicos en una amplia gama de
configuraciones. Estos incluyen inmunoanilisis previo al estudio instrumental, o bien '

posterior a €l, adaptaciones en linea y adaptaciones fuera de linea ¢ en diferido.
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La multitud de campos en que se ha introducido la inmunoquimica ha levado a
avances en €l modelaje, sintesis y produccidén de anticuerpos, asi como al desarrollo de

biosensores y la aplicacion de estas técnicas a un gran nimero de sustancias.

En Canad2 y Europa scbre todo, varios grupos han trabajado en el desarrollo de
técnicas inmunolégicas analiticas para la determinacion de plaguicidas. Se han efectuado
estudios de validaciéon y en algunos casos se ha llegado a adoptar el uso de este tipo de
tecnologias para el analisis ambiental. En efecto, el analisis de contaminantes requiere que
los métodos desarrollados para este fin sean capaces de detectar niveles muy bajos de
analitos, ya que se trabaja con compuestos traza y las normas de control ambiental sobre

este tipo de compuestos asi lo determinan.

El presente proyecto esta enfocado al analisis ambiental de contaminantes derivados
de urea, mediante el uso de la cromatografia de afinidad. En este caso se evalyaran
cartuchos constituidos por un soporte de silice al que se le han unido quimicamente
anticuerpos especificos para fenilureas, como un método de extraccién en fase sélida.
Estos cartuchos seran posteriormente utilizados para la extracciéon y preconcentracién de
trazas de herbicidas feniluréicos en aguas superficiales y subterraneas, previo a su analisis
por HPLC con deteccion ultravioleta (UV).
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Objetivo General

Evaluar inmunoadsorbentes constituidos por un soporte de silice al que se le han
unido quimicamente anticuerpos especificos contra el herbicida isoproturén, a fin de ser
utilizados como método de extraccion en fase sélida de herbicidas feniluréicos, previo al
anilisis por HPLC con deteccion uliravioleta (UV), para la deteccién y cuantificacion de

estos compuestos en muestras ambientales (agua).

Objetivos Especificos

1.  Determinar las condiciones éptimas de deteccion UV para el grupo de

fenilureas estudiado.

‘2. Poner a punto la separacion cromatografica de los analitos por HPLC.

3. Utilizando muestras de agua grado reactivo dopadas con concentraciones
conocidas de los analitos, estudiar la adsorcidon y desorcion de é€stos en un

cartucho empacado con un inmunoadsorbente especifico para fenilureas.

4.  Determinar las condiciones &ptimas para la extraccion en fase solida,

preconcentracion y elucion de los analitos en el inmunoadsorbente.

5. Con los resultados del los puntos anteriores, establecer y evaluar un método

analitico para la determinacion de fenilureas en agua.

6. Aplicar el método a muestras reales (aguas subterrineas y superficiales)

dopadas con fenilureas y, en su caso, realizar los ajustes necesarios.
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CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Los procedimientos de extraccion en fase solida (EFS) son utilizados en el analisis
ambiental no Onicamente para extraer y concentrar trazas de compuestos orgnicos de
muestras ambientales, sino también para remover los componentes interferentes de la

matriz compleja y obtener un extracto lo mas limpio posible que contenga los analitos de
interés.

Hoy en dia, hay un interés considerable en desarrollar métodos més ripidos, simples
y selectivos para extraer y aisiar componentes de matrices ambientales complejas. En este
contexto, la selectividad es et grado al cual una técnica de extraccion puede separar el
analito de las interferencias en la muestra original. Por consiguiente, la selectividad de la
fase estacionaria es un parametro importante a ser tomado en cuenta cuando los compuestos
van a ser extraidos a partir de una muestra de agua superficial o algin sedimento, ya que
uno de los objetivos principales en la preparacion de la muestra es remover interferencias y
facilitar el posterior andlisis por alguna metodologia analitica convencional como HPLC o

cromatografia de gases (CG).

Para la determinacién de plaguicidas en muestras de agua se ha utilizado
ampliamente la extraccion en fase sélida con fases poliméricas o con fases quimicamente
unidas Cis, seguida por CG o HPLC. ' Sin embargo, estas fases estacionarias son poco
selectivas, por lo que las interferencias coexiraidas de las matrices ambientales pueden
producir dificultades en la deteccion y determinacion de los analitos de interés. Un caso
tipico es el de los plaguicidas muy polares, que no pueden ser determinados debido a su
coelucion con el pico de matriz que se obtiene al principio del cromatograma cuando se
analizan por técnicas cromatogréficas muestras de agua y extractos de suelo. Este pico de
matriz es generalmente causado por los acidos himicos y filvicos presentes en aguas

naturales y suelo. Dado que las técnicas cromatograficas usuales (p. .. cromatografia de

7
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reparto con una fase reversa) no son suficientemente selectivas para separar de manera
adecuada los compuestos minoritarios (plaguicidas) de la matriz de fondo coextraida de las
muestras ambientales, es indispensable usar un adsorbente muy selectivo para el paso

precedente {extraccion en fase solida) en el analisis completo.

La efectividad de un método de extraccion en fase sélida depende basicamente de
tres factores: la cuantitatividad de recuperacion de los analitos a partir de la matriz, el factor
de concentracion de dichos analitos en el extracto final y el grado de eliminacion de las
interferencias de matriz, La obtencidn de un “buen” extracto es el primer paso en el
desarrollo de un método altamente selectivo y sensible que pueda ser aplicado a la
determinacion de contaminantes organicos traza en muestras ambientales complejas. En
otras palabras, entre mas efectivo sea ¢l paso de extraccion en fase solida, mayor sera la
precision, la exactitud y la sensibilidad alcanzadas en el analisis. Por estas razones es

indispensable desarrollar nuevos materiales adsorbentes para la extraccion en fase solida.
1.2 ADSORBENTES PARA EXTRACCION EN FASE SOLIDA

El hecho de que los materiales mas cominmente usados para la extraccion en fase
solida (las silices modificadas) sean poco adecuados para aislar compuestos polares de
muestras acuosas, condujo a los investigadores a evaluar materiales adsorbentes
alternativos, como las resinas poliméricas y el carbon grafitizado. Sin embargo, estos
adsorbentes con un gran poder de retencion, presentan la enorme desventaja de su baja
selectividad. Otros nuevos materiales muy prometedores han surgido en afios recientes,
con caracteristicas de selectividad muy especiales. Entre ellos se cuentan las fases reversas

de superficie interna, los inmunoadsorbentes y los polimeros impresos,

A continuacion se describen brevemente algunas caracteristicas de los diferentes
adsorbentes mencionados, dejando aparte a los inmunoadsorbentes para una descripcion

detallada en una seccidn posterior.
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1.2.1 Silices modificadas

Son las fases estacionarias mas populares de la cromatografia de liquidos,
particularmente en su modalidad de fase reversa. Se obtienen a partir de la reaccién de
silanizacion de la silice con alquil silanos y dependiendo del grupo alquilico dan lugar a los
empaques tipo fase reversa (R = Cg, Cig, C4 0 fenilo) o al tipo fase normal (R = pequefias
cadenas hidrocarbonadas con un grupo terminal polar como CN, amino o diol)." En la
figura 1 se muestran algunos ejemplos. En su aplicacion como adsorbentes para la EFS se
pueden utilizar empaques con didmetro de particula relativamente grande (< 40 pm) o muy
pequefio (5 ¢ 10 pm) segun se trate de la EFS en diferido o en linea, respectivamente. La
fase reversa Cyz ha sido historicamente el empaque de eleccion para la EFS de muestras
acuosas. La retencion de los solutos en este adsorbente esta gobernada por el efecto
hidrofobico y depende por lo tanto del area hidrocarbonada del soluto y del contenido de
carbén del empaque. Por esta razon, la capacidad de retencién de solutos polares de
molécula pequefia es muy limitada, lo que se traduce en baja_s recuperaciones y una muy
pobre tasa de preconcentracién de estos analitos. Otra desventaja de este empaque, y en
general de las silices, modificadas o no, es su reducido intervalo de estabilidad respecto al
pH. No obstante, los adsorbentes de fase reversa quimicamente enlazada han dado
excelentes resuftados en la EFS de compuestos poco polares (hidrocarburos aromiticos
polinucieares, policlorobifenilos, policlorofenoles, antraquinonas, etc.) a partir de

diferentes matrices acuosas.

81 -0-51~0-CH~CH,~CN

8i-0-8iy0-CH,~CH,—CN
8i-0-8i0—CH,~CH,—-CN

(a) (»)

Figura 1. Representacion esquemitica de un grano de silice modificado para la
cromatografia en fase reversa (2} y en fase normal (b).
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1.2.2 Adsorbentes poliméricos

Los adsorbentes poliméricos han sido también usados frecuentemente en
aplicaciones ambientales para el enriquecimtento de compuestos polares y medianamente
polares de muestras acuosas,'? fos cuales no son lo suficientemente retenidos por la fase
reversa Ciz. Algunos ejemplos tipicos son: aminas (bencidinas, anilinas), fenoles v
pesticidas polares (acidos clorofenoxi, fenilureas, triazinas, carbamatos, organofosforados,
etc.). El antecedente histérico de estos empaques son las resinas XAD (particularmente
XAD-2 y XAD-4). De hecho, los adsorbentes poliméricos mas ampliamente usados son los
copolimeros estiveno-divinilbenceno (SDB, por sus siglas en inglés Styrene Divinil
Bencene) que, con respecto a su antecesor, presentan mejores caracteristicas de
permeabilidad, eficiencia, resistencia mecinica y menores cambios de hinchamiento al
cambiar el medio liquido en que se encuentran (Figura 2). Entre los adsorbentes
poliméricos mas utilizados en EFS se encuentran el MCl-gel (Mitsubishi), el PRP
{Hamilton) y el PLRP-S (Polymer Labs.), los tres son copolimeros SDB y su diferencia
estriba en el grado de entrecruzamiento. A diferencia de las silices modificadas, los
adsorbentes poliméricos SDB son estables en un intervalo de pH mas amplio, 1o que amplia
sus posibilidades de aplicacién. Asimismo, tienen una mayor capacidad y un poder de
retencion mas alto debido a su mayor area hidrocarbonada, lo que leé permite extraer la
mayor parte de los solutos de baja hidrofobicidad. Debido a que los adsorbentes
poliméricos SDB poseen anillos aromaticos en su estructura, son capaces de establecer '
interacciones especificas T—x con compuestos insaturados y arométicos, lo que incrementa
su poder de retencidn para estos solutos. Por otra parte, también se han desarrollado resinas
poliméricas quimicamente modificadas que tienen unidos diferentes grupos funcionales
como acetilo, hidroximetilo, benzoilo y carboxibenzoilo. Estas resinas modificadas
mantienen una excelente hidrofobicidad y permiten obtener recobros de algunos solutos
con grupos polares, mas altos que sus anilogas no modificadas. La mayor desventaja de las
resinas poliméricas es su baja selectividad, por lo que en general se requieren pasos
adicionales de purificacidén del extracto antes de su anilisis y/o utilizacion de detectores

muy selectivos en esta etapa.
10
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Figura 2. Estructura de resinas poliméricas. Estireno divinilbenceno (SDB)
1.2.3 Intercambiadores iénicos

Los polimeros SDB modificados con grupos amonio cuaternario (i?tercambiador
aniénico) o sulfonico (intercambiador catidnico) son los mas utilizados en la EFS de
compuestos organicos idnicos o ionizables, por su mayor capacidad de intercambio
comparada con la de las silices intercambiadoras de iones (Figura 3). La retencion de los
solutos se lleva a cabo por un mecanismo mixto en donde intervienen las interacciones n-7
con los anillos aromaticos del polimero y los efectos hidrofobicos. Generalmente, los
intercambiadores iénicos no se utilizan para la extraccion directa de la muestra acuosa
original porque los iones inorganicos presentes en ella, en ocasiones bloguean los sitios de
intercambio a elevadas concentraciones. En la literatura se encuentra reportado un gran
numero de aplicaciones de los intercambiadores idnicos acoplados, ¢n linea o en diferido, a
los adsorbentes poliméricos para el enriquecimiento y purificacién de contaminantes
organicos ionizables a partir de muestras de aguas naturales. Basicamente el procedimiento
consiste en extraer los analitos de interés de la muestra en una primera columna empacada
con el adsorbente polimérico; posteriormente, los solutos ionizables de interés son
desorbidos sclectivamente mediante ¢l paso de una solucién de pH adecuado, la cual es
transferida hacia una segunda columna empacada con el intercambiador idnico. En esta
Ultima, los analitos ionizados son nuevamente retenidos, para ser finalmente eluidos, libres
de interferencias y preconcentrados. Esta metodologia, conocida como técnica de pre-

columnas en linea o EFS bidimensional, es sumamente eficaz y permite realizar anélisis

11
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altamente sensibles y selectivos; su limitacién estriba en que s6lo puede ser aplicada para

compuestos organicos ionizables.

() (]

SOy H* SOy Ht CHN*(CH;);Cl CHNH(CH3),Cl-

@ )

Figura 3. Estructura molecular de intercambiadores i6nicos (a) éacido sulfénico,
intercambiador catiénico y (b) cloruro de amonio cuaternario, intercambiador
anidnico.

1.2.4 Carbén grafitizado

Este se obtiene calentando carbon negro a 2700-3000 °C en una atmdsfera inerte,
Se trata esencialmente de un adsorbente no especifico y no porose, con una superficie de

cerca de 100 m%/g.

Este tipo de adsorbente ha sido utilizado para el andlisis de
compuestos fendlicos,'® plagnidas y tensoactivos' en muestras de agua. Sin embargo,
algunas de sus desventajas son su inestabilidad mecanica y su retencién excesiva. Debido a
esto algunos compuestos pueden adsorberse irreversiblemente en la superficie del

adsorbente, produciendo bajos recobros de extraccion.
1.2.5 Fases reversas de superficie interna (ISRP-Internal Surface Reverse Phase)

Estas fases surgicron en respuesta a los problemas encontrados en el andlisis y
determinacién de farmacos en muestras de sangre y plasma humano.'**® Sin embargo, se
prevé que su uso podria ampliarse a futuro para ¢l andlisis de aguas ambientales, como un
primer paso de limpieza de la muestra, separando los contaminantes de interés de
compuestos interferentes de gran tamafio (p.ej. 4cidos himicos y fiilvicos). Las fases
reversas de superficie interna consisten de un soporte de silice con un grupo polar enlazado

linicamente a la superficie externa de la particula del soporte y un grupo hidrofébico unido

TESIS CON 2
FALLA DE ORIGEN
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Ginicamente a fa superficie de los poros."®* Cuando el didmetro de los poros de la silice es
de tamaiio adecuado, las grandes moléculas son excluidas y no interaccionan con el grupo
hidrofobico de la superficie interior, mientras que las pequefias moléculas pueden penetrar

en los poros e interaccionar con la fase interna quedando retenidas.

Los empaques de ISRP ze preparan a partir de particulas de silica con tamafio de
poro pequefio (v 80 A)'® y perfectamente controlado, las cuales estin disponibles
comercialmente. A este soporte se le enlazan quimicamente moléculas hidrofilicas (p. ej.
glicerilpropilo) y a éstas tltimas se le unen posteriormente cadenas peptidicas que
contengan los grupos funcionales convenientes para poder ser removidas por reacciones
enzimaticas. Esta formacion de derivados se lleva a cabo tanto en la superficie externa
como en la interna del soporte, por lo que ambas’ superficies poseen inicialmente
caracteristica hidrofobicas. Después, el soporte recibe un tratamiento enzimatico en el que
la superficie externa de las particulas de silice es “rasurada” para eliminar la parte
hidrofébica de las fases derivatizadas. Debido al gran tamafio de las enzimas utilizadas, la
superficie interna de las particulas de silice no es afectada por el ataque enzimitico y
conserva sus propiedades hidrofébicas (Figura 4).

Las columnas empacadas con soportes de ISRP se utilizan a menudo en
combinacién con precolumnas de pequefias dimensiones empacadas con fases reversas
convencionales (p.¢j. adsorbentes poliméricos).” En un primer paso, la muestra acuosa se
pasa a través de la columna ISRP para eliminar las moléculas con un elevado peso
molecular. Posteriormente, las pequefias moléculas son transferidas de la columna ISRP
(generaimente de 15 0 25 cm x 4.6 mm D.1.) a la precolumna polimérica mediante una fase
mévil que contenga un pequefio porcentaje de modificador orginico; en esta ultima, los
solutos se conceniran. Finalmente, la precolumna se eluye en linea con una columna

analitica HPLC para la separacién cromatografica y deteccion de los analitos.
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Figura 4. Corte de la vista interna de un soporte de fase reversa en superficie interna
(ISRP) A) proteina, B) analito, ¢} fase externa hidrofilica y D) fase interna
hidrofébica. ' '

1.2.6 Polimeros impresos (MIP-Molecufarly Imprinted Polymers)

Estas fases representan una de [as herramientas mds récientes en el campo de la
Quimica Analitica, en general, y en la EFS en particular. Aunque todavia se encuentran en
la etapa de desarrollo, se preve que podrian desplazar a los adsorbentes tipicos y atin a los
inmunoadsorbentes, ya que conjugan las cualidades de estabilidad y robustez de los
primeros con la alta selectividad de los dltimos™. La impresion molecular de los polimeros
sintéticos con una molécula particular se puede llevar a cabo si-dicha molécula se usa como
plantilla durante el proceso de polimerizacidn. Los mondmeros portadores de ciertos
grupos funcionales se rearreglan alrededor de la molécula plantilia mediante interacciones
covalentes o no-covalentes quedando fijos en su posicion por una polimerizacién con alto
grado de entrecruzamiento. La remocion posteror de la moléeula plantilla del polimero
macroporoso deja cavidades que son complementarias a ta plantilla en cuanto a forma,
tamafio y arreglo de grupos funcionales (Figura 5). Estos sitios receptores, altamente

especificos, son capaces de interaccionar con la especie impresa en mayor grado que con
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cualquier otra molécula de estructura parecida. Por las capacidades de reconocimiento de

estos materiales hacia la molécula plantilla, se les ha comparado con los anticuerpos, y de
hecho algunos investigadores se refieren a ellos como “anticuerpos plasticos”. Por el
momento, las aplicaciones reportadas en muestras reales son escasas pero se espera un gran

auge en su uso.

.

aulp-montaje ‘ plantilla

/ “_polimerizahle

Figura 5. Representacion esquematica del principio de impresién molecular; ) auto-
montaje y b) montaje covalente.*'
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1.3 METODOS INMUNOLOGICOS

Los métodos inmunoldgicos han sido ampliamente usados en distintos campos,
principatmente debido a la especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo. En estos
métodos, la presencia, y algunas veces la cantidad de un compuesto, el antigeno, se
determina al hacer reaccionar una alicuota de la muestra con un anticuerpo especifico. El
andlisis se lleva a cabo mediante la medicidn de una cierta caracteristica (e. g. color) que
aparece cuando ocurre la reaccién antigeno-anticuerpo. Las reacciones antigeno-anticuerpo
han sido las base de métodos muy utiles de analisis cualitativo y semicuantitativo por
muchos afios, particularmente en microbiologia. Sin embargo, en afios recientes se ha
observado un crecimiento rapido del uso de los inmuncensayos en el campo ambiental,
como lo refleja el gran niymero de articulos publicados, incluyendo revisiones recientes y

libros. 2%

Los anticuerpos son proteinas producidas por un animal por un proceso conocido
como “respuesta inmune”, que es el resultado de la introduccion de una sustancia extrafia
en sus tejidos. Dicha sustancia es conocida como antigeno o inmundgeno y el anticuerpo
que se produce es capaz de unirse posteriormente con el antigeno que le dio origen cuando

se permite que reaccionen bajo condiciones apropiadas.

1a mayoria de las moléculas organicas de interés en el anilisis ambiental son
pequefias y se les llama “haptenos” en términos inmunoldgicos. Un hapteno es una
molécula que se une a un anticuerpo apropiado pero que no es inmunogénica, esto s, no
provoca una respuesta inmune cuando se introduce en un organismo.” Esta molécula puede
hacerse inmunogénica si se une a un acarreador, el cual es usualmente una proteina o un

polisacarido, y ¢s asi como puede dar lugar a la formacion de anticuerpos.
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1.3.1 Estructura de les anticuerpos

Los anticuerpos son miembros de un grupo de proteinas conocidas colectivamente
como inmonuglobulinas (Ig). El nombre se deriva de la observacion que, durante la
electroforesis del plasma sanguineo, estas proteinas migran con la fraccion gamma de las

globulinas.*®

Estudios inmunocelectroforéticos han mostrado que las inmunoglobulinas
pueden ser divididas en subclases basadas en su naturaleza antigénica y, por lo tanto,
presumiblemente en su estructura total y su secuencia de aminoacidos. Su estructura es de

cuatro cadenas de aminoacidos: dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras (Figura 6).

La comparacion de la secuencia de aminoacidos de las cadenas pesadas de una
subclase particular de inmunoglobulinas revela que aproximadamente tres cuartas partes de
cada cadena con un COOH-terminal muestran secuencias muy similares (la regidn
constante). La cuarta ]Sane restante de la cadena peptidica (la regién variable) muestra
variaciones considerables en la secuencia de aminoacidos y corresponde a aquella parte de
la cadena asociada con el sitio de enlace antigénico. Regiones similares, constante y
variable, se encuentran también en las cadenas ligeras aunque en este caso cada una
involucra aproximadamente la mitad del péptido. La variacién es particularmente notable
en tres secciones distintas (secciones hipervariables) de las cadenas pesadas y se sugiere
que estas secciones son responsables de la actividad de anticuerpo y de la especificidad de

una inmunoglobulina cuando se asocian con tres secciones similares de las cadenas ligeras.
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Figura 6. Estructura basica de una molécula de inmunoglobulina G. Los segmentos
obscuros de las cadenas ligeras y pesadas son las regiones constantes; los
segmentos claros son las regiones variables. Dos cadenas pesadas (446
residuos de aminoécidos) y dos cadenas ligeras (214 residuos) se unen
mediante enlaces disulfuro, Las secciones hipervariables de ambos tipos de
cadenas (pesadas y ligeras) determinan la especificidad del enlace antigénico. %
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Se han reconocido cuatro subclases mayoritarias de inmunoglobulinas y estudios

inmunologicos han revelado que las diferencias entre ellas radican en las cadenas pesadas,
las cuales, aunque son aproximadamente del mismo tamafio para todas las subclases, varian
considerablemente en la secuencia de aminoacidos. Las cadenas ligeras no muestran tal
variacién y sblo se han encontrados dos tipos principales, conocidas como las cadenas
kappa (k) y lambda (A). Mientras que todos los anticuerpos son inmunoglobulinas, hay

algunos ejemplos de éstas que no muestran ninguna actividad de anticuerpo.

1.3.2 El papel de los anticuerpos

Tabla I. Caracteristica de las inmunoglobulinas,

Inmunoglobulina Peso molecular Nimero de unidades Porcentaje
por unidad basicas de cuatro cadenas en suero
Daltons (Da)* normal
IgG 1.6X10° . 1 80
IgA 1.5X10° lo2 13
IgM 1L.OX 10° 5 6
IgD 18X 10° 1 1
IgE 20X10° ' 1 ‘ 0.002

*1 Da = masa de un &tomo de Hidrégeno. 1.67x10%° g. =

La inmunoglobulina G (/g(G) comprende alrededor del 80% del total de las
inmunoglobulinas en plasma y puesto que es relativamente pequefia, es capaz de cruzar
membranas y difundirse en espacios extravasculares del cuerpo. Puede cruzar la membrana
placentaria y provee la mayoria de la defensa inmune durante las primeras semanas de la

vida hasta que el mecanismo de defensa del neonato se vuelve efectivo.

La ianmunoglobulina M (/gM)} es una molécula grande compuesta por cinco
unidades, cada una similar en estructura a una molécula de IgG. El pentamero contiene un
. polipéptido adicional, la cadena J (masa ‘molecular relativa 15 000) que parece tener
importancia en la secrecion de la molécula de la célula. La IgM es un agente aglutinante y

precipitante efectivo y, aunque tiene la capacidad de enlazar diez moléculas de antigeno, es

19



GENERALIDADES

TR ottt

eeraon

usualmente pentavalente. No cruza membranas ficilmente y estd fuertemente restringida al
flujo sanguineo.

1a inmunoglobulina A (lgd) estd asociada principalmente con secreciones
seromucosas como saliva, lagrimas, fluidos nasales, etc., y se secreta como un dimero junto
con la cadena J y una pieza secretoria (masa molecular relativa 70 000); esta ultima parece
prevenir el dafto a la molécula por enzimas proteoliticas, Su principal pépel parece ser la
proteccion de membranas mucosas y su presencia en sangre, mayoritariamente como

monomero, puede ser el resultado de 1a absorcion del dimero degradado.

La inmunoglobulina E (JgE) es conocida como una inmunoglobuling citofilica
debido a su capacidad para enlazarse a células, por esto se encuentra en bajas
concentraciones en fluidos biologicos. La IgE esta involucrada en el proceso de iniciacion

de [a respuesta inflamatoria y en los procesos alérgicos.

La inmunogiobulina D (/gD)) también es poco abundante en sangre. No se sabe que
tenga propiedades bioldgicas particulares pero es la inmunoglobulina predominante en la
superficie de los linfocitos B inmaduros. Quizd tenga un papel en los procesos de

diferenciacién y maduracion de estas células.
1.3.3 La reaccidon antigeno - anticuerpo

~ Un anticuerpo s¢ combina especificamente con el antigeno o hapteno
c'ofrespondiente de una forma similar al enlace de una enzima y su sustrato, involuerando
distintos tipos de interacciones {Figura 7). El enlace entre el anticuerpo y el antigeno, sin
embargo, no involucra reacciones quimicas subsecuentes y su estabilidad depende de la
forma complementaria del antigeno y el sitio activo del anticuerpo. En técnicas analiticas
es extremadamente deseable usar anticuerpos que tengan una alta afinidad por el antigeno,
caracteristica usualmente referida como avidez.?® Para poder conocer la diferencia entre

afiniad y avidez, a continuacion se presentan sus definiciones.
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Afinidad: La afinidad de un anticuerpo se refiere a la energia de enlace potencial

contenida en cada uno de los sitios activos del anticuerpo y en ella participan todas las
posibles interacciones con el antigeno. Fistas a su vez, estin determinadas por el nimero y

el tipo de los grupos quimicos reactivos presentes en el sitio de combinacion.

Avidez: Esta se refiere mas bien al grado de interaccién entre un anticuerpo y su
antigeno homdlogo.

Por ejemplo, pudiera darse el caso de que un anticuerpo de la clase IgG y uno de la
clase IgM tuvieran la misma afinidad (igual energia de enlace involucrada en la
combinacion con su antigeno homélogo); sin embargo, por razenes relacionadas con su
estructura, la avidez de ambos anticuerpos es obligadamente diferente. Los anticuerpos
IgM tienen una estructura polimérica y por tanto, un mayor namero de sitios de
combinacién. Esto hace que los anticuerpos de la clase IgM tengan mayor avidez que los
anticuerpos de la clase IgG, ain cuando ambos estén dirigidos contra el mismo
determinante antigénico.

En ocasiones, los antigenos pueden tener muchas caracteristicas antigénicas
(determinantes) y como resultado, un suero que ha sido tomado de un animal inmunizado
contra ese antigeno puede contener varios, o muchos, anticuerpos diferentes contra los
diferentes determinantes antigénicos. Es posible que otro antigeno pueda compartir
algunos determinantes antigénicos con el antigeno original, dando como resultado que
algunos de los énticuerpos en un antisuero se unan a ambos antigenos. Tal antisuero
mostrara reactividad cruzada entre los dos antigenos y se dice que carece de especificidad.
Los antisueros utilizados para propésitos analiticos deben ser especificos y es esencial que

se prucben antes de su uso.
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" Figura 7. Tipos de interaccién antigeno — anticuerpo.  La interaccién de un sitio de
combinacion de un anticuerpo con su determinante antigénico especifico (u
homologo) involucra la participacion de diversos tipos de enlaces entre los que
se encuentran: a) los enlaces por puentes de hidrégeno, b)las interacciones entre
dipolos, ¢) las interacciones hidrofébicas, d) los enlaces idnicos o salinos,
ademds de algunos atros. A diferencia de los enlaces covalentes que poseen una
energia de unién elevada (32-100 kcal/mol), los enlaces electrostatwos son de
baja energia (4-12 kcal/mol) y por lo mismo, son ficilmente disociables.?
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1.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (BIOAFINIDAD)

En 1910 se dio a conocer la llamada “adsorcidon bioespecifica”, basada en ia
interaccion inhibidor-proteina a través de los denominados “sitios activos”. Este fenomeno
tuvo escasa aplicacion hasta que a finales de los afios 1960°s se empezaron a presentar
datos de purificacién de proteinas inmovilizando un inhibidor en un soporte sdlido retenido
en una columna; esta técnica recibid el nombre de “cromatografia de afinidad”™®. Este
nuevo enfoque tuvo gran impacto en el 4rea bioguimica, pues permitid simplificar y
optimizar la separacion y purificacion de proteinas, dcidos nucleicos, etc. El empleo de Ia
propiedad bioquimica de interaccion especifica y reversible para separar y purificar
biomoléculas ha sido insustituible en muchos ambitos de la biologia, la bioquimica y la

medicina.

La cromatografia de afinidad se basa en la caracteristica Gnica de las
macromoléculas bioldgicas de poder unirse especifica y reversiblemente a otras moléculas,
esto es que se aprovechan las propiedades funcionales especificas de estas macromoléculas.
La uni6n de un sustrato al sitio activo de una enzima, la formacion del complejo entre un
antigeno y un anticuerpo, y la hibridacion del RNA mensajere con el DNA complementario

son los ejemplos mas notables de estas interacciones especificas.

La fase estacionaria en la cromatoprafia de afinidad se prepara uniendo
covalentemente un ligando (que debe tener una alta afinidad por la molécula a ser separada)
a un soporte insoluble. El soporte insoluble puede ser un gel polimérico, como dextrano
entrecruzado, poliacrilamida, agarosa, o un material poroso, como la silica o el vidrio
poroso. El ligando puede ser cualquier molécula que pueda unir especifica y
reversiblemente a Ja sustancia biolégica a ser separada® (Tabla IT). Por ejemplo, para
separar una enzima particular, el ligando puede ser un inhibidor bioldgico competitivo
como un sustrato analogo, un efector atostérico o un cofactor. Alternativamente, cuando la
enzima se liga a la matriz solida, puede servir como un ligando para separar estas
sustancias. De esta manera, la cromatografia de afinidad no est restringida a la separacion

de macromoléculas, aunque por muchos afios ese haya sido su uso casi exclusivamente. El
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ligando puede ser altamente especifico para una sustancia, como en la mayoria de las
interacciones antigeno-anticuerpo, o puede tener una especificidad mas amplia para unir un
grupo particular de sustancias. Los ligandos organomercuriales inmovilizados, por
ejemplo, pueden ser usados para la separacién de todas las proteinas que contengan una

cadena lateral sulfhidrilo de otros componentes en una mezcla.

Tabla IL. Tipos de solutos y ligandos en las reacciones de bioafinidad.”®

Soluto a ser separado Ligando inmovilizado

Enzima Inhibidor, efector, cofactor

Inhibidor, efector, cofactor Enzima

Antigeno Anticuerpo

Anticuerpo Antigeno

Proteina ~SH Compuesto organomercurial
Subunidad enzimética Inhibidor

Polinucledtido Polinucledtido complementario

Proteina enlazante esteroidal | Esteroide

Cuando la afinidad de la fase estacionaria es especifica solamente para un
componente de la mezcla a ser separada, la Cromatografia de Afinidad se lleva a cabo en el
modo desplazamiento. Lo primero que se hace es ajustar el pH y la fuerza i6nica de la
solucion que contiene ese componente particular para favorecer un entazamiento fuerte con
el bicadsorbente. Esta solucién se hace pasar a través de la columna empacada con el
ligando inmovilizado, quedando retenido el componente deseado mientras que las otras
especies se eliminan por un lavado. En el paso siguiente, el soluto retenido se eluye de la
columna utilizando una solucion que tenga un pH y fuerza idnica adecuados o que contenga
agentes que rompan los entaces-hidrégeno, como la vrea. En la mayoria de los casos, la
constante de afinidad entre el soluto y el ligando varia suficientemente con las condiciones
experimentales, de tal manera que pueden ser optimizados el pH, la fuerza i6nica y la

temperatura tanto para el paso de retencion como el de elucidon. Algunas veces, sin
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embargo, la remocion del soluto unido requiere de un agente desplazante como un ligando

soluble competitivo.

Por otra parte, si la fase estacionaria puede retener un grupo especifico de solutos
durante la etapa de adsorcidn, éstos pueden ser posteriormente removidos de 1a columna
por pasos o bien con un gradiente de elucion, siendo separados en componentes
individuales. Por ejemplo, la separacion de proteinas sulfhidrilo con un ligando
organomercurial {de amplia especificidad) puede llevarse a cabo convenientemente de este
modo, ya que las proteinas que contienen diferente cantidad de grupos SH tienen diferentes
afinidades por el material de la columna y pueden ser eluidas separadamente cambiando el
tampon eluyente.

La cromatografia de afinidad puede emplearse tamibién para concentrar soluciones
diluidas de una sustancia biologica o para remover formas desnaturalizadas de

macromoléculas. Después de la elucién cromatografica la columna puede ser regenerada y

reutilizada.

La gran ventaja de esta técnica es su alta especificidad y rapidez, comparada con los
métodos de purificaciéon convencionales que implican muchos pasos y pérdida continua del
material activo. Aunque la cromatografia de afinidad se lieva a cabo preferentemente en la
columna, el uso de bioadsorbentes especificos no esta restringido al manejo de una
columna. Estos pueden ser empleados para retirar un componente particular de una
solucidn por contacto simple en un procedimiento en lote, con la ventaja de que el complejo

insoluble ligando-soluto puede aislarse rapidamente por filtracion o centrifugacién.

Se debe hacer notar que la cromatografia de afinidad es mas eficienie cuando el
equilibrio de adsorcién entre el soluto y el ligando se alcanza, Sin embargo la velocidad
del equilibric de adsorcion es generalmente lenta, ya que se requiere la orientacion
especifica tanto del ligando como del soluto en el paso de enlace. Este efecto también se
manifiesta en la energia de activacion de dicha adsorcion especifica, que es mucho mas alta

que la de las adsorciones no especificas implicadas en otras técnicas cromatograficas. Por
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lo tanto la cromatografia de afinidad requiere usualmente velocidades de flujo

relativamente pequeiias o tiempos de contacto largos.
1.4.1 Preparacién de 1a Columna

La cromatografia de afinidad se distingue de otras técnicas cromatograficas en que
se requiere de una columna con un material particular para cada problema de separacibn.
Por lo tanto la preparacion del empaque de la columna juega un papel central en este tipo
de cromatografia.

Primero, se tiene que seleccionar un ligando que tenga la afinidad apropiada para el
soluto a ser separado. Ademas, dicho ligando debe tenet un grupo funcional que permita su
unién covalente al soporte ¥ debe mantener sus propiedades de sitio active especifico bajo
las condiciones de enlazamiento y a través de todo el ciclo de operacion®. Los ligandos
tienen que estar disponibles en suficiente cantidad y pureza. La eleccion de un ligando con
selectividad relativamente amplia facilita el aislamiento simultaneo de varios analitos de

una muestra.

Segundo, tiene que seleccionarse un soporte adecuado. La seleccién de un material
apropiado como soporte para una aplicacién deseada es crucial para el desarrollo éptimo de
la cromatografia de afinidad. La fase sélida tiene que proveer suficiente cantidad de grupos
funcionales convenientes para la inmovilizacién covalente del ligando. E! acoplamiento
covalente, comparado con las técnicas de inmovilizacion adsortiva, reduce la fuga del
ligando de la fase sélida durante los varios pasos de lavado y elucién requeridos en esa
técnica. Ma4s aln, los compuestos de interés solo deben ser adsorbidos por el ligando
inmovilizado y ne por el material del soporte en si. Durante muchos afios, la agarosa y el
sephadex (sefarosa} activadas con BrCN fueron las materias de soporte mas usadas en la
cromatografia de bioafinidad. Sin embargo, presentan varias desventajas, como baja
resistencia mecénica, posibilidad de degradacion microbiana, introduccidn de grupos

cargados positivamente a pH neutro y toxicidad del BrCN.
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Un soporte ideal tiene que ser inerte para minimizar las adsorciones no especificas y
debe reaccionar faciimente con el ligando bajo condiciones suaves, de manera que se
obtenga una alta concentracion del ligando funcional inmovilizado. El soporte debe ser
quimica y mecénicamente estable bajo las condiciones de operacion, debe permitir una alta
difusividad del soluto dentro de las particula del adsorbente y debe permitir el acceso del
analito a todas las moléculas del ligando inmovilizado. Con el objeto de obtener columnas
para cromatografia de afinidad con buenas caracteristicas de flujo, el empaque debe ser
rigido. En la actualidad se encuentran disponibles una gran cantidad de materiales para
soporte con varios grupos funcionales adecuados para en enlazamiento de diversas

moléeulas. 23

1.4.2 Condiciones de operacién alternativas

La cromatografia de afinidad puede utilizarse tanto en trabajos analiticos como
preparativos. Como se ha mencionado anteriormente, no necesita restringirse a
procedimientos en columna. Por ejemplo el bicadsorbente puede ser sellado en una bolsa o

contenedor hecho de malla fina®®

Colocando la bolsa dentro de la solucidén agitada que
contiene al soluto o solutos de interés, éstos pueden atraparse por adsorcidn y después
eluidos por separado. La ventaja de esta técnica es que la solucidn puede contener
particulas que de otro modo taparian una columna. Ademas, permite retirar varios solutos
simultaneamente cuando el contenedor se llena con diferentes adsorbentes. El uso de la
palabra cromatografia para esta operacion en lote de simple contacto es inapropiado v
puede bien reemplazarse por el término separacién por afinidad o purificacion por afinidad.
En algunos casos el proceso de adsorcion se lleva a cabo en un procedimiento de lote y,
posteriormente, e} adsorbente cargado se transfiere a una columna para lavar las sustancias

no adsorbidas y eluir el soluto © solutos adsorbidos de una forma cromatografica.

Bajo ciertas circunstancias el enlace de macrpmoléculas biolégicas con el ligando
inmovilizado es tan fuerte que éstas no pueden ser ¢luidas sin causar su desnaturalizacion.

Entonces se vuelve necesario considerar la elucion del complejo macromolécula-ligando,
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esto puede llevarse a cabo bajo condiciones suaves cuando se usa un enlace apropiado para

inmovilizar el ligando al soporte.
1.4.3 Cromatografia de Inmunoafinidad

Esta técnica corresponde al caso particular de la cromatografia de afinidad en el
cual el complejo ligando-soluto es el par antigenc-anticuerpo o anticuerpo-antigeno,

dependiendo de cual de las dos entidades sea enlazada at soporte.

La flexibilidad en los métodos de inmunoadsorcién es muy amplia®® como lo

muestran las siguientes posibilidades de funcionamiento:

1. El anticuerpo IgG (anti Ag), dirigido contra el antigeno Ag, puede enlazarse al

soporte, con lo cual se obtiene un adsorbente especifico para Ag:
@- TG (anti Ag)+ Ag .:_.E @- [gG(anti Ag)~~ Ag

2. El antigeno unido al soporte da como resultado un adsorbente selectivo para el

anticuerpo:
. - .
@—Ag + IgG{anti Ag) <= @‘Ag ----- TgG(anti Ag)

3. Es posible preparar anticuerpos dirigidos contra toda la subclase IgG. Estos
anticuerpos pueden ser acoplados al complejo antigeno-anticuerpo dando como
resultado complejos de adsorcion terciarios o “complejos sandwich”. La

formacion de estos complejos se utiliza en algunos tipos de inmunopensayos:

Para muchas aplicaciones actuales de la cromatografia de inmunoafinidad, en
particular en el campo ambiental, lo mas comin es unir el anticuerpo al soporte, como en el
caso (1).
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Las aplicaciones actuales de la cromatografia de inmunoafinidad estan dirigidas a la
EFS de compuestos traza de interés en muestras de mezclas crudas. Consecuentemente, su
determinacion, ya sea por cromatografia de liquidos o por cromatografia de gases, se
vuelve mas facil y sensible. Hasta ahora se han reportado una multitud de aplicaciones de
la cromatografia de inmunoafinidad aunque solo algunas se refieren a la EFS de plaguicidas

a partir de matrices acuosas ambientales.
1.4.4 Inmunoadsorbentes

El problema principal de la extraccidn en fase solida aplicada al analisis ambiental
es la carencia de adsorbentes selectivos cuando se analizan aguas superficiales. En efecto,
la matriz de estas muestras es dificil de eliminar durante la etapa de EFS y produce una
linea base ruidosa y un gran pico al inicio del cromatograma, dificultando en particuiar la

determinacion del los analitos mas polares.

Recientemente, se han sintetizado y empiezan a comercializarse nuevos adsorbentes
para extraccién llamados inmunoadsorbentes,”” éstos involucran interacciones antigeno-
anticuerpo reversibles y selectivas, con el objetive de atrapar contaminantes
estructuralmente relacionados. Se ha proclamado que estos inmunoadsorbentes producen
extractos libres de sustancias interferentes. Asimismo, se menciona que con ellos es
posible llevar a cabo la extraccion, €l enriquecimiento y la limpieza de muestras de agua en
un solo paso y que esta preconcentracion selectiva suele no requerir pasos adicionales de
limpieza. Una separacion tipica de una mezcla de compuestos por inmunoextraccion se

ilustra en la Figura 8.
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Adsorciin__

e

Regenerécién Lavado

Figura 8. Esquema general de un proceso de inmunoextraccién. Una muestra que contiene
diversos analitos {circulos grandes) se hace pasar a través de un soporte que
contiene ¢l ligando (circulos pequefios) que ha sido unido covalentemente a un
material inerte (soporte). Cuando el cartucho se lava, las moléculas del analito
complementarias a las moléculas del ligando permanecen adsorbidas , mientras
que los otros componentes de la muestra eluyen sin retencion. Las moléculas del
analito adsorbido son entonces eluidas por un cambio en la composicion de la
fase movil. Por ejemple, un cambio de pH disociara el complejo analito-ligando
debido a los cambios en la ionizacion de los grupos acidos o basicos en las
moléculas. Después de regresar a la composicién de la fase movil inicial, la
columna esta lista para otro experimento.
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Los inmunoadsorbentes se obtienen por enlace covalente de anticuerpos a un
adsorbente apropiado. E! soporte ideal para un adsorbente de inmunoafinidad es rigido y
poroso para que las velocidades de flujo de muestras ambientales puedan ser altas. Del
mismo modo, deben tener grupos funcionales para posibilitar el enlace apropiado con un
suficiente nimero de anticuerpos y ser hidrofilico para evitar interacciones no especificas
con el analito y fa matriz de la muestra. Los anticuerpos pueden acoplarse a la fase sélida a
través de sus residuos amino, carboxilo o carbohidrato. Se ha encontrado que cvando los
anticuerpos se enlazan via sus grupos amino, éstos se inmovilizan principalmente en su
fraccion constante (Fc), lejos del sitio activo del antigeno, ya que los grupos amino de la
fraccidn variable (Fab) no son accesibles para la inmovilizacién. Por lo tanto, se piensa que
se obtiene un material mas eficaz para la cromatografia de inmunoafinidad con
inmovilizaciones via los grupos amino, comparado con inmovilizaciones a través de otros
Lrupos funcionales. La capacidad de los inmunoadsorbentes puede incrementarse
seleccionando correctamente la silica utilizada para el procedimiento de .enlace y también
depende de la orientacién y pureza de los anticuerpos inmovilizados. Actualmente, los
soportes de silica activada diol o aldehido son los mejores soportes ya que refinen estos
requerimientos. En ambos casos, mediante la formacion de bases de Schiff, el anticuerpo

es acoplado via sus grupos amino.

Las fuerzas involucradas en las interacciones antigeno-anticuerpo son de naturaleza
variada, incluyendo atraccidon ibnica, formacion de puentes hidrogeno, atracciones

hidrofébicas y fuerzas de van der Waals®.

Los anticuerpos son los componentes claves en un ensayo inmunoldgico y pueden
ser de tipo policlonal, derivados de suero animal después de la inmunizaciéon con un
antigeno (inmunégeno) ¢ monoclonal si se derivan de un medio de cultivo cetular.' En el
ultimo caso, se mezclan células de bazo de un animal inmunizado con células de mieloma.
Las células hibridas resultantes, que son capaces de secretar anticuerpos de un solo tipo,

pueden separarse seleccionando el anticuerpo apropiado y permanentemente cultivadas.
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Inherente al uso de los anticuerpos hay un cierto grado de reactividad cruzada, esto
es debido al enlace de varios compuestos estructuralmente relacionados al anticuerpo. El
grado al cual un anticuerpo particular se enlaza selectivamente al analito de eleccion
determina su aplicabilidad. Un bajo grado de reactividad cruzada lo hace conveniente para
ensayos de un solo compuesto. En contraste, un ensayo para un grupo especifico de
compuestos requiere un anticuerpo que tenga un alto grado de reactividad cruzada.
Tomando ventaja de la reactividad cruzada de un anticuerpo especifico, es posible extraer
varios compuestos de una misma familia. Por lo tanto, la seleccidn de un anticuerpo
depende del propdsito de la aplicacion. Generalmente, un antisuero que consiste de varios
tipos de anticuerpos muestra un amplio espectro de reactividades cruzadas a diferencia de

un anticuerpo monocional.

En la literatura se encuentran reportadas aplicaciones de los inmunoadsorbentes en
el andlisis de varios herbicidas, como triazinas y fenilureas, en diferentes tipos de agua,
utilizando un anticuerpo simple (por ejemplo anti-isoproturén, anti-clortoluron) o un
anticuerpo mltiple (anticuerpos mezclados). ***? También se han realizado comparaciones
de los inmunoadsorbentes con las fases Cis, PRP-1 y PLRP-S para la extraccion en fase
solida de dichos herbicidas a partir de muestras ambientales.” La alta selectividad de los
inmunoadsorbentes produjo cromatogramas més limpios que aquellos obtenidos con los

otros adsorbentes.

Los inmunoadsorbentes han sido aplicados a la determinacién de diferentes
plaguicidas en operaciones de extraccion en fase solida en-linea y fuera de linea. Por
ejemplo, acoplando la inmunoextraccién con CL-APCI-MS (cromatografia de liquidos —
espectrometria de masas con ionizacion quimica a presion atmosférica) se han podido
atcanzar limites de deteccidn muy bajos (<1 ppb) con volimenes pequefios de muestra
gracias a la conjugacion de la selectividad de las técnicas involucradas, que se traduce en

una muy alta sensibilidad.
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Debido a que todavia hay pocos inmunoadsorbentes comercialmente disponibles, el
nimero de analitos que pueden ser analizado es ain limitado.  Su costo es alto comparado
con el de los sistemas convencionales. Sin embargo, cuando haya produccion de
inmunoadsorbentes en gran escala los costos se reducirdn y muy probablemente estaran

disponibles a un precio razonable en un futuro cercano.
1.5 PLAGUICIDAS

Es comin para la gente confundir el término “plaguicida” con el término
“insecticida”. Esto es erroneo, ya que el término “plaguicida” es una clasificacion general ¢
incluye una variedad de compuestos con diferentes usos. Los plaguicidas quimicos tienen
en comin la capacidad de destruir alguna forma de vida y son clasificados como
plaguicidas porque el organismo contra el que son dirigidos se considera indeseable para la
persona o sociedad que los aplica. Los insecticidas representan un grupo particular de
plaguicidas usados en grandes cantidades que pueden causar efectos toxicos en humanos,
perc también dentro de otros grupos de plaguicidas se pueden encontrar diversos agentes

potencialmente dafiinos.*

Los plaguicidas ocupan una posicidén énica dentro de los diversos compuestos
quimicos que €l hombre encuentra diariamente. Se adicionan deliberadamente al ambiente
con ¢l propdsito de matar o dafiar alguna forma de vida. Idealmente, su accién dafiina debe
ser altamente especifica para el organismo indeseado y no dafiina para los organismos
deseados. Sin embargo, la mayoria de los compuestos usados como plagnicidas no son
altamente selectivos, sino generaimente toxicos a muchas especies no-blanco, incluyendo
humanos y otras formas de vida deseables que cohabitan el ambiente®. Dada la carencia de
accion plaguicida altamente selectiva, la aplicacion de plaguicidas debiera ser
rigurosamente controlada en cuanto a cantidades y forma de uso para minimizar la
posibilidad de exposicion de los organismos no-blanco a cantidades dafiinas de estos

compuestos Utiles.
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Existe una gran diversidad en la forma de accion de los plaguicidas sobre los tejidos
primarios blanco como existe diversidad en sus propiedades quimicas. Hay un gran
niimero de plaguicidas cuya toxicidad aguda se manifiesta a través de acciones funcionales
o bioquimicas en el sistema nervioso central y periférico, pero hay otros en los cuales el
sistema nervioso central se afecta o se afecta de manera secundaria debido a los efectos
pritnarios en otros Organos. Para algunos grupos de compuestos, el mecanismo de la
accion toxica es bien entendido en el 4mbito molecular. Para otros no hay informacién
concerniente al mecanismo de toxicidad. Adn dentro de una clase similar de compuestos,
los compuestos individuales pueden ser extremadamente toxicos o practicamente no

toxicos.
Contaminacion Ambiental

Aparentemente, hay muchas fuentes de exposicién de humanos y otras especies no-
blanco a los plaguicidas por contacto directo con materiales en el sitio de aplicacién. En
afios recientes, sin embargo, se ha venido incrementando aparentemente la exposicion a los
plaguicidas lejos del sitio de aplicacién. Esto es resultado de la translocacién de los
compuestos desde sus sitios de aplicacion a través de varios medios del ambiente, como son

la lluvia, los rios, el aire, etc.

La translocacion dentro del ambiente depende en gran medida de las propiedades
fisicoquimicas de los plaguicidas. Uno de los factores mas importantes es el tiempo
requerido para la degradacion de los compuestos a formas més simples no tdxicas, que

depende a su vez de factores ambientales como la humedad, la temperatura, etc.

El grado al cual los plaguicidas pueden permanecer en suelos después de la
aplicacién se conoce como persistencia y depende de un gran ntmero de factores, como:
tipo de suelo, humedad, temperatura, pH, microorganismos existentes, degradabilidad del

plaguicida en si, entre otros.
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Para una mejor comprensidn del potencial de persistencia y traslocacion se deben
tomar en consideracién no solo los aspectos bioldgicos de los plaguicidas sino también el

andlisis de su comportamiento bajo diferentes condiciones quimicas y fisicas del ambiente.

Clasificacion de 1a toxicidad de los plaguicidas

En este trabajo se adopta la clasificacion de la toxicidad con base en la Dosis Letal
50 (DLspy), expresada en mg/kg que fue recomendada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en su vigésima octava asamblea y reconocida en fa NOM-Y-301.1998. La
DLso es la dosis a la cual mueren el 50 % de los sujetos de experimentacién y hace
referencia a la obtenida en ratas cuando el plaguicida se administra por via oral o dérmica,
en forma aguda. Un concepto paralelo es la Concentracion Letal 50 (CLso) aguda, que es la
concentracion de una sustancia en el aire que causa la muerte de 50% de la poblacion de las
ratas de prueba; se expresa en mg/m® o en partes por millon (ppm). La clasificacion segan
estos criterios se anota en el siguiente cuadro.

Tabla IIL. Clasificacion de la toxicidad de los plaguicidas.!

DL, en mg/kg de masa corporal CLso Aguda por
Aguda Oral Aguda Dérmica inhalacién
CATEGOR{A Estado Fisico _ Estado Fisico mg/L
Sélido Liquido Solido Liquido Exposicion 1h

masde | hasta | masde | hasta | misde | hasta | misde | hasta | masde | hasta

I

Extremadamente - 5.0 - 20,0 - 100 | - 40.0 - 0.2
Toxicos
I
Altamente 50 50.0 20.0 200.0 10.0 100.0 400 | 400.0 0.2 20
toxicos ‘

I
Moderadamente | S0.0 { 500.0 { 200.0 | 20000 | 100.0 | 1000.0 | 400.0 | 40000 20 20.0
toxicos

v
Ligeramente 500.0 - 2000.0 - 1000.¢ - 4000.0 - 20.0 -
toxicos
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Clasificacién de la persistencia de los plaguicidas

La mayoria de las clases de plaguicidas han sido agrupadas como *“no-persistentes
(o moderadamente residual)”, “moderadamente persistente (0 moderadamente residval)” o
“persistente (o altamente residual)”. El tiempo de persistencia refleja el tiempo requerido
para que €l 75 al 100 por ciento de los residuos de plaguicida desaparezcan del sitio de

aplicacion.

Los plaguicidas no persistentes tienen valores de persistencia de 1 a 12 semanas, los
moderadamente persistentes de 1 a 18 meses y los persistentes de 2 a 5 afios. La
persistencia varia con las condiciones ambientales y la generalizacion acerca de las clases

son sujetas de diversas excepciones para plaguicidas individuales dentro de la clase.

—
18
15 A
i
4 =
@ 12 A ° S
\Ea - . @
o _?“,.: s =
=% 9{ =7 3= <
=1 = = = 4
bt T8 #.3 g
a & - -3 o o
2 E =8 E 3
b= 6 e U oo = 9 =
: T m o8 TE&
= o Ea
a3 &
: 5 5 ZE
N = o
34| Z
0 -

Plaguicida

Fig. 9. Persistencia de diferentes clases de plaguicidas en suelos.
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1.5.1 Herbicidas

Durante los ltimos 20 afios ta produccién y uso de quimicos para la destruccion de
hierbas nocivas se ha incrementado marcadamente. Los herbicidas compiten o exceden a
los insecticidas en cantidad. Ya que las plantas difieren marcadamente de los animales en
su morfologia y fisiologia, debe de esperarse que los herbicidas puedan presentar un peligro
menor de toxicidad hacia los vertebrados. En efecto, algunos compuestos presenfan muy
baja toxicidad para los mamiferos, pero hay muchos quimicos altamente toxicos y algunos
de ellos han causado envenenamientos fatales en el hombre. A continuacion se presenta

una clasificacién de los herbicidas con base en el grupo funcionat principal del compuesto.

TablaIV. Clasificacion de los herbicidas con base en su grupo funcional.

Tipo de herbicidas Ejemplos
Clorofenéxidos s 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético )
= 2.4,5-T (acido 2,4, 5-triclofofenoxiacético)
Dinitrofenoles = DNOC (4,6-dinitro-o-cresol }
» Dinoseb (2-Sec-butil-4,6-dinitrofenol )
Compuestos bipiridilo | = Paraquat (1,1’dimetil-4,4’-bipiridilo )
= Diquat (6,7-dihidropirilo (1,2,0-2°,1°-c)pirazidinio )
Carbamatos = Propham (isopropil carbamato)
= Barban (4-cloro-2-butinil m-clorocarbamato )
Ureas sustituidas * Menurdn (3-(p-clorofenil}-1,1-dimetilurea}
* Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea)
Triazinas = Atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilaming)-S-
triazina)
= Simazina (2 -cloro-4,6-bis(etilamino)-S-triazina)
Amidas = Propanii (3’,4’-dicloropropionanilida)
Nitrilos = Diclobenil (2,6-diclorobenzonitrilo)
= Toxynil (4-hidroxy-3,5-diiodobenzonitrilo)
Dinitroanilinas ® Trifuralin (o,0,0-trifluore-2,6-dinitro-N,N-dipropil-p-
toluidina)
= Benefin (N-butil-N-etil-a,ct,a-trifluore-2,6-dinitro-p-
toluidina)
Acidos arilalifaticos * Dicamba (acido 2-metoxy-3,6-diclorobenzoico)
» Clormben (acido 3-amino-2,5-diclorobenzoico)
Organoarsénicos = MSMA (metanoarseonato monosédico)
\ » Acido cacodilico (oxido-hidroxidimetilarsina)
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1.5.2 Herbicidas feniluréicos

Entre 20 y 25 compuestos diferentes de fenilureas sustituidas son comercialmente
disponibles como herbicidas para el control de hierbas en una variedad de cultivos. Las
fenilureas pueden dividirse en tres categorihs basadas en sus solubilidades en agua, las
cuales a su vez parecen estar relacionadas a otras propiedades diferentes que los grupos

funcionales en comiin.

El fenurén, la fenilurea mdas soluble (2900 — 3850 ppm), esta en esta categoria, Este
compuesto también es el mas movil en sistemas de suelo. El grupo medio de fenilureas en
términos de solubilidad en agua incluye al monurén, divrén, linurén, monolinurdn,
fluometurdn, metobromurdn, y sidurdn, en los cuales las solubilidades en agua van de 18 a
580 ppm. Los compuestos menos solubles de las fenilureas son el neburdn y el

cloroxurén, donde la solubilidad en agua va de 2 a 4.8 ppm.

La mayoria de las fenilureas tienen presiones de vapor relativamente bajas y no son
muy volatiles del suelo. El pH del suelo no parece afectar significativamente la adsorcion,
movilidad o actividad herbicida de las fenilureas. La persistencia de estos compuestos es

moderada, con residuos después de la aplicacion durante varios meses.

El efecto de compuestos toxicos sobre el sistema inmune ha sido un area de gran
interés. Se ha encontrado que el fluometurén y el linurén alteran en alguna dosis en’
algunas especies, los mecanismos de defensa del huésped relacionados al sistema funcional
inmune.”® Se observaron supresién y estimulacién de una variedad de respuestas inmunes
con ¢l mismo compuesto durante un experimento individual, Esta alteracion no indica si el
sistema inmune fue directa o secundariamente afectado, por ejemplo, secundaria a la
estimulacion de la corteza adrenal o si el efecto inmunoldgico fue altamente sensible o

acompafiado por otros efectos toxicos, etc.
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Se ha reportado también que tanto ¢l monurdn como el diurén afectan al sistema
nervioso central en ratas,* con DLs en ratas de mas de 2000 mg/kg. Estudios de toxicidad

cronica sugieren que el monurdn es un carcinogénico potencial.
El diurén, fluometurdn y linurdn son irritantes oculares, ligeramente peligrosos. Su
use estd permitido en México. En cuanto al monurén, han sido prohibidos su importacion,

fabricacion, formulacién, comercializacién y uso en México.®

En la tabla V se resumen las propiedades de los compuestos estudiados en este

trabajo.
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1.5.3 Métodos de andlisis de herbicidas feniluréicos

En la bibliografia se reportan muchos métodos distintos de andlisis para fenilureas
por diversas técnicas instrumentales. En la tabla VI s¢ muestran dnicamente algunos
ejemplos que han sido utilizados en los tiltimos afios utilizando extraccion en fase solida

como método de preconcentracion de fenilureas.

Tabla VL. Alpunos métodos de extraccion en fase solida para fenilureas.

Compuestos* Muestra l)etcctor—‘ % Rec | LDM Ref.
Método) (ng/L)

LCLD LN agua de rios y estuarios uv 80 - 100 | 10-50 51
(preconcenttacién en linea
PRP-1 y fuera de linea Cyy
y cromatografia en fase
reversa)

Mx, M, CL D, CIBr, | Agua superficial EM 80-100 | 500 - 1000 52
N (preconcentracién en linea
Cy; y cromatografia en
fase reversa)

Mx, M1, MBr, D, L Agua potable uv 83-104 | 50-150 53
{preconcentracion y
analisis con una columna
Ciz)

CLID,L,Difb Agua superficial EM 80-91 70 - 100 54
(preconcentracion con
inmunoadsorbentc anti-
Isoproturon y
cromatografia en fase
reversa)

M,CLLD plantas v 163 (23 ng/g) 35
(inmunocromatografia —
columna anti-isoproturon
y prelavado con
precolunina de
intercambio ani6nico)

D,LCL Aguas naturales EM 80-100 | 03-1 56
{microextraccién en fase
s6lida con Carbopack B
para fenilureas y CG)

16 fenitureas Agua pura uv 88-104 | (100) 57
(preconcentracion Cis y
cromatografia en fase
ICVCISA)

*I = Isoproturén, Cl = Clortolurdn, D = Diurén, L = Linurén, N = Neburén, Mx =
Metoxuron, CIBr = Clorbromuron, M{ = Monolinuron, MBr = Menobromuron, Difb =
Diblucbenzuron
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Capitulo 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 EQUIPO Y ACCESORIOS

Sistema cromatogrifico

‘Cromatédgrafo de liquidos Gilson con capacidad para gradiente de elucién binario,
que consta de:
Bomba maestra (Modelo 305)
Bomba esclava (Modelo 306)
Mezclador dindmico (Modelo 811B)
Moédulo manométrico (Modelo 805)
Inyector de rizo Rheodyne 7125 con rizos de 20 y 100 uL.

Columna Envirosep de 12.5 cm de longitud v 0.32 mm de d.i. empacada con fase .

reversa Cig quimicamente enlazada a silice.
Detector espectrofotométrico UV-VIS Shimadzu Modele SPD-10 AVVP
Integrador Hewlett Packard (HP 3396A).

Tuberia de acero inoxidable de 0.25 mm de didmetro interno.

Sistema Inyector | Columna Detector Integrador
Cromatografico

Figura 10. Esquema operacional del sistema cromatografico utilizado.

Otros
Purificador y desionizador de agua NANQ pure (Bamstead Thermolyne modelo

04741).
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Baifio de ultrasonido para desgasificar diseluciones y fases moviles (Sonicor,
modelo SC-100)

Micropipetas de volimenes variables

Potenciometro Coming modelo 220 equipado con electrodo combinado de vidrio
calomel, Cole-Parmer, modelo 60640

Sistema de filtracién de vidrio Millipore modelo OM027 con membrana de nylon
con poro de 0.45 um, 47 mm diametro

Cartuchos de Inmunoadsorcién anticuerpos anti- isoproturon ligados enlazados
quimicamente a silice.

Material comiin de laboratorio

2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS
Agua grado reactivo Tipo I
Acetonitrilo, grado HPLC, 99.8% min., Prolabo
Metanol, grado HPLC, 99.99% min., Omnisolv
Azida de sodio, grado reactivo, 99.5%, Sigma
Acido o-fosforico, grado reactivo, 85%, Merck.
Hidréxido de sodio, 98%, bajo contenido en carbonatos, Merck.
Acido perclérico, grado reactivo, 69.7%, Baker
Acido acético glacial, grado reactivo, 99.7%, Baker
Acido formico, grado reactivo, 98%, Merck
Cloruro de sodio, grado reactivo, 99.67%, Mallinckrodt
Cloruro de potasio, grado reactivo, 99.3%, Baker
Isoproturdn, 99% de pureza, Chem Service
Fluometurdn, 99% de pureza, Chem Service
Diuron, 99% de pureza, Chem Service
Monurén, 99% de pureza, Chem Service
Neburoén, 99% de pureza, Chem Service
Linurdn, 99% de pureza, Chem Service
Meticcarb, 99% de pureza, Chem Service

Metilparation, 99.5% de pureza, Chem Service
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2.3 PREPARACION DE DISOLUCIONES

Disoluctones patron
Disolucion patron de isoproturén 1000 mg/L en acetonitrilo
Disolucioén patron de fluometurén 1000 mg/L en acetonitrilo
Disolucion patrén de diurén 1000 mg/L en acetonitrilo
Disolucién patrén de monurén 1000 mg/L. en acetonitrilo
Disolucién patrén de neburdn 1000 mg/L en acetonitrilo
Disolucion patrén de linurdn 1000 mg/L en acetonitrilo
Disolucion patron de metiocarb 1000 mg/L, en acetonitrilo

Disolucion patrén de metilparation 1000 mg/L en acetonitrilo

Todas estas disoluciones se almacenaron en refrigeracion y se fueron tomando las

cantidades necesarias para cada experimento.
Solucién salina de fosfatos (PBS-Phosphate Buffered Solution

Se prepard a partir de 4cido o-fosforico 0.02 M, adicionando también KCl y NaCl
para cbtener concentraciones de 0.0027 M y 0.137 M respectivamente. Se agregd poco a
poce una disolucion concentrada de NaOH, hasta ajustar a un pH de 7.4, La solucidn se
mantuvo en refrigeracion.
Disoluciones de trabajo

Se tomaron alicuotas conocidas de las disoluciones patréon, y se diluyeron

convenientemente utilizando acetonitrilo, metanol, agua o PBS, de acuerdo con lo

requerido para los experimentos.
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Fases moviles

Se realizaron mezclas convenientes de los disolventes (acetonitrilo y agua) y se

sonicaron antes de ser utilizadas.

2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Condiciones cromatogrificas
a) Separacion cromatografica

Con el fin de obtener la mejor separacion cromatografica de los compuestos

feniluréicos estudiados, se probaron distintas condiciones para las siguientes variables:

i. Fase estacionaria. Se probaron distintas columnas de fase reversa,
ii. Fase movil. Se probaron distintas mezclas acetonitrilo: agua y
también condiciones distintas de pH y fuerza idnica.
iii. Elucion. Se ensayaron tanto condiciones de elucion isocratica como
de gradiente.
iv. Detector (UV y electroquimico). Inicialmente se utilizaron ambos
detectores en linea y se observd la respuesta de los compuestos en

cada detector.
b) Linealidad de la respuesta del detector
A parttir de una mezcla de fenilureas a concentracién conocida en acetonitrilo, se
prepararon diluciones en el mismo disolvente. Estas ultimas fueron inyectadas en el

cromatégrafo utilizando las condiciones de separacion previamente establecidas y se evalud

la respuesta del detector a concentraciones crecientes de los analitos,
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2.4.2 Caracterizacion del inmunoadsorbente
Isoproturon. Compuesto modelo

En esta etapa del desarrollo experimental se estudiaron las condiciones para la
adsorcion (preconcentracion) y desorcion (elucion) del Isoproturon. Una vez halladas las
condiciones optimas de preconcentracidn para Isoproturén, se estudi6 la

adsorcion/desorcion de las fenilureas restantes.
Soluciones de carga

Las soluciones de carga empleadas en el estudio realizado para establecer las
condiciones Gptimas de elucion, fucron preparadas haciendo diluciones convenientes de la
solucién patron de isoproturdn, en PBS 0,02 M. Para el estudio de la preconceniracion, se

varid Iz composicion de estas soluciones modificando diversos parametros.
Tratamiento del inmunoadsorbente

El inmunoadsorbente se almacend en PBS 0.02 M y refrigeracion cuando no se
utilizaba. Después de cada experimento se hizo pasar una cantidad fija de mezcla
MeOH:H,0 para asegurar la elucion completa de cualquier compuesto remanente en el
cartucho antes de iniciar el siguiente experimento, con la finalidad de evitar contaminacion
cruzada, después sc regener el inmunoadsorbente con solucion de PBS durante un tiempo

minimo de 15 minutos y finalmente se hicieron pasar 2 mL de agua.

El efecto producido por la modificacion de cada variable fue medido como porcentaje de
recuperacién de isoproturén. La cantidad de soluto recuperado se determiné por
cromatografia, comparando las areas obtenidas en la inyeccién de los eluatos contra las

areas de soluciones de concentracién conocida.
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2.4.2.1 Condiciones para la elucién

Con ¢l objetivo de encontrar las condiciones dptimas que permitieran asegurar la
elucion completa del isoproturén en el minimo volumen de eluyente, se estudiaron las
variables abajo sefialadas. El cartucho se cargd previamente con una cantidad fija de
isoproturon (73 ng) disuelto en PBS. El volumen de carga fue de 3 mL para la primera
setie de ensayos (composicion del eluyente) y de 1 mL para los siguientes (pH, velocidad y

volumen de elucién).
Composicién del eluyente

Se prepararon diversas mezclas metanol: agua, las cuales se utilizaron para eluir el
isoproturén ‘previamente cargado en el cartucho. Inicialmente, se utilizé un mL de la
mezcla para eluir y la cantidad recuperada de Isoproturon en este volumen se determing por
analisis cromatografico,
pH del eluyente

Se utilizaron mezclas metanol-buffer acuoso (60:40 v/v). En la fase acuosa se
variaron los valores de pH utilizando una mezcla de acido fosforico, dcido acético y acido
formico 2 X 107> M cada uno, ajustando al valor deseado con una disoluciéon de NaOH. Se

estudio el intervalo de pH de 2.5a 7.

Velocidad de elucion

A una composicion fija, se hizo pasar 1 mL del eluyente a distintas velocidades de
flujo.

47



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Volumen de elucién

Se utilizaron volimenes distintos del eluyente manteniendo fija su composicion. El
intervalo estudiado fue de 0.5 a 5 mL..

2.4.2.2 Condiciones para la preconcentracién

En todos los experimentos de esta seccion se utilizaron condiciones fijas y

constantes de elucion, segin los resultados obtenidos en la seccidn precedente.
Concentracion del analito en la solucién de carga

Se realizaron diluciones convenientes de la disolucidn patrén de isoproturén en PBS
0.02 M, para obtener soluciones a diferentes concentraciones del amalito. Con cada
solucién se hizo una carga independiente del cartucho, fijando el volumen de carga en
1 mL.

Velocidad de carga

Se realizaron experimentos cargando la disolucion de isoproturdn a diferentes

velocidades de flujo para observar como afectaba esta variable a la recuperacion.
Volumen de carga

Se determind la recuperacién del isoproturén a diferentes volimenes de carga,
manteniendo constante la cantidad cargada del analito (73 ng). Se utilizé una velocidad de

flujo de 1 mL/min para los volamenes de carga menores y un flujo de 4 mL/min para

cargas mayores a 50 mL.
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pH de la solucién de carga

Se estudio el efecto del cambio de pH en la solucion de carga de isoproturén. Para
imponer el pH se utilizd una mezcla de acido fosforico, acido acético y acido formico
2 X 10 M cada uno, ajustando al valor deseado con una disolucion de NaOH. El intervalo
de pH estudiado fue de 3 2 7.5.

Concentracién del buffer en la solucién de carga

Después de encontrar las mejores condiciones para la preconcentracion del
isoproturdn (volumen, velocidad y pH de la solucion de carga), se buscé optimizar el
porcentaje de recuperacion del analito variando la concentracién del buffer y por o tanto la
fuerza i6nica. En este caso se utilizaron disoluciones de PBS a distintas concentraciones,

enun intervalo de 0 a 0.02 M, para ajustar esta variable.
Capacidad del cartucho

Para determinar la capacidad del cartucho (medida como la cantidad méxima de
isoproturén que puede ser retenida —expresada en ng-) se tomé como referencia la
capacidad tedrica reportada por el fabricante (500 ng de Isoproturdn). Se cargaron 500 ng
de isoproturdén en 1 mL de solucion, realizando el expeﬁmento en las condiciones 6ptimas

encontradas para la preconcentracion y elucion.
2.4.2.3 Método preliminar para la EFS
Con base en los resultados obtenidos en las secciones 2.4.2.1 y 2.4.2.2, se planted

un método preliminar que incluye los pasos de preconcentracion del analito, lavado, elucién

del analito y regeneracion del cartucho.
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2.4.2.4 Reactividad cruzada

Para estos experimentos se utilizaron las mejores condiciones para la
preconcentracién y elucion. Las fenilureas utilizadas fueron: isoproturén (compuesto

modelo), monurdn, fluometuron, diurdn, linurén y neburdn.
Adsorcion de las fenilureas en cargas independientes

Se cargaron 60 ng de cada fenilurea por separado en dos volimenes distintos; 1 mL
y 100 mL, para ver también el efecto de la concentracion y el volumen de carga sobre la

recuperacion.
Adsorcién de isoproturdn en presencia de analitos del mismo grupo funcional,

Se utilizaron dos compuestos feniluréicos para ver como influia su presencia en la
recuperacion de isoproturén. Por un lado, para ver el efecto de la presencia de otro soluto
que fuese apreciablemente retenido (monurén), se prepararon 100 mL de mezclas
conteniendo una cantidad fija de Isoproturon (18 ng) y cantidades variables de monurdn
(5 2100 ng). Por el otro lado, para ver et efecto de la presencia de un solute poco retenido
(fluometurdén) se prepararon 100 mL de mezclas conteniendo la misma cantidad fija de
isoproturdn (18 ng) y cantidades variables de fluometurdn (5 a 100 ng). El eluato de cada
experimento (1 mL} fue inyectado al cromatdgrafo y comparado con soluciones estindar
con la misma composicion tedrica (suponiendo una recuperacidn al 100 % de ambos

analitos).
Adsorcion de isoproturén en presencia de analitos con diferentes grupos funcionales.

Se utilizaron dos contaminantes no feniluréicos conocidos, para ver como influia su
presencia en la recuperacién de Isoproturén. Se prepard una mezcla (M) de isoproturdn,
metilparation y metiocarb con 50 ng de cada uno en volimenes diferentes de PBS (1, 10y

25 mL). Se realizo el proceso de preconcentracion, elucion y andlisis cromatografico
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(condiciones de separacion definidas previamente) y se observé el efecto que tenia la
presencia de metiocarb y metilparatién sobre la recuperacion de isoproturon. Los
resultados se compararon con una solucion de isoproturén solo (50 ng en los voliimenes

correspondientes).

2.4.3 Establecimiento y evaluacién de un métode analitico para la determinacion de
trazas de isoproturén y diurén en muestras de agua

2.4.3.1 Establecimiento delt método

Se eligieron las fenilureas a utilizar para el método (isoproturdn y diurén), las etapas
del método y las condiciones necesarias para cada etapa. Se fijaron las condiciones

siguientes para la inmunoextraccion:

Velocidad de carga: 5 ml/min

Volumen de carga: 50 mL

pH de la solucidn de carga: 7.4

Fuerza ionica de la solucion de carga: 1.9x10" M
con PBS 2x10° M

Velocidad de elucion: 1 mL/min

Volumen de elucidén: 2 mL

Eluyente: CH;0H — H;0 (60:40 viv)

Para el analisis cromatografico, dado que sdlo se trabajo con dos fenilureas, se

utilizaron condiciones isoeraticas. Las condieiones experimentales fueron las siguientes;

Columna Envirosep-pp de fase reversa Ciz polimérica quimicamente
ligada a un soporte de silice (1 2.5 X 3.2 mm D.I)

Fase movil: acetonitrilo—agua {40:60 v/v)

Flujo: 1 mL/min

Deteccion UV a 254 nm
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2.4.3.2 Evaluaciin Estadistica del Método

a} Linealidad.

Para evaluar la linealidad del método se analizaron muestras de agua dopadas con
concentraciones conocidas de los dos analitos de interés {isoproturén y diurén), en un
intervalo de O a 3 ppb, correspondiente a un intervalo de cantidad cargada de 0 a 150 ng

para cada fenilurea.

b) Porcentaje de recuperacion a diferentes concentractones del analito en la solucién de

carga

Con los datos de la seccion anterior (2.4.3.2.b) se grafico la cantidad recuperada

experimentalmente contra la cantidad nominal cargada y se evaluaron las pendientes.
¢) Precision (como repetibilidad}, limite de deteccion y exactitud

Se analizaron una serie de muestras dopadas con los analitos a una concentracién de
0.8 ng/mL (40 ng en 50 mL de muestra).

2.4.4 Estudio comparative de Ia estabilidad del isoproturén en el cartucho y en
muestras acuosas '

Se prepararon disoluciones de isoproturdn en agua a una concentracion fija de 25
ng/mL y se almacenaron en refrigeracion. También se cargaron cartuchos con 50 ng de
isoproturén cada uno, y se almacenaron. En dias pre-establecidos (desde el dia cero hasta
el dia 103) se retird de refrigeracion una muestra de la disolucidn en agua y se cuantifico el
Isoproturdn por inyeccion directa de 100 pL de la muestra en el cromatografo de liquidos.
Del mismo modo se retird un cartucho, se eluyé el isoproturén con 2 mL de eluyente y se
cuantifico. Las muestras fueron comparadas con una solucién de Isoproturén de 25 ng/mL

recientemente preparada.
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2.4.5 Aplicacion a muestras reales

Se aplicod al analisis de los herbicidas (isoproturdn y diurén) en muestras de agua
potable, superficial y subterranea. Se utilizaron muestras de 45 mL de cada tipo de agua
mezcladas con 5 mL de una sokucion de bufff:r de fosfatos (volumen de muestra de 50 mL,
concentracion de buffer de 0.02, pH alrededor de la neutralidad). Se evalué la recuperacion

de los analitos en las muestras de agua, su estabilidad en las muestras
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Capitule 3. RESULTADOSY DISCUSION
3.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

3.1.1 Separacién cromatografica y deteccion

Inicialmente se probaron los detectores ultravioleta y electroquimico con el objeto
de tener, por una parte, un modo de deteccion selectivo, y por otra, la informacién
complementaria de dos detectores que puede ser muy til para la identificacién inequivoca
de un compuesto en el analisis de muestras reales. Sin embargo, al realizar inyecciones por
separado de cada soluto, se observé que la oxidacion electroquimica de algunos de los
compuestos feniluréicos requiere potenciales muy altos (como el diuron, linurén y
neburén), lo que provoca una corriente residual elevada y por lo tanto un gran ruido en la
linea base. Ademas se observd que los productos de oxidacion formados a potenciales muy
altos quedaban adsorbidos en Ja superficie del electrodo, impidiendo su buen
funcionamiento. Debido a esto, finalmente se decidié trabajar sélo con el detector de UV a
254 nm.

Los ensayos preliminares realizados en columnas convencionales de fase reversa
monomeérica Cyz (Hypersil, Spherisorb) mostraron que este tipo de fase no era capaz de
resolver adecuadamente todas las fenilureas estudiadas. En particular, la separacién entre
fluometurdn, isoproturdén y diurdn fue muy incompleta en todas las condiciones de fase

movil ensayadas.

Por ello, se decidio probar una columna de fase reversa polimérica Cyg, la cual ha
dado previamente resultados muy satisfactorios en la separacion de solutos con estructuras
similares, como es el caso de algunos hidrocarburos aromaticos polinucieares. Con esta

columna se logré obtener una buena resolucion para todo el grupo de fenilureas.

La separacion se realizé primero en condiciones isocraticas de elucion (fase movil

CH3CN:H;0, 40:60 v/v), con un tiempo de analisis aproximado de 30 minutos. EIl
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cromatograma obtenido con estas condiciones se muestra en la figura 11 (a). Es evidente,

de esta figura, que la separacion puede ser optimizada mediante un gradiente de elucion,
que permita disminuir el ensanchamiento del pico del soluto més retenide y lograr una
distribucion mas homogénea de los picos en el cromatograma. Por otra parte, puesto que se
pretende aplicar el método de preconcentracion y analisis de fenilureas a muestras de agua
naturales, es recomendable dejar un espacio libre al inicio del cromatograma para la
eventual elucidn del “pico de matriz”. Este ultimo proviene de compuestos polares {acidos
hiimicos y fulvicos) presentes en estas aguas, que no logran eliminarse durante el
procedimiento de preparacion de muestra. Por las razones expuestas, se decidié poner a

punto una separacion de fenilureas por gradiente de elucién. Las condiciones finalmente

adoptadas fueron:
Fases moviles: A. CHsCN:H,O (10:90)
B. CH:CN:H,0 (75:25)
Gradiente: 0 min 9%B 15 % CH:CN:
5 min 30%B 30 % CH,CN:
20 min 92% B 70 % CH;CN:
30 min 92%B 70 % CHSCN:

El cromatograma correspondiente se muestra en la Figura 11 (b) y las estructuras de

los solutos estudiados se presentan en la figura 11 (c).
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Figura. 11. Separacion cromatografica de fenilureas. Condiciones: , columna Envirosep-
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pp (125%3.2 mm D.1.), deteccion UV a 254 nm, flujo 1 mL/min; concentracion
5 ppm a) Elucién isocratica con CHaCN:H0 40:60 (v/v) v b) elucién en
gradiente, fase A: CH;CN:H,0 10:90 (v/v) y fase B: CH;CN:H,0 75:25 (v/v),
programa: 0 min — 9% B, 5 min - 30% B, 20 min - 92 % B y luego constante.
¢) Identificacion de los solutos y su correspondiente estructura.
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3.1.2 Linealidad de la Respuesta del Detector

Una vez separados fos compuestos, se evalud la respuesta del detector UV frente a
concentraciones distintas de una mezcla de los analitos, La separacion se realizd por
gradiente de elucién, con las condiciones antes establecidas. El comportamiento

encontrado se muestra en la Figura 12 y la tabla VIL

& Monuron * Fluometuron
R 8 n R

L6EHDT 4 ’ o
1AE+0T -
1.2E+07 4
1OEH7 -
8.0E+06 -
6.0E+06 -
4.0E+06 -
20E+06

0.0E+00

de pico

Area

»

0 5 10 25 30
Concentracién (mgﬂ.,)

Figura 12, Respuesta del detector UV frente a_concentraciones variables de una mezcla de
los seis analitos estudiados.

Tabla VII. Analisis estadistico de los datos de area de pico vs concentracion.

Compuesto | Ecuacién de regresion | Coeficiente de correlacion r*
Diurén y = 543670x - 4531 0.9997
Neburon 'y = 494014x + 66304 0.9972
Monurén y =471254x - 28145 0.9997
Linurén y = 446001x + 145385 0.9999
Isoproturon |y =220210x + 71384 0.9996
Fluometurdén | y = 186766x + 73089 0.9994

Los coeficientes de correlacion obtenidos (£ 0.9997) al aplicar el analisis de
regresion lineal a los datos experimentales,” indican un comportamiento lineal de la
respuesta del detector en funcién de la concentracién en el intervalo de 0.05 a 30 ppm,

Dado que para este estudio se utilizd el rizo de 20 pL en el inyector del cromatografo, el
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intervalo anterior expresado en cantidad de soluto inyectado corresponde a 1 a 600 ng. Con

base en estos resultados, en los estudios posteriores la cuantificacion de los analitos se llevé

a cabo por estandar externo, inyectando un solo estindar,

3.2 CARACTERIZACION DEL INMUNQADSORBENTE

En esta etapa del proyecto se trabajé unicamente con muestras de agua grado
cromatografico dopadas con isoproturén para establecer las condiciones optimas de
extraccion en fase sélida. Esta eleccién se hizo debido a que los anticuerpos del
inmunoadsorbente utilizado fueron obtenidos a partir de Isoproturén y es por lo tanto
{hipotéticamente) el compuesto mas fuertemente retenido en el cartucho. Se utilizaron

distintos cartuchos de un mismo lote y por lo tanto de caracteristicas idénticas.

3.2.1 Condiciones para la Elucion

La primer parte que s¢ trabajé fue la parte de elucion, buscando las condiciones en -
que se garantizara la desorcién completa del analito, al cargar una cantidad conocida de
éste.

Las variables estudiadas fueron:

Composicion del eluyente
pH del eluyente
Velocidad de elucion

Volumen de elucion
3.2.1.1 Efecto de )a composicion del eluyente

Con el objeto de intentar no utilizar concentraciones altas de disolventes no acuosos
que puedan llegar a dafiar el inmuncadsorbente por desnaturalizacion del anticuerpo, para

este inmunoadsorbente Unicamente se probaron mezclas metanol-agua de composicion
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variable. El cartucho se cargd con una cantidad fija de isoproturdn en cada ensayo

(volumen y concentracion de la solucidon de carga constantes) y se evalvaron las
recuperaciones con las diferentes mezclas de elucion. Después de cada ciclo de adsorcidén ~
desorcion, el cartucho se dejo en reposo en PBS durante una hora antes de iniciar la

siguiente carga. Los resuitados se muestran en la Figura 13.

Cabe sefialar que estos experimentos se hicieron en dos cartuchos usados
alternadamente. Después de la serie de ensayos no se observd disminucion en la
recuperacidn inicial del isoproturon. Lo anterior significa que el anticuerpo inmovilizado
puede estar en contacto con mezclas ricas en metanol e incluso con metanol puro, por

cortos periodos de tiempo sin suffir una alteracion o desnaturalizacion permanente.
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Figura 13, Efecto de la composicion de eluyente. Volumen de elucién, 1 mL. Cantidad de
Isoproturon cargada, 73 ng Volumen de carga, 3 mL.

En la Figura 13 se observa un aumento en la recuperacién del Isoproturdn al
aumentar el contenido de metanol en el eluyente. Es posible que la disociacion del
complejo antigeno — anticuerpo se produzca por una medificacion en la configuracion o
estructura terciaria de 1a molécula del anticuerpo, inducida por la presencia de fases ricas en
disolvente organico. Sin embargo, como se menciond anteriormente, este cambio no es
permanente y el anticuerpo es capaz de recuperar su conformacion original (activa) al estar

sumergido nuevamente en PBS. A pesar de ello, se prefirid no exponer al anticuerpo a un
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medio tan hostil como el metanol puro, con el objeto de prolongar la vida Util de los
cartuchos.

Por lo tanto, se decidid utilizar en todos los experimentos posteriores una mezcla de
elucién compuesta por 60% de metanol y 40% de disolucién acuosa; de esta manera se le
hace la minima “agresion” a la proteina por el disolvente y la recuperacién obtenida se

mejorari por medio de otras variables.
3.2.1.2 Efecto del pH en la mezcla de eluciéon

Por otro lado se observo que la variacion del pH del eluyente hacia medios acidos (a
valores basicos se afecta la silice utilizada para el soporte del anticuerpo) no tenia ningtin

efecto en la recuperacién. El intervalo estudiado fue de pH 2.5 2 7.0,

Aunque algunos investigadores® han utilizado buffers 4cidos como eluyentes en
cartuchos de inmunoextraceion, estos eluyentes han sido puramente acuoses. En nuestro
caso, el eluyente contenia 60 % de metanol con el 40 % restante de medio acuoso dcido.
Se pensd que el pH podria tener efecto de alguna de las siguientes formas: a } sobre el
analito {cambiando de molécula a i6n) cambiando la forma de interaccion ¢on el anticuerpo
o bien b) sobre ¢l anticuerpo desnaturalizandolo o cambiando su estructura tridimensional,
evitando la interaccion con el isoproturon. Los resultados obtenidos indican que no hay un
efecto sinérgico entre la disminucién de pH de la porcién acuosa del eluyente v su
contenido de metanol. Por ello, se decidio utilizar como eluyente la mezcla metanol — agua

sin ajuste de pH.
3.2.13 Efecto de la velocidad de elucion

A velocidades de elucion sumamente bajas, dejando pasar 1 mL de eluyente por
gravedad a través del cartucho (velocidad promedio de 0.0125 ml./min), se obtuvo una
recuperacion de 93 % del Isoproturén. Al aumentar la velocidad de flujo a valores mas

practicos, de 0.5 y 2 mL/min, se recuperd ~ 83 % . La diferencia observada no es
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significativa ya que es comparable a la variabilidad de los resultados obtenidos en los

cartuchos. En efecto, los resultados cambian ligeramente dependiendo del tiempo de
reposo del carjucho entre experimentos subsecuentes {para los experimentos de esta seccidn
el tiempo de reposo fue de 15 min), del mayor o menor uso del cartucho, del tiempo que
permanece el cartucho guardado en refrigeracion entre dos series de experimentos, etc. Por
ello, en general siempre se tratd de realizar todos los experimentos de una serie en el mismo
dia y procurando mantener constante el tiempo de reposo entre experimentos. Para

disminuir el tiempo de los ensayos se decidid eluir a una velocidad promedio de 1 mL/min
en los siguientes experimentos.

3.2.1.4 Efecto del volumen de elucion

Los resultados del estudio de esta variable se muestran en la Figura 14, Para una
cantidad de 73 ng de isoproturon cargados en el cartucho, es posible utilizar entre 1y 5 mL
de eluyente sin afectar la recuperacion. Evidentemente, entre mas pequeiio sea el volumen
de elucion, mayor sera la tasa de preconcentracion lograda y por lo tanto la sensibilidad det
método analitico. Los ensayos realizados mostraron que el minimo volumen de eluyente

que puede utilizarse sin afectar la recuperacién es de 1 mL.
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Figura 14. Efecto del volumen de elucién. Carga de 73 ng de Isoproturon en 1 mL. de PBS.
Elucion con CH;OH — H0 60:40 {v/v) a 1 mL/min.
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3.2.1.5 Condiciones 6ptimas de elacién.

De acuerde con los resultados obtenidos, las condiciones 6ptimas de elucion,
considerando la sensibilidad del método, tiempo de anilisis y % de recuperacion del analito
son:

2 mL de MeOH:H,0 60:40 v/v a flujo de 1 mI/min,

Cabe aclarar que con el uso repetido del cartucho la permeabilidad disminuye y es
dificil operar a velocidades de flujo mayores manualmente. Por esta razon no se propone
un flujo de 2 mL/min.

3.2.2 Condiciones para la preconcentracion

Una vez determinadas fas condiciones Optimas para la elucion, se procedio a -
estudiar la parte de preconcentracién. En este punto se buscaron las condiciones adecuadas
para que la tasa de preconcentracidn y los porcentajes de recuperacion fueran los maximos,

tratando ademéas de minimizar el tiempo total de la extraccion en fase sélida.
Las variables estudiadas fueron las siguientes:

= Concentracion del analito en la solucidn de carga

' Volumen de carga

»  Velocidad de carga

*  Concentracion del buffer en la solucidn de carga

*  pH de la solucion de carga

» Capacidad del cartucho (medida como la cantidad méaxima de

Isoproturén que puede ser retenida —expresada en ng-)
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En todos los ensayos realizados en esta parte, el tiempo de reposo del cartucho

utilizado, entre experimentos subsecuentes, fue de 15 min.
3.2.2.1 Efecto de la concentracién del analito

~ La primera variable a estudiar en este punto fue la concentracién del analito en la
solucion de carga. La Figura 15 presenta los resultados obtenidos para esta variable.
Todos los experimentos marcados en la Figura 15 se realizaron en el mismo cartucho, el
cual habia sido utilizado previamente (antes de comenzar este estudio) en 13 ciclos de

adsorcién — desorcion.

F’" % Recuperacion ~8—% Fuga —4—ng retenidos] ]

140

0 -t — . — —

0 100 200 300 400 600
[Isoproturon] (ng/mL)

Figura 15, Efecto de la concentracion de Isoproturdn en la solucién de carga, Carga de
I mL de disolucion del analito en PBS 0.02 M (pH = 7.4) a flujo de 1 mL/min.

En la figura podemos observar que la grafica del porcentaje de fuga varja en forma
sigmoidal ascendente con la concentracion de isoproturdn en la solucion de carga. Por otro
lado, podemos ver que la grafica del porcentaje de recuperacion varia de forma inversa 2 la
de fuga.

Aunque esto iltimo es evidente, cabe mencionar que la fuga y la recuperacion se
determinaron por procedimientos diferentes. Para la fuga se determind la concentracion de
isoproturén en el efluente del cartucho obtenido al percolar la solucion de carga. La

recuperacién se calculo a partir de la determinacion de isoproturon en la mezcla metanol-
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agua utilizada para eluir el cartuche. Los resultados obtenidos muestran que ambos
procedimientos son validos puesto que los valores obtenidos de uno y otro concuerdan

satisfactoriamente.

También se representa la curva de cantidad retenida, cuya meseta corresponderia al
limite de retencion por la capacidad del cartucho. Es interesante mencionar que este
méximo en la cantidad retenida disminuye a medida que aumentan las veces que se utiliza
el cartucho debido a que, por la manipulacion fisica del inmunocadsorbente ¥ contacto con
el disolvente metanol-H,0, el cartucho se va deteriorando, probablemente debido a la
desnaturalizacién del anticuerpo o bien a grupos funcionales que puedan oxidarse. No
obstante, el cartucho sigue siendo utilizable y eficiente st se manejan concentraciones
pequefias, es decir  que la cantidad de analito cargado esté muy por abajo de la capacidad
del cartucho. En las siguientes figuras pueden verse los cambios cualitativos (Fig. 16) y

cuantitativos (Fig. 17).

Figura 16. Apariencia de los cartuchos nuevos (1), después de 21 experimentos (2);
después de 36 experimentos (3); después de 114 experimentos (4) y después
122 experimentos (5).
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Figura 17. Efecto de la concentracion de Isoproturén en la solucién de carga. Ensayos en

un cartucho usado previamente en 114 experimentos. Condiciones como en la
Fig. 15

Para el analisis de las curvas de las figuras 15 y 17 es necesario tomar en cuenta
algunos aspectos termodindmicos y cinéticos del proceso de extraccion en fase s6lida. Este

comresponde de hecho a una cromatografia de analisis frontal.

E! soluto disuelto en la fase movil (la solucion de carga) se introduce en la columna
y avanza progresivamente a lo largo de ella, llenando a su paso los sitios activos del
adsorbente y generando un frente de migracion. Este frente es mas o menos extendido,
dependiendo de diversas condiciones experimentales (concentracion del soluto en la
solucién de carga, flujo de la fase mévil, cinética del proceso adsorcién — desorcion,
diametro de las particulas del empaque, etc.) y de la distancia migrada. Cuando el frente
emerge de {a columna, el perfil de concentraciones del soluto a lo largo de éste tiene un
aspecto sigmoidal (Fig. 18), el volumen de la solucién de carga introducido en la columna
hasta el momento en que empieza a emerger ¢l frente se llama “volumen de fupa™, el
volumen que corresponde al ¢entro de masas o punto estequioméirico del frente (el punto
medio) es el “volumen de retencidon™ y el volumen del extremo final del frente recibe el
nombre de “volumen de saturacién”. La extension o ensanchamiento final del frente esta
dada por la diferencia entre el volumen de saturacion y el volumen de fuga; este

ensanchamiento depende de los aspectos cinéticos del proceso, Por ¢l contrario el volumen
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de retencion es un parimetro termodinamico que depende del coeficiente de distribucion

del soluto en el sistema fase estacionaria — fase movil empleado.

Cuando la fase estacionaria es un adsorbente con un nimero limitado de sitios
activos (e. g un inmunocadsorbente), la isoterma de distribucién del soluto es convexa de
tipo Langmuir. En este caso, €l volumen correspondiente al punto estequiométrico del
frente del soluto disminuye a medida que la concentracién aumenta, es decir, el frente
emerge de la columna a menores volimenes de solucion de carga. Por lo tanto, el volumen
de fuga y el volumen de saturacion también disminuyen, Esto se debe a que, dada la forma
de la isoterma, el coeficiente de distribucién del soluto disminuye al aumentar su

concenfracion.

Por otra parte, el estudio cinético de procesos de anilisis frontal, demuestra que el
ensanchamiento del frente del soluto disminuye cuando la concentracién aumenta. Esto
significa que el volumen de fuga y el volumen de saturacion se acercan al volumen de
retencion (los extremos se acercan al punto medio) y el frente se vuelve mas vertical al.
aumentar la concentracion del soluto. Con base en lo anterior, se discutiran las curvas de la

Figura 14, dividiéndolas para su estudio en 3 regiones.

La primera region (Fig. 19-a) comprende concentraciones de soluto en la solucién
de carga menores a 100 ng/mL y se caracteriza por una recuperacion alta (o una fuga
pequefia) vy pricticamente constante. La cantidad retenida del soluto aumenta
proporcionalmente con Ya cantidad cargada y no depende estrictamente de la concentracion.
De hecho, se puede considerar que en esta region todo el soluto presente en la solucion de
carga es retenido (el porcentaje de recuperacion no es forzosamente igual a 100, porque
puede haber pérdidas de soluto en otros pasos como el lavado y/o la elucion). Estas
observaciones indican que el frente de migracién del soluto no ha emergido del cartucho, es
decir que el volumen de fuga (y por supuesto el volumen de retencién y el volumen de

saturacion) es superior al volumen de carga (1 mL).
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La segunda regidn (Fig. 9-b) incluye concentraciones desde alrededor de 100 ng/mL
hasta la concentracion que corresponde al inicio de la meseta en la curva de cantidad
retenida de la Figura 15, En esta region si existe un efecto de 1a concentracion del soluto,
pues a medida que ésta aumenta, el porcentaje de fuga se incremente (y la recuperacion
disminuye) a pesar de que el cartucho no estd saturade. Por lo tanto, aunque la cantidad
retenida aumenta con la concentracidn, pues todavia hay sitios libres en el adsorbente, una
proporcion creciente del soluto cargado no es retenida. Es evidente que en esta region de
concentraciones el volumen de retencidn del soluto ha disminuido suficientemente de modo
tal que el frente ha comenzado a emerger del cartucho (volumen de fuga < 1 mL). A mayor
concentracién, mayor es la parte del frente que ha emergido del cartucho y mayor es la
pérdida de soluto, hasta que todo el frente emerge del cartucho {volumen de saturacion = 1
mL) y estas condiciones marcan el punto final de la segunda region. Los fenémenos que
ocurren en esta region son tipicos de los sistemas con un nomero de sitios de adsorcion
limitado. A medida que el nimero de moléculas de soluto en el sistema se aproxima al
nimero de sitios activos presentes, la probabilidad de que una molécula particular
encuentre un sitio de adsorcion libre disminuye y por lo tanto la proporcidén de moléculas
no retenidas aumenta. Debido a este fendmeno estadistico, la saturacion del cartucho
ocurre después del punto esperado, es decir cuando se ha cargado un exceso de soluto. Asf,
en la Fig. 15 el cartucho tiene una capacidad de alrededor de 140 ng de soluto pero la

saturacion {o meseta) se observa a partir del punto en el cual se cargan 200 ng del mismo.

Finalmente, la tercera region (Fig. 19-c) es la region de saturacion de los sitios
activos del adsorbente. En esta region, la cantidad de soluto retenido es constante e
independiente de la concentracién o la cantidad cargada. Por lo tanto, a medida que estas
Gltimas aurﬁentan, la recuperacion disminuye. Es obvio que, en cualquier punto de esta
regién, el frente de migracion del soluto emerge completamente del cartucho (volumen de

saturacion < 1 mL).

Regresando a la figura 17, podemos decir que parte del anticuerpo se ha dafiado por
el uso repetido del cartucho, dando como resultado una disminucion en el nimero de sitios

activos del adsorbente. La saturacion se presenta para aproximadamente 80 ng de soluto
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retenido. Las regiones estan recorridas hacia valores de concentracion menores y estan

menos definidas que en el caso anterior.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta seccidn y la discusion realizada, la
retencion del soluto es Optima en la region de bajas concentraciones (primera regidn),
donde la cantidad de soluto cargado es muy inferior a la cantidad de soluto que corresponde
a la saturacién del cartucho. Por ello en los experimentos posteriores se trabajo con cargas

menores a 100 ng,

3.2,2.2 Efecto dela velocidad de carga

Para este estudio se cargé un volumen de 3 mL de una disolucion de isoproturdn a
concentracion de 24.3 ng/mL en PBS, lo que equivale a una carga total de 73 ng. El

cartucho empleado tenfa 25 usos previos a esta prueba.

Se realizaron cargas a flujos promedio de 1, 2.7, 3.5 y 4.4 mL/min. La recuperacién
obtenida en los cuatro ensayos no varid significativamente (< 10 %), por lo que en las
condiciones de este estudio se puede establecer que la velocidad de flujo no tiene un efecto
apreciable sobre la cantidad de soluto retenido.

Cabe hacer notar que el volumen de retencion de un soluto en un sistema
cromatografico es un parametro termodinamico, y por lo tanto, no se afecta por el flujo.
Sin embargo, Ia recuperacion de un soluto en extraccién en fase solida si puede verse

afectada por el flujo, como se explica a continuacion.

En un sistema de analisis frontal, el efecto del flujo en la retencion del soluto esta
ligado con la velocidad de difusién de éste en los poros y sobre la superficie de 1a fase
estacionaria y, generalmente en menor medida, con la velocidad de la reaccién de
interaccion entre el soluto y el sitio activo. A medida que la velocidad de flujo aumenta, las
moléculas del soluto tienen menos tiempo para difundir hacia los sitios activos del

adsorbente e interaccionar con ellos. En consecuencia, se produce una fuga prematura del
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soluto ain cuando muchos sitios activos estan ain libres; es decir, el volumen de inicio de
fuga disminuye progresivamente al aumentar el flyjo. Asimismo, el volumen de saturacion
aumenta porque la ocupacion de todos los sitios activos requiere del paso de un exceso cada
vez mayor de soluto a medida que se incrementa el flujo. El resultado de este proceso es un
ensanchamiento del frente de migracion, tanto mas importante cuanto mayor es el flujo.
Sin embargo, aunque los extremos del frente se alejan entre si, el punto medio o punto
estequiométrico (al cual esti asociado el volumen de retencién) no se modifica al aumentar
el flujo (Fig. 20).

Por otra parte, como en todo proceso cromatografico el ensanchamiento o
dispersion del soluto depende del tamafio y distribucion de tamafio de las particulas que
conforman el lecho estacionario. Asi, en columnas de extraccion muy eficientes las
variaciones del flujo (dentro de ciertos limites) tienen un efecto poco importante en el

ensanchamiento de los frentes.

Los fendmenos anteriores se hacen patentes en la extraccion en fase sélida cuando,
al incrementar el flujo, el volumen de fuga disminuye a tal grado que resulta menor que el
volumen de carga. En este caso se observara una disminucion marcada en la recuperacion

del soluto a medida que el flujo es mayor..

En los ensayos realizados en esta seccion se trabajé ¢on un volumen de carga
pequefio (3 mL). Aunque el flujo se aumentd mas de cuatro veces, 1a recuperacién del’
analito practicamente no varid, por lo que se deduce que el volumen de fuga fue en todos

los casos superior al volumen de carga.

De acuerdo con discusiones anteriores, el flujo Optimo dependera de la
concentracidén de Isoproturén en la solucién de carga y del volumen cargado. Si estos
parametros aumentan simultaneamente, el flujo debera reducirse para evitar o minimizar

pérdidas del analito.
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3.2.2.3 Efecto del YVolumen de Carga

El efecto del volumen de carga se estudié en dos cartuchos con diferente nimero de
usos previos, uno con 127 usos y el otro con 14 usos. En todos los ensayos se cargaron 73
ng de Isoproturon disueltos en el volumen estudiado, el cual se hizo variar entre 1 y 250
mL; por lo tanto, la concentracion del analito en la solucién de carga varié entre 73 ng/mL
y 0.292 ng/mL. De acuerdo con los resultados anteriores (Figs. 15 y 17), la cantidad
cargada se encuentra en la regién Optima de trabajo del cartucho mas nuevo, es decir, muy
por abajo del limite de saturacion; en cambio para el cartucho maés usado, esta cantidad es
cercana al limite de saturacion. Para ambos cartuchos se emplearon velocidades de flujo de
1 mL/min a bajos volimenes de carga y de 4 mL/min para volimenes de carga de 100 mL
o mas. Esto fue con el objeto de reducir el tiempo requerido para la carga de altos

volimenes.

Los resultados de esta prueba se muestran en la Figura 21. Para ambos cartuchos la
recuperacion disminuye primero lentamente, luego més rapido y finalmente tiende a
estabilizarse a medida que el volumen de carga aumenta. La principal diferencia en el
comportamiento de los cartuchos se encuentra a los altos volimenes de carga. Para el
cartucho mas nuevo la recuperacion se estabiliza a partir de 100 mL de carga en un valor
cercano a 75%, mientras que en el cartucho mas usado la pérdida de soluto sigue
aumentando lentamente entre 100 y 250 mL de carga, por lo que para este Gltimo volumen

la recuperacion ha descendido hasta aproximadamente 55%.

73



RESULTADOS Y DISCUSION

B NSl ho i iy e
—+—% Rec (1) ~&—% Rec (2)
—a—%Fuga (1) —%—%Fuga (2)
100
5 \ﬂ?\ —8
60 —,
40 —h

, b
5

0

200 250

0 Volumcleurg carga (Illii._.)

Fig. 21. Efecto del volumen de carga. Cantidad de isoproturon cargada, 73 ng.
(1) cartucho con 127 usos, (2) cartucho con 14 usos.

La explicacion del comportamiento observado es muy compleja debido a que al
aumentar el volumen de carga disminuye paralelamente la concentracion del analito en la

solucién cargada. Esto da origen a varios fendmenos que se contraponen.

Para una mayor claridad, se discutira primero el proceso gue ocurre en ¢l sistema
cuando se varia el volumen de carga a concentracion constante. En dicho caso, al aumentar
el volumen cargado, el frente de migracién empieza a emerger a partir de un cierto volumen
(volumen de fuga) hasta emerger totalmente (volumen de saturacién). El perﬁl del frente
emergido y los volimenes correspbndientes a sus puntos caracteristicos no cambian aunque
se siga aumentando el volumen de carga. En estas condiciones, desde el momento en que
se alcanza el volumen de fuga, el % de recuperacion del séluto empieza a disminuir y

contintia disminuyendo gradualmente a medida que el volumen de carga aumenta (Fig. 22).

Por otra parte, si la concentracion del soluto en la solucidén de carga disminuye, el
coeficiente de distribucidn aumenta, como ya se ha menciopado anteriormente. Esto
significa que, al cargar disoluciones con concentraciones progresivamente menores de
soluto, los correspondientes frentes de migracion avanzarin cada vez mas lentamente en el

cartucho y emergeran a volumenes mayores.

PR T L e
§

- TRGIS CG‘}*‘ 74
ALLA DE ORIGEN |

Wm‘{w"""‘ et =P A """‘"“

=y

sm-,,.-_‘



SL

"B3J80 9P UIWNnjoA

o JEJuoWNg [€ SUSWENUNUOd JANUNUSIP [00]4(EPIudlal Ou PEPHUED / EPIUSIAI pepnue))] uomwessdnosl op afejueolod |¥
g BPIUYISI OU PEPRUED == ©PIUSII PEPHUED w8reo op £ veg

EpIUaISI OU pepHUR) B EPIUORI peprue)) eS1e0 9D I BiRg
0 = BPIUMJDI OU pepluL) ; epIualal pepnue)) [B8IEd 9p 1A eIed

o

SEUNA N KN A

b

Hawn[0A,




RESULTADOS Y DISCUSION

W%‘E}. RIULERLLENIRT e . ................ ISR :“»:au__.m,

Paralelamente, como en todo proceso cromatografico, los frentes seran mas
extendidos entre mayor sea el volumen al que emergen. Como resultado de este
ensanchamiento, el aumento en el volumen de fuga al disminuir la concentracidén es menor
que el aumento en el volumen del punto estequiométrico (o volumen de retencion); el cual a

su vez es menor que el aumento en el volumen de saturacion (23).

Este conjunto de fendmenos conducen a que la variacion del porcentaje de
recuperacion (o porcentaje de fuga) con el volumen de carga sea mucho mas suave que si
se trabajara a concentracion constante. De hecho, el desplazamiento de los frentes y la
evolucidon de sus perfiles con la concentracion conducen a la existencia de zonas de
estabilidad en donde el % de recuperacion practicamente no cambia al variar el volumen de
carga {como se observa en la curva del cartucho mas nuevo en Ia Fig. 15) ¢ incluso cabria
la posibilidad de existencia de zonas con pendiente ligeramente positiva (ligero aumento

del % de recuperacién al aumentar el volumen de carga).

En el caso del cartucho con mas usos, el empaque se ha compactado (efecto
positivo) v el nimero de sitios activos ha disminuido por degradacién del anticuerpo
(efecto negativo). Esto ocasiona que, a los bajos volimenes de carga (tal que el volumen
de carga << volumen de retencidn) haya menor probabilidad de fuga de algunas moléculas
de analito, por la mejor compactacion del empaque y que a mayores volamenes de carga, la

recuperacion sea mas baja por la menor retencion del anatito.

Para los experimentos posteriores se decidid trabajar con voliimenes de carga no

mayores a 100 mL para limitar la fuga del analito y minimizar el tiempo de carga.
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3.2.2.4 Efecto del pH

También se hicieron experimentos variando el pH en la solucién de carga en el
intervalo de 3 a 7.5. Se cargaron 100 mL de una solucién de isoproturdn a concentracion
de 0.18 ng/mL (18 ng cargados), utilizando una velocidad de flujo de 4 mL/min,

Se empled un cartucho de Inmunoadsorcion con 26 usos previos. La Figura 24 muestra los

resultados obtenidos.
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Figura 24, Efecto del pH en la solucidn de carga. Carga de 18 ng de Isoproturdn en 100
mL de una mezcla de acido acético, acido fosforico y acido formico 2x10° M
cada uno, ajustada al pH deseado con sosa. Flujo de 4 mL/min.

Como se observa, no se detectd ninglin efecto del pH sobre la recuperacion del
Isoproturdn, Por una parte, esto parece 1ogico ya que el analito parece estar en su forma
molecular en el intervalo de pH estudiado (es decir, no se protonan ni los grupos aminos ni
¢l grupo carbonilo). Sin embargo, considerando que el medio natural para una proteina (el
anticuerpo) es un medio salino de fuerza ionica relativamente alta y de pH cercano a 7, se
esperaba una disminucion en la recuperacion hacia los medios acidos, si es que algin
percentaje del anticuerpo se desnaturalizaba a consecuencia del cambio de pH, cosa que no
se observé pues, aparentemente, el anticuerpo inmovilizado es capaz de seguir formande un

complejo con el antigeno en soluciones medianamente acidas.
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Por otra parte, la recuperacion en estos experimentos fue mas baja de lo esperado, a
pesar de que se trabajo con soluciones de baja concentracion de analito y cantidades
cargadas pequefias. Esto se atribuye a que, en lugar de PBS 0.02 M en la solucion de carga,
se utilizd una mezcla de 3 4cidos a concentracion 2x10° M cada uno, ajustada con sosa al
pH deseado. La concentracién total de buffer y sales en esta mezcla fue notablemente

inferior a la utilizada en experimentos previos.

Aunque no se observo efecto del pH, se decidié establecer como condicién Optima
en la solucion de carga un pH cercano a la neutralidad para favorecer al maximo la

estabilidad del anticuerpo.
3.2.2.5 Efecto de la Concentracion del Buffer

Considerando los resultados de 1a seccidén anterior, se decidio estudiar el efecto de la
concentracion del buffer sobre la recuperacion del analito. Se empled un cartucho con 31

usos previos, €l cual se cargd con 100 mL de vna solucién de isoproturdn, 0.18 ng/mL, en
PBS a diferentes concentraciones (pH = 7.4),

Dado que el buffer salino PBS tiene fosfatos, KCI y NaCl en las proporciones
1 : 0.135 : 6.85, una variacién de la concentracién de PBS entre 1x10™ M y 2x107 M
implica una variacién de la fuerza iénica de la disolucion entre 92x10% M y 1.9x107 M,

aproximadamente. La Figura 25 muestra los resultados obtenidos.

Se observa que a concentraciones del buffer menores a 1x10® M, o sea fuerzas

idnicas menores a 1x1072 M, la recuperacion del analito disminuye.
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Figura 25. Efecto de la concentracion del buffer en la solucién de carga. Carga de 18 ng

de isoproturdn en 100 mL de PBS (pH = 7.4) a diferentes concentraciones.
Flujo S mL/min.

Probablemente, el pardmetro que influye en el efecto observado es la fuerza idnica.
En los medios biologicos, las proteinas se encuentran sumergidas en soluciones de alta
concentracion salina (del orden de 0.1 M), por lo que es de esperarse que su

funcionamiento sea 6ptimo en condiciones similares a las de su medio natural.
3.2,2.6 Condiciones éptimas para [a preconcentracion

De acuerdo con los resultados de las secciones anteriores, las condiciones optimas
dependen en gran medida de la muestra a estudiar, particularmente de la concentracion del
analito en ella y del grado de preconcentracion que se requiera para el anilisis
cromatogréfico posterior.

Cuando la muestra es relativamente concentrada y la inmunoextraccidn se realiza
principalmente con el fin de eliminar interferentes, se recomienda cargar voliimenes
pequefios tales que ia cantidad cargada de herbicida no sobrepase los 100 ng y utilizando

una velocidad de flujo no mayor a 1 mL/min.
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Si la muestra contiene concentraciones muy bajas del analito (del orden de la ppb)

es posible cargar volimenes mayores a flujos mas altos. Se recomienda no sobrepasar los

100 mL, preferentemente 50 mL, con velocidades de carga no mayores a 5 mL/min.

En todos los casos se debera adicionar PBS (1107 a 2x107 M) a la muestra para
fijar el pH alrededor de 7 y la fuerza idnica entre 1x107? y2x10™ M.

3.2.3 Capacidad el cartucho

En relacién con la capacidad del cartucho se tiene que mencionar que este
parametro esta limitédo por la cantidad de inmunoadsorbente que contiene, €l cual varia
ligeramente de un cartucho a otro. El volumen aproximado del lecho estacionario en los
cartuchos es de 0.8 mL.

Para determinar la capacidad del cartucho se utilizaron 4 cartuchos nuevos. Se
cargd una solucion relativamente concentrada de isoproturén, de acuerdo con la capacidad
tedrica reportada por el fabricante (500 ng de Isoproturdn). Esto es, se cargaron 500 ng de
Isoproturon en 1 mL de solucion, realizando el experimento en las condiciones optimas

encontradas para la preconcentracién y elucion.

Para este lote de cartuchos, se determiné una capacidad de 213 ng + 28
{n=4, 1-a=0.95).

El resto del isoproturén (la diferencia con 500 ng) se encontrd en la solucion de
carga percolada. Esta cantidad corresponde al Isoproturon no retenido después de la

saturacion de los sitios activos.
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3.2.4 Método Preliminar para la EFS

Con base en todas las variables estudiadas tanto en la elucién como en la
preconcentracion, finalmente se pudieron establecer las condiciones éptimas para la etapa
de extraccion en fase sdlida del Isoproturén. En la Figura 26 se presenta el esquema de

extraccion propuesto y las condiciones para los pasos de:

Adsorcion
Lavado
Elucion

Regeneracion

Esta propuesta presupone una muestra a muy baja concentracion del analito, la cual

se desea preconcentrar y purificar para sy posterior analisis.
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Volumen{ 108 mL
Fuess Tonica > 1X10° M (PBS 3 i’ M)
pH: 74
Flujo: Hasta § ml.frin
N 1 Adsorcion
S ml MeOH - H10
60:40 (vh)
1omL PBS
(5 rin) Regeneracmn Lavalo
2, agua : {2l ugua
destilods destilada
~ Fhuin
5 1 Volumen: 1a2ml
" | Elupente: Me08 - H:0
60:42 (v#)
Flujo: 1 mL/ nin

Figura 20. Esquema de trabajo preliminar para la etapa de exiraccién en fase solida.
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3.2.5 Reactividad Cruzada
3.2.5.1 Adsorcién de las fenilureas en cargas independientes

Una vez establecidas las condiciones dptimas para la inmunoextraccion de Isoproturén,

se hizo un estudio del comportamiento del cartucho frente al resto de los analitos del grupo
de herbicidas estudiados.

La Figura 27 presenta los resultados obtenidos al cargar cada de uno de los analitos
en forma independiente (no en mezcla)

L @ m caga 100 L carga j

% Recuperacién

Figura 27, Porcentaje de recuperacion de los analitos en cargas independientes. Volumen

de carga, 1 y 100 mL. Cantidad de analito cargada, 75 ng. Fuerza idnica
~1X1072M, con PBS  1X10° M (pH 7.4)

En esta grafica observamos que el inmunoadsorbente interacciona en buena medida,
ademas de con el isoproturon, con el diurdn, y el neburdn, en menor grado con monurdn,

linuroén y muy poco con ¢l fluometurdn, cuando se cargan por separado, es decir un solo
analito a la vez.
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3.2.5.2 Adsorcién de Isoproturén en presencia de analitos del mismo grupo funcional

Con base en los resultados obtenidos en el inciso anterior (7}, se estudié el efecto de
la presencia de distintas cantidades de un soluto no retenido (Fluometurén) y uno
medianamente retenido (Monurén) en la recuperacion de una cantidad fija de Isoproturén.

El comportamiento se ilustra en la Figura 28.

L —&— solute: Monuron ~—@—soluto: Fluometuron —l

N
S

8

85 & 8

%
=]

% Recuperacién isoproturén

[=4

— T —T [ — T 1

0 120

20 40 60 - 8 100
cantidad de soluto interferente (ng)

Figura 28. Efecto de la presencia del fluometurén y el monurén en la recuperacion del
Tsoproturdn, Volumen de carga, 100 mL; cantidad de isoproturén cargada 18
ng; fuerza ionica 1x107 M, con PBS 1x10° M (pH 7.4); velocidad de carga,
5 mL/min.

Se puede observar que la recuperacion de Isoproturdn no se ve afectada por la
presencia del soluto no retenido (Fluometuron), Por otra parte, cuando existe un soluto que
se retiene ademas dei isoproturén, en este caso momurédn, si disminuye ligeramente la
recuperacién del primero, debido a que entran los dos solutos a competir por los sitios
activos del inmunoadsorbente. Sin embargo, resulta extrafio observar que no hay una
dependencia con la cantidad creciente del soluto interferente, es decir, que la recuperacién
de Isoproturén es la misma a distintas concentraciones del analito “secundario” en la

solucion de carga.
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En la Tabla VIII se muestra la recuperacién del monurdn en estos ensayos. Como
puede observarse, la recuperacion del monurdn se afecta en mayor grado por la presencia -
de isoproturén que el inverso {efecto de la presencia de monurédn sobre la recuperacion de
Isoproturén)" El fendmeno de competencia ocasiona que sélo se retengan al maximo 9 ng
de monurdn, o que es muy inferior a la cantidad retenida cuando este soluto se cargd en
forma independiente (Fig. 27). En este ultimo caso, para 75 ng de monurén cargados en
100 mL, se recuperd €l 55% o sea aproximadamente 41 ng . La baja cantidad de monurén
que se retiene en la carga simultinea de dos analitos (Isoproturén y monurén) explica, hasta
cierto punto, el hecho de que la recuperacion del Isoproturdn no cambie al aumentar la

concentracién de monurdn en la solucion de carga.

Tabla VIII. Recuperacion de Monurén en presencia de Isoproturdn.

Cantidad cargada de monuron % Cantidad recuperada
(ng) Recuperacion | (ng)
S * *
20 . * *
40 18 7
70 10 7
100 9 9

*No detectado en el eluato

Para poder analizar un poco mejor los efectos de competencia se hicieron.

experimentos complementarios realizando cargas de mezclas diversas de fenilureas.

En un primer ensayo se cargaron las seis fenilureas simultineamente en 1 mi, de
solucién conteniendo 25 ng de cada herbicida. Los resultados de cantidad recuperada y
porcentaje de recuperacion se presentan en la Tabla 9. En un segundo ensayo se eliminaron
el isoproturdén y el monurdn, cargando las cuatro fenitureas restantes en diferentes
volimenes, pero manteniendo constante la cantidad de cada analito en la solucion de carga.

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Tabla 10.
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Tabla IX. Recuperacion de las seis fenilureas cargadas simultdneamente.

% Recuperacion | Cantidad recuperada
{ng)

Monurdn 29 7
Fluometusdn 0 0

Isoproturén 64 16

Diurén 75 19
Linurén 35 9
Neburdn 34 8

Tabla X. Efecto del volumen de carga sobre la recuperacion de Fluometurdn, Diurdn,
Linuron y Neburén cargados simultAneamente. Carga de 25 ng de cada

compuesto.
Fluometurdon Diurén Linuron Neburén
Volumen de carga (mL) % ng % ng % ng | % | ng
1 15 4 67 17 41 10 31
25 13 3 60 15 0 0 0 ¢
75 0 0 40 10 0 0 0

Conjuntando las observaciones y resultados de los diversos ensayos, sc llegéd a las

siguientes conclusiones:

1. El linurén y ef neburén se retienen fuertemente (al menos hasta 75 ng de analito)
cuando se cargan en forma independiente ya sea en un volumen de solucion acvosa (con
PBS) pequefio o en un volumen relativamente grande. Sin embargo, cuando se cargan
en mezela con otras fenilureas, su retencién disminuye marcadamente para volimenes
de carga muy pequetios {1 mL} y se vuelve nula para volimenes de carga mayores. De
aqui se deduce qué estos compuestos en forma independiente son retenidos
probablemente por efectos hidrofobices, ya sea por adsorcion en el soporte o por
adsorcion no especifica sobre la molécula del anticuerpo inmovilizado. Cuando se
encuentran en presencia de otros compuestos de hidrofobicidad comparable
(e. g linurdn en presencia de neburdn y viceversa) yfo en presencia de compuestos que

si se retienen por interaccidon especifica con el anticuerpo, la retencion del linurén y del
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neburdn se debilita y acaban siendo eluidos del cartucho por la propia solucion de
carga.

2. El fluometurén tal vez es reconocido por el sitio activo de algunas moléculas de
anticuerpo, pero la interaccion es tan débil que el compuesto es eluido al aumentar el
volumen de carga. En presencia de isoproturén, la retencion del fluometurén es nuia,
cualquiera que sea el volumen de carga. Esto permite pensar que los sitios activos con
los que interacciona el fluometurén son mucho mas afines al Isoproturdn, por lo que
este Ultimo soluto desplaza al primero completamente. Se puede notar que no sucede lo
mismo en presencia de diurdn; es decir, un poco de fluometurén alcanza a ser retenido
(a bajos volimenes de carga) aunque esté presente el diurén. La explicacion de lo
anterior sélo puede darse considerando que los sitios activos en el inmunoadsorbente no
son homogéneos. Los sitios con los que interacciona preferentemente el diurén no son
los mismos que aquellos con que interacciona preferentemente el Isoproturdn.

3. El monurén es un soluto medianamente retenido cuando se carga en forma
independiente. Dado que este compuesto es el menos hidrofobico de la familia
estudiada y puesto que no es eluido al aumentar el volumen de carga, se deduce que su _
retencién es debida a interacciones especificas con el anticuerpo. De acuerdo con los
resultados obtenidos, se concluye que el monurdn compite con el Isoproturdén por el
mismo tipo de sitios activos; sin embargo, las interacciones de este Gltimo son mas
fuertes por lo que en su presencia, la retencion del monurén disminuye
significativamente aunque no se vuelve nula, es decir, el monurén interacciona con el
anticuerpo mas fuertemente que ¢l fluometurdn pero mas débilmente que el isoproturdn.

4. El diuron y el isoproturdn son los solutos que interaccionan en mayor grado con el
inmunoadsorbente. A voliimenes de carga muy pequefios, al procesar la mezcla de seis
fenilureas, se observé que el diurén era ligeramente mas retenido que el isopronuéﬁ.
Sin embargo, al aumentar ¢} volumen de carga (mezcla de 4 fenilureas) para una misma
cantidad cargada, la recuperacion del diurén disminuye, por lo que se puede establecer
que parte de la retencion a bajos volimenes de carga era debida a interacciones
hidrofébicas. En cambio el isoproturdn es sdlo retenido por interacciones especificas.

Se sospecha que el diurdn y el isoproturdn interaccionan preferentemente con sitios
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activos de diferente tipo en el inmunoadsorbente, aunque no se descarta cierto grado de

competencia entre ellos.

3.2.53 Adsorcién de isoproturén en presencia de analitos de diferentes grupos
funcionales

Se utilizaron dos conocidos contaminantes ne feniluréicos, metilparation y
metiocarb para ver como influia su presencia en la recuperacion de Isoproturén. En la
Figura 29 se compara la recuperacion del Isoproturon cargado sélo y en mezcla con los
pesticidas mencionados.  Asimismo, se muestra la recuperacion de estos Gltimos

determinada en los eluatos obtenidos.

~—— Isoproturon ~&— [soproturon M
—a~ Metiocarb M —u— Metilparation M
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Figura 29. Efecto de la presencia de Metiocarb y Metilparation sobre la recuperacion de
Isoproturdn a volimenes de carga variables. Carga de 50 ng de Isoproturén
s6lo y en mezcla (M) con dos pesticidas de familias diferentes (50 ng cada
uno). Analisis por HPLC ¢n fase reversa; fase movil CHy/CNH,O (55:45
(v/v), deteccion UV a 230 nm.

Para ¢l primer punto de Metilparation, la diferencia con el 100 % de recuperacion

{64 % faltante) se obtuvo en el percolado de la solucién de carga (1 mL) ¥ en el lavado

poscarga (2 mL agua). En el resto de los experimentos no se analizaron los percolados

debido a la dilucidn.
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En la Figura 29 se ve que del metiocarb se recupera practicamente el total de la
cantidad cargada a un volumen de carga pequefio; sin embargo, al aumentar e} volumen de
carga su recuperacion disminuye drasticamente a 20 % con un volumen de carga de 10 mL,
lo que sugiere adsorcién no especifica en el inmunoadsorbente. Al aumentar ¢l volumen de
carga, el disolvente mismo sirve para arrastrar al compuesto de los sitios a los cuales se

adsorbié inespecificamente,

En cuanto al metil-paratién se observa que no se recupera en el eluato en cantidad
importante y se recupera sin embargo en el percolado y también en el lavado postcarga.
Esto quiere decir que la pequefia cantidad que se queda del compuesto en el
inmunoadsorbente es debido a interacciones no especificas que se eliminan también al

aumentar el volumen de carga o bien por lavados adecuados.

Finalmente, en lo que se refiere al Isoproturén, se observa que su recuperacion se ve
poco afectada (< 10%) por la presencia de analitos de otras familias, ain cuando estos
nltimos alcancen un cierto grado de retencion por interacciones no especificas con el |
soporte. Aunque no se descarta que una parte del isoproturdn pudiera ser retenida por
interacciones no especificas, el poco efecto que tienen el volumen de carga y la presencia
de otros solutos (que compiten por lo sitios de adsorciéon no especifica) indica que el

porcentaje de isoproturon retenido por este tipo de interacciones ¢s minimo,

Una conclusion importante que puede deducirse de éste y de los estudios
precedentes sobre reactividad cruzada, es la amplia recomendacion de cargar volimenes de
muestra de por lo menos 25 mL cuando se trabaja con inmunoadsorbentes. En efecto, los
resultados obtenidos indican que de esta manera se logra eliminar en buena medida a los
solutos que se retienen por interacciones no especificas. Asi, el volumen de carga resulta
ser un parametro que influye sobre la selectividad de la extraccién y no sélo sobre la

sensibilidad final det método analitico.
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3.3 ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION ESTADISTICA DE UN METODO
ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE TRAZAS DE
ISOPROTURON Y DIURON EN MUESTRAS DE AGUA.

3.3.1 Establecimiento del método

Iniciaimente se habia planeado montar un método para la determinaciéon simultinea
de los herbicidas isoproturén, fluometurén y diurdn (estos dos dltimos utilizados en
México) en muestras de agua. Sin embargo, dados que se demostré que el fluometurén no
se retiene especificamente, se decidié estudiar el método linicamente para la determinacion

del isoproturén y el diuron.

Con el objeto de lograr un grado de preconcentracion adecuado para determinar
concentraciones pequefias (nivel traza — ppb-) de los analitos en las muestras acuosos y
considerando los resultados del estudio previo de retencion del Isoproturdn, se decidio fijar

el volumen de carga en 50 mL.,
Las etapas operacionales del método analitico fueron las siguientes:

ETAPA 1. Filtracion de la muestra (para eliminar sustancias suspendidas

posiblemente contenidas en las muestras reales)

ETAPA 2. Extraccion en fase solida. (De acuerdo con los resultados

obtenidos en la secciéon 3.2 Caracterizacion del Inmunoadsorbente)

Acondicionamiento del cartucho con PBS.
Adsorcion de 1a muestra en el cartucho.
Lavado (para eliminar compuestos interferentes)

Elucion y obtencion de los analitos de interés
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ETAPA 3. Anilisis cromatogrifico de los eluatos obtenidos en 1a etapa 2.
{De acuerdo con los resultados obtenidos en la Seccién 3.1 Separacién

Cromatografica).

Las muestras sintéticas fueron preparadas en un frasco de vidrio ambar, afiadiendo
PBS hasta concentracion 0.02 M y dopando con alicuotas apropiadas de las soluciones
estandar de los analitos para obtener la concentracion deseada. Posteriormente, cada
muestra foe filtrada en una membrana de Nylon 66 con poro de 0.40 um utilizando vacio.

Finalmente, las muestras fueron sometidas al proceso de EFS y analizadas.

Se realizd un ensayo preliminar para determinar si habia pérdida de analitos durante
la etapa de filtracién. Para ello, una muestra dopada a concentraciones relativamente altas
de los analitos fue percolada a través de la membrana de Nylon 66. Ei filtrado fue
inyectado directamente al cromatografo y analizado. La-recuperacién de los dos analitos
fue del 100% lo que comprueba que el Isoproturdn y el Diurén no se adsorben sobre las

paredes de los recipientes ni en la membrana de filtracion.

Se presentan enseguida los resultados procesados para la evaluacién estadistica del
método. Las determinaciones se hicieron por cuadruplicado, utilizando para cada réplica
un cartucho diferente durante la EFS. Los cuatro cartuchos empleados fueron nuevos (del
mismo lote), es decir, no habian sido utilizados previamente en experimentos de adsorcién
desorcion. La dispersion de los resultados obtenidos en los diferentes cartuchos se expresa

como barras verticales en las grificas presentadas posteriormente.

3.3.2 Linealidad

El intervalo lineal del método se estimé con base en los valores de los coeficientes
de regresion obtenidos al graficar la respuesta del detector contra la concentracion de los
analitos en la solucién de carga. La grifica obtenida se presenta en la Figura 30. Cabe
mencionar que a concentraciones mayores a 3 ng/mL, las curvas se desvian de la linealidad,

probablemente porque la cantidad cargada (> 150 ng de cada soluto) sobrepasa la region de
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adsorcion lineal (ver discusién en la seccidn 3.2.2.1 Efecto de la concentracién de

isoproturdn).

Linealidad

[ = Isoprotyron A Diuron |
5.E+05 :I M = T LTI T

25 3

0.E+00 T T T T
0 0.5 1 L3 2
Concentracion (ng/mL)

Figura 30, Grafica para la evaluacion del intervalo lineal del método. Preconcentracion de
50 mL de apgua dopada a diferentes concentraciones de los herbicidas

Isoproturon y Diurdn. Andlisis por cromatografia de fase reversa Cig con

detecciéon UV a 254 nm.

Tabla XI. Ecuaciones de regresion del estudio de linealidad del método.

Solute Ecuacion de regresion | Coeficiente de determinacién r*
y=bx+a
Isoproturén | y=138629x 2103 0.997
Diuron vy =156306x + 9515 0.998

En la Tabla XT se puede ver que los coeficientes de regresion de los datos obtenidos
son cercanos a la unidad, por lo que podemos constatar que el modelo de linea recta se

ajusta para representar el comportamiento de los datos obtenidos.
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Los vatores de a y b obtenidos en las ecuaciones de ajuste son estimadores de

regresion de fa A y B de la recta de regresion real: y=Bx+ A.

Para evaluar la ordenada al origen de cada recta de regresion, es necesario realizar
una prueba estadistica para verificar que las rectas de cada soluto pasan por el origen del
sistema de coordenadas, es decir, es necesario probar si estadisticamente el estimador a es

igual a cero para un nivel de significancia o = 0.05

Sea la hipbtesis nula H,: A = 0 y la hipdtesis alterna Hy: A = 0. Se emplea el

t_[a—AJ nS
Se NS, 002

donde n es el naimero de puntos sobre la recta de regresion, ¥ es el valor promedio de los
valores x;, y :

estadistico de prueba:

S8 —(5_)*

g o "y Twy
€ n(n—2)S
XX

- siendo:

Empleando un nivel de significancia a dado, se rechaza la hipdtesis nula si:
t < -to2 O t > tyn, donde ton es el valor de la t de Student para un nivel de significancia o

con n-2 grados de libertad.
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Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipotesis nula para las fenilureas

estudiadas, empleando un nivel de significancia o = 0.05, se presentan en la Tabia 12.

Tabla XII. Verificacion de la hipotesis nula para el estudio de linealidad. ¥’

Soluto tealculado n tas2, n-2 gl tablas) LAceptar H,?
Isoproturén -0.2576 11 231 Si
Diurén 0.8986 11 231 8i

Los limites del intervalo de confianza para el coeficiente a de las rectas de
regresion se estimaron mediante la expresion:
S +(mEy

att,.,§
al2 . n‘sn

Los intervalos de confianza para los coeficientes a de las ecuaciones de regresion
de las fenilureas estudiadas, empleando un nivel de confianza o = 0.05, se presentan en la
Tabla XIIL

Tabla XIII. Intervalos de confianza de los coeficientes ade las rectas de regresion,
Estudio de linealidad.

Soluto Intervalo de confianza
(Area, cuentas)
Isoproturén -17044 < @ < 12838
Diurén -9860 < a <28 888

Con este analisis se puede concluir que no existen errores sistematicos en el método.

El intervalo de linealidad para €l método se establece por lo tanfo de O ppb 2 3 ppb para
voiGmenes de carga de 50 mL, y concentrando 3 ng/mL hasta 75 ng/mL finales, se logra un
factor de concentracion de 25. Aunque el intervalo lineal visto en funcién de
concentraciones es muy pequeiio, en realidad corresponde a un intervalo lineal en cantidad

de soluto que va de 0 a 150 ng. Por otra parte, el orden de concentraciones que permite
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determinar el método propuesto es congruente con las regulaciones establecidas para la

calidad del agua en Estados Unidos.

Para el caso de agua potable, la EPA y la NPS (National Pesticide Survey) de
EE.U.U. han fijado concentraciones méximas permisibles del orden de algunas unidades
de partes por billon para herbicidas feniluréicos. El limite de cuantificacién del método
oficial propuesto por estos organismos \para la determinacion de fenilureas (el cual estd
basado en una extraccion liquido - liquido con diclorometano) es de 0.6 a 0.9 ng/mL,

dependiendo del compuesto.®

Las normas europeas son mucho més estrictas ya que fijan una concentracién
maxima de 0.1 ng/mL pof plaguicida individual y de 0.5 ng/mL para pesticidas totales en
agua potable, independientemente del tipo y toxicidad de dichos pesticidas®. Es evidente
que el método propuesto en este trabajo permite determinar estas concentraciones para el

Diurdn e Isoproturdn pero practicamente en el limite de sus capacidades.

3.3.3 Porcentaje de recuperacién a diferentes concentraciones del analito en la
solucion de carga )

Utilizando los datos de las curvas anteriores, se determind el porcentaje de
recuperacion global de los analitos en el intervalo de concentraciones antes definido. Para
este fin se evaluaron las pendientes obtenidas al graficar la cantidad recuperada de los

analitos contra la cantidad cargada.

La grafica obtenida se presenta en la Figura 31, y el analisis estadistico de los datos

se muestra en la Tabla XIV.
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Figura 31. Gréfica para la evaluacién de! porcentaje de recuperacion de los analitos a
diferentes concentraciones.

Tabla XIV. Ecuaciones de regresion del estudio del porcentaje de recuperacion de los

analitos a diferentes concentraciones.

Soluto Ecuvacion de regresioén | Coeficiente de determinacion
Iscproturén | y =0.6686x - 0.9374 0.997
Diurdn y=0.3734x + 0.5293 0.999

En la grafica podemos observar, en primer lugar, que el modelo de linea recta es util
para la representacion del comportamiento de los datos obtenidos, ya que los coeficientes
de regresion son cercanos a la unidad. Sin embargo, como ya se menciong anteriormente,
a valores mayores de cantidad cargada la pendiente cambia y tiende a disminuir, debido a
que se saturan los sitios activos del inmunoadsorbente. La cantidad maxima retenida por el
cartucho en el intervalo lineal definido fue de aproximadamente 100 ng de Tsoproturén y

ademas alrededor de 60 ng de Diurdn.

De acuerdo con los valores de las pendientes obtenidas, la recuperacion de los
herbicidas en el intervalo de concentraciones acotado, utilizando el método establecido es
de:
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67 % para el Isoproturon.

37 % para el Diurdn.

Estos resultados confirman lo que ya se habia observado en una seccion anterior
(seccion 3.2.5 Reactividad cruzada), la recuperacion del Diurén a volimenes de carga altos
disminuye notablemente. Este efecto es ademas acentuado por la competencia ejercida por
el Isoproturén, Inversamente, la recuperacién del Isoproturén disminuye, con respecto a

cuando se encuentra solo en la muestra, debido a la competencia ejercida por el Diurdn,

El hecho de que la recuperacion de los analitos no sea del 100 % no impide la
aplicacion del método propuesto. Bastara con realizar una calibracién previa (como en la
Fig. 30, Respuesta vs Concentracion) para obtener Iz concentracion de los solutos con un
grado de exactitud aceptable. Una vez comprobada la linealidad del método (en el
intervalo establecido) es posible realizar la calibracién con una o dos soluciones estandar.
El (o los) estandar (es) y la muestra se someten al mismo proceso {filtracion, EFS y anélisis
HPLC} y por comparacion de las areas de los picos se deduce la concentracin de los
analitos en la muestra problema. Debido a que la preparacién de muestra es muy simple, el
procesamiento del (o los) estandar (es) de calibracion es ripido y no aumenta

sustancialmente el tiempo de andlisis.

3.3.4 Precisién (como repetibilidad), Exactitud, Limite de Deteccién y Limite de
Cuantificacién.

La precision se expresa matematicamente como la desviacién estandar, G, estimada
analiticamente por S o més comiinmente por ¢l coeficiente de variacion (CV) de una serie

de muestras analizadas en las condiciones del método™.

En cuanto al limite de deteccitn, éste se determind a partir de las consideraciones de
la UUSEPA (United States Environment Protection Agency), que establece que deben
analizarse un minimo de siete muestras mediante el método desarrollado®. El limite de

deteccion del método se estima haciendo uso de la siguiente expresion:
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LDM = t (n1, 10099 * Sc

Donde tg1, 1-a-099; €5 €l valor de la t de Student apropiado para un nivel de
confianza del 99%, con (n-1) grados de libertad y Sc es la desviacion estandar expresada

en unidades de concentracion.

En este caso se analizaron 7 muestras a concentracion de 0.8 ng/ml, de cada soluto
(40 ng en 50 mL} y se obtuvo la cantidad recuperada expresada también como
concentracién. De estos valores se obtuvieron la desviacion estindar, el coeficiente de
variacion y el limite de deteccion correspondiente a cada analito. Los resultados se

presentan en la Tabla XV.

Tabla XV. Parametros estadisticos para calcular la precision (s) yLDM (n=7)

Concentracion| Concentracion | Desviacion | Coeficiente | LDM
Cargada  |Determinada por| Estindar de (ng/mL)
{ng/mL) el Método Variacion
{ng/mL)
Isoproturdn 0.80 0.82 0.0247 2.98 0.0917
Diuron 0.30 0.76 0.0315 4.11 0.1167

La exactitud de un método corresponde a la diferencia entre un valor obtenido por el
método y el valor verdadero aceptado. Ia falta de exactitud es también conocida como
error sistematico. Para evaluar la exactitud del método se adopté como hipdtesis nula
aquella mediante 1a cual un método ne se encuentra sujeto a errores sistemidticos, esto es,
que la diferencia entre el valor determinado y el conocido puede atribuirse dnicamente a

errores aleatorios.

Para decidir si la diferencia entre la media muestral X,, y el valor verdadero

&, es significativa, utilizamos la siguiente ecuacion:
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t =t Student calculada

X = Media muestral

W = Valor verdadero

n = tamaifio de la muestra

s = desviacion estandar

Utilizando los datos de la tabla anterior {Tabla 15) se obtienen los resultados

e R
n
t=|m ~1) _|
s
En esta ecuacion:
reportados en la Tabla XV

Tabla 16. Parametros estadisticos para determinar 1z exactitud (n=7)

Concentracion | Concentracion { Desviacion t teatculada
Cargada Determinada | Estindar |o=0.05
) por el Método (s) n-lgl
{Xm)
Isoproturon |0.80 0.82 0.0247 245 (034
Diurdn 0.80 0.76 00315 245 0.6

En esta tabla se observa que los valores calculados de t son menores que los valores

de tablas, por lo tanto se acepta la hipotesis nula y se puede decir que (2l nivel de confianza

del 95 %) el método es exacto tanto para la determinacion del Isoproturén como para la

determinacion de Diuron.

En lo que se refiere a la precision del método, ésta es menor al 5 % (coeficiente de

variacibn de la Tabla XV), lo que puede considerarse excelente dados los bajos niveles de

concentracién de los analitos.

Finalmente, los limites de deteccion del método (92 ppt para Isoproturén y 117 ppt

para Diurdn) permiten proponerlo para ef analisis confiable de Isoproturén y Diurdn en

aguas superficiales y potables, de acuerdo a la legislacion de Estados Unidos. En efecto, se
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estima que para poder usar un método en analisis ambientales, los limites de deteccion de
éste deben ser por lo menos cinco veces mencres que las concentraciones mdaximas

permisibles fijadas para el compuesto en cuestion®®.

Por ¢l contrario, €l método no alcanza a cumplir con la condicion anterior si se
toman en cuenta las estrictas regulaciones europeas. En este caso, se podrian realizar
modificaciones al método aumentando por ejemplo el volumen de carga a 100 mL para
disminuir los limites de deteccion. Sin embargo, esta modificacion implicaria volver a

realizar el estudio estadistico del método.

Por otra parte, los limites de cuantificacion de un método se pueden definir de
diversas maneras dependiendo de la precision y exactitud minimas deseadas o requeridas en
el analisis, Un criterio cominmente usado es tomar como limite de cuantificacion la
concentracion que corresponde a 10 veces la desviacion estindar de la ordenada al origen
de la curva de Area vs Concentracién. Otra alternativa es multiplicar por 10 la desviacion
estindar obtenida en el analisis (minimo 7 réplicas) de una muestra adicionada a

concentraciones no mayores a 10 veces el limite de deteccidn del método.

Los limites de cuantificacion calculados para el método propuesto utilizando los dos

criterios sefialados se presentan en la Tabla XVIL

Tabla XVII. Limites del Cuantificacion del Método.

Limite de cuantificacion (ng/mL)
Soluto Criterio 1* Criterio 2**
Isoproturén .0.64 0.25
Diurdn 0.66 032

* 10 veces la desviacidn estindar de la ordenada al origen de la curva Area vs
Concentracion

* 10 veces la desviacion estindar de la muestra fortificada a 0.8 ng/mL

Los limites de cuantificacién obtenidos de acuerdo con el criterio 2, que se

considera mas representativo del comportamiento del método a muy bajas concentraciones
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son 0.3 ng/mL para el Diurdén y 0.25 ng/mL para el Isoproturdn. Estos limites son
ligeramente menores que los reportados por la EPA y la NPS en el método oficial para la

determinacion de fenilureas en agua (Método 4 de la NPS).

Los resultados obtenides en el analisis estadistico del método {precision, exactitud,
limite de deteccion y limite de cuantificacién) muestran que con un método rapido y
sencillo, basado en la EFS, es posible tener una calidad analitica comparable, si no es que
superior, a la de los métodos “oficiales” basados en los largos y tediosos procedimientos de

la extraccion liquide-liquido.

3.4 ESTABILIDAD DE LOS ANALITOS EN AGUA PURA Y EN LOS
CARTUCHOS.

Se prepard una mezcla de isoproturdn y diurén en agua a una concentracion de 25
ng/mL, se distribuyo la disolucion en cinco contenedores diferentes y se almacenaron en
refrigeracion. También se cargaron cinco cartuchos nuevos, cada uno con 50 ng de cada
analito en 50 mL de PBS y se almacenaron junto con las disoluciones. En dias fijos se .
retird de refrigeracion una muestra de la disolucion en agua y se cuantificaron los analitos
comparandolos con un estandar de preparacion reciente. Los resultados se muestran en la

Figura 32
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Figura 32. Estabilidad de los compuestos en agua pura. Concentracién 25 ng/ mL
102




RESULTADOS Y DISCUSION

- n AT s AT A AN,
B ————— e

Como puede observarse en la Fig. 32, tanto el diurdn como el isoproturén son muy
estables en agua pura {grado reactivo), si ésta se mantiene en refrigeracidn. Practicamente
se puede decir que los analitos no sufren meodificacion alguna durante 4 semanas en la
disolucién acuosa. Incluso 103 dias después de preparada la disolucion, el grado de

degradacidn es muy leve, menos de 25% para el diurdbn y menos de 10% para el
g P

isoproturén.

Por otro lado, en los mismos dias se retird también un cartucho, se eluyd con 2 mL
de eluyente (concentracion teorica final 25 ng/mL) y se cuantificaren los analitos. Las
muestras fueron comparadas con una mezcla de los analitos a concentracién de 25 ng/fmL

recientemente preparada. Los resultados se presentan en la Figura 33.
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Figura 33. Estabilidad de los compuestos en los cartuchos. Carga de 50 ng de analito en
50 mL.

Estos resultados indican que la estabilidad de los analitos en el estado adsorbido es
ligeramente superior a su estabilidad en agua. A los 103 dias, el diuron se degradd menos

del 20% y el isoproturdn se mantuvo totalmente estable.
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Asi, es posible proponer a los cartuchos de inmunoextraccion como una alternativa
eficaz y conveniente para el transporte de muestras de agua en programas de monitoreo
ambiental. En efecto, los cartuchos pueden ser llevados al sitio de muestreo y cargados con
¢l agua a analizar “in situ”. Dado su pequefio tamafio y ligereza, es posible transportar una
gran cantidad de cartuchos y por lo tanto colectar una buena cantidad de muestras en sitios
lejanos o de dificil acceso, para después llevarlos al laboratorio de andlisis. Los resultados
obtenidos en el estudio realizado demuestran que la integridad de los analitos (Isoproturén

y Diurdn) en los cartuchos se mantiene durante largos periodos de tiempo.

3.5 APLICACION DEL METODO A MUESTRAS REALES

Una vez evaluado el método analitico desarrollado, se aplico al analisis de los

herbicidas (Isoproturon y Diurdn) en muestras de agua potable, superficial y subterranea.

El agua potable utilizada fue obtenida en Ciudad Universitaria, el agua de rio fue .
colectada a las faldas del Nevado de Toluca, en el Estado de Meéxico, y el agua subterranea

fue colectada en una de las cuevas de las Grutas de Tolantongo, en €l estado de Hidalgo.

Las primeras observaciones que se les hizo a estas muestras de agua fueron medidas
fisicoquimicas como pH, conductividad, y apariencia fisica. Todas las muestras
presentaban un aspecto cristalino, transparente y sin particulas suspendidas a la vista. Sin
embargo, antes de realizar las mediciones con los electrodos se sometieron a una etapa de

filtracién. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla XVIII.
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Tabla XVIIl. Medidas de pH y Conductividad de las muestras de agua utilizadas, Se
' presentan también las caracteristicas del agua desionizada y del buffer de
fosfatos utilizado en el método.

pH Conductividad
Agua deionizada 3¢ 2us
Agua potable 72 100 uS
Agua de rio 6.9 140 us
Agua subterranea 79 1500 ps
Buffer fosfatos, Co = 0.02M | 7.1 24 000 uS

Se observa que las muestras de agua potable y de rio presentan un pH cercano a la
neutralidad. En cuanto a la muestra de agua subterranea tiene un pH ligeramente basico
debido probablemente a la presencia de sales disueltas de carbonato y/o sulfatos existentes

€n estos niveles subterraneos.

La medida de conductividad nos da una idea del nivel de sales disueltas en forma de
iones que contienen las muestras de agua en comparacién con el agua desionizada y
principalmente en comparacién con el buffer de fosfatos que se utiliza en el método. Se
puede observar que, en general, las muestras de agua tienen una cantidad pequeiiisima de

iones disueltos con respecto a 1a cantidad de iones que contiene el buffer de fosfatos.

Con base en los datos obtenidos se decidid manejar muestras de 45 mL de cada tipo
de agua mezcladas con 5 mL de una solucién concentrada de buffer de fosfatos (0.2 M),
para obtener finalmente un volumen de muestra de 50 mL con una concentracién de buffer
de 0.02 y fijar ademas el pH alrededor de la neutralidad, condicicnes requeridas para la

aplicacion del método.

En primera instancia se realizd el analisis de las muestras de agua con el fin de
observar el comportamiento de las aguas al aplicarles el método desarrollado. Los
cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 34 a 37, en los incisos (a)

correspondientes a los blancos.
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Figura 34, Cromatogramas correspondientes al analisis de la muestra de agua desionizada.
(a) Muestra de agua blanco (b) solucion estandar de una mezcla de
fluometurén (1), isoproturdn (2), diurdn (3), metiocarb (4) y metilparation -
(5) v (¢) Muestra dopada con 40 ng de cada analito la cual se analiz6 seglin
el método establecido.
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Figura 35. Cromatogramas correspondientes al analisis de la muestra de agua potable. (a)
' Muestra de agua blanco (b) solucion estandar de una mezcla de fluometurén (1),
isoproturén (2), diurdn (3), metiocach (4) y metilparation (5) y (&) Muestra
dopada con 40 ng de cada analito la cual se analizd segiin el método establecido.
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Figura 36. Cromatogramas correspondientes al analisis de la muestra de agua de rio. (a)
Muestra de agua blanco (b) solucion estandar de una mezcla de fluometuron
(1), isoproturdn (2}, diurén (3), metiocarb (4) y metilparation (5} y (¢) Muestra
dopada con 40 ng de cada analito la cual se analizé segin el método
establecido.
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Figura 37. Cromatogramas correspondientes al anélisis de la muestra de agua subterranea.
(a) Muestra de agua blanco (b) solucién estandar de una mezcla de fluometurdn
(1), isoproturén (2), diurdn (3), metiocarb (4) y metilparation (5) y (¢) Muestra
dopada con 40 ng de cada analito la cual se analizd segiin el método establecido.
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Lo que se observa en estas figuras son cromatogramas “limpios” en el intervalo de 5
a 15 minutos, Las muestras de agua no contienen compuestos que pudieran haberse
preconcentrado y que hubieran podido interferir con el analisis del Diurén y el Isoprotuson.
Este hecho confirma ademas [a excelente selectividlad y especificidad del

inmunoadsorbente.

Al adicionar PBS a la muestra de agua subterrdnea para el ajuste de pH y
concentracion de sales se observo un precipitado ocasionado quizd por los fosfatos del
buffer que reaccionaron con iones Calcio y Magnesio presentes en el agua subterranea. Sin
embargo, esto no representd un problema para realizar la preconcentracion debido a que se
filtrd Ia muestra antes de ser percolada al cartucho de inmunoadsorcion. Las muestras de
agua potable y de rio no sufrieron cambios fisicos aparentes. Tampoco los cartuchos
utilizados para analizar las muesiras de agua cambiaron de aspecto fisico y pudieron

utilizarse con efectividad en los anilisis posteriores.

Otro de los experimentos realizados fue el estudio de la estabilidad de los
compuestos de interés {(diurén e isoproturén) en estas muestras. Para ello prepararon
muestras de cada agua dopadas con los analitos a una concentracion de 4 ng/mL y se midi6é
la recuperacion con respecto al tiempo (cuantificacién por inyeccion directa de 100 pL de
muestra). Durante este estudio las muestras pennaneqieron a temperatura ambiente. Los
resultados se presentan en la figura 38. Se consideré como tiempo cero cuando se preparaba -

la muestra, es decir, se dopo el agua y se analizé inmediatamente en el cromatografo.
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Figura 38. Evaluacion de la estabilidad de Jos analitos con respecto al tiempo en las aguas
naturales. (a) en agua desionizada (b) en agua potable (c) en agua de rio (d) en
apgua subterranea. Concentracion de los analitos: 4 ng/mL.

En la Figura 38 s¢ observa que los compuestos son estables en el agua desionizada,
el agua de rio y el agua subterrinea, en el intervalo de O a 120 horas. En cuanto al agua
potable se observa que el diurén desaparece lentamente al paso del tiempo, pero el

Isoproturén desaparece drasticamente ¢n el intervalo de 0 a 20 horas.

Para verificar el comportamiento de los compuestos en el agua potable se realizd un
muevo estudio de estabilidad pero con intervalos menores de tiempo., Los resultados se
presentan en la Tabla XIX.
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Tabla XIX. Estabilidad de los analitos en agua potable. Concentracion de los analitos:

4 ng/mL.
tiempo | % Recuperacion % Recuperacidn
{min) Isoproturon Diurdn
0 77 93
15 43 90
27 * 7 94
37 * o1

* Ya no se observo el pico correspondiente en el cromatograma

Se observa que, efectivamente ¢l isoproturén no es estable en el agua potable ya que
no se detecta en los cromatogramas alrededor de los 15 minutos después de haber dopado la
muestra de agua. Esto podria ser debido a alguna reaccidn del cloro contenido en el agua
potable con el isoproturdn, posiblemente de oxidacién. En cuanto al diurdn se puede ver

que es estable por mas tiempo, como se observé en la Figura 38b.

Finalmente se evalud la recuperacion de los analitos en los cartuchos, Para ello se
utilizaron muestras de 45 mEL con 5 mE de PBS (volumen de carga = 50 mL) las-cuales se
doparon con 40 ng de cada analito (isoproturén y  diurén) teniendo una concentracion de
0.8 ng / mL de cada analito. Las condiciones de pH y concentracién del buffer fuercn las
del método (concentracion total buffer 0.02 M y pH = 7.4). En las Figuras 34 a 37, incisos
(c) se muestran los cromatogramas obtenidos correspondientes a cada muestra. En la
Figura 39 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos al comparar las dreas de
los picos de la muestra contra los de un estdndar de isoproturon y diurén, a concentracion

de 20 ng/mL, inyectado directamente en el cromatografo.
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Figura 39. Recuperacion de los analitos en las muestras de agua naturales. Se presenta la
comparacion con agua desionizada.

En peneral se pueden observar recuperaciones similares a las obtenidas en la

validacion del método (aproximadamente 60 % para el Isoproturdn y aproximadamente 40

% para el diurdn). Estas recuperaciones son aceptables para las tres muestras de agua

(potable, rio y subterranea) a ‘excepcién del isoproturén en el apua potable, debido a la

inestabilidad determinada previamente.

determinadas por el método para el isoproturén y el diurdn.

En la Tabla XX se reportan las cantidades

Tabla XX. Cantidades determinadas de Isoproturon y Diurdn en aguas naturales analizadas
por el método establecido.

Isoproturén Diurén
Muestra Volumen Canfidad Cantidad Cantidad Contidad
cargado (mL) | carpada {ng) determinada (ng) | carpada (np) determinada (np)
| Agua Desionizada 50 20 i9 - 20 18
Agua Potable 50 20 1 20 21
Agua de Rio 50 20 - {18 20 20
Agua Subterranea 50 20 18 20 21
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A) Sobre el inmunoadsorbente

Se demostrd que el inmunoadsorbente utilizado, adquirido comercialmente, retiene
especificamente al Isoproturon y al Diurdn por interaccion de estos herbicidas con los sitios
activos del anticuerpo inmovilizade. Otros miembros de ta familia de fenilureas como el
linurdén y el neburén alcanzan a ser retenidos pero inespecificamente (probablemente por
efectos hidrofébicos), per lo que su recuperacién es muy variable dependiendo de las
condiciones experimentales. El monurén y el fluometurén presentan alguna interaccion
con el sitic activo del anticuerpo, pero ésta es muy débil, lo que se traduce en bajas

recuperaciones especialmente cuando el Isoproturon esta presente en la muestra.

En general, en presencia de isoprotur6n y/o diurdn en la muestra y cuando se cargan
en el cartucho de extraccion volimenes elevados de édsta, la retencién de las demas
fenilureas es despreciable. Asimismo, en esas condiciones {altos volimenes de carga) la
retencion de pesticidas de otras familias (e. g. metiocarb y metil-paratién) es practicamente

nula.

En consecuencia, los cartuchos empacados con el inmunoadsorbente estudiado
pueden considerarse como una alternativa til y efectiva para la preconcentracion
especifica de trazas de las fenilureas isoproturdn y diurén a partir de muestras acuosas.
Ademas de su alta selectividad, estos cartuchos son de manejo relativamente sencillo y
presentan la gran ventaja de ser regenerables, por lo que pueden ser utilizados
confiablemente en multiples experimentos de extraccion siempre y cuando no se rebase la

capacidad dei inmuncadsorbente.
B) Sobre el método analitico

Se desarrolld un método analitico que permite determinar los contaminantes
feniluréicos isoproturén y diurdn a muy bajos niveles de concentracidn en agua. El método

estd - basado en la extraccion y preconcentracion selectiva de los analitos en un
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inmunoadsorbente y su separacién y cuantificacidn por cromatografia de liquidos con
deteccion UV.

Este método es simple, rdpido, robusto y muy sensibie ya que la preparacion de
muestra es sumamente sencilla y se realiza en un tiempo relativamente corto, dando como
resultado un extracto muy limpio. Esto ltimo permite a2 su vez efectuar el anélisis
cromatogrifico en condiciones éptimas, por elucion isocratica y a alta sensibilidad de

deteccidn, con una columna convencional de fase reversa y un detector UV.

Los reactivos empleados en la preparacion de muestra (agua, metanol y buffer de
fosfatos) son facilmente accesibles, poco costosos y su peligrosidad y toxicidad, tanto para
el experimentador como para el medio ambiente, son minimos. Por otra parte, aunque los
cartuchos de inmunoextraccion son todavia relativamente caros, la regenerabilidad del
inmunoadsorbente y la posibilidad de reutilizar repetidamente el cartuche disminuyen

sustancialmente los costos del analisis.

El estudio estadistico realizado permiti¢ establecer que el método propuesto es
lineal en el intervalo de concentraciones de 0 a 3 partes por billdn de isoproturdn y diurdn,
lo que en cantidad de soluto corresponde a un intervalo de 0 a 150 ng en 50 mL de la
muestra acuosa procesada. Asimismo, se demostré que el método es exacto y de una
precision excelente para los dos compuestos (coeficientes de variacion < 5%), considerando

los bajos niveles de concentracion trabajados.

Los limites de deteccion del método, determinados a partir de las consideraciones
estadisticas establecidas por la USEPA, fueron de 92 ppt para el isoproturdn y de 117 ppt
para el diurdn. A su vez, los limites de cuantificacion fueron de 250 ppt para el primer
compuesto y de 320 ppt para el segundo. Estos limites son menores que los reportados en
el método oficial de la EPA y la NPS para fenilureas en agua.

La aplicacion del método para la determinacion de isoproturén y diurdn en muestras

de agua superficial (rio) y subterranea dio resultados muy satisfactorios. Los
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cromatogramas obtenidos de las muestras sin dopar fueron muy limpios, no presentando
ninguna seiial que pudiera interferir en la determinacion de los analitos de interés. Por otra
parte, tos cromatogramas de las muestras dopadas con tres fenilureas (fluometurdn, diuron
e isoproturén) y dos herbicidas de otras familias (metiocarb y metilparation) solo
presentaron las sefiales correspondientes a isoproturén y diurén. Ademds, la recuperacion
de estos analitos en las dos muestras reales ensayadas fue similar a la obtenida en muestras
sintéticas (agua grado reactivo dopada). Lo anterior confirma la buena exactitud y
excelente selectividad del método, asi como su aplicabilidad a diversos tipos de aguas

naturales.

Por tanto, se propone este método como un medio adecuado y confiable para el
monitoreo ambiental de aguas superficiales y subterraneas. En efecto, la exactitud,
precision, selectividad y sensibilidad del método para la determinacién de trazas de
ilsoproturén y diurén en este tipo de aguas son congruentes con las cantidades maximos
permitidos para fenilureas en aguas naturales y tratadas, establecidas en las normas de

calidad del agua por la legislacion ambiental de Estados Unidos.
C) Sobre Ia estabilidad de las fenilureas en agua y en los cartuchos

Los estudios realizados para determinar y comparar la estabilidad de isoproturdn y
diurén disueltos en diversos tipos de agua {de rio, subterrinea, potable y grado reactivo) y
adsotbidos en los cartuchos de inmunoextraccién mostraron que estos compuestos son muy
persistentes en el agua y son aiun mas estables en los cartuchos. La tnica excepcion fue en
el caso del agua potable en la cual el isoproturdn se degradé muy rapidamente
(~15 minutos), por lo que se concluye que no tieme ningan interés determinar este

compuesto en aguas tratadas por cloracion,

Los resultados anteriores permiten proponer a los cartuchos de inmunoextraccion
como una alternativa comoda y eficaz para el transporte de muestras de agua. Asi, una gran
cantidad de muestras pueden ser procesadas en campo (cargadas en los cartuchos in sitw) y

facilmente transportadas desde los sitios de muestra hacia el laboratorio de analisis.
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