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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO
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ACES Acido etanosulfomco-z-[(z amlno-z-oxoem)amlno]
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cmC Concentracién Micelar Critica

CTAB Bromuro de Cetiltrimetilamonio

Ctd Carbetamida

Dbn Dinobuton

Ds Dinoseb

EC Electroforesis Capilar

ECC Electrocromatografia Capilar

ECE! Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico

ECG Electroforesis Capilar en Gel

ECZ Electroforesis Capilar de Zona

EDTA Acido Etilendiamino tetracetico

EFS Extraccion en Fase Solida

FEO Flujo Electroosmdtico

ITF Isotacoforesis Capilar

IEC Inmuno Electroforesis Capilar

kv kilovolts

LD’s Limites oe deteccion

M Molaridad
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MNPL Modo normal de preconcentracion en linea

N Platos tedricos (Eficiencia)

nm nanometros

PLMIM-CCME Preconcentracion en linea con migracion inversa de micelas por
cromatografia capilar micelar electrocinética

Ptc Pentanochior

Rs Resolucion

S Muestra

SDS Dodecil Sulfato ge Sodio

Tris TristhigroximetiDamino-metano




- RESUMEN

El objetive principal del presente trabajo fue el de desarrollar los métodos de
preconcentracién . en linea, analisis y separaciéon simultanea de tres derivados
dinitrofendlicos (Acetatob de dinoseb, Dinobuton y Dinoseb), dos.‘ g:arbémlcos
(Chlorbufam y_ Carbetamida), un ureico (Buturon) y un amidico (Pemanoéhlor) con
accién - herbicida . mediante . una variante de la electroforesis -~ capilar - llamada
cromatografia capilar micelar electrocinética. Para el desarrollo de los métodos de
andlisis 'y . separacién simuitdnea se evalud la influencia - de  diversas variables
experimentales (tipo, concentracién y pM de buffer, tipo y concentracién de surfactante),
en parametros analiticos tales como la resolucion, eficiencia de la separaclén y tiempos
de andlisis. Mientras que para la preconcentracién en linea se evalud la naturaleza de
ia matriz y tiempo de introduccién de muestra, :

Los meétodos - analiticos dnseﬁados para- el grupo. da los herbicidas
dinitrofendlicos, previa optimizacion de todas las variables analizadas, fueron aplicados
para determinar cualitativamente la presencia de un herbiclda‘(Dinobuton) presente en
la formulacion comercial (ACARELTE 40-EC),'asl :bmo‘rtarvhblén fue aplicado a una
muestra proveniente .del extracto de tierras diatomeas las cuales previamente fueron
fortificadas con el mismo producto comercxal -



- INTRODUCCION.
Los plaguicidas son cualquier sustancla o mezcla de sustancias. . que se usan
para controlar !as plagas que atacan los cultlvos o alos insectos que son vectores de "
enfermedades. Los herbicidas se utilizan - extensamente par “ controlar, hlert?as no

deseadas (malezas) de ciertos cultivos.

Los agroquimicos entre los cuales  se encuentran Insechcldas herblcldas.
fertilizantes, coadyuvantes y otras sustancias afines de [uso en la agrlcultura. tienen
determinado tiempo de vida media lo cual asegura su efectlvldad sin embargo. debido
a esto las frutas, verduras o semillas pueden estar contamlnados con: pequenias
cantidades de estas sustancias que son daifiinas para la salud y los ‘consumidores
deben obtener productos libres de residuos tdxicos de cualqu;er‘hpo de plaguicida
usado. Por otro lado, las perscnas con ocupaciones como trabajadores del campo,
estan expuestos a grandes dosis de plaguicidas ya que su exposicién excede al de
personas que solo llegan a consumir productos contaminados [1).

Cuando el uso de herbicidas en los cultivos es de forma indiscriminada y sin
control se ocasiona darfios al amblente, por ejemplo, el detericro de la flora y fauna

silvestres, la contaminacién de los suelos y mantos fredticos, asi como de aguas

continentales y costeras.

Todo lo anterior pone de manifiesto que la confirmacidon de la pureza de
alimentos © ausencia de estos productos es de gran importancia para la industria
alimenticia y para la pob!aclén en general, por tanto, es necesario el desarrolio de
métodos de separacién, rapidos, eficientes y dcondmicos para el andlisis de los
agroquimicos, tanto en las etapas de sintesis como en el control de calidad del producto
final.

Existe una gran diversidad de métodos que han sido utilizados para llevar a cabo
el andlisis de agroquirnicos tales como, la cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE), la cromatografia de gases (CG) [2-7), y recientemente la electroforesis capilar
(EC) [B-11].

La Electroforesis Ca.pllar asi como sus variantes tales como: la Cromatografia
Capilar Micelar Electrocinética (CCMC), Electroforesis Capilar de Zona (ECZ),
isotacoforesis Capilar (ITF), Electroforesis Capilar de Enfoque [soeléctrico (ECEI),




Electroforesis Capilar en Geles (ECG), etc., resultan importémes hor ser metodos muy
utilizados en el area de quimica analitica, bipquimica. biomeédica y farmacéutica ya que
permiten analizar : diferentes ' clases de compuestos’ como: . isémeros opticos de
farmacos, péptidos, oligonucléotidos, catecolammas biopolimeros, fragmentos de ADN,
ARN, etc., [12-15).:

La separacién por medio de electroforesis capllar tiene lugar si los analitos bajo
la influencia de un campo eléctrico, se mueven hacia al anogo o catodo con diferentes
velocidades, de tal forma que llegaran al detector a diferentes tiempos.

En este trabajo se propone como técnica analitica una variante de la
Electroforesis Capilar, 1a Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética mediante la cual
se desarrollaran los métodos de preconcentracion, analisis y separacion de dos familias
de herbicidas:

a) Cuatro herbicidas de Ilos cuales dos son derivados de carbamatos: N-
fenilcarbamato de N'-etiipropanamida, Carbetamida; N-3-clorofenilcarbamato de
sec-butino, Chlorbufam; wn derivado de wurea 3-(p-Clorofenil)-1-metil-1-sec-
butino-urea, Buturon; y por ditimo un derivado de amida N-(3-Cloro-4-metilfenil)-
2-metil-pentanamida, Pentanochlor.

Tres herbicidas dinitrofendlicos: 2, 4-Dinitro-6-sec-butilfenol, Dinoseb; acetato de
2-sec-buitil-4,6-dinitrofenilo, Acetato de Dinoseb; carbonato de lsopropll (2,4-.
dinitro-S-sec-butii-fenilo), Dinobuton B

Ademas de las razones anteriores es una muy buena opcnunudad para difundir
informacion acerca de la utilidad de dicha técnica tanto a estudiantes de las carreras de
Quimica, Ingenieria Quimica, Quimico Farmacéutico Bidlogo, y/o carreras a fines, asi

b

-

como 3@ personas que realicen investigacion en estas areas.

Para lograr ios objetivos pltanteados el presente trabajo se dividid en dos pares ©
secciones, la primera abdarca los aspectos tedricos de mayor importancia tales como:
fundamentos de la EC y sus variantes, instrumentacion y generalidades sobre
agroquimicos, mientras gue la segunda se refiere a los aspectos experimentales para
llegar a la resolucion y eficiencias dptimas en la separacion y preconcentracion en linea

de los meétodos elaporaaos.



OBJETIVOS GENERALES:

Desarrollar un método de separacion simulténea para una mezcla de herbicidas
carbamicos, ureico y amidico empleando como técnica la . Cromatografia Capilar

Micelar Electrocinética.
Desarrollar un método de separac:on simultanea’ para una mezcla de herbicidas

dinitrofendlicos empleando como lécnlca a'CromatografIa Capilar Micelar

Electrocinética, E Mo
Desarroliar métodos de preconcentracion en Innea y fuera de linea de los herbicidas

estudiados empleando como técnica Vyla‘ -Cromatografia Capilar Micelar

Electrocinética y la Extraccion en Fase Sdélida resbéctivameme‘

OBJETIVOS PARTICULARES:

Optimizar las condiciones de separacion simultanea para cada grupo de herbicidas,
tales como, tipo, concentracion y pH del buffer asi como del surfactante.

Optimizar las condiciones de preconcentracidn en linea de los herbicidas
estudiados, variando parametros como tiempo de introduccidn de muestra y
naturaleza de la matriz.

Aplicar el método desarroliado a la determinacion de un agroguimico dinitrofendlico
de formulacion comercial y adicionalmente a tierras diatomeas fortificadas con

dicho producto.



Capitulo 1
GENERALIDADES.

E! término electroforesis se emplea para describir la migracion de una particula
cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. Las separaciones electroforéticas se
llevan a cabo habituaimente en dos modalidades que difieren notablemente:
electroforesis convencional y electroforesis capilar. La primera es la metodologia clasica
que ha sido utilizada durante muchos afios para separar especies complejas y de alto
peso molecular realizandose en medios anticonvectives’ como soporte. La
electroforesis capilar, es una versidon instrumental de la electroforesis convencional que
se realiza en capilares de sllice fundida de solo unas cuantas micras de diametro
interno.

1.1. ELECTROFORESIS CAPILAR.

La electroforesis esta definida como un movimiento diferencial de especies
cargadas (iones) por atraccion o repulsidn en un campo eléctrico. Recientemente se ha
realizado en tubes capilares y ha aumentado el interés desde el punto de vista analitico
yva que las verntajas principales que proporciona son: alta resolucion y alta eficiencia de
separacion, corto tiempo de analisis, pequehas cantidades de muestra y buffer son
requeridos para realizar el analisis. El mecanismo de separacion en la Electroforesis
Capilar (EC), es el mismo de la electroforesis convencional ya que se asemeja a las
técnicas eiectroanaliticas de separacidn en donde las variables electroliticas son
decisivas en el proceso separativo, No obstante existe diferencia fundamental, ya qQue
no se produce electrolisis, pues los electrodos estan suficientemente separados, por
tanto, Ia migracion de las especies electroactivas se ve atenuada por el oenominado
sistema electroforético y el paso ce la corriente se corta antes de que estas lleguen al
electrodo [18].

Las separaciones electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de
los solutos. La movilidad electroforética es proporcional a la carga del soluto e
inversamente proporcional a las fuerzcas de friccidn, o retraso, que dependen de la
forma y tamafio de las especies analitc asi como de la viscosidad del medio. Las

* Medios utiizados para facilisar {2 disipacion ge calor.



propiedades del disolvente tales como la fuerza idnica, pH y la constante dieléctrica,
también son importantes porque influyen sobre la carga efectiva del soluto y en el caso
de moléculas grandes, sobre su forma y tamano hidrodinamico.

En la Fig. 1 se muestra como se da el proceso electroforético, donde las
especies cargadas positivamente se mueven a lo largo del capilar con una velocidad
que es mayor que ia del flujo electroosmotico, FEQO, puesto gue su movimiento se ve

acelerado por la atraccion electroforética al electrodo negativo.
Pared de! capilar

" Catodo

++++++ +++++++++++++++_

Contraiones
FIGURA 1. PROCESD DE SEPARACION ELECTROFORETICA

Los solutos cargados negativamente se mueven mas lentamente que el fiujo
electroosmdtico a causa de que son repelidos por el electrodo negativo. De hecho, en la
mayoria de los casos |as especies negativas se mueven en 1a direccidén opuesta al flujo
electroosmotico, FEQ, las especies no cargadas son transportadas como una sola al
catodo por la fuerza del FEO. La migracion diferencial dentro de zonas discretas es
debido a diferencias en las movilidades electroforéticas, las cuales a su vez estan
vinculadas a la relaczion masa/carga v a la conformacion de los solutos.

El FEO [17], es el flujo del volumen del liquido que se origina cuando entra en
contacto con una superficie sslida cargada por la imposicion de un campo eléctrico, es
gecir, la superficie del solido posee un exceso de cargas negativas resultado de la
ionizacion de los grupos que presentan un equilibrio acido-base a pH =~ 6 © por la
adsorcion de especies ionicas & ta superficie. La Fig. 2 es una represeniacidon
esquematica de o que sucede en un capilar de silice fundida, donde los grupos silano!
{SiOH) que pueden existir en farma idnica (Si0"), mediante un equilibrio acido-base y al
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ser llenado el capilar con el electrolito soporte los contraiones se fijan en la superficie
del capilar por fuerzas electrostaticas formando asi la doble éapa que mantiene el
balance de carga y crea una diferencia de potencial entre la pared y los contraiones del
electrolito soporte el cual se conoce como potencial zeta, el cual aumenta si el grosor
de la capa aumenta y viceversa. Cuando el voltaje es aplicado y cruza el capilar los
iones que forman la daoble capa difusa son atraidos hacia e! su respectivo electrodo
transportando su atmosfera de solvatacion, debido a tas fuerzas de friccion entre las
moléculas del disolvente este movimiento inmediatamente se extiende por el liquido
entero y el perfil que resulta es casi plano y no parabdlico como es el caso cuando se
impulsa un liquido a través de un tuboc por presion hidrostatica (Fig. 2b y 2c). Otra
caracteristica importante del FEO estriba en que promueve el movimiento de todas las
especies en solucion, independientemente de su carga.

s e

ca Capa
e difuse

FIGURA 2. a) TEORIA DE LA DDSLE CAPA. b) PERFIL DEL FEO EN EC, c) FLUJO PARABOLICO EN
CLAR.

Durante la separacidon [18], en los electrodos se producen iones hidroxido e
hidrégeno molecutar en el catods. mientras que en el anodo se forma oxigeno

molecular e iones hidronio, coms se muestra en la figura 3.

CATODO
2e"+2HO0 — 20H" + Hat

ANDDO

H. D 2H* ~ 0.+ +~ 2e-
el |
FISURA 3. RECTIONES DE LOS ELECTRODOS
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Los - iones h:droxldo produ'-udos en el catodo incrementan la dlsoc:actén del
componente débilmente é..ldo HA de! buffer de separacion. lo que provoca ta
formacion de iones A", En hbre disolucion, hay una resistencia de fnccién mumma entre'
los iones y la dtsolucnén y tiene lugar una rapida migracion de los i u:nes este camb:o de
pH en el via! del anodo y catodo es minimizado por la presencia de un’ buffer con buena
capacidad de amortiguamiento [18). 3

1.2.VARIANTES DE LA ELECTROFORES!IS CAPILAR. s

L2 necesidad de separaciones optimizadas para una gran Vérleda de
ha dado como resultado varias modalidades, de trabajo que se han’
expandir el niumero de aplicaciones de esta técnica con la gran venta}a de qua se
pueden realizar usando e! mismo eguipo [20-22). :

1.2.1. Electroforesis Capilar de Zona (ECZ). ; :

Es el modo mas simple de la electroforesis capilar y el mas usado, la separacion
tiene lugar cuando particulas cargadas bajo la influencia de un campo.eléctrico se
mueven con diferente velocidad, donde ésta puede ser modificada variando el pH,
viscosidad y concentracion del buffer, o bien cambiando el voitaje en el proceso de
separacion. La migracion diferencial de ios analitos ionizados dentro de zonas discretas
es debido a diferencias en las movilidades electroforéticas, las cuales a2 su vez estan
vinculadas en la relacion masa/carga y a la conformacion de los solutos, mientras que
las moléculas neutras son transportadas a lo largo del capilar como un solo analito por
el FEO.

1.2.1. isotacoforesis Capilar (ITF).

El término isotacoforesis significa electroioresis a velocidad uniforme, es decir, el
tiempo de recorrido de los analitos en el capilar bajo condiciones isotocoforéticas es
independiente de la velocidad, ya que las velocidades de migracidon de los solutos son
idénticas en un gradiente de voltaje en las zonas consecutivas. En contraste con ECZ
donde la difusion de la muestra ocurre debido a la dispersion de efectos, la
isotacoforesis puede ser favorablemente usada como una técnica de preconcentracidon
en muestras dituidas. El printipal inconveniente es su electroferograma que puede ser



dificit de lmerpretar La detezcion UV puede ser usada solameme s: Ios iones absorben

al UV, son precedldos y segu:dos por compuestcs que no absorben al UV o viceversa.

1.2.3. Electroforesls Capilar de Geles (ECG)

En esta modalldad los tubos capilares son llenados con un gel el cual actua
como un,tamlz mole;ular para producir una separacion basada en el tamafio. La
electroforesis capilar en gel (ECG) ha sido utilizada en la separacién - de
macromoléculas tales como: proteinas y acidos nucleicos porque contienen masa y
proporciones de carga que no varia el tamafio. Los principios de separacion de ECG es
la misma que en el tubo de electroforesis gel, pero los geles usados en ECG pueden

ser enlaces covalentes cruzados o soluziones lineales de polimeros.

1.2.4, Electroforesis Capilar de Enfoque tsoeléctrico (ECEI).

En la electroforesis capilar de enfoque isoeléctrico (ECE!) los analitos anfotéricos
como las proteinas pueden sar separadas con base a su punto isoeléctrico mediante un
gradiente de pH entre el catodo y anodo el cual es generado por una mezcla de acido y
base o de anfolitos durante la aplicacion de voltaje. En ECEI el recubrimiento del capilar
es imponiante ya que en general el FE0 debe ser eliminado en su totalidad a fin de
evitar la adsorcion de moleculas cargadas en la pared del capilar.

1.2.6. Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética (CCME).

Un paso significativo en el desarrollo de la electroforesis capilar se realizé en
1984 por Terabe [23), quien desarrolld la denominada Cromatografia Capilar Micelar
Electrocinética (CCME). Esta técnica es una modalidad de la EC en la que se puede
separar especies neutras asi como cargadas. Esta consiste en la adicion de un
surfactante al electrolitc sopone con un valor oe concentracidon que exceda al de la
critica (CMC) para asi liegar a la formacion de micelas [24)], que

concentracion micelar
surfactante, donde sus cadenas

son conglomerados esféricos de molécuias del
hidrocarbonadas (colas) hidrofobas tienaen a orientarse hacia el centro, mientras que

los grupos de cabeza —CO: (u otros grupos hidrofilos) rodean la superficie

proporcionando proteccion va que originan un caparazon de carga negativa que repele

particulas con carga similar (ver figura 2"), su estabihdad depende de estds grupos



polares ya que al estar en la superficie forman puentes de hidrégeno con el entorno

acuoso.

FIGURA 4. REPRESENTACION DE UNA MICELA ESFERICA. LOS GRUPOS HIDROFILOS SON LAS
ESFERAS, MIENTRAS QUE LOS GRUPOS HIDROFOBOS SON LOS TALLOS.*

Las micelas se pueden clasificar en dos tipos: &) micelas normales que son
aquellas que en soluciones acuosas o polares, ios extremos hidrofdbicos se dirigen al
centro del agregado y b) micelas invertidas que son aguellas que en soiventes no
polares |la cabeza de los grupos polares es orientada al interior del agregado [25].

Las soluciones micelares se emplean para solubilizar compuestos altamente
hidrofobicos y de ahi su impontancia porgue suministran un caracter de fase inversa en
el mecanismo de separacion el cual esté basado en la panricion diferencial de los
solutos entre el interior nidrofobico de la micela y 1a fase acuosa de modo que la micela
actua como fase pseudoestacionaria en CCME (ver Fig. 5).

i e i T T i S e e R S

P .

FIGURA 5 MECANISMO DE SEPARACION BASADO EN PARTICION DIFERENCIAL DE ANALITOS

ENTRE LA FASE MITELAR Y TASE ACZUDSA.
Cuando una molécuta neutra es inMyectada dentro del sistema la particion
diferencial entre micela y agua de esta susiancia suceae. Un oraen tipico de elusion se

~La imagen fue tomada de la referencia [24)
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muestra en la Flg. 6, donde el pl.—o del FEO representa una molécula neutra que no
interacciona con las mice as y el ulumo pico es la micela con un compuesto altamente
hidrofébico,’ mlentras que os tres plcos de en medio son analitos Que interaccionan con
dlferente mtensldad con’ Ias mucelas

T e SORROS e Micela
,ﬂ |
o N ™ ®, 1Ry = o B
Tiempo

FIGURA 6. VENTANA DE ELUTION OBTENIDA CON SOLUCIONES MICELARES.®

Las ventajas de esta técnica sobre la Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia, CLAE, son: la eficiencia de columna que va desde 60000 hasta 100000
platos tedricos™ y la facilidad con la que se puede modificar la fase pseudoestacionaria
ya que en CCME cambiar la composiciéon micelar del buffer provoca un esfuerzo
minimo que influye en la eficiencia de separacion, mientras que en CLAE la fase
estacionaria solo se puede alterar empleando una columna con otro tipo de relleno.

“tmagen tomada de i2 referencia {20}
Eguilibnos de distribucion entre la fase estacionaria y fase movil.



1.3, Preconcentracién en Linea por Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética
(PL-CCME). =~

La CCME es una poderosa técnica que provee métodos de separacion y analisis
de analitos’: neutros ast como cargados, en cortos tiempos con altas eficiencias y
resoluciones, svyn .embargo su mayor inconveniente asi como en las diferentes
modalidades ,d'e la'EC es |a poca sensibilidad que presentan en soluciones de baja
concentracion debido al pequefo paso optico que existe en el pi para la d ion
UV de la dimin‘utay cantidad de volumen de muestra que suele ser introducica que va
desde 1 - 5 nl, lo cual limita su aplicacidon en el andlisis de muestras muy diluidas.

Diversas estrategias ha sido desarrolladas para resolver este problema tales como:

- Preparacioén de la muestra para realizar extracciones o derivaciones.
- Uso de poderosos detectores tales como fluorescencia inducida por laser.
- Uso de capilares equipados con celdas de burbuja o celdas zeta.

Los altos costos o la inversion de mucho tiempo son caracteristicas deplorables,
por ello se ha desarrollado metodologias basandose en los principios de la CCME [26-
27), mediante las cuales se realiza preconcentracion en linea, tal es el caso del Modo
Normal de FPreconcentracién en Linea gque tiene ventajas sobre las anteriores por su
simplicidad y economia ya que no requiere modificacion en la instrumentacion.

1.3.1. Modo Normal de Preconcentracién en Linea por CCME.

El mecanismo est3 basado en la diferencia de velocidades electroforéticas que
hay entre la zona de muestra y ia zona de buffer de separacion a partir de que la
imensidad del campo eléctrico en estas zonas es diferente; la primera presenta un
campo eléctrico alto (zona de daja conductividad) mientras que la segunda un campo
eléctrico bajo (zona de alta conductiviaad), por tanto 10s iones se mueven mas rapido
en la zona de muestra que en la zona del buffer y su velocidad se reduce cuando
alcanzan la zona del buffer, asi gue los analitos son concentrados en el limite de las
dos zonas. Existen dos variantes [28-30], mediante las cuales se realiza esta técnica: a)
Preconcentracion con migracion inversa de micelas: se realiza bajo la supresion de!
FEO (pH acido) usando surfactiantes anidnicos y voltaje a polaridad inversa y b) Modo
Norma! de Preconcentracion con FEO: se realiza en pH's alcalinos usando surfactantes

catidnicos y voltaje a polandgas inversa .



1.3.1.1. Preconcentracién en linea con migracién inversa de micelas por
Cromatografia capilar micelar electrocinética (PLMIM-CCME).

Al preparar una soluciéon (S) de analitos neutros en una matriz de baja
conductividad e introducirse a! capilar por el extremo catddico mediante presién
hidrodinamica en un capitar lienado previamente con el buffer de separacion por un
tiempo mucho mas largo a! normal, y aplicando voltaje a polaridad inversa la velocidad
electroforética de las micelas anidnicas es dirigida hacia e! detector esto es porque la
velocidad electroforética de las micelas a pHs acidos es muy grande en comparacion
con la del FEO debido a la protonacion de los grupos silanol presentes en la superficie
del capilar (ver Fig. 7). .

Después de cierto tiempo como se muestra en la Fig. 7b las micelas
provenientes del vial catodico entran al capilar (tonalidad de gris suave en la region S)
debido a su movilidad intrinseca teniendo ademas una mayor velocidad debido al alto
campo eléctrico en al zona de la muestra y cuando interactdan con los analitos los
llevan hacia el anodo concentrandolos en el limite de las dos zonas, (B:, Fig. 7c), de

.acuerdo con su factor de retencion ka, > ka, > Kaz; finalmente (Fig. 7d), la matriz es
removida del capilar debido a la eleciroforesis de la zona BGS y los analitos
concentrados en el limite By se separan y detectan.

d

FIGURA 7. EVOLUCION DE LA PLMIM POR CC . a) Inicio, b) Micelas pr i del vial b
entran al capitar y llevan a los analitos ai iimite B,: c) los anahlos 50N concentrages en et hmne
B g) y 1 de los ocumre. Las

presencia de micelas.
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1.3.1.2, Modo Normal de Preconetracion en Linea (MNPL).

El Principio del MNPL es el mismo que PLMIM excepto por la presencia de FEO
el cual es directamente proporcional a! pH y éste aumenta conforme lo hace el pH. Por
otra parte al exceder la CMC del surfactante catidnico se prdvoca ia inversion del FEO
lo cual se contrarresta invirtiendo |z poiaridad.

1.4. Extraccion en fase sdlida (EFS).

La extraccion en fase sdlida [31], es un método muy poderoso utilizado para la
preparacion rapida de muestras.

La extraccion en fase sdlida (EFS), es un proceso fisico que en su principio se
parece a la extraccion liquido-liquido®, 1a diferencia estriba en que ia extracsidn liquido-
liquido emplea dos liquidos inmiscibles y la EFS emplea un sdlido y un liquido. En la
EFS el aislamiento del analito depende de su afinidad diferencial entre el solvente y el
material solido utilizado.

La EFS se utiliza para quitar de la muestra todas las impurezas que interfieren
con la molécula que esta siendo analizada y produce al mismo tiempo ia recuperacién
del analito. En un principio esto se puede lograr mediante la elucion selectiva de ios
analitos y la retencion de los no analitos o por la elucidon de los no analitos y retencidon
de los analitos.

En el primer caso, el andlisis de la fraccion eluida puede efectuarse
inmediatamente, los analitos pueden concentrarse por evaporacion del disolvente y
resuspendiéndolos en un volumen menor de disolvente para un analisis posterior.

En el segundo caso, los analitos quedan adsorbidos en la columna de EFS y
tienen que ser eluidos. Si se utiliza un gran volumen de muestra, los analitos pueden
ser concentrados y algunas veces aimacenados tempeoralmente en la columna. La
preconcentracion adicional puede efectuarse por evaporacion del discivente como en el
caso anterior.

La preconcentracion del analito antes de analizarlo baja los limites de deteccion
sin concentrar las interferencias ya que son eliminadas o sus concentraciones son muy

reducidas.

de un soluto de una fase liquida a

* La extraccion liquido-liquido esta i como ia
otra {ase liquida.
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1.5. METODOS DE FORTIFICACION PARA HERBICIDAS.

Los trabajos encontrados en la literatura sobre extraccion de herbicidas
dinitrofendlicos, carbamicos, uréicos y amidicos de muestras sélidas se aplican sobre
diferentes tipos de matrices sdlidas, tales como: plantas, suelos, arcillas™ y tierras
diatomeas®™; estas ultimas son fortificadas con los herbicidas de estudio y del mismo
modo los métodos se aplican a muestras reales [32-33).

Existen diversos meétodos de fortificacion en diferentes matrices, sin embargo,
no se mencionan los motivos del por qué se usan estas matrices para fortificar, sino que
depende de cada probiema en particular [34]. Por otro lado, no un hay método estandar
que sigan los investigadores para prepz-ar las muestras fortificadas, mas bien cada
investigador sigue su propio método de fortificacion. En la literatura se encontraron
metodos de fortificacion en diferentes matrices como los propuestos en la Tabla 1.
TABLA1. METODOS DE FORTIFICACTION EN DIFERENTES MATRICES.

Matriz Fortificacion
:::{;?:eas 5 g de sdlido + 25-500 u! disolucién con herbicidas en hoja
de papel aluminio. Se deja de 30 a 60 min. para que se

evapore el disolvente (acetonitrilo).

Suelo 5 grs de solioo + 50-250 u! ge disolucidon con herbicidas en 39
una hoja de aluminio. Se deja reposar la muestra por 10 min.
para que se evapore el disolvente (cloruro de metilano).

Arcillas 500 g de solido + 200 mI de disolucion con herbicidas en un 32
matraz de bola. Se deja reposar la mezcla por 7 dias y
posteriormente se evapora el disolvente (etiléter) en
rotavapor.

Referencia
31

Las tierras diatomeas son consideradas por una gran diversidad de
investigadores como estanaares para realizar fortificacion de agroquimicos en ellas,
eslo es por su poca o nula interferencia gque provoca su uso a la hora de realizar el
analisis. Por otra parte, existe una gran cantidad de articulos (ver referencias 22, 32-33,
40), donde se hace la determinacion de herpicidas dinitrofendlicos en tierras diatomeas
de ahi el interés de wlilizarias como matrices para la fortificacion.

* Las arcillas son materia nalural que tiene la composicién gquimnica de un aluminosilicato, es decir,
sihce, alumina y agua, por lo general, esta mezciada con una cantidad definida de arena y oxms
minerales tales como hierro, y alcalis.
“Las tierras diatomeas son un
siliceos de algas diatomeas. También se le aencmma xnpoh o harina fasil.

or act ion de capar



1.6. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS PICOS.

La reproduciﬁilidad de un método exberimemal [35], es importarte para llevar a
cabo un analisis de rutina con ‘apli:acicr‘m farmaceéutica, ambiental, biomédica, etc. Existe
una gran variedad de factores que afectan la reproducibilidad en la electroforesis
capilar, por ejemplo, la composicidn de la matriz de la muestra y el volumen inyectado
de la misma ya que las muestras con alto contenido de sales pueden causar
calentamiento localizado en la zona de la muestra dando como resultado un pico
ensanchado; esto puede eliminarse lavando el capilar con una solucion de NaOH 0.1 M
y posteriormente con HxO deionizada después de cada corrida, Otro factor muy
importante es la consistencia del FEO ya que si este se mantiene constante se
obtendra reproducibilidad en el tiempo de migracién de cada analito, lo cual se logra
lavando el capilar después de cada corrida. Las fluctuaciones de temperatura traen

consigo la variacion de viscosidad del buffer, ya que un aumento de temperatura
buffer dentro de! tubo provocando una
ionando ensanchamiento en los

ocasiona un declive en la viscosidad del

variacion del FEO y de los perfiles de velocid
picos, por tanto, para mantener el control de |a temperatura se recomienda usar

sistemas termorregulados.
La modulacion del voltaje o de la velocidad del analito, puede mejorar la sefal
es, la aplicacion de un voltaje radial directamente a

por el ruido exi te de los
la pared del capilar. Este enfoque hace posible el mejoramiento de la velocidad y

resolucion en separaciones.

£l flujo de electroosmadtico es afectado por: la modificacion quimica de la pared
capilar, concentracion y el pH del buffer, la adicion de surfactantes (a8 concentraciones
por debajo de la concentracion micelar critica), glicerol, etc., que puede actuar como a
agentes de solubijlizacion para solutos aliamente hidrofobos, adicidén de disolventes
organicos y de selectores quirales, principaimente ciclodextrinas. .
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1.7. VENTAJAS Y DESVENTAJAS.

La electroforesis capilar es una poderosa técnica analitica que se ha usado
extensamente debido a su sencillez y a las variantes que ofrece para asi obtener
separaciones optimizadas para una gran variedad de compuestos, La utilizacién de
capilares estrechos con un diametro interno generalmente entre 10 a 200 pm para
realizar electroforesis ha ampliado el campo de la aplicacidon de esta técnica ofreciendo
las siguientes ventajas:

» La disipacidn del calor en un tubo capilar es buena y, por lo tanto, los declives de
temperatura pueden llegar a2 ser muy pequefios, permitiendc aumentar el voltaje y
asi disminuir considerablemente el tiempd de analisiv obtenido ademas de una
resolucion mayor. 3

Ademas ofrece ventajas adicionales sobre otras técnicas analiticas tales como
CLAE, CG, como son: :

e Un requerimiento minimo de volumen de muestra y buffer (nl y ul respectivamente).

= La adicion de selectores quirales al buffer de trabajo hace posible evitar e! uso de
columnas quirales de muy alto costo ademas de gque las separaciones obtenidas
son muy reproducibles porque el buffer con el selector quiral es renovado después
de cada corrida.

En general la EC y sus variantes ofrecen aitas eficiencias y contos tiempos de
analisis. Sin embargo el mayor inconveniente que presentan estas técnicas es la poca
sensibilidad a bajas concentraciones lo cual puede ser resuelto mediante técnicas de
preconcentracion en linea por CCME, ECZ © bien ITF.



Capitulo 2
INSTRUMENTACION
2.1 SISTEMA DE ELECTROFORESIS CAPILAR.
Un sistema de EC, consiste basicamente en las siguientes unidades, como se

muestra en la Fig. 8.

- Electrodos (anodo y catodo). .

- Depotsito buffer (viales) donde se colocan los electrodos,

- Capilar (compartimiento de la separacion).

- Sistema de enfriamiento del capilar (conveccion de aire forzado o liquido).

- Sistema de inyeccion y detector.

SISTEMA DE
ADDUISICION DE DATOS
CAMARA DE
SEPARAZION

[ceeveron

I

|
.

VIALDE L& DEFPOSITO

DEPOSITD
DE BUFFER MUESTRA DE BUFFER

T

»

FUENTE DE PODER
FIGURA 8. SISTEMA GENERAL DE ELECTROFORES!S®

El capilar de separacidon se llena con el electrolito y se coloca con dos depodsitos
que también contengan al electrolito; 10s electrodos son conectados a una fuente de
poder, que genera hasta 30 kV y se sumerge en los depdsitos por separado. La
mnyeccidn de la muestra se realiza substituyendo un depdsito de buffer por el
contenedor de la muestra, un volumen ge muestra definido es introducido al capilar ya
sea por presion o por la aplicacion de vohaje. Después se aplica determinada cantidad

° La imagen fue tomada de la referencia {57)
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de volitaje para lievar a cabo la separacion, donde las especies de la muestra migran
con direccion y velocidad determinadas por su carga y masa, eventualmente pasan por
un detector y la sefial oblenida se le denomina electroferograma. En EC la fuente de
poder es usada para aplicar hasta 30 kV ¥ niveles de corriente de 100 a 300pA. La
regulacién del voltaje (= 0.1%) es requerida para mantener la alta reproducibilidad en el
tiempo de migracidon. La fuente de poder debe tener la capacidad de cambiar la
polaridad, es decir, que el anodo sea anhora el electrodo a la salida del capilar, 1o cual
invertird la direccién del FEQ. Otra caracteristica de |a fuente de poder es la habilidad
de realizar gradientes de potencial, corriente durante un analisis, lo que facilite utilizar
primero en un analisis una rampa de voltaje para evitar calentamiento rapido, expansion
térmica del buffer, expuision de la muestra del capilar.

2.1.1. CAPILARES.,
Los tubos capilares cominmente usados son hechos de silice fundida. Los

capilares de silice fundida abarcan las caracteristicas requeridas tales como ser
quimicamente y eléctricamente inenes, transparentes al UV-VIS, fiexibles y baratos.
Otros materiales tales como sristal o tefidn y recientemente polipropilenc y nylon han
sido utilizados para hacer capilares. Los tubes con un diametro interno de 10-200 um y
longitudes de 10-100 cm son utilizados. Los tuboas capilares de silice fundida estan
revestidos con una capa protectora de poliamida que le confiere maleabilidad. No es
necesario usar medios anticonvectivos ya que la disipacién de calor en el capilér es:
rapida de modo que el voltaje puede ser aumentado para reducir el tlempo de analtsns y

aumentar la resolucidn de los picos.

2.1.2. DETECTORES.

En todas las modalidades de EC los analitos separados se desplazan pasando
por un punto comun donde los detectores son semejantes en diseio y funcion a los de
CLAE, sin embargo se encuentra una gran diferencia en los detectores porque en la EC
cada ion migra a una velocidad geterminada por su movilidac electroforética. Por tanto,
las bandas del analito atraviesan el detector a diferentes velocidades, lo cual hace que
las areas de los picos sean liperamente dependientes de los tiempos de retencion. En

cambio en CLAE todas las espesies pasan 2 traveés del detecstor a la velocidad de la



fase movil y las areas de 10s picos son independientes de los tiempos de retencién,
normalmente esta dependencia del tiempo no tiene importancia practica. Los detectores
de fluorescencia y absorbancia [35), se han empleado ampliamente en la EC, aunque
los dltimos son los mas comunes realizandose de dos formas: -

Deteccidn indirecta: Se ha utilizado el método de deteccidén indirecta de absorbancia
para lograr la di ion de especies, que por su pequefa absortividad molar,
resultan dificiles de detectar sin derivaticacion, esto se logra incorporando un
cromobforo idnico a! tampon de la electroforesis, o cual hace que el detector reciba

una sefhal constante debida a la presencia de esta sustancia. El analito desplaza
algunos de estos iones como en {2 cromatografia de intercambio idnico, de modo
que la sefial detectada desciende cuando una banda del analito atraviesa el
detector.

Deteccidn directa: El método de deteccion directa es el mas comun y se aplica
cuando e! analito por si solo absorbe luz, es decir, el analito es un compuesto

cromoforo.

2.1.3. ELECTROLITO SOPORTE.

La presencia del buffer en el capilar es imponante ya que ademas de amortiguar

el medio hace posible que se lleve a cabo la conductividad eléctrica, a continuacion se
describe los parametros [37], que determinan su eficiencia:

Naturaleza: Los buffer mas usados son: acetato, barbitona, borato, citrato, EDTA,
formiato, fostato, TRIS, donde e! borato es utilizado para separar carbohidratos ya
que forma compiejos con dioles, y como e! buffer es el disolvente de la muestra es
inevitable que haya difusion de la misma.

Concentracisn. A medisa que la concentracion del buffer aumenta, la proporcion de
corriente conducida por €ste (ambién, mientras que la conduccion de corriente por
parte de la muestra disminuye, con lo que se reduce su velocidad de migracion.
Una concentracion alita de buffer provoza un aumenteo en la intensidad de corriente
global y, consecuentemente, la produccion de caior. La concentracion baja del
buffer reduce la corriente global y se traduce en una menor produccion de calor,
pero la difusion y la disminucion de resoiucion resulitantes son mayores. £En otras



palabras al aumentar la concentracion del buffer se dlsmmuye el potencial zeta y
FEO. U

pH: El pH influye notablemente en los compuestos acidos y alcalinos, ya que si este
aumenta el acide se disocia, mientras gue lo contrario ocurre con las bases par Io”
que la velocidad de migracion de ios analitos dependen del pH En las anfolitos se
producen ambos efectos ya que son sustancias que puede aceptar yvdonar la:
misma particula, en este caso un H”, por 13 que la dlrecc:én y. la magnitud de la
migracion de los anfolitos también depende del pH.

Al seleccionar un Buffer debe de considerarse que la sensibilidad de FEO a
valores de pH muy grandes, por lo que un Buffer para uso en EC debe poseer las
siguientes caracteristicas:

« Buena capacidad de amortiguacién en el intervalo seleccionado.
» Baja absorbancia a la longitud de onda de deteccion.
= Baja movilidad, para minimizar la generacion de corriente.
En la Tabla 2 se resume los buffers mas empleados con sus respectivos
intervalos de amortiguamiento y pka's [38).

Tabla 2. Tipos de buffer mas empleados en la EC.

Quimicos intervaio de pka’s Biologicos Intervalo de pka's
amorntiguamiento amorntiguamiento

Citrato 2.08-5.74 3.08, 4.74. 5.40 MES . 1 6.15
Acetato 3.76 - 5.76 4.75 ACES 6.90
Fosfato 1.14 -3, 14/5.20 8.20 2.12, 7.21 12.32 MOPS 7.20
Borato B.14 - 10.% CHES 9.30
TAPS 8.40

EPPS 8.0

TRICINA 7.15 - 9 15 8.15

TRIS 7.30 — .30 8.30

Solventes organicos: El uso de un cosolvente organico en soluciones micelares
(CCME), fue reportado por primera vez por Balchunas y Sepaniak [39], posteriormente
Gorse [40], optimizd la separacion de compuestos muy hidrofobos que eluyen uno muy
cerca del otro. La presencia de un cosolvente organico disminuye el FEO y aumenta la
ventana de elusion, modificandose el potencial zeta y la viscosidad del medio, ganando
resolucion en compuestos muy hidrofobos a expensas de tiempos mas largos de

analisis.



Capitulo 3
GENERALIDADES SOBRE AGROQUIMICOS

3.1. AGROQUIMICOS.

Los agroquimicos son cualguier sustancia o mezcla de sustancias quimicas que
se emplean para controlar plagas y enfermedades asi como para aumentar la
produccion agricola y mejorar ia calidad de cosechas. Los agroquimicos mas conocidos
generalmente son los insecticidas que sirven para combatir insectos, funguicidas para
evitar el desarrollo de hongos, heroicidas para impedir el crecimiento de malas hierbas,
rodenticidas, aplicados contra ratas y roedores, fertilizantes, suministrados a la tierra
para mejorar las propiedades fisicas y quimicas de ios suelos © proporcionar los
principales alimentos de las plantas [41]).

Los agroquimicos con actividad plaguicida tales como ir icidas, funguici o
herbicidas poseen mecanismos de accidn similares, tal es el caso de los inhibidores de
Ia respiracion. Sin embargo Ia selectividad de los plaguicidas se debe en muchos casos
a que actuan sobre procesos biogquimicos especificos de los organismos afectados, por
lo que los mecanismos de accion de los distintos tipos de plaguicidas suelen tener
que hace conveniente estudiarios separadamente por lo que

caracteristi esp
en este trabajo solamente se estudia a siete compuestos con actividad herbicida.

Los herbicidas presentan mecanismos de accion muy variados y algunos actuan
por varias vias simultaneamente o en forma distinta segun la concentracion. En general,
los herbicidas pueden interferir en e! metabolismo energético, en la biosintesis, en el
desarrolio o en la reproduccion, pueden alterar ilas membranas o paredes celulares, o
ser citotdxicos.

Actualmente [42] existe una gran variedad de herbicidas en uso, con un ampiio
intervalo de propiedades fisicoquimicas las cuales determinan su componamiento en
soluciones y su actividad biologiza. El tamafo molecular, ionizacion y volatilidad son
propiedades claves, pero generalmente una o dos de estas tienen influencia dominante,
por lo que los herbicidas pueden ser clasificados en diferentes tipos de acuerdo al
accion i iva y estructura quimica del compuesto usado.

grado de



3.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE HERBICIDAS ANALIZADOS.

En este trabajo de tesis se desarrollaron los métodos experimentales para la
separacion y analisis asl como su preconcentracién en linea de siete herbicidas de los
cuales tres son dinitrofendlicos, dos carbamicos, un ureico y el Gltimo un amidico. A
continuacién se describe las propiedades fisicoquimicas mas Importantes de los
herbicidas analizados [43].

ACETATO DE DINOSEB
o [ Acetato de 2-sec-butil-4, 6-dinitrofenilo, - Aretit.
¢J. ,!l\o Ci2H14N206. P. M. 2B2.25 g/mol. Acsite de color marrén
A ° muy viscoso con olor a vlnagre pumo de fusién 26 - 27
_,< °C: 72 =1.537; su.s ’bllldad e agua es de 1.6 g/l a
20°C; s'alublé:‘en :clororﬁetano, acexonitnlo heptano,

éter, y en todos: los dlsolventes arométlcos presién de

vapor 183 mPa a 60 °C, se hldrallza lenlamente en agua.

DINOBUTON i e .
;‘Carbonalc de (2,4-dinitro-6-sec-butilfenil) isopropil; Acrex,

o~ o
\\
énl‘ N o Dessin, Dinofen!. Ci4H1aN207;, P. M. 326.31 g/mol. Polvo
© * blanco, punto de fusién 59.3 - 60.3 *C, soluble en

'___<D diclorometano, acetonitrilo y en todos los disolventes
aromaticos. Se hidroliza lentamente en agua.

DINOSEB 2-sec-Butil-4,6-dinitrofenol; 4,6-dinitro-2-(1-metilpropil)
o~ o fenol; DNBP. CioH12N20s, P. M. 240.22 g/mol. Cristales
N,- J‘l anaranjados con olor picante, punto de fusién 40.2 - 41.8
= \c' .
o °C, su solubilidad en agua es de 100 mg/l a 25 °C,
soluble en etanol al 95%, éter, heptano, acetonitrilo, y en
H la mayoria de disclventes orgaénicos, presién de vapor de
; 6.7 mPa a 25 °C, pKa = 4.62, en solucién acuosa se

comporta como acido débil.
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CHLORBUFAM N-3-clorofeniicarbamato de sec-butino; Chlorbufame,

) C11H10CINO2, P. M. 223.7 g/mol. Cristales incoloros,
punto de fusion 38 - 40 °C, presion de vapor 2.1

NH mPa a 20°C,  su solubilidad a 20°C: 540mg/l de

}—o agua; 280 g / kg de acetona; 85 g/kg de etanol; 286

o == g/kg de metanol y en la mayoria de disolventes

organicos. Se hidroliza lentamente en agua.

* CARBETAMIDA N-Fenilcarbamato de N-etilpropanamida; N-etil-2 -
n o (fenilcarbomoiloxl) - proplonamida. Ciz2HisN203, P.

\]/ o M. 236.27 g/mol. Cristales incoloros, punto de fusién

©/ [ N/\ 118°C, su solubilidad a 20°C: 3.5 g/l de agua;
soluble en acetona, acekomtrllo, duclorometano.

dimetilformamida, etanol, metanol, y en la mayoria

de disolventes organicos, se hidroliza lentamente en agua. .

PENTANOCHLOR N N-(3-cloro-4-metilfenilo)-2-metilpentanamida.
C1aH1sCINO, P. M. 239.74 g/mol. Cristales incoloros,
Q, punto de fusidn B2 - 86 *C, su solubilidad a 20°C: 8 -
9 mg/l de agua; 460 g/kg de di-isobutilcetona,
NH soluble en acetona, acetonitrilo, diclorometano, y en
la mayoria de disolventes orgdnicos, se hidroliza

< lentamente en agua.
BUTURON 3-{p-Clorofenil)-1-metil-1-sec-butino-urea; Eptapur.

\ C12H13CIN20, P. M. 236.70 g/mol. Cristales , punto
\ de fusidén 147.8 — 148.9; soluble en diclorometano

o acetonitriio y en la mayocria de disclventes
>—
GO—NH

organicos.
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3.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE SU USO.

El consumo de herbicidas es con la finalidad de mantener un control de malezas
en cultivos de maiz, arroz, horializas, sorgo, cafa, fruta citrica, guisantes, etc., sin
embargo, los herbicidas dinitrofendlicos [44], son altamente toxicos para toda forma de
vida; son venenos de contacto que tiene Iz habilidad de penetrar hasta el sitio de accion
de la célula. La toxicidad resulta de su interferencia con la respiracion a causa del
desacoplamiento de la fosforilacidon oxidativa, es decir, se inhibe la sintesis de ATP,
este proceso es comun tanto para las plantas como para los mamiferos, por o que no
debe sorprender que todos los dinitrofenoles tengan un alto gracdo de toxicidad. Ya que
el dinoseb y sus sales (acetato de dinoseb, dinobuton, etc.) son productos quimicos
altamente toxicos para toda forma de vida el Catalogo Especial de Piaguicidas
publicado por la CICOPLAFEST, los cita como plaguicidas cuya importacion,
fabricacion, formulacion, comercializacidn y uso esta prohibido en México [45]. Este
se comerciali 'y en paises Europeos (Espafa, Inglaterra, Alemania,

tipo de plagui
etc.) y en el Caribe {exclusivamente Cuba).

Los herbicidas ureicos, carbamicos y- amidicos [46] son utilizados en diversos
cultivos tales como: citricos, alfatfa, cebolla, ete., su accion se ejerce normalmente por
la absorcion a través de las raices u hojas. La toxicidad resulta de su interferencia en la
reaccion de Hill, por io que al interrumpirse el ciclo de la fotosintesis, cesa la
asimilacion de bidxido de carbono, la formacion de hidratos de carbono y en
consecuencia la planta detiene su crecimiento, sobreviniendo la clorosis™ para
finalmente secarse y morir. Este tipo de plaguicidas se comercializan en diversos
paises tales como Canada, U. S. A., y en la mayoria de los paises Europeos. Su uso en
Meéxico al igual que el de dinitrofenoles esté prohibido.

La razon por la que se permite el uso de herbicidas dinitrofendlicos, carbamicos,
uréicos y amidicos en esos paises es porque su aplicacidn es estrictamente
disciplinaca y supervisada bajo las autoricades correspondientes .

* La reaccion de la fase luminica o reaccion e Hill se llama asi por haber descubierto Hill que el
NADP podia ser substituids por cualguier aceptor de hicrogeno, capaz Oe reducirse y ejemplos
clasicos son que el NADP se susti =] o por quinona.

== Amarillez de la hoja debido a la aestruccion de la cloroﬁla




Cuando el plaguicida se aplica a! cultivo, sufre varios procesos de difusion y
transformacion, como son la volatilizacidn, absorcidn y degradacion biolégica o quimica,
los cuales provocan serios dafios al ambiente (aire, agua y suelo), asi como a lafloray
la fauna. Los dafos ocasionados por el uso de agroquimicos, son irreversibles, se ha
visto con frecuencia la contaminacion de los mantos freaticos y e! suelo, provocando la
eliminacion de organismos benéficos de los ecosistemas naturales, dando pauta al
crecimiento de ciertas plagas, por lo que se genera dependencia en la utlllzacuon de

estos productos. En cuanto a la salud del hombre, se han ionando ir iones,
la muerte por el uso inadecuado en la aplicacion de estos

en algunos casos
agrogquimicos.




Capitulo 4
METODOLOGIA

4.1. MATERIAL Y REACTIVOS.

Todas las mediciones se llevaron acabo con un equipo de electroforesis capilar
P/ACE™ MDQ, Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA), utilizando capilares de silice
fundida de SO uym de diametro interno, 5§1.3 cm de longitud total (40.8 cm long. efectiva).

Entre los reactivos utilizados estan el Dodecil sulfato de sodie (SDS), Bromuro de
cetil trimetil amonio (CTAB), de Sigma-Aldrich (Miéxico), acetato de dinoseb, buturon,
carbetamida, chlorbufam, dinobuton, dinoseb, y pentanochior de Riedel de Haen grado
Pestanal (Munich Alemania), la formulaciéon comercial Acarelte 40-EC con el principio
activo dinobuton de Carmona y Sabido, S. L. (Badajoz, Espafia), el acido bdrico,
clorhidrico y citrico asi como el hidréxido de sodio, tetraborato de sodio, fosfato
monaosodico y acetonitriio fueron adquiridos de J. T. Baker (Xalostoc, Estado de México,
México), las tieras diatomeas fueron obtenidas de yacimientos localizados en el estado
de Chiapas, México. Dichas tierras fueron proporcionadas por la seccion de Quimica
Organica (FES-C, UNAM).
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4.2. ANALISIS Y’SEPARACION DE HERBICIDAS PRESENTES EN DOS MEZCLAS.

Con base a lo anteriormente descrito acerca de la EC, sus variantes y sobre las
propiedades ﬁsicoqu[rﬁicas de los herbicidas estudiados (ver Fig. 8), la separacién de
estos en una'mezcla se realizd utilizando una modalidad de la EC llamada CCME, la
cual es especialmente til en danﬁe se puede separar analitos neutros, debido a la
presencia de micelas en el buffer, aunque también es posible la separacion de analitos
cargados eléctricamente.

Los herbicidas estudiados son moléculas neutras en todo el intervaio de pH en
solucion acuosa exceptuando el Dinoseb que posee propiedades Acido-base con un
vaior de pKa de 4.62, por lo que solo puede existir en forma neutra a pH's menores de
4.62 y comportandose cormo anién a pH's mayores de 4.62. Debido a esto se
selecciono la técnica de CCME para llevar a cabo la separacidén de los herbicidas en
estudio. L E
L.os agroquimicos estudiados fueron‘agrubados en dos familias de acuerdo a las
similitudes que presentan en los grupos funcuonales proponiéndose los siguiente:
Grupo I: herbicidas carbamicos (CErbetamma Ctd y chlorbufam, Cbm), herbicida
uréico (Buturon, Btn) y herbl:nda aml ;:o (Fantanochlor, Pte).

- Grupo Il herbicidas dinitrofendlic: IS (Acetato de dlnoseb AcDs, dlnobuton Dbn.

y dinoseb, Ds).

s (Ctd) . Pentancchior (P16)
Herocicias ael Grupo [T 7 o

Acetato oe (AcDs) On (Dm)-'\ 4 +: . Dinoseb (Ds)
FIGURA E. CLASIFICATION DE HEREI:IDAs ANALIZADOS
31



Para determinar el efects que ejerce el pH, concentracion y naturaleza del buffer,
asi como la concentracisn y tipo de surfactante (SDS)., sobre parémétros
experimentales tales como: Resolucion, Rs, Eficiencia (NUmero de platos tedricos), N, -
en el andlisis de los dos grupos se realizd un disefio experimental tradiciona! de un
factor a un tiempo para liegar asl & Ias condiciones éptimas de andlisis y separacion de
los analitos del Grupo J (Btn, Ctd, Cbm y Ptc) y del Grupo 17 (AcDs, Dbn y Ds)

Procedimiento.

E! precondicionamiento de! capilar se realizé cada inicio de dia lavandolo a 20
psi. con NaOH 0.1 N durante 10 min., seguido de agua deionizada (10 min.) y
finaimente con el buffer de corrida o separacion (10 min.). Las soluciones ‘de los
herbicidas se introdujeron por el extremo anddico del capilar a 0.5 psi. durante 5 s. El
voltaje aplicado en el proceso de separacion fue de 30 KV a polaridad normal. El capilar
fue lavado entre cada analisis con agua desionizada (3 min.), seguido de buffer de
corrida (7 min.) para asi asegurar la reproducibilidad en cada medicidn. Otras
condiciones son descritas en las figuras.

Preparacion de la muestra.

Los analitos (herbicidas) fueron disueltos en una solucion de Acetonitrilo, AcN, al

35 % vlv, como se indica a continuacion, i

- Grupo 1. Herbicidas carbarmicos, uréico y amidico: Se pesd la cantidad de 3.5 mg de
cada uno de los analitos excepto de Cbm del cual se pesd 4.2 mg; se disolvieron por
separado en 1500 ul de AcN de cada solucion se tomd un volurmen de 130 ul, se
mezclaron entre si y se llevaron 2 un volumen tota! de 1500 u! con agua deionizada
(Sol. A). La concentracion final de cada herbicida fue de: 205.22 ppm. Btn; 209.79
ppm. Ctd; 243.53 ppm. Cbm y 208.72 ppm Ptc.

- Grupo 11. Herbicidas dinitrofendlicos: Se pesé la cantidad de 6.8 mg de cada uno de
ios analitos y se disolvieron por separado en 1500 ul de AcN, de cada solucion se
tomo un volumen de 175 ul, se mezclaron entre si y se llevod a un volumen total de
1500 pt con agua deionizaaa (Sol. B), la concentracidn final de cada herbicida fue de:
Ds 532.68 ppm., Dbn 525.48 ppm. y AcDs 523.07 ppm.



4.3. PRECONCENTRACION EN LINEA CON MIGRACION INVERSA DE MICELAS
- MEDIANTE CROMATOGRAFIA CAPILAR MICELAR ELECTROCINETICA (PLMIM-
CCME) DE LOS HERBICIDAS ESTUDIADOS.

La PLMIM-CCME de analitos neutros es un proceso totalmente cromatografico
ya que al realizarse bajo la supresion del FEO (pHs acidos), con surfactantes anidnicos
(principalmente SDS) y voltaje a polaridad inversa depende de la interaccion analito-
micela. Su objetivo es disminuir los Limites de Deteccidén, LD's, por lo que |a
preconcentracidn de los herbicidas (Fig. 8) se realizdé mediante esta técnica ya que
todos los analitos a pH's acidos son neutros.

Para determinar e! efecto que ejerce la naturaleza de la matriz asi como el
tiempo de introduccion de muestra en la PLMIM-CCME de los herbicidas se realizé un
estudio en términos de altura y forma de picos, mediante un disefio experimental de un
factor a un tiempo, evaluandose el tiempo de introduccion de muestra y la naturaleza de
la matriz, para llegar asi a la obtencion de las condiciones Optimas de PLMIM-CCME
para los analitos del Grupo 7 y Grupo I1. Los LD's bajo condiciones normales (mismas
condiciones de PLMIM-CCME exceptuando el tiempo de introduccidn de muestra) y de
PLMIM-CCME para cada grupo de herbicidas se determinaron mediante una curva de
calibracién, teniendo en cuenta la razon S/N = 3 (sefal / ruido).

Procedimiento.

E! Precondicionamiento del capilar es el mismo que fue descrito anteriormente
{ver seccion 4.2). Los analitos (herbicidas) fueron preparados en matrices de baja
conductividad y se introdujeron por el extremo catodico del capilar mediante presion
hidrodinamica a 0.5 psi., y tiempos de introduccion variable, y al término de introduccion
de muestra se aplico voltaje a polaridad inversa. Del mismo modo el capilar fue lavado
entre cada analisis con agua deionizada (3 min.), seguido de buffer de corrida (7 min.),
para asi asegurar la reproducibilidad en cada medicidon., Otras condiciones descritas en
las figuras.

Preparacion de muestras.

La preparacion de las muestras consistid en hacer soluciones de
concentraciones mas diluidas a partir de la Sol. A y Sol. B {(ver detalles de preparacion
de soluciones en ta Tabla 5).

w
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4.4, EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

La extracclén en fase séllda se raall26 uullzando cartuchos Sep-pak Cis debido a
| procedlmlemo que se slguié para realizar la

la naturaleza hidréfoba de los anamos
EFS fue el siguiente: ) :
Precondicionamiento del cartucho (elapa de acuvaclén y enjuague): Primeramente
se activo el cartucho con 5 ml de metanol (MeOH) aun flujo de 2 ml/min. seguido del
enjuague a la misma velocidad de ﬂu]o (2 mi/min. ). ccn 5 ml de agua deionizada.
Extraccién de analitos: En un cartucho precondiclonado se eluyé a través de él 1a
solucién de interés cuyo volumen en todos Ios casos fue de 50 ml; aun flujo de 1
mifmin., seguida de 5 ml de agua de ¥ uj de 2 rnllmin.. finalimente se
dejé secar y reposar durante 5 rnln. :

la:m estra;:sel realizé utilizando

como disolvente organico 1 ml de Acetonnnlo (AcN), dny ﬂt.ijo de 0.5 ml/min.
Todas las soluciones del Grupo I y.al Grupo b1 ((ablas 10 y 12 respectivamente),

llevaron el mismo tratamiento,

Preparacién de muestras.

A partir de la Sol. A y Sol. B se prepararon dos soluciones (Sol. A1 y Sol. B1), de
10 ml diluidas a una razén de 1:10; a partir de ellas se prepararon soluciones de
concentraciones mas bajas, siendo A3, A4, A5 y AB para los herbicidas del Grupo I y
82, B3, B4 y B5 para los herbicidas del Grupo II (ver detalles de preparacién de
soluciones en las Tablas 10 y 12 respectivamente).

4.5. COMBINACION DE LA EFS CON LA PLMIM-CCME.

A los extractos provenientes de la EFS de las soluciones de los Herbicidas del
Grupo I y Grupo II se les aplicd el método de PLMIM-CCME, (previa optimizacion de
todas las variables analizadas), segun sea el caso.

4.6. ANALISIS DE UN AGROQUIMICO DINITROFENOLICO PRESENTE EN UNA

FORMULACION COMERCIAL.
El método analitico de separacién simultanea y preconcentracion en linea de los

herbicidas del Grupo 11 (previa optimizacion de todas las variables analizadas), fueron
aplicados para determinar cualitativamente la presencia de un herbicida dinitrofendlico
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(Dbn) presente al 40 % p/v, en una formulacidn de origen comercial de nombre
ACARELTE 40 EC Tamblén. el método de separacion simultanea fue aplicado al
extracto de tlerras dia(omeas fortificadas con dicho producto.

Preparaclén de muestra. B
La preparacaén de Ia muestra se realizd de acuerdo a lo siguiente:

a) Se prepars una solucién de 25 ml con una concentracién de 400 ppm. Del
principio activo Din’obutbn'(Dbn), presente en la solucidn del producto comercial
Acarelte 40-EC al 40 % pIvV; dlsolvnendo 25 mg de la solucién Acarelte 40-EC (la
razén -por la cual se tomd: unidades de masa y no de 'velumen es porque la
solucién es muy viscosa), en 8.75 ml AcN llevandola a un volumen total de 25 mt
con agua deionizada la cual se etiquetd con el nombre ACA-40A.

b) La solucién que se empled para la fortificacion de las tierras diatomeas con el
herbicida Acarelte 40-EC se preparé disolviendo 25 mg de la solucién Acarelte
40-EC en 5 ml AcN, para obtener una concentracién 2000 ppm. de Dbn, dicha
solucidn se etiquetd con el nombre ACA-408.

c) A partir de la solucién ACA-40A, se prepard una solucion de 25 ml (ACA-40C) y
una solucidon de 50 ml (ACA-40E), ambas a una concentracién de 8 ppm.

Procedimiento de fortificacién de tierras diatomeas.
a) Se pesd 1 g de tierras diatomeas en un vaso de precipitado de 50 ml y se
extendid en el fondo del mismo.
b) Se vertid en el vaso de precipitado que contenia las tierras diatomeas la solucién
ACA-40B.
c) Se tapd con un papel filtro y se dejé en reposo durante 20 min. para que se
evaporara el exceso de disolvente.

Procedimiento de extraccién del Dbn.
a) Se puso una barra magnética al vaso que contenia las tierras diatomeas
fortificadas, una vez concluido el tiempo de reposo.
b) Se vertieron 10 ml de AcN y se agité el contenido del vaso en un agitador
magnético durante un periodo de 15 min.
¢) Se filtrd el extracto en un matraz Kitazato,
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d) El extractante se trasvast a un matraz volumeétrico de 25 ml llevandolo al aforo
con agua deionizada, esta solucion se etiquetd con el nombre de ACA-40D,

Para determinar e! porcentaje de recuperacion de la sol. ACA-40D se procedit a
medirla al igual que la sol. ACA<4DA en el equipo de Electroforesis Capilar,
donde esta Ultima es del valor de concentracion esperada en la° solucidn ACA-
40D, suponiendo un 100% de recuperacion en la extraccion,

f) Finalmente, se midié en el equipo de Electroforesis la solucién ACA-40C con el

método de PLMIM-CCME para el Grupeo O (herbicidas dinitrofenolicos).

e

~

Procedimiento de la PLMIM-CCME combinada con al EFS para el anaiisis del
agroquimico comercial.

a) Este procedimiento se llevo a cabo conforme fue indicado anteriormente (seccidn
4.4 y 4,5), la muestra que fue eluida a través del cartucho Cys fue ACA-40E; y el
extracto obtenido (ACA-40F), que fue analizado con e! método optimizado de la
PLMIM-CCME para herbicidas del Grupo II.
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Capitulo 5
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los primeros experimentos se realizaron a un pH ligeramente aicalino con
un valor de 8.5, utilizandose boratos como buffer a una concentracion 20 miv, con
la adicion de 25 mM SDS. de esta forrma se asegura que el FEO sea alto y se
propicia la formacion de micelas y cuando estas interactdan con los analitos la
particion diferencial entre la fase pseudoestacionaria (micela) y la fase movil
(bufier), mas el fenomeno electroforéetico lleva a cabo la separacion de los solutos
y por ende su deteccion. Estos experimentos se llevaron a cabo empleando un
delector de arreglo de diodos se obtuvieron los espectros de absorcion de los
herbicidas estudiados y usando el equipo de EC se determind la longitud maxima

de onda de absorcion. (J.max). Fig. 8.

-8 Dinobuton €0
Acetaio de Dinosen —A-Camelamias  —— Buturon

———Dincse
- C —8-

190 210 T30 Am 250 270

180 210 230 am 250 270 290

FiGura 9. ESPECTROS DE AESORCION DE HERBICIDAS ESTUDIADOS
En los analisis subsecuentes la deleccion se lievo a cabo con un
espectrofotometro UV-Vis, 2 una longitud de 7 fija de 214 nm ya que a un valor
menor el electrolito soporte contribuye considerablemente a la absorcion
ongmando una linea base con mayor ruido (electrofierogramas no Mostrados). y a
una ;. mayor la absorcion de l0s analitos decrece considerablemente.
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§.1. HERBICIDAS DEL GRUPO 1 (HERBICIDAS CARBAMICOS, UREICO Y AMIDICO).

5.1.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SDS.
Siendo que los herbicidas del Grupo I son neutros en toda la escala de pH, el factor
mas importante es la concentraciéon de! surfactante SDS por Io que se evalud el efecto que

ejerce su concentracion encontrandose lo siguiente, Fig. 10:
oz -
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1 A) 16 mM B) 25 mM 3
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E- IS . f N o fee O
P 1 2 a A s s 7 o ) I= s ®
0005 4 tmrmpo () ~0.005 4 : v
62 ¢ 3 ooz
1C) 40 mM D) 55 mM
o [ 4 oo
.0t - o.m
] iy
0.005 0.005
i .
E- I —
o 1 % 3 - 5 1 e
-0.005 4 terpo (mn)
oo -
E) 70 mM
o015
.01 -
0.005 -
3 1
o
= [} 1 ‘g’ 7
+0.005 ~ teermpo (o)

Ficura 10. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR LA INFLUENCIA DE LA
CONCENTRACION DE SDS EN LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 1.
Condiciones: Capitar de silice fundiga de 50 um D. L., long. 10tal 52.7 cm, long. =lec1|va 41.8cm,
25 mM de buffer de boratos; pH B.5; mas la icion oe e SDS,30 kV
vohaje aplicago a polangad normal, 20 *C, deteccién a 214 nm. Siendo Ctd (1), Bm (”). Cobm (3),

Pic (4).
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De acuerdo con la Fig. 10. se observa que efectivamsnte 1a concentraclén de SDS
afecta significativamente la forma'y attura de los picos asi como el grado de separ ‘c:én de:
los analitos, encontrandose que existe una mejora consnderable en la forma y al de los.
picos a un valor de 40 mM de SDS. Por otro lado a valores de 25 vy 40,mM ;de SDS se -
aprecia un mayor grado de separac:on comparado con Ios demés experimentos eahzados

de los picos en funcuén de la concentracnsn c
figura esta referida a.los anahtos Ptc vic
comparado con Ctd y Btn .

FiGura 11. GRAFICAS DEL ANALISIS ! DE! EFECT DE LA CONCENTRACION DEL SDS SOBRE LA
RESOLUCION Y.El clENclA DE LOS HERB!CIDAS DEL GRUPO 1. Mismas condiciones de la
Fig. 10

En la Fig. 11-A podemos observaé que Ia R: para Ptc y Cbm disminuye a
concentraciones mayores de SDS. Por otro parte, examinando la Fig. 11-B se observa que
la eficiencia de los picos de Ptc, Cbm y Btn (40251, 45850 y 43107 respectivamente), es
maxima a una concentracidn de 40 miM de SDS mientras que para Ctd su valor de
eficiencia maximo se z2lcanza a una concentracion de 25 mM de SDS y a partir de ese valor
no existe un cambio significativo, por 1o que el valor de 40 mM de SDS se considera como
optimo, ademas de que la resolucion para Ptc y Cbm a ese valor de concentracion es alta

(2.21),.
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5.1.2, Erscro DE LA CONCENTRACION DE ELECTROLITO SOPDRTE.
‘(40 mM), se procedid a evaluar el

Una vez cphmlzada Ia concentra |én de st
efecto que ejBI’CE 1a concentraclén de! buffer (electro i o soporle). sobre la separacién de los

analitos, Fig.’ 12.
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Ficura 12, ELECTROFEROGRAMAS - OBTENIDOS - AL EVALUAR. LA INFLUENCIA DE
CONCENTRACION DE ELECTROLITO SOPORTE EN LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS
DEL GRUPO 1. Mismas condiciones de |a Fig. 10 excepto que se fijo {a concentracion de SDS a
40 mM, oe Siendo Ctd (1), Btn (2). Cdm (3), Plc (4).

Como se observa en la Fig. 12. a mayor concentracion de buffer los picos son mas
altos y delgados, sin embargo, el tiempo de analisis se vuelve mas extenso conformne se
aumenta su valor.

En cuanto a la resolucidon y eficiencia de los picos, Fig. 13, tenemos gue la Rs de
Pic y Cbm aumenta a concentraciones mayores de electrolito soporte (ver Fig. 13-A),
encontrandose que Ia mayor Rs (5.71) fue a una concentracion de 75 mM de buffer. Donde
12 Rs en esta figura esta referida a los analitos Pic y Cbm.
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FiGURA 13. GRAFICAS DEL ANALISIS DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ELECTROUITO
SOPORTE SOBRE LA RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 11,

Mismas condiciones de la Fig. 12
La misma tendencia se observa para la eficiencia de los picos (Fig. 13-B), en donde
la mayor eficiencia para los cuatro analitos es 2 una concentracion de 75 mM de buffer, lo
cual se debe a la disminucidn de 12 velocicad de migracion y difusion que experimentan los
analitos al aumentar la fuerza idnica del buffer.,

. La concentracién de electrolito sopone sobre la eficiencia de Ctd es un parametro de
muy poca influencia (ver Fig. 13-B), ya que su modificacion no provoca un cambio
significativo en la eficiencia obtenida del pizo para este componente.

No se realizaron mas experimentos a concentracion mayor a 100 mM, ya que
empieza a decrecer la resolucion y eficiencia, debido al calor de Joule generado al

aumentar la fuerza ionica del buffer.
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5.1.3. EFECTO DEL pH DEL BUFFER.

Una vez ya optimizadas las concentraciones de surfactante y buffer (40 mM y 75 mM
respectivemeh(e). obtenidas en los apartados anteriores se procedid a evaluar el efecto que
ejerce el pH del buffer sobre la forma y altura de los picos asl como en el tiempo de andlisis
en la separacién. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Fig. 14.

0.02 Pt o N 3
A) pH 8.0 B) pH 8.5
0.01s SR aots 4
0.01 : : : 3, . “ o1 : - 2
0.005 i -1 L
£ o) i
y 3 .3 4 s ]
-0.005 J <7 tiampa {min)
0.02 4
) pH 9.0 3
oo1s .
0o 2o
1 2
0.005
2 A
- o o~
1 2V g J 1 s 7 ° "
-0.005 T (min) -0.008 Timmpo (erin)

FIGURA 14. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR EL EFECTO DEL pH SOBRE EN LA
SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 1. Mismas condiciones de la Fig. 12, excepto
que se fijo la concentracién de SDS y de electrolilo soporie a 40 mM y 75 mM respectivamente,
varidndose el pH del buffer. Siendo Ctd (1), Btn (2), Cbm (3), Pic (4).

El intervalo de pH's evaluados estan en el rango basico, por lo que los experimentos
se llevaron a cabo bajo la presencia de FEO alto, es decir, la deteccidn de los analitos se
realizé a polaridad normal, (anodo al sitio de inyeccién). En la Fig. 14, se muestra la
influencia que resulta de modificar el pH del buffer sobre la separacion de los herbicidas del
Grupo 1, encontrandose que a valores de pH = 8.5 se logra una mejora considerable en la
altura y forma de los picos comparados con los obtenidos a pH 8.0; sin embargo, conforme
se aumenta el pH el tiempo de analisis se incrementa en forma considerable (Fig. 14-D).
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Como se muestra en Ios grét'cos de la Fig. 15 la resolucion y eficiencia de los picos,
tenemos que: Ia '‘Rs de Pte v. Cbm aumenta a pH's = B 5 (ver Flg. 15-A), donde la Rs
observada esta referlda a Ios analitos Ptcy Cbm.

8 8.5 pH ° 0.5

[&Y)

FIGURA 15. GRAFICAS DEL ANALISIS DEL EFECTO DE LA CONCENTRAdIQ DEL ELECTﬁO‘LITO '
SOPORTE SOBRE LA RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 1.
Mismas condiciones de la Fig. 14 R : : )

Mientras que en la Fig. 15-B se aprecia que la eﬂclencla llega a'un valor méximo para
todos los analitos a pH 8.5 y a pH's mayores ya no cambia en forma significativa. Mientras
que en el grafico de la Fig. 15-A la resolucién aumenta a pH's mayores, por lo que se
decide tomar como pH &ptimo el valor de 8.5; y aslf no sacrificar en un mayor tiempo de
andlisis; obteniéndose a ese valor una Rs para Ptc y Cbm muy alta (5.71) lo cual indica que
han sido satisfactoriamente separados.

5.1.4. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL EL ECTROLITO SOPORTE.
Para determinar la influencia que ejerce la naturaleza del electrolito soporte sobre la

resolucidn y eficiencia de los picos en el analisis de los herbicidas del Grupo 1, se realizé a
una concentracion de 75 mM de buffer el cual se modifico en cada andlisls, Fig. 16.
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FIGURA 16. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCE LA
TURA! - DE| ELECTROLITO SOPORTE SO LA SEPARACION DE  LOS
HERBICIDAS DEL GRUPO 1. Mismas condiciones de la Flg 16 excepto que se fijo el pH a 8.5;
ta I del puffer. Siendo £id (1), Btn (2). Cbm (3), Pic (4).

Analizando los electroferogramas de la Fig. 16, se encuentra que la altura y forma de
los picos no cambia significativamente al modificar la naturaleza del electrolito soporte, sin
embargo, el tiempo de analisis obtenido al emplear MOPS comparado con el CHES o

Boratos es mucho mas extenso.
El efecto que ejerce la naturaleza del buffer sobre la resolucidon y eficiencia de los

picos se ilustra en jos graficos de la Fig. 17, donde la resolucion esta referida a los analitos

Ptcy Cbm.

BORATOS
® Carbetarmiga 8 Buturon & Chlarbufam B Pentanochior

A) (B)
FIGURA 17. GRAFICAS DEL ANALISIS DEL EFECTO DE LA NATURALEZA DEL ELECTROLITO SOPORTE
OBRE L4 RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS PICOS DEL GRUPO 1. Mismas condiciones

de ia Fig. 16

Observando la Fig. 17-A podemos irferir que la R, para el Ptc y Cbm es mucho
mayor cuando se usa bufier de MOPS que cuando se usa CHES o BORATOS, sin
embargo, al examinar 1a Fig. 17-B, se encuentra que la eficiencia de todos l0s analitos

aa
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obtenida usando buffer de CHES © BORATOS son muy similares e incluso y I;geramente
mayores usando buffer ‘de BORATOS que usando buffer de CHES, Mlentras tan(o con el
buffer de MOF'S sucede todo lo contrario las eficiencias son de valores: muy pequehos
comparados conlos obtenidos con buffer de CHES o BORATOS. De’ acuerdo con lo
anterior se ehge como naturaleza Optima del buffer al BORATOS ademés de que presenta
buena capacidad de amortiguamiento en el intervalo de pH selecclonado ba;a absorbancia
ala Iongilud de onda de deteccion (214 nm), es econdmico y comun, '

5.1.5. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL SURFACTANTE

Fmalmente se evalud la influencia que ejerce la naturaleza del surfactante sobre la
separacion, mediante mediciones con dos surfactantes de diferente polaridad, es decir, se
empleo un surfactante anidnico (SDS) y un cationico (CTAB), F-g. 18,

Y.~ 2% A) SDS 3 007 -
! 4 i B) CTAB
0.015 0.015 {
oot J] 2 001 5
0.005 -i } 0.005 ,:
£ o- — A - 0 s
[ 1 2! 3 - s [ 7 ' 1 2 3 a
.0.005 - terpa (rrwm) -0.005 - tierrpo (mn)

E - LA

' NATURALEZA DEL SURFACTANTE SOBRE LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL
GRUPO Il. Mismas condiciones de Ia Fig. 16 excepto que se fijo la naturaleza del electrolito
1a a 40

Figura 18. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR EL EFECTO QUE EJERC

soporne (buffer de boratos), S& vano la naturaleca del sur
mM: A) 30 kV, polaricad normal; B) 30 kV polaridad inversa. Siengo Cid (1), Btn {(2), Cbm (3), Pic

-

Al modificar naturaleza del suriactante se encontré que la altura y forma son muy
similares, sin embargo, al usar CTAB (Fig. 18-B) como {ase pseudoestacionaria no se logré
una total separacion de los picos, ademas de que se cambia el orden de elucion de los
herbicidas lo cual se debe a2 las diferentes interacciones que exhibe el analito entre la

micela y buffer.
El efecto que ejerce la naturale=a del surfactante sobre la resolucidn y eficiencia de

los picos se aprecia con mayor claridad enla Fig. 18, donde la resoiucion esta referida a los
analitos Ptc - Cbm y Cid — Bn.
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FIGURA 19. GRAFICAS( D)EL ANALISIS DEL EFECTO QUE EJERCE LA NATURI:S;ZA DEL SURFACTANTE
SOBRE LA RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS PICOS DEL GRUPO I. Mismas condiciones

de la Fig. 18 .

Notese que se modifico la polaridad del voltaje de normal a inversa, esto se debio
por usar un surfactante (CTAB), el cual posee carga positiva, es decir, carga contraria a los
grupos silanol, y al ocurrir la interaccion entre ambos se compensa eléctricamente la mayor
parte de las cargas negativas de los grupos silanol, por tanto, los contraiones del buffer no
crean la doble capa sobre la superficie interna del capilar, esto trae como consecuencia que
al aplicar la diferencia de potencial no exista o disminuya notablemente el FEO ya que no
hay una capa de contraiones que se desplace en direccién al catodo, esto solo sucederia si
la concentracién del CTAB estuviera por debajo de su CMC, (ver Fig. 20).

Detector

FIGURA 20. REPRESENTACION OE LA SUPRESION DEL FEO.

Sin embargo, al haber empleado el CTAB a una concentracion por encima de su
CMC, se forma una segunda capa de éste por interaccion de la porciones hidrofobas entre
las moléculas de surfactante adheridas directamente a |la superficie del capilar, con las
cadenas hidrofébicas de las moléculas de la segunda capa. Esto trae como consecuencia
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que las cargas positivas de las moléculas de la segunda capa del CTAB queden expuestas

el entorno acuoso y por tanto favorezcan la formacién de una capa de contraiones

provenientes del buffer que en este caso estara conformada por aniones, teniendo como

resultado una inversién del FEO al momento de aplicar una diferencia de potenciaf, Fig. 21. .
Detector

FIGURA 21. INVERSION DEL FEO POR USAR UN SURFACTANTE CATIONICO

Dicha inversion deja de ser problema cambiando el sentido de la polaridad en el

voltaje de separacion, es decir, de ser normal a inversa (ver Fig. 22).
Dctector

Observando la Fig. 19-A podemos apreciar que la R, para el Ptc- Cbm y Ctd-Btn es
mucho mayor cuando se emplea como fase pseudoestacionaria el SDS (surfactante
anidnico) que cuando se usa CTAB (surfactante catidnico), con el uso de este tltimo no se
alcanzan a resolver o separar los analitos. Por otra parte, analizando !a Fig. 19-B, se
observa que las eficiencia obtenidas de todos los analitos usando SDS alcanza valores muy
grandes en comparacidn con [os que se obtienen usando CTAB como fase

pseudoestacionaria.
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En base a los resultados obtenidos y andlisis de los mismos se encontrd que las
condiciones éptimas para realizar la separacion de los cdatro\herbic"lydas' del Grupb I(Btn,
Cbm, Ctd y Ptc) mediante CCME son las que se resumen en la Tabla 3, asi como los
limites de deteccion, LD's, encontrados para cada uno de los analitos bajo dichas
condiciones.

TABLA 3. CONDICIONES OPTIMAS PARA REALIZAR LA SEPARACION DE HERBICIDAS DEL GRUPO 1
Tipo de Capitar Capilar de Silice fundida de 50 um D. /.

Longitud total del capilar 52.7cm
Longitud efectiva del capilar 41.8cm
Longitud de onda 214 nm
Voltaje aplicado 30 kV
Polaridad del voltaje aplicado Normgl
20°

Temperatura de separacion (°C)

Naturaiezxa, concentracion y pH del buffer 75 mM de buffer de boratos, pH 8.5
S

40 mM de SD

Naturaleza y concentracion del surfactante

Herbicidas del Grupo 1 LD's (ppm.)
Buturon 7.62
Carbetamida 9.02
Chlorbutam 10.51
Pentanochior 7.67
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5.2. HERBICIDAS DEL GRUPO I (HERBICIDAS DINITROFENOLICOS).

5.2.1. EFECTODE LA coﬁcéhuqnon DE SURFACTANTE .

Teniendo en cuenta que dos Herbicidas del Grupo II (AcDs y Dbn) son neutros en
toda la escala de pH, y el olro (Ds). posee un pka de 4.62 se decidid utilizar la CCME como
técnica analmce ya'que por esta modahdad pueden ser separados analitos- neutros y
cargados, asi que el factor mas imponante es la concentracién del SDS por.lo que se
determind el efecto que e,erce ‘su con"entramon. encontrandose lo siguiente, Fig. 23,

0.012 -,

0912 14) 16 mM B) 25 mM

0.004

~D.004 - erroo {mn)

FiGurs 23. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS Al EVALUAR EL EFECTO DE LA CONCENTRACION
DE SDS EN LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 11. Condiciones: Capitar de
silice fundida ge 50 um D. L, long total 52.7 cm, long. efecliva 41.8 cm, 20 mM de butfer de
boratos (pH B.5); mas la de SDS, 30 kV, polandad normal,
20 *C. deteccidn a 214 nm. Slendo Ds (1). AcDs (2), Dbn (3).
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De acuerdo con la Fig. 23. se aprecia que ciertamente la cohcenfracic'm de SDS
afecta representativamente la forma, altura de los picos asi como la separaclon de los
analitos, encontrandose que existe una mejora cons:derable en Ia forrna y altura de los
picos a un valor de 25 mM de SDS mientras que a un valcr de 25 y: ‘O rnM se aprecla que

figura esta referida a los analitos AcDs y Dbn.
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FIGURA 24. GRAFICAS DEL ANALISIS DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DE SDS SOBRE LA
RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO I1. Mismas condiciones que

en la Fig. 23.

En la Fig. 24-A podemos observar que la R; entre AcDs y Dbn aumenta a
concentraciones menores de SDS. Por otre 1ado, analizando la Fig. 24-B se aprecia con
claridad que la eficiencia de los picos de Dbn y AcDs es maxima a una concentracion de 25
mM de SDS (47770 y 38273 respectivamente), mientras que para Ds es a 55 mM de SDS
(aprox. 50000). De acuerdo a lo anterior a una concentracion de 25 mM de SDS se
abtienen picos con una buena resoiucion (4.3) con una atta eficiencia para los 3 casas por
lo que la consideramos como gptima. A una concentraciéon de 25 mM de SDS aseguramos
también un aumento en la solubilidad de los analitos y por ende un aumento en la
absorbancia observada, ya que su solubilidad en el bufier de boratos es muy pequena.
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5.2.2. EFECTO DEL pH DEL ELECTROLITO SOPORTE. .

Una vez optimizada la concentracu:‘)n del SDS (25 mM), se procedié a evaluar la
mfluencna del pH del electrolito soporte sobre la separacnun de los anahtos encontrandose lo
siguiente, Fig. 25.
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FIGURA 25. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS Al EVALUAR LA |NFLUENC|A DEL PH EN LA
SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO I1. Mismas que condiciones que ta Fig. 20
ion de SDS se fijo a 25 MM y que se vario el pH del butfer. Siendo Ds

que la
{1). AcDs {2). Dbn (3).

Los pH's evaluados estan en el rangd basico, ya que para llevar a cabo 1a deteccion
(2 polaridad normal) de los analitos que viajan a2 contra corriente junto con la ricela, es
necesaria la presencia de un FEO alto. En la Fig. 25, se muestra que el efecto que ejerce el
pH del butfer sobre la separacion de los herbicidas del Grupo 11 es que a un pH de 8.5 se
jogra unz mejora considerable en la altura y forma de los picos, es decir, los picos son mas
altos, delgados y mas simetricos comparados cor 10S obtenidos a otros valores ae pH.

En cuanto a la resolucion y eficiencia se refiere tenemos que el pH es un parametro
con muy poca influencia considerando Que no existe un cambio significativo en la
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resolucién cbtenida en el lnteryalo de pH's evaluado (ver Fig. 26-A). Donde la Rs en esta
figura esla referida a Ios analltos Ach y Dbn.

Rs

O NUWABO

N
»
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FIGURA 28. GRAFICAs DE LA INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA RESOLUCléN Y EFICIENCIA DE LOS
HERBIC!DAS DEL GRUPO II. Mismas condiciones de la Fig. 25. ;

Por otr: pane en la Fig. 26-B se aprecia existe un minimo en la eficiencia a pH 8
“ofros valores aumenta. De la Fig. 25-C se observa un méximo en la
absorbancia ‘de AcDs y Dbn a pH 8.5 comparado con otros valores de pH, lo cual nos
beneficia en términos de la obtencisn de menores limites de deteccién de los analitos, por
Io que lo seleccionamos como 6ptimo, a pesar de que a pH 9 se obtiene una mayor

eficiencia pero ‘eon una menor absorbancia.
5.2.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ELECTROLITO SOPORTE.

Una vez optimizada la concentracidn del surfactante asi como el pH del buffer (25
mM y 8.5 respectivamente), se procedid a evaluar el efecto que induce la concentracion del
electrolito soporte sobre la separacidn de los analitos, Fig. 27. encontrandose que:
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FIGURA 27. ELECTROFEROGRAMAS DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ELECTROLITO
SOPORTE EN LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 11. Mismas condiciones de
la Fig. 20 excepto que se ﬂ]aron la concentracién de SDS y pH a 25 mM y 8.5 respectivamente,
varidndose la de Siendo Ds (1), AcDs (2), Dbn (3).

En cuanto a la resolucién de AcDs y Dbn se refiere esta aumenta a concentraciones
mayores de electrolito soporte (Fig. 28-A), la misma tendencia se observa para la eficiencia
de los tres analitos (Fig. 28-B), esto se debe en gran parte a que conforme la fuerza iénica
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FIGURA 28. GRAFICAS DEL:ANALISIS DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ELECTROLITO
SOPORTE SOBRE LA RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO II.
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del buffer aumenta, la proporcion de corriente conducida por éste crece y la participacion de
la muestra en dicha conduccion de corriente disminuye, con lo que se reduce la velocidad
de migracidn y por ende la difusidn del analito por lo: que’ la resolucidn y eficiencia
aumentan, por lo tanto se decide tomar como concentracion dptima del electrolito soporte el
valor de 100 mM, no se realizaron experimentios a mayor concentracidén deil electrolito
soporte pues incrementa la intensidad global de corriente y consecuentemente la
produccion de calor, favoreciéndose la dispersion de los picos.

5.2.4. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL ELECTROLITO SOPORTE.

Consecuentemente se determino la influencia que ejerce la naturaleza del electrolito
soporte sobre la separacion de los herbicidas, Fig. 29; obteniéndose lo siguiente:

0.012 1 0012
A) Boratos 2 3 B) MOPS
0.008 1 0.008
|
K 0.004 2
I Iu—-.-—-——\/v—A._L_
o - °
© 1 2 ‘ 3 - H [ 7. [ 1 2u 3 4 5 (] 7
0.00¢ J tempo () -a.omJ verrpo ()
0012 - . : ez
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! .2 N
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0004 - -0004 ¢ terrpo (mn)

Figura 29. ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCE LA
NATURALEZA DEL BUFFER EN LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO IL.
Mismas condiciones de la Fig. 24 excepto que se fijo 1a soporie a 100

mM T la dei ito soporne (buffer). Siendo Ds {1). AcDs (2), Dbn (3).
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Analizando los electroferogramas de la Fig. 29. se encuentra que la altura y forma de
ios picos cambia significativamente al modificar la naturaleza del electroll!o soportE.
observandose que los picos mas altos, delgados y simemcos son los obtemdos al emplear
Boratos como buffer, ademas de que al usar MOPS el AcDs y Dbn no son separados.

El efecto que ejerce la naturaleza del buffer sobre la resolucién para el AcDs y Dbn
io podemos observar en la Fig. 30-A, en la que se rmuestra que la R, es mucho mayor
cuando se usa buffer de Boratos que cuando se usa CHES o MOPS, mientras que al usar
BTP la resolucion para el AcDs y Dbn se abate.
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FIGURA 30. GRAFICAS DEL ANALISIS DEL EFECTO QUE EJERCE LA NATURALEZA DEL ELECTROLITO
SOPORTE SOBRE LA RESDOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS PICOS DEL GRUPO II. Mismas
condiciones de la Fig. 29

Por otra parte, examinando la Fig. 30-B, se observa que la eficiencia de todos los
analitos obtenida usando buffer BORATOS son muy Similares entre ellas, lo cual no ocurre
al usar CHES o MOPS ya que al usar CHES se observa una disminucion en la eficiencia
para Ds, comparacda con la obtenida al usar buffer de Boratos © MOPS; con el buffer MOPS
sucede lo mismo para AcDs y Dbn obteniéndose eficiencias de valores pequehnos
comparados con los obtenidas al usar CHES o MOPS. Mientras tanto con e! buffer de BTP
la eficiencia para todos los analitos es minima en comparacion con los demas buffer.

Todo lo anterior pone de manifiesto que la naturaieca optima del butfer para este
sistemna es BORATQOS, ademas de que presenta buena capacidad de amortiguamiento en
el intervalo de pH seleccionado, baja absorbancia a2 la longitud de onda de deteccion (214
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5.2.5. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL SURFACTACTE.

Finalmente se determino el efecto que ejerce la naturaleza del surfactante sobre la
altura, forma y separacion de los analitos, encontrandose lo siguiente, Fig. 31,

00121 .y sps 1 s 0.012 4 1
) 3 | B) CTAB
0.008 - 0.008
J 2
0.004 l ©.004 3
EPY: ° )
< 1 2 ' 3 < -1 L3 7 8 -] 1 # 3 - 5 L]
-0.004 J tmnpo (rn) -0.004 -l bermpo (nwn)

FIGURA 31, ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS AL EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCE LA
NATURALEZA DEL SURFACTANTE SOBRE LA SEPARACION DE LOS HERBICIDAS DEL

GRUPO 0. de la qua se fijo la del

{butfer de boratos), se vario la del 1a a 25 mM, A)
voltaje aplicado 30 kV a polaridad normal; B) vonaje -30kV a Siendo
Ds (1), AcDs (2), Dbn (3).

La causa por la que se cambio el sentido de la polaridad a! realizar 1a deteccidn
cuando se empleo el CTAB es para movilizar el FEO invertido hacia el detector (ver Fig.
21).

Para decidir la naturaleza surfactante (fase pseudoestacionaria) mas adecuada para
llevar a cabo la optimizacion del método fue la forma y altura de los picos obtenidos durante
cada analisis ya que como lo muestra la Fig. 31-B los picos logrados al emplear CTAB son
de menor altura y mas ensanchados en comparacion con los obtenidos al usar SDS (ver
Fig. 31-A), cabe sefialar que cambia el orden de elucion de los analitos a causa de las
diferentes interacciones que muestra el analito entre micela y buffer.

Observando la Fig. 32-A podemos apreciar que la R, para el AcDs y Dbn es mucho
mayor cuando se emplea como fase pseudoestacionaria el SDS (surfactante anionico) que
cuando se usa CTAB (surfactante catidnico), aunque en los dos casos han sido separados
satisfactoriamente, sin embargo (ver Fig. 31), al analizar la Fig. 32-B, se observa que las
eficiencia obtenidas de todos los analitos usando SDS alcanza valores muy grandes en
comparacion con los que se obtienen usando CTAB como fase pseudoestacionaria.
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FIGURA 32. GRAFICAS DEL ANALISIS DEL EFECTO QUE EJERCE LA NATURALEZA DEL SURFACTANTE
SOBRE LA RESOLUCION Y EFICIENCIA DE LOS PICOS DEL GRUPO II. Mismas condiciones
de la Fig. 31

A! usar CTAB se cambia el orden de elucion de los analitos (Fig. 32-B), lo cual se
debe a la diferentes interacciones que se presentan entre analito y micela.

En base a todos |os resultados obtenidos y analisis las condiciones Optimas para
realizar la separacion de los tres herbicidas dinitrofendlicos (AcDs, Dbn y Ds) mediante
CCME se resumen en la Tabla 4, asi como los LD's encontrados para cada unc de los

analitos bajo dichas condiciones.

TABLA 4. CONDICIONES OPTIMAS PARA REALIZAR LA SEPARACION DE HERBICIDAS DEL GRUPO I

Tipo de Capilar Capilar de Silice fundida de 50 um D. /.

Longitud tota! de! capilar 52.7 cm

Longitud efectiva del capilar 41.8 cm

Longitud de onda 214 nm

Voltaje aplicado 30 kv

Polaridad del voltaje aplicado Normal

Temperatura de separacion (°C) 20 °C

Naturaieza, concentracion y pH del buffer 100 mivl de buffer de boratos, pH 8.5

Naturaleza v concentracion del surfactante 25 mivi de SDS
Herbicidas de! Grupo 11 LD'’s (ppm.)

Acetato de Dinoseb 10.49

Dinobuton 14.00

Dinoseb 11.90
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA PLMIM-CCME .

Con el fin de disminuir los LD's se planteo la realizacién de una preconbentraclén o
“stacking” en linea (dentro del capilar), para lo cual se disminuyo el pH de trabajo a fin de
suprimir el FEO y asl poder realizar el procedimiento conocido como Electrostacking o
Preconcentracion en linea con migracién inversa de micelas mediante Cromatografia
capilar micelar electrocinética, PLMIM-CCME.

La velocidad del FEO a valores de pH < 5 comienza a decrecer a causa de que la
mayoria de los grupos silanol de la pared interna del capilar comienzan a protonarse
trayendo consigo la desaparicidn de la doble capa disminuyendo el potencial zeta, asi que
cuando la diferencia de potencial es aplicada el FEO ha sido suprimido casi en su totalidad
en el interior del capilar.

La preconcentracién en linea de los analitos se realizé debido a la migracion (al
anodo) de las micelas de SDS bajo la supresién del FEO (pH &acido). Para lo anterior se
utilizo un surfactante anidnico (SDS) y voltaje a polaridad inversa para la separacién, esto
es porque los analitos son neutros y su movilizacidon seré debida al acarreamiento por las
micelas.

Al haber agregado un surfactante (SDS) al buffer por encima de su CMC es con la
finalidad de formar micelas para solubilizar de una forma diferencial los analitos hidréfobos
(neutros). Las micelas de'I'SDbsbso'n ahiénléas, es decir, poseen carga negativa propiedad
que les confiere movilidad electroforética hacia el electrodo positivo (dnodo). La movilidad
de las micelas se modificara dependiendo de la particién diferencial de los analitos entre la
fase micelar y el buffer.

Todas las mediciones se realizaron a un pH 2.85 usando buffer de fosfatos para el
Grupo 1 y citratos para el Grupo 11, a este pH todos los analitos son neutros. El mecanismo
de la PLMIM-CCME, fue descrito con sumo detalle anteriormente (ver seccidén 1.3.1.1.). La
explicacidn por la cual no se realizé las preconcentraciones en linea en presencia de FEQO
(pH's alcalinos) y polaridad normal es la siguiente:

Dado que las micelas del SDS a pesar de poseer carga negativa son arrastradas
hacia el catodo (electrodo negativo) por el FEQ, por lo que se impide que estas entren a la
regiébn de muestra, las escasas micelas que lo lograran tienden a dispersarse a sus
correspondientes monémeros a causa de la enorme dilucidn que experimentarian en esa
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zona (ver referencia 26) ‘Por otra _parte, se pensarra en’ camblar la naturaleza del
surfactante (de SDS.a CTAB) y mantener el pH a valores alcahnos sin embargo los
resultados obtenidos (descritos anteriormente). al rlo no son satisfactorios por la
escasa resolucion y eficiencia de los plcos, as! qua estas vias no son adecuadas por las
grandes desventajas que presentan. SRl

No se evalud la influencia de la concentracién [] SDS y de electrolito soporte ya que
como se menciono anteriormente al estar suprimido el FEO no puede ser afectado por la
concentracién de buffer o de SDS. Para determinar la eficiencia de la PLMIM-CCME de los
analitos’ se hizo mediante la altura y forma de los picos obtenidos para cada uno de ellos en
cada andlisis y empleando el mismo criterio citado en la literatura [28).

Los sistemas que se utilizaron para determinar los LD's, se prepararon como lo
indica la Tabla 5.

TABLA 5. PREPARACION DE SISTEMAS PARA DETERMINAR Los LD's

n Vol Sol. A", Vol. de H2O Vol. Total Buturon C Per
[{T13) [TV [(TV] ppm. ppm. ppm. ppm.
1 150 1350 1500 20.62 20.97 24.35 20.97
2 60 1440 1500 8.24 8.39 9.74 8.39
3 30 .1470 1500 4.12 4.19 4.87 4.19
4 20 1480 1500 274 2.79 3.24 2.79
5 15 1485 1500 2.06 2.09 2.43 2.09 -
6 -] 1494 1500 0.82 0.83 0.97 0.83
7 3 1497 1500 0.41 0.41 0.48 0.41
8 1.5 1498.5 1500 0.20 0.21 0.249 0.21
n Vvol. Sol. B* Vol. de H;O Vol. Total Acetalo de dinoseb . Dinobuton ppm. Dinoseb ppm. .
(ul, () !
1 150 1350 1500 52.30 52.84 53.26
2 60 1440 1500 20.92 21.17 21.3
3 30 1470 1500 10.46 10.58 10.65
4 20 1480 1500 6.97 7.05 7.10
5 15 1485 1500 5.23 5.29 5.32
6 5} 1494 1500 2.08 2.11 2.13
7 3 1497 1500 1.04 1.05 1.08

* Ver detalles de preparacién de soluciones en la seccidn 4. 2.
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5.3.1. PLMIM-CCME DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 1 (HERBICIDAS CARsAmxcos
UREICO Y AMIDICO).

Al evaluar el efecto del tiempo de inyeccion o longitud de muestra lntroducida en el
capilar (plug), sobre altura y forma de los picos se realizd inyectando la muestra durante
tiempos mucho méas extensos al usado (5 s) obteniéndose lo siguiente, Fig. 33. -

00059 A)Ss omos, B)20s
©0.004 o.004 ]
0.003
123 4 oo
0.002 o.co2
0.001 0.001
£
L
° M 2 3 tumpd (mm € 7
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o.003
o.002
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o 1 2 5 L] 7

3 )
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FIGURA 33, EFECTO DEL TIEMPO DE INYECCION O LONGITUD DE LA MUESTRA INTRODUCIDA EN EL
CAPILAR. Condiciones: Capilar de silice fundida de 50 um D. |, long. total 52.7 em, long. efectiva
41.8 cm, -30 kV voltaje i 0 *C, 2214 nm, del
buﬂer 50 mM de Foslalos pH 2 85 mas la amcaén oe 50 mM de SDS; matriz de agua, con
Siendo (1) Pic 2.79 ppm; (2) Cbm 23.24 ppm; (3)

Bin 2.74 ppm; (4) Cld 2.78 ppm.

En la Fig. 33-C podemos observar que la altura de los picos aumenta a tiempos
mayores de inyeccion de muestra, donde la altura maxima de los picos se alcanza a un
tiempo de 40 s por {0 que este se escoge como dptimo ya que los picos son muy eficientes
y mas simeétricos comparados con los otros picos obtenidos a diferentes tiempos de
inyeccion. No se pudo realizar mediciones con tiempos mucho mas extensos ya que al
crear un medio discontinuo (buffer-muestra) tan grande en el interior del capilar no se lagra
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cerrar el circuito por Ia alta resxstencla que se e)erce sobre la conducclén de electricidad
(electroferogramas no mostrados),
corriente. L

y. por. ende ‘se observa’una calda en el valor de la

Con base a
evaluar 1a influ

obteniéndose
°0% 1 A) 10 mM de
0.004

0.002

o 1 2 3 4 s 6 7
Tmrrpo (mn)

FIGURA. 34 COMPARACION DE ALTURA Y FORMA DE LOS PICOS ENTRE DIFERENTES MATRICES EN
LAS QUE SE DISOLVIOERON LOS HERBICIDAS DEL GRUPO I. Mismas condiciones gue la
Fig. 26; excepto gque fijo el liempo de introduccion de muestra a 40 s y Se vario la naturaleza de la
matriz. Siendo (1) Pic 2.79 ppm; (2) Cbm 3.24 ppm; (3) Bin 2.74 ppm; (4) Ctd 2,79 ppm.

De acuerdo con la Fig. 34-A y Fig. 34-B se observa que la presencia de micelas o de
buffer diluido en la solucién muestra-matriz no contribuye en la eficiencia de ia PLMIM sino
que disminuye ia absorbancia (altura) y eficiencia de los analitos en comparaciéon con la
que solo es agua (Fig. 34-C), por lo que se escoge esta ultima como Optima.

La Fig. 35 representa el electroferograma optimizado de la PLMIM-CCME de los
nerbicidas de! Grupo | (Btn, Ctd, Com y P12).
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FIGURA - 35.” ELECTROFEROGRAMA OPTIMIZADO DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO 1. Mismas
condlciones de la Fig. 26, Excepto matriz que fue de agua y el tiempo de Introducclén de la
muestra: 5 s (A), 40 s (B) siendo (1) Ptc 2,79 ppm; (2) Cbm 3.24 ppm; (3) Btn 2.74 ppm; (4) Cid

2.78 pprm.

En base a los resultados obtenidos y analisis de los mismos se encontré que las
condiciones éptimas para realizar la preconcentracion en linea de los cuatro herbicidas del
Grupo I (Btn, Cbm, Ctd y Ptc), se resumen en la Tabla 6.

TABLA 6. CONDICIONES OPTIMAS PARA REALIZAR LA PLMIM-CCME DE HERBICIDAS DEL GRUPO |
Tipo de Capilar Capilar de Silice fundida de 50 um D. {.

Longitud total del capilar 52.7 cm
Longitud efectiva del capilar 41.8 cm
Longitud de onda 214 nm
Voltaje aplicado -30 kv
Polaridad del voltaje aplicado lnveréa
20 *

Temperatura de deteccion (°C)

Introduccidn de muestra 40 s a 0.5 psi.
Naturaleza, concentracidn y pH del buffer 50 mM de buffer de fosfatos, pH 2.85
Naturaleza y concentracion del surfactante 50 mM de SDS

Se realizaron dos mediciones mas (electroferogramas No mostrados), para asi poder
determinar los LD’s con y sin PLMIM-CCME bajo las mismas condiciones (ver Tabla 6),
exceptuando el tiempo de introduccidn de la muestra que fue de 40 s y S5 s
respectivamente, lo cual se logré mediante una curva de calibracidon de altura del pico vs.
concentracion del analito, midiéndose cada muestra por triplicado, y teniendo en cuenta la
razén S / N = 3 (sedhal / ruido = 3). Los resultados obtenidos al realizar el analisis se
muestran en la Tabla 7.
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TABLA 7. LIMITES DE DEfEcctéN DE HERBIGIDAS DEL GRUPO 1 (S/N 3).
» Chlorbufam it Pentanochior

Buturon -

Carbetamida

5sde

Inyeccién "

SEm 3.34 ©3.45
Limite de 2.70 ppm. 222 ppm.
deteccitén

Ecuacién  y =24.026x+328.75 y 31 04x+399.12

Lineal

Valorde r, 0.999869 g 0.995583
Valor de r’ 0.999738 0.881185
40 s de
Inyecclén L
12 [ : 51,47 .
Limite de 0.103 ppm. 0. 12 pnm. . . 0.1491 ppm.

deteccién
Ecuacién  y = 225. 36x+436 76 : y 86 49x+1505 51 y=416.76x+919.98 y=407.2x+805.20

Lineal R .
Valor de r, 0.997738 U o.ee21s " 0.082225 0.994817
Valorde r’ 0.985482 0.998431 0.964766 0.988662

Al determinar Iéteﬁcléncla de la PLMIM-CCME se siguid el mismo criterio que ha sido
utilizado por los investigadores que se dedican a realizar preconcentraciones en linea
mediante esta técnica (yei' referencias 26 - 30), por lo que la eficiencia electrostacking fue

) ) H.nn:k .
determinada mediante la razén _H“ ; la cual indica:

H altura del pico obtenida a pH &cido
SE, = stack = " _
H1 H altura del pico obtenida a pH alcalino
H. altura del pico obtenida con PLMIM-CCME

SE —y stack
H2 H ahtura del pico obtenida a pH alcalino

El conocer la eficiencia del electrostacking nos indica cuantos ordenes de magnitud
disminuye el limite de deteccién que por lo general va desde uno hasta dos.
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5.3.2, RESULTADOS Y DISCUSION DE LA PLMIM-CCME DE LOS HERBICIDAS DEL
GRUPO 11 (HERBICIDAS DINITROFENOLICOS).

Al aplicar el mismo tratamiento a los herbicidas Grupo II se encontré que al evaluar
el efecto del tiempo de inyeccidn o longitud de la muestra introducida en el interior del
capilar (plug), sobre la altura y forma de los picos se obtuvo los siguientes

electroferogramas, Fig. 36:

B)20s
L)

a .
Timmpo (min)

. 3
Temeo (min)
T 0.008 777

0.001
£
(-]
3 4 5 6
° 1 2 Twempo (min)

FIGURA 38. EFECTO DEL TIEMPO DE INYECCION O LONGITUD DE LA MUESTRA INTRODUCIDA EN EL
CAPILAR. Condiciones: Capilar de silice fundida de 50 pm D. I, long. total 52.7 cm, long. efectiva
41.8 cm, -30 kV voltaje polaridad i ., 20 ™ a 214 nm, composicién del
buffer; 75 mM de Citratos; pH 2.85 mas la adicién de 50 rnM de SDS; matriz de agua, tiempo de
inyeccion; slendo (1) Dbn 7.05 ppm; (2) Ds 7.10 ppm; (3) AcDs 6.97 ppm.

En las Fig. 36 (A-C) se aprecia que la altura de los picos aumenta a tiempos
mayores de inyeccidén de muestra, evaluidndose este parametro hasta SO s donde la altura
maxima de los picos es alcanzada, fijandose este como 6ptimo ya que los picos son mas
eficientes (mas altos y delgados), y mas simétricos comparados con otros picos a
diferentes tiempos de introduccién de muestra.
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Al iguatl que en la PLMIM-CCME del Grupo I no se pudo realizar mediciones con
tiempos mucho mas extensos por el medio discontinuo tan grande en el interior del capilar
lo cual provoco una calda repentina en el valor de la corriente.

Con base a lo anterior se toma como tiempo 6ptlmo de introduccién de muestra el
valor de 50 s para asi evaluar la influencia de la composicidn de la matriz en la cual se
disolvieron los herbicndas obtenléndose los slgu:entes resultados, Fig. 37.

0.005 et 0.005
A) 10 mM de é&cido citrico . B) 10 mM de SDS en agua
©0.004 0,004 . - [ 1 2
o.008 -3
o.002
0.001
B Ee
<o °
° 1 2 s 7 2 4 s e
e : ° M 'r?-nw (min)

3 a4,
Frenrpo (min) S

o 1 3 - 5
2 Tempo (min) s

FIGURA 37. COMPARACION DE ALTURA Y FORMA DE LOS PICOS ENTRE DIFERENTES MATRICES EN
LAS QUE SE DISOLVIOERON LOS HERBICIDAS DEL GRUPO II: Mismas condiciones de Ia Fig.
30 excepto que se vario la naturaleza de la matriz, tiempo de inyeccién a 0.5 psl. 50 s, siendo (1)

Obn 7.05 ppm; (2) Ds 7.10 ppm; (3) AcDs 6.97 ppm.

De acuerdo con la Fig. 37 (A-B) la presencia de micelas o de buffer diluido en la
solucidn muestra-matriz no contribuyen en forma benéfica para realizar la preconcentracion
de los analitos sino lo contrario lo contrarie disminuye su absorbancia (altura) y eficiencia
en comparacién con la que solo es agua (Fig. 37-C), por lo que se escoge la dilucidn de la

muestra en agua como optima.
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La Fig. 38 representa el electroferograma optimizado de la precbhcéntraclén en linea
por CCME de los tres herbicidas dinitrofendlicos (Ds,VDbh y AcDs).:

0,008 " oS b
0.008 0.004 1} 3
0003 0003
0.002 12 3 0.002
0.001 0.001
2 .
o4 “o0
o 1 2 3 4 s s o 3 . a4
Tierren (min) ! 2 Flameo (i) s

FIGURA 238. ELECTROFEROGRAMA OPTIMIZADO DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO II. Mismas
condiciones de Ia Fig. 34; excepto que la matriz e e la a
0.5 psl. durante A) 5 s; B) 50 s; siendo (1) Dbn 7. 05 Ppm; (2) Ds 7.10 ppm- 3 Ach 6.97 ppm.

En base a los resultados obtenidos y analisis de los mismos se encontré que las
condiciones éptimas para realizar la preconcentracion en linea de los cuatro herbicidas del
Grupo 1 (Btn, Cbm, Ctd y Ptc), se resurmen en ia Tabla 8.

TABLA 8. CONDICIONES OPTIMAS PARA REALIZAR LA PLMIM-CCME DE HERBICIDAS DEL GRUPO I

Tipo de Capilar Capilar de Silice fundida de S0 .m D. I.
Longitud total del capilar 52.7 cm

Longitud efectiva del capilar . 41.8 cm

Longitud de onda 214 nm

Voltaje aplicado -30 kV

Polaridad del voltaje aplicado Inversa

Temperatura de deteccion (°C) ‘20 *C

Introduccion de muestra 50 s a 0.5 psi.

Naturaleza, concentracion y pH del buffer 75 mM de buffer de citratos, pH 2.85
Naturaleza y concentracion del surfactante 50 mM de SDS

Se realizaron dos mediciones mas (electroferogramas no mostrados), para asf poder
determinar los LD’s con y sin PLMIM-CCME bajo las mismas condiciones (ver Tabla 8),
exceptuando e! tiempo de introduccion de la muestra que fue de 50 s ¥ 5 s respectivamente
lo cual se logré mediante una curva de calibracién de altura del pico vs. concentracion del
analito, midiéndose cada muestra por triplicado, y teniendo en cuenta la razén S /N =3
(senal / ruido = 3). Los resultados obtenidos al realizar el andlisis se muestran en 1a Tabla
9.
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TaBLA 9. LIMITES DE DETECCION DE HERBICIDAS DEL GRUPO 11 (S /N = 3).

Acetato de Dinoseb Dinebuton Dinoseb

5 s de inyeccion = N

1 1.74 2.15
Limite de deteccién - 6.00 ppm. 6.50 ppm.
Ecuacion Lineal » =20.88x+288.60 » =20.86x+326.64
Valor de r, . 0.999902 0.998260
Valor de 12 0.999804 0.996535
50 s de Inyeccién
SEne ) 12.83 ) 19.15
Limite de deteccién’ 0.817 ppm. 0.731 ppm.
Ecuacidn Lineal, = ‘" y=42 41x+l475.328 y=142 ss:+79557 ¥=251.9x+786.15
Valor de r. ,0.998574 - ; 0.998728 N 0.971648 " -
Valor de r? 0 97150 - 0.997459 -0.8440897

stack.
; la cual indica:

altura del pico obtenida a pH &cido
altura del pico obtenida a pH alcalino

altura del pico obtenida con PLMIM-CCME
altura del pico obtenida a pH alcalino
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA COMBINACION DE LA EFS y PLMIM-CCME DE LOS
HERBICIDAS ESTUDIADOS

El llevar a cabo una extraccidn en fase sdélida (EFS) previa a la preconcentracién en
linea es con el fin de disminuir atin mas los valores de los LD's obtenidos a! realizar
solamente la PLMIM-CCME para los herbicidas del Grupo 1y Grupo IT..

La EFS fue optimizada en funcién de la cantidad de muestra eluida a través del
cartucho Cs, probandose soluciones de diferente volumen (5, 10, 25 y 50 ml) pero con la
misma concentracién de herbicidas, y una vez obtenido el extracto se aplico el método
éptimo de PLMIM-CCME (electroferogramas no mostrados), segun se tratara de soluciones
de herbicidas de! Grupo 1 6 Grupo II; encentrandose que el volumen éptimo fue de 50 ml
para los dos casos, (ver metodologia en el apartado 4.4.).

5.4.1. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA COMBINACION DE LA EFS y PLMIM-CCME DE
LOS HERBICIDAS DEL GRUPO I (HERBICIDAS CARBAMICOS, UREICO Y AMIDICO).

Una vez hecha la EFS de herbicidas presentes en la Sol. A2 y recuperacién de los
mismos (extracto) se procedié a analizarla con el método PLMMIM-CCME optimizado para
el Grupo I, tomandose el mismo criterio que se uso al evaluar la eficiencia de la PLMIM-
CCME obteniéndose lo siguiente, Fig. 36.

A) o.08 B) 2
006 3
0.04
! 4
.4 23 4 ooz
| A ML, A ° ! /N~
o 1 2 Borpo (mh s e 7 0 1 2 B (mir s 6 7

FIGURA 38, PLMIM-CCME APLICANDO LA EFS, Condiciones: Capilar de silice fundida de 50 um D. L., long.
total 52.7 cm, long. efectiva 41.8 cm, -30 kV vottaje aplicado a polaridad Inversa, 20 *C, deteccién
a 214 nm, composicién del butfer: 50 mM de Fosfatos; pH 2.85; més la adicién de 50 mM de SDS;
introduccién de la muestra a 0.5 psi. 40 s; A) Sin EFS ; B) Con EFS; siendo (1) Ptc 5.11 ppm: (2)
Cbm 5.92 ppm; (3) Btn 5.01 ppm; (4) Cid 5.11 ppm.

Analizando los electroferogramas de la Fig. 39-A y Fig. 39-B se observa que la
absorbancia de los analitos aumenta mas de 10 veces, lo cual refleja que estos han sido
concentrados mas de 10 veces en comparacién cuando solamente se efectua la PLMIM-
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CCME que cuando se realiza una previa EFS a la PLMIM-CCME esto se debe a que los
analitos presentes en una solucién de gran volumen (50 ml), al ser eluida a través de la
columna de EFS estos son retenidos y ' concentrados en ella y mas aun cuando son
recuperados con un menor vojumen de dxsolvente (1 ml de AcN) para su posterior PLMIM-
CCME, en el equipo de Electroforesis capilar. e

En la Fig. 39-A los picos de los analitos {iénen‘aprcxlmadamenle la misma altura, sin
embargo esto no sucede en la Fig. 39-B lo cual se debe al aislamiento diferencial de los
analitos, es decir, la afinidad entre el disolvente y el material sélido utilizado (columna tipo
Cis) No es Igual para cada uno de los herbicidas. Por otra parte, la resolucién de los
analitos decrece mucho al realizar una EFS previa a la PLMIM-CCME (ver Fig. 39-B)
debido a que estdn mas concentrados, lo cual se remedia al utilizar soluciones mas diluidas
al realizar la EFS y al aplicar el método optimo de preconcentracién en linea al extracto
resultante con lo cual se observarian picos mas pequefios y resueltos, lo cual puede
verificarse en la Fig. 40. En la cual se empleo una solucién de herbicidas del Grupo I a una
concentracién de aproximadamente 0.20 ppm. (ver tabla 6), para cada uno de ellos, por lo
que este hecho deja de ser importante.

o.08

o0.08

o
Q

Abs ¢

2

4
ol I\
k4
o 1 2 m"‘“ it -3 6
FIGURA 40, PLMIM-CCME APLICANDO LA EFS, Mismas Condiclones de ia Fig. 36, Siendo (1) Ptc 0.21 ppm;
(2) Cbm 0.24 ppm.; (3) Bin 0.20 ppm.; (4) Ctd 0.21 ppm.

Se realizaron una serie de experimentos (electroferogramas no mostrados) bajo
condiciones de PLMIM-CCME previa EFS de los analitos con la finalidad determinar los
LD's para cada uno de ellos con una curva de calibracion (altura del pico vs.
concentracion), los sistemas que se utilizaron para determinar los LD's, bajo estas
condiciones se prepararon como lo indica la Tabla 10.
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TABLA 10. PREPARACIQN DE SISTEMAS A EMPLEAR PARA LA DETERMINACIGN DE LD'S MEDIANTE LA
COMBINACION DE tA EFS CON LA PLMIM-CCME "~~~
a Vol. Sol. A1*, Vol. Total de - .- Buturon ;... Carbetamida cmomuiam Pemanochlor
aforo {ml) i ppm. - e R

muestran los resultadas.

TABLA 11. LIMITES bE DETECCION DE HERBICIDAS DEL GRUFO T, MEDIANTE LA COMBINACION DELA
EFS CON LA PLMIM-CCME (S /N = 3).

Carbetamida Buturon Chlorbufam Pentanochlor
EFS-PLMIM-CCME . -
SEy 991. 20 . . 1465.38 2919 44 - B842.85
Limite de deteccién 9.1 p 5.2 ppb. 3.6 ppl 2.1ppb.
Ecuacién Lineal y= 4708.3)(-490 97 y=11411.5x+350.3 y= 14734)«0 23 y = 5818x+363.9
Valorder, 0.998841 0.988717 0.99980. 0.999840
valorde ¢ 0.8876823 0.999435 0. 999205 0.999281

H grs—pising—core
Siendo SEH: = _TW——

Donde: SE,, es la eficiencia de la PLMIM-CCME combinada con la EFS en términos de Ia altura del

pico
Hers-pumm.come €5 la altura del pico obtenida en la PLMIM-CCME con una previa EFS

H es la altura de! pico obtenida medio alcaline
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5.4.2, RESULTADOS Y DISCUSION DE 1LA COMBINACION DE LA EFS y PLMIM-CCME DE
LOS HERBICIDAS DEL GRUPO II (HERBICIDAS DINITROFENOLICOS).

Al aplicar el mismo tratamiento de EFS a los herbicidas Grupo II (Sol. B2), 'se
procedidé a preconcentrar la muestra recuperada (extracto) con el método optimizade de
PLMIM-CCME del Grupo II, tomandose el mismo criterio que se uso en la PLMIM-CCME
previa EFS a las muestras del Grupo 1, obteniéndose lo siguiente, Fig. 41.

0.08 2
A) 0.08 8 R
0.045 0.045
003 . 1
0.03 3
0.015 0.015
2 .
E L2 3
o 0 -
o 1 2 3 coa s L o 1 2 3 4 s s
Tearpo (min) tempo (min)

FIGURA 41. PLMIM-CCME CON UNA PREVIA EFS. Condiciones: Capllar de slllce fundida de 50 gm D. L.,
long. total 52.7 cm, long. efectiva 41.8 cm, -30 kV voltaje 20 *C
deteccién a 214 nm, composicién del butfer: 75 mM de Citratos; pH 2 85; mas la adh:lén de 50
mM de SDS; introduccién de la muestra a 0.5 psl. 50 s; A) Sin EFS ; B) Con EFS:; siendo (1) Dbn
5.29 ppm; (2) Ds 5.32 ppm; (3) AcDs 5.23 ppm.

Examinando los electroferogramas de la Fig. 41-A y Fig. 41-B se observa que la
absorbancia de los analitos aumenta alrededor de 10 veces en comparacion cuando
solamente se efectia la PLMIM-CCME que cuando se realiza una previa EFS a la PLMIM-
CCME, lo cual se debe a que al eluir dicha solucién a través de la columna Cas para realizar
ia EFS estos son adsorbidos y concentrados en ella y mas aun cuando son recuperados
con un menor volumen de disolvente (1ml de AcN) para su posterior PLMIM-CCME, sin ser
concentrados mas por evaporacion de disolvente ya que el AcDs y Dbn son volatiles. La
diferencia en la absorcion que exhibe cada herbicida (Fig. 41-B) se debe a la afinidad
diferencial entre el disolvente y la columna Cie que presenta cada uno de ellos, lo cual
indica que es mas a fin el Ds hacia la superficie de la columna que el Dbn o AcDs. Por otra
parte, se observa que la resolucidn de los analitos se empobrece al realizar una EFS previa
a la PLMIM-CCME (ver Fig. 41-B) debido a que estos han sido concentrados, sin embargo
esto no se veria al aplicar la EFS seguida de la PLMIM-CCME en soluciones mas diluidas y
asi observar picos mas pequefios y por ende resueltos, o cual puede verificarse en la Fig.
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42. En la cual se utilizo una solucién de herbicidas del Grupo II a una concentracién de 0.16

ppm. (ver tabla 12), para cada uno de ellos, por tanto este hecho deja de ser relevante.
- 0.08

: 0.045
ao

o015 1 l

- o 1 2 3 - s L3
Tmirpo (min)

FIGURA 42. PLMIM-CCME CON UNA PREVIA EFS. Mismas Condiciones de la Fig. 41, Siendo (1) Dbn 0.16
ppm: (2) Ds 0.16 ppm; (3) AcDs 0.16 ppm.

Se efectuaron una serie de experimentos mas (electroferogramas no mostrados)
bajo las condiciones &ptimas de la PLMIM-CCME encontradas para el Grupo I,
precediendo a |a realizacién de una EFS, esto fue con la finalidad de disminuir atn mas los
LD’s logrados bajo condiciones de preconcentracién en linea y siendo determinados
mediante una curva de calibracién (altura del pico vs. concentracidn), los sistemas que se
emplearon se prepararon como lo indica la Tabla 12.

TABLA 12. PREPARACION DE SISTEMAS A EMPLEAR PARA LA DETERMINACION DE LD'S MEDIANTE LA
COMBINACION DE LA EFS CON LA PLMIM-CCME

n Vol. Sol. B1 _ Vol. Total g€ aforo tato de O [5] ppm.
(1)) (mb ppm. PP,

B2 145.0 50 5.01 5.07 [XE)

83 14.5 50 0.50 0.50 0.51

B4 5.0 50 0.16 0.16 0.18

B8s 3.0 50 0.10 0.10 0.10

Una vez hecha las mediciones y analisis de los resultados obtenidos se liego a la
determinacion de los LD's, los cuales se presentan en la Tabla 13.
TABLA 13. LIMITES DE DETECCION DE HERBICIDAS DEL GRUPO I (S /N = 3)

Acetato de Dinoseb Dinobuton Dinoseb
EFS-PLMIM-CCME
4y 129. 02 189.44 183.64
Limite de deteccion 81.3 p 73.90 ppb. 64.81 ppb.
Ecuacidn Lineal y= 4701 x4+ 86.24 y = 5990.44 x + 74.77 y = 11334.33 x + 483.64
Valor de r, 0.999996 0.999987 0.986388
Valor de 2 0.999992 0.999975 0.992789
ﬁ:ﬁ._ru«&lﬂ:i = altura del pico obtenida al combinar la EFS con la PLMIM-CCME

Siendo SEuy =

altura del pico obtenida en medio alcalino
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5.5. COMPARACION DE LOS LIMITES DE DETECCION OBTENIDOS A PARTIR DE LOS
METODOS DESARROLLADOS PARA CADA UNO DE LLOS HERBICIDAS ESTUDIADOS.

En esta seccién se muestra los resultados de la determinacién de los LD’s de los
Herbicidas del Grupo I (Btn, Ctd, Cbm y Ptc) y Grupo II (AcDs, Dbn y Ds), los cuales
fueron obtenidos utilizando los métodos evaluados (ver secciones 5.1 a la 5.4),

Inicialmente se trabajoé a un pH ligeramente alcalino, pH 8.5 (seccidén 5.1 y 5.2),
por lo que la presencia de FEO juega un papel importante en el anélisis y separacién de
los analitos (ver condiciones de andlisis en la Tabla 3 y 4); sin embargo, se obtuvieron
resujtados poco satisfactorios en lo que se refiere a los LD's, asi que se decidid
desarrollar métodos de preconcentracién en linea para lo cual se disminuyo el pH de
trabajo a fin de suprimir el FEO y asi poder realizar el procedimiento conocido como
PLMIM-CCME o “electrostacking® (seccién 5.3.1 y 5 3.2, ). el cual resulto ser mas
eficiente que los desarrollados a un pH alto.

Los resultados obtenidos indican que las conduclonas de andlisis en medio &cido,
pH 2.85 (sin preconcentracion en linea), en comparacién con las del medio alcalino (pH
8.5) son mas eficientes ya que los valores’ de los D" ‘s'son = 3 veces mas pequefios que

los alcanzados al realizar el analisis a2 pH 8. 5 .

Al efectuar la preconcentraclén en I[nea en:medio acido la sensibilidad de la
deteccion para los Herbicidas del Grupo 1 puede ser aumentada =~ 90 veces en
comparacién con la obtenida a pH alcallno, mlemras que para los de! Grupo 11 esta se

alcanza aumentar =~ 20 veces.

A pesar de la mejora de los resullados obtenidos al aplicar la PLMIM-CCME se
planted la realizacién de una EF S previa a la PLMIM-CCME con el fin de disminuir ain
més los valores de los LD's. :

Cuando se realizd la EFS previa a la PLMIM-CCME se consiguid disminuir los
LD's = 1000 veces para los Herbicidas del Grupo 1, mientras que para los del Grupo I
= 200 veces.

Todo lo anterior puede ser verificado en las Tablas 14 y 15 en las que se
presenta los LD's y factores de concentracién {(Sus;, Swz ¥ Swa), de los herbicidas
estudiados, los cuales fueron obtenidos a partir de todos los métodos desarrollados.

73



TABLA 14, COMPARACION DE TODOS LOS LIMITES DE DETECCION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPOT

HerpicinAs  LD'SBAJO CONDICIONES  LD'SApH 2.85 LD'sapH 285 LD'sapH 2.85 coNLA
DELGRUPO!  NORMALESA pHBS  SINPLMIM-CCME SEw CONPUMM-CCME  SEp  COMBINACIONDEEFSY PLMIM- . SEip
{pru) )] (o) CCME (PP
Buturon 162 260 293 0.0981 781 520 1465.38
Carbetamida 9.02 270 334 0.103 87.57 9.10 991.20
Chlorbufam 10.51 22 326 0120 87.58 360 2919.44
Pentanochlor 767 222 345 0.149 §1.47 9.10 842.85

TABLA 15. . COMPARACIGN DE TODOS LOS LIMITES DE DETECCION DE LOS HERBICIDAS DEL GRUPO I

Herpieipas  LD'SBAJO CONDICIONES  LD'SApH 2.85 LD'sapH 2.85 LD'sA pH2.85 coNtA
DELGRUPO I NORMALESA pHB.5  SINPLMM-CCME  SEw CONPLMIM-CCME SEiz  COMBINACIONDEEFSY PLMIM-  SEip
{Peu.) {PPM) {PPM.) CCME {PPB)
Acetalo de 1049 6.00 1.74 0817 1283 81.30 129.02
dinoseb
Dinobuton 14.00 6.50 215 0.731 19.15 7390 189.44
Dinoseb 11.90 5.80 2.05 0610 1950 64.80 183.64




5., REsULTADds ¥ DISCUSION DEL ANALISIS DEL AGROQUIMICO COMERCIAL.

: Ios posibles P oblemas que puede surgir, resultado de fortificar una muestra
y tomar de la misma varias éubmuestras es que la composicion del analito (Dbn en este
caso) no sea Ia mlsma en (cdas las submuestras. es decir, no haya homogeneidad en la
composicién, para evxtar esto loda la muestra fortificada fue sometida al proceso de
asl’ tener una confiabilidad mayor en los valores.obtenidos. Una vez hecha
la form'caclén de ias tierras diatomeas con el producto comercial ACARELTE 40-EC y la
subsecuente extracclén y recuperacion del herbicida Dbn presente en el mismo (ver
seccion 4.6), se procedlé a analizar la muestra con el método de separacién simultanea
optimizado (ver Tabla 4), para herl dinitrofendlicos con la finalidad de: a) determinar
la presencia de Dbn en forma cualitativa y b) determinar el porcentaje de recuperacion, los
resultados para el analisis de las muestras ACA-40A y ACA-40B (ver seccién 4.6.), se

representan en la Fig. 43-A y Fig. 43-B.

0.013 a.013
1 1
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=
2 .
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1 2 3 - s L] k4 L] 9 B é -1 2 3 - -1 6 7 a8 -]
-0.008 verrpo (mn) <0005 4 tempo (min) .

FIGURA 43. ELECTROFEROGRAMAS DEL ANALISIS DEL AGROQUIMICO COMERCIAL. Condiclones:
Capilar de silice fundida de 50 ym D. {.,long. total 52.7 cm, long. efectiva 41.8 cm, 30 kV voltaje

aplicado a polaridad r 0 * 18214 nm, coN del buffer: 100 mM Boratos;
pH 8.5; mdés la adicién de 25 mM de SDS; lnlroducclén de la muestra a 0.5 psi. 5 s; donde A)
ACA-40A; B) ACA-40D; siendo (1) Dbn; (2) otros dela

Se realizé una medicién del blanco de tierras diatomeas con la finalidad de verificar
que la naturaleza de dichas tierras no puedan interferir en la deteccidn de nuestro analito
de interés, encontrandose que efectivamente pueden ser utilizadas como soportes ya gque
los resultados indican (electroferogramas no mostrados) que no presentan compuestos que
obstruyan la realizacion del experimento en las condiciones deseadas.

Analizando los electroferogramas de la Fig. 43-A y Fig. 43-B se observa que la
absorbancia de los analitocs en ambos graficos es muy similar asi que para poder
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determinar el porcentaje de recuperacién de la muestra ACA;‘{OD, fue hecho mediante la
curva de calibracién que se realiz6 para determinar los LD's a pH 8.5 para el Grupo II
(herbicidas dinitrofendlicos), se hace notar que esta no es la forma correcta de hacerlo, sin
embargo se realizé asl ya que no se cuenta con los reactivos necesarios para poder
constituir la matriz del producto comercial (placebo).

De acuerdo con'io anterior se obtuve un porcentaje del 96.2 de recuperacién del
anallto, lo cual indica que la pequefa cantidad no encontrada puede deberse a que se
volatllizo durante el proceso de forﬂf‘cacién de las tierras diatomeas y extraccion, ya que
como se menciono antermrmente el Dbn es un compuesto ligeramente volatil. Al reahzar la
preconcentraclén en linea de la muestra ACA40C mediante la técnica de PLMIM-CCME
optimizada para el Gmpo o (herbicidas dlmtrofenéllcos). se obtuvo lo siguiente (Fig. 44).

0.004 T e  0.004 1
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FIGURA 44, ELECTROFEROGRAMAS DEL ANALISIS DEL AGROQUIMICO SIN Y CON PLMIM-CCME.
Condiciones: Capilar de silice 1undida de 50 pm D. 1., long. total 52.7 cm, long. efectiva 41.8 cm, -
30 kV voltaje , 20 °C, a 214 nm, composicién del buffer: 75
mM de Citratos; pH 2.85 mas la adicién de 50 mM de SDS; introduccién de muestra a 0.5 psi. (A)
5s; (B) 50 5. A) Sin PLMIM-CCME; 8) Con PLMIM-CCME; Siendo (1) Dbn 8.0 ppm.

Al analizar las Fig. 44-A y Fig. 44-B se observa que al aplicar el método de PLMIM-
CCME optimizado para el Grupo 11 (herbicidas dinitrofendlicos), a la muestra ACA-40C el
Dbn presente en la solucidn se preconcentra sin que el perfil del electroferograma se
modifique mucho (ver Fig. 38-8), por lo que el método disefado para la PLMIM-CCME para
herbicidas dinitrofendlicos resulto ser eficiente al aplicario a una muestra real.

Al ltevar a cabo el analisis mediante la PLMIM-CCME del extracto (solucién ACA-F),
obtenido de la EFS (ver seccidn 4.6), se obtuvo lo siguiente:
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FIGURA 45. PLMIM-CCME DEL. AGROQUIMICO COMERCIAL CON UNA PREVIA EFS. Condiciones: Capilar

de sliice mnulda de 50 um D. l.. long. total 52.7 cm, long.” efectiva 41.8 cm, -30 kV voltaje

‘a 214 nm, composiciSn del butfer: 75 mM de

Citratos; pH 2.85; mésla adldén de 50 mM de SDS; introduccién de la muaslra a 0.5 psi. 50 s; A)
Sin EFS ; B) Con EFS; siendo (1) Dbn 8 ppm .

Examinando los electroferogramas de 1a Fig. 45-A y Fig. 45—5 se observa que la
absorbancia de los analitos aumenta alrededor de 9,85 veces cuando se realiza una previa
EFS a la PLMIM-CCME que cuando solamente se realiza la PLMIM-CCME, lo cual se debe
a que el Dbn presente en una solucién de gran volumen (50 ml), al ser eluida a través de la
columna Cis este es retenido y concentrado en ella y mas aun cuando fue recuperado con
un menor volumen de disolvente (1ml de AcN) para su posterior PLMIM-CCME en el equipo
de Electroforesis Capila'r sin ser concentrado mas por evaporacion de disolvente ya que el
Dbn es volatil.



~CONCLUSIONES

Se logréd exitosamente desarrollar Ioé métodos de separacidn simultdnea tanto
para los Grupo I (carbdmicos,  ureicos y amlidicos) como para los del Grupo II
(dinitrofendlicos) empleando la técnica CCME. g
De acuerdo con los resﬁltédos obtenidos y al analisis de los mismos al evahﬁar
el efecte: que ejerce el pH, concentracién y naturaleza del buffer, concentracién y tipo
de surfactante en la separacién simulténea y naturaleza de la matriz asl como tiempo
de introduccidn de muestra en la hreconcen!racién en linea los Herbicidas del Grupo 7
(Bin, Ctd, Cbm y Ptc) y del Grupo IT (AcDs, Dbn y Ds) sobre la Eficiencia (Nimero de -
platos tedricos), N, Resolucién, Rs, y tiempo de analisis se puede concluir que:

v Debido a la particion diferencial que existe entre la fase pssudoeslacldnarla
(micelas cargadas negativamente) y buffer por cada uno de los herbicidas
estudiados estos se lograron separar satisfactoriamente por medio de la CCME,
alcanzandose un valor maximo de resolucién para los Herbicidas del Grupo 1 de
5.71 y eficiencias de hasta 120,000 platos tedricos, mientras que para los
Herbicidas del Grupo II de se lograron valores de resolucion de 7.1 y 80,000
platos tedricos.

v Asl mismo se consiguié preconcentrar en linea (dentro del capilar) todes los
herbicidas estudiados, para lo cual se disminuyo el pH de trabajo a fin de suprimir
el FEQ y asi poder realizar ta PLMIM-CCME (electrostaking), disminuyéndose de
este modo los LD's para los Herbicidas del Grupo I = 80 veces en comparacion
con los obtenidos en un Medio ligeramente alcalino (pH 8.5), mientras que para los
Herbicidas del Grupo 11 los valores de los LD’s son disminuidos = 20 veces cuando
se realiza un electrostaking que cuando estos son determinados a un pH de B.5.

v El realizar una EFS previa a la PLMIM-CCME es una muy buena opcién para
disminuir =~ 1000 veces los LD’'s para los Herbicidas del Grupo 1 en comparacion
con los obtenidos a un pH de 8.5, mientras que los alcanzados para los del Grupo
11 estos fueron = 200 veces menor que los conseguidos a pH alto.
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v Se demostré que los métodos desarrollados son eficientes al ser aplicados a una
muestra real (producto comercial ACA-40EC) y que también puede ser utilizado
para analizar extractos provenientes de tierras diatomeas fortificadas con dicho

producto.

v Finalmente se concluye que al combimar el alto poder de resolucién, altas
eficiencias y el uso de surfactantes como fases pseudoestacionarias hacen de la
Cromatografia capilar micelar electrocinética una técnica muy poderosa y
competitiva al realizar estudios de preconcentracién en linea, analisis y separacién
de una gran variedad de compuestos neutros asi como cargados. Otro aspecto
importante por resaltar es que la PLMIM-CCME es un método facil, rapido y eficaz.
para disminuir los LD’s, aungue esto depende de la naturaleza de los compuestos
que se quieran preconcentrar y de la fase pseudoestacionaria.
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