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Resumen

Resumen

Los herbicidas dcidos tipo clorofenoxi son de los mas utilizados a nivel mundial
para el control de la maleza. El gran consumo de &stos, aunado a su persistencia,
movilidad y toxicidad, ha hecho que sean un riesgo para la salud ambiental, ya que
contaminan suelos, aguas, aire y pueden presentar toxicidad a organismos para los cuales
no fueron disefiados y resistencia de la plaga para la que se crearon. Por ello es muy
importante mantener un monitoreo constante y un estricto control de estos herbicidas
en agua y mas aiin en aquella que se utiliza para consumo humano.

La Cromatografia de Particion Centrifuga (CPC) es una técnica de separacién con
fines preparativos en la cual se pueden procesar voliimenes grandes de muestras sin llegar
a saturar la columna. En este trabajo se demostr6 la aplicabilidad de la Cromatografia de
Particién Centrifuga (CPC) como un método eficaz para la extraccién, concentracién y
purificacién de los herbicidas tipo clorofenoxi a partir de muestras acuosas. En el sistema
bifasico desarrollado se utilizé como Fase Mévil (FM) la muestra acuosa y como Fase
Estacionaria (FE) un disolvente organico capaz de retener fuertemente a los herbicidas
en su forma molecular, Asimismo, aprovechando las propiedades icido - base de estos
compuestos se logrd su elucién de la columna con un simple cambio de pH en la FM.
Los herbicidas dcidos tipo clorofenoxi estudiados fueron cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), acido 4~cloro-o-toluiloxiacético
(MCPA), acido 4-cloro-o-toluiloxipropionico (MCPP) 'y acido 2,4,5-
triclorofenoxipropiénico (Silvex). Las condiciones de trabajo en CPC fueron: Sistema
Bifdsico liquido - liquido Acetato de Etilo : Aqua, 20:80 % v/v, ® = 1400 rpm; Modo
de elucion descendente, Flujo = 4 mL/min. Combinando la alta capacidad de
preconcentracion de muestra por CPC con el anilisis por Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia (CLAE) se alcanzaron limites de cuantificacion absolutos de 2.6 ug para
2,4-D, 310 pug para MCPA, 9.1 uqg para 2,4,5-T, 8.28 para MCPP y 5.66 para Silvex.
Estos limites de cuantificacion fueron independientes del volumen de muestra
procesado (al menos hasta 1 L de muestra), lo que indica que el método desarrollado
permite analizar con precisién y exactitud concentraciones inferiores a la decena de
partes por billén (ng/mL) de estos herbicidas en matrices acuosas.
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INTRODUCCION

En la actualidad, los herbicidas son muy utilizados, principalmente en
las zonas de cultivo y pastoreo para eliminar o controlar el crecimiento de
maleza y mala hierba y asi aumentar la productividad de dichas zonas. Sin
embargo, este beneficio conlleva a problemas de contaminacién de suelos y
de aguas y esto se ve reflejado en efectos téxicos, tanto en animales como
en humanos.

Entre los herbicidas mas empleados se encuentra la familia de los
herbicidas fenoxiicidos, siendo el mas representativo el acido
2,4~diclorofenoxiacético (2,4-D). En general, la estabilidad y persistencia
en el medio ambiente de estos compuestos, asi como su penetracion en las
plantas depende mucho de la forma quimica en que se presenten, que
puede ser en forma de ésteres alquilicos, acidos carboxilicos libres o en
forma de sales alcalinas (como sales de potasio o de dimetilamina).

Para detectar la presencia de los herbicidas en aquas, se han empleado
diferentes técnicas de anilisis, como son la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE) y la cromatografia de gases. Debido a que las muestras de
agua generalmente contienen una gran cantidad de compuestos que
-~ interfieren en la cuantificacion, es necesario purificar las muestras antes de
analizar los solutos de interés. Otras veces las concentraciones de los
compuestos de interés son muy bajas y es necesario hacer una
concentracion de los solutos antes de cuantificar. Las técnicas de
prepurificacién y preconcentracion mas utilizadas son la extraccién
liquido - liquido y la extraccion en fase solida (EFS). Sin embargo, la
extraccion liquido — liquido presenta la desventaja de emplear grandes
cantidades de disolventes y/o los tiempos de analisis son muy largos. Con
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la EFS se resuelven estos problemas, pero algunas veces no se tiene la
selectividad suficiente para separar los interferentes de los compuestos de
interés y es necesario emplear soportes especificos para dichos compuestos
de interés, lo que eleva mucho el costo de los anilisis.

La cromatografia de particién centrifuga (CPQ) es una técnica que se
dio a conocer en los 80's en donde no se requiere de soporte sélido, ya que
tanto |3 fase estacionaria como la mévil son dos liquidos inmiscibles entre
si, uno de ellos permanece “fijo* por medio de una fuerza centrifuga
constante, mientras que la otra fase lo atraviesa. Esta técnica sigue el
principio de las extracciones sucesivas liquido-liquido, con la ventaja de que
se puede utilizar cualquier mezcla de disolventes (a condicién de formar
dos fases). La separacion de los solutos por esta técnica depende entonces
de su coeficiente de reparto en el sistema bifasico utilizado y é&ste se puede
modificar cambiando la composicion del sistema bifasico. Graciasa estoy a
su gran capacidad de muestra, la CPC se aplica en la separacion de mezclas
complejas en escala preparativa con tiempos de procesamiento
relativamente cortos.

Aprovechando las caracteristicas de la cromatografia de particién
centrifuga, en este trabajo se presenta un método novedoso de
prepurificacién y concentracién de cinco herbicidas icidos (icido 2,4~
diclorofenoxiacético, icido 2,4,5-triclorofenoxiacético, icido 4-cloro-o-
toluiloxiacético (MCPA), icido 4-cloro-o-toluiloxipropiénico y acido
2,4 5-triclorofenoxipropiénico) en muestras de agua y cuantificacion por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia.



ANTECEDENTES

PLAGUVICIDAS

Segiin la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos de
Norteamérica (EPA), el término “Plaguicida” se utiliza para designar a una
sustancia o mezcla de sustancias utilizadas para prevenir, destruir, repeler o
disminuir cualquier tipo de plaga. Los plaguicidas se pueden dividir segiin

su modo de accién en herbicidas, insecticidas y fungicidas.

Antecedentes

En la actualidad, se considera que anualmente se consumen a nivel
mundial alrededor de 2.5 millones de toneladas de aproximadamente
55,000 plaguicidas diferentes y de é&stos, el 80% se usan en paises
desarrollados como Canadd y E. U. A\ En la Tabla | se presenta una
clasificacién general de los plaguicidas mas usados®.

Tabla 1. Principales tipos de plaquicidas existentes en el mercado mundial

Fungicidas
. Solubilidad en aqua
Familia (mg/L) Ejemplo Estructura base
Ditiocatbamatos 10 -10° o e _ff -
metiram, zineb. —=S=CTN
N,
. Carbendazim, imazalil,
Imidazoles 1-104 tiabendazol E ?—
o
Procomidona, captan, oms:
0
N
Triazoles 10 -10% Miclobutanil, propiconazol Nﬁ: ‘?
\




Tabla 1.
(continuacién)
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Principales tipos de plaguicidas existentes en el mercado mundial

Herbicidas
i Solubilidad en agua
Familia (mg/L) Ejemplo Estructura base
Alaclorv, dicormid,
Acetamidas 102 -10* metolaclor. I
|
Clorosulfuron,
Sulfonilureas 102 - 104 b Gso;—nu—g—-m«{}
) 2,4-D, 2,4,5-T,
Clorofencats = MCPA, Silvex., MCPP m
NO,
Pendimetalina, NO;
Dinitroanilinas 101 -1 trifluralina. ‘@im
Imazaquin, imazapir o) g
. n i e [] N
Imidazolinonas 10-104 ‘ ik, i.?—b
Fomesafen, bifenoxi, -
Fenilfenoxis 101-10¢ betil-Auazifop \Q—O—Q
Tiocarbamato 1-104 v butlﬁ;:;tllam. —s—ﬁ—ﬂ/
A
Linuron, diuron,
Fenilureas 1-108
tidazuron H—E—N :
’ Atrazina, ametrina, J\N
T N
Hatinn oo Simazina, prometon "&k
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Tabla 1. Principales tipos de plaguicidas existentes en el mercado mundial
(continuacién)

Insecticidas
Familia & “b‘clm e Ejemplo Estructura base
Carbamatos 10-10° c:?:‘::':g;‘;f‘" _O_E_Nq
Organoclorados 103 -1 zﬁfﬁ:ﬁ’; Insecticidas que contengan dloto.
Oganofosforados. 101 10# d wp:im&”mm = e
similar a
Piretroides 105 -10* f’:ﬂm’ ;2::’":_ io <:'

El gran consumo de plaquicidas, aunado a su persistencia, movilidad
y toxicidad, ha hecho que &stos sean un riesgo para la salud ambiental, ya
que contaminan suelos, aquas, aire y pueden presentar toxicidad a
organismos para los cuales no fueron disefiados y resistencia de la plaga
para la que se crearon.

El tiempo de permanencia de estos compuestos varia dependiendo
del tipo de plaguicida®, como se muestra en la figura 1. Cabe sefialar que
estos valores son aproximados, ya que la velocidad de descomposicion y
desaparicion de estos compuestos depende de las caracteristicas propias de
la matriz en la cual se encuentran.

Puesto que en este trabajo sélo se trabajé con herbicidas, a
continuacién se dara una breve descripcion de los mismos.




Antecedentes

Gamma-HCH I

Plageicida

T T T
1 2 3
Tiempo (afics)

Figura 1. Tiempo de permanencia de algunos herbicidas utilizados actualmente

HERBICIDAS.

Existen varios compuestos quimicos con propiedades fitotéxicas que
se utilizan en el control de hierbas y malezas en plantios, zonas de cultivos
y pastoreo. La basqueda activa de compuestos fitotoxicos durante las
Gltimas décadas, ha conducido a un constante incremento de estos
compuestos.

Existen varias clasificaciones de los herbicidas, sin embargo, lo mas
comiin es dividitlos en inorganicos y organicos. Estos dltimos también se
pueden agrupar por afinidad quimica?, como se muestra en la Tabla I.

Otra forma de clasificar a los herbicidas es de acuerdo al caracter
fisiolégico* que presentan:

o Preplantio. Se utilizan durante la preparacion de la tierra
antes de sembrar.

o Postplantio. Se usan después de la cosecha para eliminar la
hierba que quedé.
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o Preemergentes. Son no selectivos y son los de mayor
aplicacion. Se emplean para “limpiar* los terrenos para
prevenir crecimiento de plaga.

o Post-emergentes. Son selectivos y se emplean cuando el
cultivo tiene hierba no deseada. En esta categoria estin las
sulfonilureas, imidazolinonas y los dcidos fendxicos.

Contaminacion de aguas por herbicidas.

Debido al uso cada vez mis frecuente de herbicidas, tanto suelos
como aguas supetficiales y subterrdneas se contaminan muy facilmente y
los principios activos, o sus productos de degradacion, pueden permanecer
de uno 3 cinco meses en esos medios®.

Cuando los herbicidas se encuentran en el medio ambiente (sea
suelo o agua), los ecosistemas se encargan de integrar éstos en sus
diferentes procesos. Por ejemplo, los rios se unen directamente con los
esteros, costas y mar abierto, donde los contaminantes pueden
transportarse por la corriente, teniendo un contacto permanente con la
atmosfera, por lo que los contaminantes también pueden ser
transportados por volatilizacion. Asi, los contaminantes pueden ser
transportados a los mantos acuiferos, ya sea por la contaminacién de los
Hos, que son la via mas directa o por filtracion natural en el momento de
la aplicacién de los herbicidas; también puede ser por lluvia después de la
volatilizacién de éstos?. Este proceso se representa en la figura 2.

En la naturaleza los herbicidas pueden presentar diferentes
transformaciones debido a hidrélisis, biodegradacion, oxidacién, fotélisis,
biotransformacién, reaccion de metabolitos con organismos vivos, etc.
En la figura 3 se esquematizan algunos de estos procesos.
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Figura 2. Procesos de transformacién de los herbicidas

La contaminacién también se puede presentar en organismos vivos,
tanto vegetales como animales, ya que éstos estan en contacto directo con
el herbicida en el momento de su aplicacion®:

o El principio activo se acumula en el organismo, pudiendo
provocar un efecto téxico o causar la muerte. Este proceso
se denomina bioconcentracion o bicacumulacion.
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o Por el proceso de biomagnificacién, los compuestos se
trasmiten a otros ordanismos a través de la cadena
alimenticia y se acumulan en diferentes organismos,
particularmente en los consumidores finales de la cadena
alimenticia.

o Por el proceso de biotransformacién, los organismos
degradan estos compuestos y los excretan. Se sabe que este
proceso ocutte en algunos animales acuaticos y hongos.

o Finalmente, los compuestos degradados se descomponen
significativamente a productos tales como CO,, CHs y
H20. Este proceso se conoce como biodegradacion y
generalmente los microorganismos son los que la llevan a

cabo.

Herbicidas fenoxidcidos.

Los herbicidas fenoxidcidos se usan ampliamente en agricultura y en
el ambito forestal desde 1940. También se usan para limpiar &reas
deportivas, caminos de trenes de alta velocidad, cementerios y para el
control de algas en aguas y drenajes de desechos’. En la Tabla Il se
presentan algunos de los herbicidas de este tipo que existen en el
mercado®.

En E. U. A. y en Europa, la mayoria de los herbicidas usados son de
tipo fenoxiacido, por ejemplo en Suecia, el 65 % de los herbicidas aplicados
son acidos clorofendxicos®.

Estos inhibidores de crecimiento sintéticos son de tipo selectivo y de
traslocacion, acumulandose en raices y partes de crecimiento. A bajas
concentraciones pueden incrementar las cosechas, pero en mayores

10
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cantidades actdan como inhibidores del crecimiento, ocasionando efectos

dafinos’.

Tabla 1. Propiedades de algunos herbicidas fenoxiacidos

Herbicida

Estructura

PKaM

Solubilidad en agua
(mg/L)

Log Pw/of)

LDso @
mg/Kg

2 4-diclorofenoxi
acético
(2,4-D)

26

200

2.65

1,000

4-cloro-2-
metilfenoxi
acético (MCPA)

37

3.25

700

2.4,5-
triclorofenoxi
acético
(2,4,5-T)

28

278

313

2,4~
diclorofenoxi-
propanoico
(2,4-DP)

35

710

3.43

4~cloro-2-
metilfenoxi

propanoico
(MCPP)

3N

620

363

3.63

2,45~
triclorofenoxi

propanoico
(Silvex)

30

140

3.8

650

2,4~diclorofenoxi
butanoico
(2,4-DB)

4.8

353

(a)

4-cloro-2-

metilfenoxi

butanoico
(MCPB)

TR IR

4.8

44

3,47

@

(a) No se encontrd el valor para estos compuestos, (b) pKa= -Logaritmo de la constante de disociacién de un dcido,
(c) P w/o= Coeficiente de reparto aqua/octanc y (d) LDso= Dosis letal al 50% de la muestra poblacional.

11
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Actualmente, no se conocen bien las bases moleculares y el modo
de acci6n de los dcidos clorofenéxicos, pero se cree que el protén del acido
impide la fosforilacién oxidativa y modifica la estructura de las membranas
tilacoidales'™, impidiendo el crecimiento de la planta.

Por otro lado, la estabilidad y persistencia de los acidos
clorofenéxicos en el medio ambiente, asi como su penetracién en las
plantas, depende mucho de su formulacion. Generalmente se presentan
como &steres alquilicos o 3cidos carboxilicos libres. Los é&steres
emulsificados en aceite se utilizan comdnmente por su alta actividad
herbicida, por su poder de penetracién y por su baja presion de vapor. Sin
embargo, su baja volatilidad puede causar un dafio sensible 3 las semillas y
sembradios cercanos, especialmente en climas calidos".

En su forma basica, debido a su gran solubilidad en agua, estos
compuestos pueden llegar 3 los mantos acuiferos a través de las aguas
supetficiales, o bien por infiltracion natural®.

Con respecto 3 su toxicidad, ninguno de los herbicidas acidos se
consideran contaminantes muy téxicos, aunque algunos tienen efectos
mutagénicos, teratogénicos o carcinogénicos.

El nivel de toxicidad de estos herbicidas depende de su estructura,
por ejemplo, el LDso oral es de 375 mg/Kg de peso en ratas para el dcido
2,4~diclorofenoxiacético (2,4-D) y de 150 para su éster butirico®. Asi, de
acuerdo a la clasificacion segin su riesgo de toxicidad recomendada por
Who?, el 2,4-D es de riesgo moderado y su éster es de alto riesgo.

En el ser humano, diversos estudios demostraron que I
prolongada exposicion al 2,4-D, disminuye la fertilidad en los hombres,
sobre todo si éte se combina con el icido 4-amino-3,5,6-

12
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tricloropicolinico (piclolam), como ocurre en varias formulaciones
comerciales.

Debido a esto, las leyes de E. U. A. y de la Unién Europea, imponen
un miximo de niveles residuales de herbicidas totales de 100 a 500 ng/L
en agua para consumo humano; 1-5 g/L en agua potable pretratada y de
50-100 g/l en agua de rio®. En México, las normas oficiales mexicanas,
s6lo hacen referencia al 2,4-D y establecen que el limite maximo
permisible para este compuesto es de 50 mg/L en agua para uso y
consumo humano® . Como se obsenva, este valor es mucho mas grande,
que el permisible en Europa y E. U. A.

Los bajos niveles permisibles de herbicidas, aunado a que
actualmente se usan mas de 900 sustancias activas en diferentes
formulaciones, sin contar con la formacién de metabolitos, hace que su
control en agua sea un drea bastante compleja. Es por eso que se han
desarrollado diversos métodos analiticos, cada vez mds sensibles y
especificos. A continuacién se mostrara un breve resumen de las
principales técnicas aplicadas a la preconcentracién y anlisis de herbicidas
dcidos en agua, que existen actualmente.

Anilisis de herbicidas dcidos.

El anilisis de residuos de herbicidas involucra diferentes pasos, como
son la extraccién, limpieza o eliminacién de interferencias, cuantificacion
del principio activo y confirmacién de su identidad, usando para ello
diferentes técnicas.

En un principio, la cuantificacién de principios activos se hacia por
colorimetria y espectrofotometria, pero &tos son poco sensibles y en
muchas ocasiones con ellos no se puede distinguir entre el principio activo
y sus metabolitos o productos de hidrolisis”.

13



Antecedentes

Actualmente, la extraccién, separacion y cuantificacion de estos
compuestos se hace casi siempre usando las ténicas cromatogrificas®, ya
que éstas permiten analizar compuestos organicos e inorganicos presentes
en bajas concentraciones y/o en matrices complejas.

Algunas veces, se puede hacer la cuantificacion directamente. Sin
embargo, la presencia de compuestos mono- oli- o poliméricos pueden
reducir la eficiencia de la separacién de cualquier método cromatogrifico,
causando cambios en los valores de retencion y en la forma de los picos,
siendo necesario establecer un paso de pre-purificacion®.

Para la pre-purificacién y pre-concentracion de los solutos de
Interés en muestras acuosas, las técnicas més utilizadas son la extraccion
liquido-liquido y la extraccién sélido-liquido, o extraccién en fase sélida
(EFS).

La extraccién liquido — liquido de los 4cidos clorofenéxicos se basa
principalmente en el valor de pH de la disolucién acuosa, ya que a valores
de pH superiores al pKa los solutos se encuentran en forma disociada,
siendo muy solubles en la fase acuosa, pero a valores de pH inferiores al
pKa, estos compuestos se encuentran en su forma molecular, siendo
entonces poco solubles en agua y mas solubles en disolventes organicos,
tales como éter dietilico y diclorometano, que se han usado para su
extraccion’.

La EFS se desarrollé como un método alternativo a la extraccién
liquido-liquido. Los primeros cartuchos y columnas para este propésito
fueron de silice y aparecieron comercialmente en los afios 70%s.
Posteriormente se desarrollaron otras fases adsorbentes para diversos
analitos siendo las mas comunes la fase inversa y la de intercambio i6nico.
Sin embargo estos soportes presentan baja selectividad y retienen

14
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cantidades apreciables de cidos hdmicos y filvicos, presentes en aguas
ambientales. Esto puede conducir a una disminucién significativa en la
retencién de los compuestos de interés, particularmente en el caso de
compuestos polares como los dcidos clorofenéxicos. Adicionalmente, la
materia orgdnica retenida coeluye con los analitos, produciendo serias
interferencias durante el andlisis cromatografico e impidiendo su
cuantificacién a bajos niveles de concentracion® 2 2. Como se
menciond, el problema es mas notorio cuando los solutos de interés son
muy polares®2, como es el caso del 2,4-D. Se han reportado trabajos en
donde se combinan los dos tipos de soportes para alcanzar una mayor
sensibilidad en la determinacién de los herbicidas. Primero |3 muestra se
percola a través de una precolumna empacada con una fase reversa de alta
capacidad de retencion (p.ej. fase polimérica estireno divinilbenceno). En
una segunda etapa, los solutos con propiedades, dcido-base (como los
icidos clorofenoxi) son ionizados por el paso de una solucién a pH
adecuado, lo cual provoca su desorcion de la fase reversa y su consecuente
transferencia a la sequnda precolumna empacada con un intercambiador
i6nico, donde quedan retenidos. De esta manera la muestra es
preconcentrada en la primera columna y limpiada por transferencia
selectiva de los solutos ioniozados a la sequnda precolumna, antes de su
determinacion por CLAE.%.

Con el objeto de aumentar la selectividad de la EFS, recientemente
se han desarrollado adsorbentes que emplean mecanismos de
reconocimiento molecular, en donde el soporte se disefia especialmente
para un soluto especifico (o familia de solutos). Tal es el caso de las
columnas de inmunoafinidad®. Sin embargo, en estudios hechos para el
2,4-D, se encontré que al pH en que predomina la forma molecular (pH

15



Antecedentes

menor 3 4), el inmunoadsorbente se empieza a degradar, perdiendo su
capacidad de retencion selectiva del soluto®.

Para la pre-purificacién y concentracién de los herbicidas dcidos en
muestras acuosas, también se ha reportado lo siguiente:

o Un tratamiento quimico para la degradacion de
compuestos hdimicos (por ejemplo con sulfito de sodio)?.

o Extraccién subsecuente con un adsorbente polar como
silice o fluorisil para eliminar las interferencias que se
coextrajeron con los analitos de interés en la primera
extraccion®: 2. 29,

Como puede observarse, estas técnicas de pre-purificacion presentan
ventajas y desventajas:

La extraccion liquido ~ liquido es facil de hacer y no es necesaria
instrumentacién compleja sin embargo, su eficiencia es baja en
comparacién con la EFS. Ademas, la extraccién liquido — liquido produce
cantidades considerables de desechos téxicos, y es un proceso lento. 1a
EFS es una técnica mas rapida, sencilla y eficiente que requiere menor
cantidad de disolvente que la extraccién liquido - liquido®. Sin embargo,
en muchos casos es necesario disponer de cartuchos especiales para un tipo
de solutos, lo que aumenta el costo del anilisis, ademas, en el caso de
soportes con inmuncadsorbentes, es necesario producir el anticuerpo
especifico al analito, y generalmente su estabilidad es muy pobre, sobre
todo cuando se utilizan disolventes organicos, lo que aumenta todavia
mas su costo.*©, 31,
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Técnicas de separacion y cuantificacion

Para el anilisis de herbicidas en general, la técnica mas utilizada es la
cromatografia de gases debido a su versatilidad y gran sensibilidad. Los
detectores mas empleados para este tipo de compuestos son: captura de
electrones (ECD), nitrégeno-fésforo (NPD) y fotométrico de llama
(FPD). Por otro lado, la espectrometria de masas (EM) es la técnica de
deteccion mas valiosa en CG, ya que proporciona informacién sobte la
estructura molecular de los compuestos y es también altamente sensible y
selectiva cuando se detecta un i6n en particular (modo SIM). Sin
embargo, en el caso de los 3cidos clorofenéxicos, es necesario hacer una
derivatizacién para poderlos analizar por esta técnica®.

Los derivados mas comunes de los dcidos clorofenéxicos para su
andlisis por CG son sus correspondientes ésteres metilicos, obtenidos por
reaccién con diazometano®. Para la esterificacion, también se ha usado el
metanol-BFs*, trimetilsilil-diazometano-metanol®** e hidréxido de
tetrabutilamonio (TBAH) con ioduro de metilo™. En algunos casos, se
us3 BCls - 2-cloroetanol para producir el éster 2-cloroetilico, que
proporciona una mejor respuesta en el detector ECD*.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia normalmente es mas
utilizada para los icidos clorofendxicos, ya que no requiere de
derivatizacion. Las columnas de separacién mas empleadas son las de fase
inversa, principalmente la Gis. En este caso, los detectores mas empleados
son de, Ultravioleta-visible® y Espectromettia de masas*® 4. Sin embargo,
este Gltimo es mucho menos empleado que en CG, ya que presenta mis
problemas de acoplamiento al sistema cromatogrifico, aunque
comercialmente existen varias opciones*2.
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En general, los detectores utilizados en CLAE son menos sensibles
que los utilizados en CG, por lo que muchas veces es necesario
preconcentrar los solutos de interés de la muestra acuosa antes de su
cuantificacién. En CG, el principal problema es la necesidad de formar el
derivado volatil para su cuantificacion, pudiendo ocasionar problemas de
teproducibilidad del método. Ademss, al requerir de un paso adicional,
como es la derivatizacion, aumenta el tiempo de anlisis.

En lo que respecta a |a cromatografia de particién centrifuga (CPQ),
no se encontrd en |3 literatura ningdin trabajo reportado del uso de esta
técnica en el anilisis de los dcidos clorofenéxicos.
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Cromatografia de Particion Centrifuga.

Las extracciones sucesivas liquido - liquido se conocen desde hace
mucho tiempo y han sido ampliamente estudiadas principalmente por L.
Craig®.

Con el desarrollo de nuevos equipos (principios de los afios 70's), el
proceso de Craig dio origen a la Cromatografia a Contracorriente, la cual
fue desarrollada por Y. lto y K. Nunogaki* en Japén.

Posteriormente, se disefiaron varios aparatos utilizando este principio
y desafortunadamente cada uno de ellos llevé a una técnica diferente, pero
todas ellas basadas en extracciones sucesivas liquido - liquido.
Posiblemente esta multiplicidad de nombres impidi6 que este tipo de
cromatografia se desarrollara rapidamente.

A continuacién se da una breve descripcién de las principales técnicas
que surgieron.

Cromatografia a Contracottiente de Goteo

La Cromatografia a Contracorriente de Goteo (CCCG) fue una de las
primeras técnicas en donde se usé el concepto de contracorriente y fue
introducida por L. Rikakai** a fines de los afios 70’s. El equipo estd
formado por una serie de tubos de vidrio verticales unidos en los extremos
por pequefios tubos capilares de teflon. El proceso de separacion consiste
en bombear los solutos disueltos en la fase mévil (FM), [a cual atraviesa en
forma de gotas una fase estacionaria (FE) que se encuentra en los tubos de
vidrio y por afinidad de los solutos ya sea por la FE o por la FM, se logra la
separacion.
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Por esta técnica, los tiempos de anilisis son muy largos debido a que
los flujos que se utilizan son muy pequefios, ya que de otra manera la FM
desplazaria a la FE en lugar de atravesarla, impidiendo asi la separacion.

Esta técnica no tuvo mucho auge debido precisamente a los tiempos
de andlisis tan largos.

Cromatografia a Contracortiente de Rotacion Locular

La Cromatografia a Contracorriente de Rotacién Locular (CCCRL)
tampoco tuvo mucho auge debido a que el aparato que se utilizaba era
muy complejo. En este caso, se siguié usando el mismo principio de
extracciones sucesivas liquido - liquido, pero como en CCCG se tenian
problemas de retencién de la FE, se decidié introducir una fuerza
centrifuga. Asi, el aparato se formé con una serie de cilindros colocados
sobre un eje en posicién hotizontal, el cual se hacia gitar al mismo tiempo
que los cilindros que contenian a la FE®. Desafortunadamente, en este
sistema no se generaba una fuerza centrifuga muy grande, lo que provocaba
que no se pudiera trabajar con flujos muy grandes (mayores de 1 mL/min)
y que los tiempos de anlisis siquieran siendo muy largos*.

Cromatografia a Contracorriente de Al Velocidad

La Cromatografia a Contracorriente, fue desarrollada en la década de
los 80's por Y. Ito y colaboradores en E. U. A. En este caso, la FE es
tetenida en la columna por un campo centtifugo variable, generado por tres
ejes de rotacion, los cuales se comportan como un sistema planetario. La
columna esti formada por un tubo de teflén enrollado en uno de los ejes
formando una bobina y es en ella donde se encuentra I3 FE. La fuerza
centtifuga variable generada es la que permite que la FE permanezca “fija”
en la columna, mientras que la FM la atraviesa a gran velocidad (flujos
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altos, hasta 20 mL/min). De esta manera, los tiempos de analisis son mas
cortos y las separaciones mis eficientes. Esto es posible porque en este caso
se pueden usar velocidades de rotacion elevadas (hasta 1500 rpm). Por estas
caractetisticas, esta técnica se conoce actualmente como Cromatografia a
Contracorriente de Alta Velocidad (CCCAV)¥.

Cromatografia de Particion Centrituga de Ala Eficiencia.

K. Nunogaki desarrollé en Japén la Cromatografia de Particion
Centrifuga de Alta Eficiencia (CPCAE). Esta se basa en la formacion de un
campo centrifugo constante producido por un mecanismo de rotacion de
un solo eje®.

En este caso, el aparato esti formado por una columna de 31 x 47 x
50 cm, con un peso aproximado de 43 Kg, en el interior se tiene un rotor
(que es la columna misma), que esta formado por seis pares de discos de
teflon y acero inoxidable, en donde se encuentran grabados a ambos lados
canales conectados entre si por conductos. Cada disco contiene 178
canales, dando un total de 2136. Estos miden 15 x 2.5 x 21 mm y los
conductos 15 x 1 x 1 mm, dando como resultado un volumen interno de =
79 UL por canal, es decir, el correspondiente al 85 % de un volumen total de
230 mL.

Los discos se encuentran sobre un eje que gira sobre si mismo
(figura 4). La FE es retenida en la columna por la fuerza centrifuga
constante generada al hacer girar el rotor, mientras que la FM la atraviesa.

Los conductos contienen dnicamente FM, mientras que en cada
canal hay FM y FE, pudiendo ajustarse la relacién de ambas dentro de la
columna.
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Figura 4. Discos de la columna unidos en el eje de rotacion.

La FM que se encuentra en el intetior de la columna es remplazada
por FM nueva que se introduce al sistema de manera continua, realizindose
de esta forma la separacion cromatogrifica. La figura 5 representa un
esquema de una columna de este tipo.

La CPC presenta un gran nimero de ventajas con respecto a otras
técnicas cromatograficas, principalmente al compararla con las que utilizan
una FE sélida. L3 ausencia de un soporte estacionatio permite que se tenda
~ un mayor volumen de FE, lo que permite que la capacidad de muestra sea
grande, reflefindose esto en la posibilidad de separar grandes cantidades de
soluto en un solo anilisis (de miligramos hasta gramos). Por otro lado,
permite aislar compuestos inestables o altamente degradables al entrar en
contacto con el soporte sélido.
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Figura 5. Esquema de la columna para Cromatografia de Particién Centrifuga.

Otra de las ventajas que presenta la CPC con respecto a otras técnicas
cromatograficas es la de eliminar costos por reemplazos periédicos de la
columna, ya que es mis econémico utilizar un sistema de disolventes,
sobre todo cuando se analizan grandes cantidades de muestra.

Ademis, la CPC permite tener una recuperacion casi total de I
muestra, alin cuando no haya separacién, ya que cualquiera de las dos fases
liquidas puede usarse como FM o FE, adin en un mismo andlisis, por tal
motivo se puede vaciar la columna en su totalidad.

Estas caracteristicas hacen que la CPC se use mas en separaciones
preparativas, sin descartar el interés analitico.

Equipo
En CPC se utiliza el mismo equipo que se emplea en CLAE, es decir,
un sistema de bombas que permiten introducir la FE y la FM. Puesto que
las dos fases son liquidas, se necesitan por lo menos dos vias de
introduccién.  Por otro lado, cuando se analizan grandes cantidades de
muestra, ésta se introduce al sistema por medio de una tercer via; cuando se
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analizan pequefias cantidades, la introduccion de la muestra se puede hacer
por medio de un inyector de vilvula tipo “Rheodyne’. Los detectores
pueden ser UV-Visible, Fluorescencia, etc, dependiendo de las
caracteristicas fisicas de la muestra. Sin embargo, cuando se trabaja con
cantidades importantes, estos detectores se saturan, siendo necesario
colectar fracciones de eluyente para su posterior deteccién fuera de linea.

Al igual que en CLAE, el flujo de trabajo va a depender de la presion
generada durante al andlisis, pero en el caso de la CPC, esta presion también
dependerd de la velocidad de rotacion (@) de la columna, con la que se
controla la fuerza centrifuga (0-2000 rpm). En general, se trabaja con
flujos comprendidos entre 1y 10 mL/min. En la figura 6 se muestra un
esquema del equipo cromatogrifico utilizado.

La FMy la FE pasan a la columna por medio de dos sellos rotatorios
que se encuentran, uno en la parte supetior y el otro en 3 parte inferior del
rotor y s a través de ellos que la columna se une directamente al inyector y
al detector.

En CPC, cualquiera de las dos fases puede ser usada como FE, por
ejemplo, si &sta es la fase mas densa y la FM la mas ligera, la elucién se hace
en “Modo Ascendente’, lo que quiere decir que |3 FM atraviesa 3 la FE de la
parte infetior del canal hacia la parte superior. También se puede utilizar al
revés y entonces se trabajard en “Modo Descendente”, es decir la FM es la
mds densa y va atravesar a la FE (m3s ligera) de la parte superior del canal, 3
la parte inferior pasando a la parte superior de otro canal, asi hasta salir del
sistema cromatogrifico (figura 7).
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Figurz 6.

Figura 7. Modos de elucion ascendente y descendente en CPC.
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Modos de elucion.

Al igual que en CLAE, en la cromatografia de particién centrifuga se
puede eluir en fase normal (cuando la fase mas polar es la FE y la fase
menos polar la FM), en fase inversa (cuando la fase mas polares la FM y la
fase menos polar la FE). Ademas, por CPC también se puede hacer el
anilisis en modo dual de elucién. En este caso se comienza el anilisis, por
ejemplo en fase normal y después de un tiempo, la fase mévil se cambia a
fase estacionaria para trabajar en fase inversa. En la figura 8 se explica
mejor este modo de elucion.

CPCy CLAE.

La CPC y CLAE son técnicas similares en varios aspectos: mismo
principio (reparto de solutos) y mismo equipo de trabajo (bombas,
inyectores, detectores), Sin embargo, existen grandes diferencias entre ellas,
algunas de las cuales se enumeran a continuacién®.

Tomando como base la cromatografia en fase inversa con fases
enlazadas, en CLAE se tiene una fase estacionaria formada por una cadena
lineal organica unida a un soporte de silice, en donde la FE propiamente
dicha solo ocupa del 5 al 7% del volumen total de la columna y no tiene
cambios significativos con la variacién de la composicion de la FM*. Este
porcentaje es poco, pero 3 cambio, se tiene un sistema cromatogrifico muy
eficiente.

En CPC, la silice es “reemplazada” por un campo gravitacional que
permite utilizar un disolvente organico (n-hexano por ejemplo) como FE y
éste ocupa entre el 50 y 80 % del volumen total de la columna (figura 9).
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Figura 8. Modo Dual de elucién. Si se tiene una muestra que contiene
5 componentes a, b, ¢, d y e, donde la afinidad de estos compuestos hacia
la fase no polar incrementa de a hacia e, los componentes menos polares c,
d y e eluyen 3 distintos tiempos cuando se usa como FM la menos polar,
es decir, se trabaja en fase normal. En este caso los componentes a y b,
quedan retenidos en la FE (1y I1). Se sigue pasando la fase mévil apolar
para que los componentes 3 y b migren lentamente (l11). Después de un
tiempo, la direccién del flujo se invierte y ahora la FM es la mas polar yla
FE es la menos polar. De esta manera eluyen los compuestos 3 y b
separados (1V).
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Estas diferencias en el porcentaje de FE tienen como consecuencia:

o Los coeficientes de reparto utilizados para la purificacién de
una muestra por CPC son cercanos a la unidad, mientras que
para CLAE son generalmente mayores de 15.

o la capacidad de una columna CPC es mucho mas
importante que para una columna CLAE del mismo
volumen total. Es posible entonces analizar grandes
cantidades de muestra por CPC sin saturar la columna.

—_ Heamo
(Estacionaria)

+ Metanol
@ 5

Fase reversa CLAE
VM4 Ve=Vi-vg Faeetadonai Vim+Ve = Vit

CLAE cpc
Figura 9. Fases estacionarias utilizadas (3) CLAE y (b) CPC
Resolucion Cromatogrifica

La ecuacién fundamental de la cromatografia de reparto es:
V.=V, +KxV,
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Donde V, es el volumen de retencién del soluto, Vm y Ve son
respectivamente los volimenes de fase mavil y estacionaria dentro de la
columna, y K es la constante de reparto.

En CLAE, los volamenes de FM y FE dentro de la columna no se
conocen, mientras que en CPC si es posible conocerlos, por lo que es
posible calcular [a constante de reparto de un compuesto dado, si se conoce
el volumen de retencion.

Fficiencia

En cromatografia, la eficiencia se representa por el nimero de platos
tedricos (N), que se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

=2
o
N=1,,[_r]
"

donde tr es el tiempo de retencion y wb es el ancho a [a base del pico.

En CPC se puede aplicar la misma ecuacién, aunque por esta técnica
no se tiene una columna real, sino una serie de canales conectados entre si
y parece ser que a lo mds hay un plato teérico por canal*®. En la mayoria de
los casos, se necesitan varios canales para formar un plato terico.

Resolucion

Para dos compuestos vecinos 1y 2, |a resolucién (Rs) ests en funcion
del factor de selectividad (@), del nimero de platos tedricos (N) y del
factor de retencién (k’), siendo este dltimo funcién de la constante de
reparto K y de los volamenes de FE y FM dentro de la columna Ve y V.

R, = EJ,\](G__:" R'; .
4 o | R,4+1
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El factor de selectividad es la relacion de los coeficientes de reparto de
dos solutos vecinos. En CLAE, K se reemplaza por el factor de retencién k'.

E.I K'I
Y
h‘: tr _to =K'£
ti‘J VM

donde t, es el tiempo de retencién del soluto estudiado y to es el tiempo de
elucién de un solute no retenido en la columna cromatogrifica.

Es posible entonces calcular la resolucion a partir de la ecuacion
anterior:

1 -1 [
gs=h\;ﬁ(_ -
* it

VE

El valor de la relacion de Viu/Ve es grande para CLAE (entre 13 y 20)
y no es importante en CPC (entre 0.25 a1 para un volumen de FE entre 50
y 80% del volumen total de la columna). Esto significa que con el mismo
factor de separacion y constantes de reparto idénticas, la resolucion es
mucho mias grande en CPC que en CLAE para un niimero de platos
tedricos dado, es decir, el ndmero de platos teéricos necesarios para tener
una resolucién determinada es menor en CPC que en CLAE.

La figura 10 muestra que para a=1.2, K= 1y N=1000, la resolucién es
de 0.1 en CLAE (Ve » 7% del volumen total) y 1 en CPC (Ve ~ 65% del
volumen total). Entonces, para obtener una resolucién de 1.5 se necesitan
190,000 platos tedricos en CLAE, mientras que 2,200 son suficientes en
CcpPC.
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Vemos asi que el volumen de fase estacionaria en la columna CPC
hace variar fuertemente la resolucién, por lo que esta variable debe estar
perfectamente controlada durante la optimizacién de las condiciones
experimentales.

Por esta técnica, la resolucion y la eficiencia aumentan con la
velocidad de rotacién y disminuyen muy poco con el flujo*. En general,
los parametros que influyen sobre la resolucién y la eficiencia se pueden
agrupar en tres bloques® (figura 11):

o Parimetros de uso: flujo, velocidad de rotacién y modo de
elucion.

o Pardmetros del instrumento: forma de las celdas y
conductos, material con que estan hechos.

o Pardmetros del sistema bifasico: Propiedades fisicoquimicas
de cada una de las fases, tales como densidad (p), viscosidad
(n) y tensién superficial (y).

1.6 4
1.2 4
=
=
3 0.8 c
L
: : ]
% 0.4 - cPC
L
0 T |
1 10 100
% V,
Figura 10. Resolucién en funcién del porcentaje de fase estacionaria para

CLAE y para CPC. =12, N =1000, K =1.
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USUARID
Flujo
velosidrd de rptesidn

INSTRUMENTD Relacijn de fases
Forma de celdrs y Enshmchrmicnto
sonductos de plops
materigles caidg de presidn
SISTEMA
Propiedrdes fisicas (p, 1, V)

Figura 1. Relacién entre los diferentes parimetros con la resolucién en CPC.

El conjunto de todos estos parimetros hace que el régimen del flujo
establecido sea en forma de pelicula, pelicula y capa oscilante, capa oscilante
y atomizacion y es con este Gltimo caso cuando se tiene I3 mayor eficiencia
del sistema cromatogrifico (figura 12).

5 a
8 |
I | t
c d
Figura 12. Régimen del flujo en CPC segiin los parametros de trabajo.
@) pelicula, (b) pelicula y capa oscilante, (c) capa oscilante (d)

atomizacion.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un método  alternativo para la  extraccién,
preconcentracion y purificacion de herbicidas dcidos tipo clorofenoxi en
aquas naturales empleando la Cromatografia de Particion Centtifuga.

Obijetivos particulares

Encontrar un sistema bifasico en CPC que permita concentrar a los
herbicidas en los primeros mL de fase estacionaria (fase organica) y después,
por cambios de pH en la fase mévil (fase acuosa), lograr la elucién selectiva
de los solutos gracias a las propiedades acido - base que éstos presentan. .

Combinar la extraccién por CPC y el anilisis por Cromatografia de
Liquidos de Alta eficiencia (CLAE) para implementar un método que
permita cuantificar con precision y exactitud los herbicidas clorofenoxi al
nivel de trazas en aguas naturales.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material y equipo

Todos los disolventes utilizados fueron grado cromatogrifico o
grado reactivo de Prolabo (Francia) y J. T. Baker (E. U. A).

El agua fue destilada y filtrada sobre soporte Milli Q.

El scido perclérico fue de Sigma-Aldrich (E. U. A.), el fosfato acido
de sodio y la disolucién de amonio fueron de ). T. Baker (E. U. A).

Todos los estandares usados fueron de Chem. Service (E. U. A.).
Estos fueron: icido 24-diclorofenoxiacético (2,4-D), icido 2,4,5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T), icido 4~cloro-o-toluiloxiacético (MCPA),
gcido  4-cloro-o-toluiloxipropiénico ~ (MCPP), - iacido  2,4,5-
triclorofenoxipropiénico (Silvex) y dcido 2,4-fenoxibutanéico (2,4-DB)
con una pureza del 99.95 %. Sus estructuras se presentan en la Tabla I11. Se
prepararon soluciones concentradas (1000 mg/mL) de cada soluto en
acetonitrilo, las cuales se almacenaron 3 - 20°C . A partir de é&stas se
prepararon las soluciones de trabajo (solutos solos o en mezcla), diluyendo
alicuotas apropiadas en mezclas agua-acetonitrilo. Estas dltimas soluciones
se mantuvieron en refrigeracién a 4°C entre usos sucesivos y se renovaron

periddicamente (aproximadamente cada 2 semanas).

El dcido perclérico y el amoniaco fueron grado analitico de J. T.
Baker (E. U. A.). Para la cromatografia en capa fina (CCF), se usaron
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cromatofolios de gel de silice 60 Fass con un espesor de capa de 0.2 mm,
de Merck (Alemania).

Para la evaporacién de las muestras se usé un rotavapor Marca Biichi
(Alemania), con un bafio de agua a 25 “C de temperatura.

Tabla 1. Estructura de los compuestos estudiados.

Nombre Estructura pKa8 7

2,4-D /@i”\)km 2.6020) 33050

MCPA D:O\)l\on 3.7(2)
a CHy

2,4,5-T QI):\/H\W 28

Silvex aj@(% 3.0

MCPP | /C[‘j/kw 311
=} 'CHy

2,4-DB /©/°\/\/°°°“ 4.8
C

Para la concentracién y purificacion se utilizé un Cromatégrafo de
Particién Centrifuga de Sanki Engineering, LTD (Kyoto, Japén), con un
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volumen total de 230 mL. El aparato se acoplé 3 un cromatégrafo Varian
modelo 5000 e inyector de valvula Rheodyne.

Para el anilisis por CLAE se utilizé una bomba Gilson modelo 305,
inyector de vlvula Rheodyne 7125 con bucle de 20 uL. El detector UV-Vis
fue Shimadzu modelo SPD-10AV a una longitud de onda de 230 nm. La
columna fue Hypersil ODS de 150 x 4.6 mm, tamafio de particula de 5 um.

Las muestras analizadas se obtuvieron de dos pozos diferentes del
Ejido Los Cocos, en la costa de Chiapas. También se analizé una muestra
obtenida de un manantial que provee de agua potable al municipio de Villa
de Ayala, Morelos.

Preparacién de la muestra problema.

El agua a analizar se filtré6 con membranas de nylon de 0.45 um de
diametro de poro.

Para valores de pH debajo de 2.5, éste se ajusté con icido perclérico.
Los valores pH de 3 a 7 se obtuvieron usando solucién tampén de fosfatos
0.01 M. Valores superiores de pH se ajustaron afadiendo amoniaco al agua.

Anglisis por CCF

Se prepararon mezclas de disolvente organico (n-Heptano, n-
Butanol y acetato de etilo) - agua (1:1 v/v) y en la mezcla se disolvié una
cantidad de 2,4-D, se aqit6 la mezcla, se separaron las fases y se hizo una
placa cromatogrifica a cada una de ellas, se observaron bajo luz ultravioleta
para asf determinar en qué fase permanecia el compuesto. Esto se hizo con
los tres disolventes organicos y a dos valores de pH de aqua diferentes: 1y
10.

De estas pruebas se determiné que el sistema bifasico utilizado seria el
AcOEt - H,O .
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Angalisis por CPC

Para determinar la relacién de FE -~ FM en la columna de CPC, con el
rotor apagado se llené la columna con diferentes relaciones de voldmenes
AcOEt - Aqua (10:90, 15:85, 20:80, 25:75 y 30:70 v/v). Posteriormente,
se encendié el rotor a 1400 rpm vy el flujo de agua se ajusté a 4 mL/min en
modo descendente. Se colects el eluyente durante 30 minutos (240 mL)
y se midié el volumen de fase estacionaria que salié de la columna. Esto se
hizo para cada una de las relaciones estudiadas.

La relacion de fases seleccionada fue AcOEt — Aqua 20:80 % v/v.

La concentracién de las muestras problemas se realizo de la siguiente
manera:

~Con el rotor apagado, la columna se llené con 80% de aqua destilada
y 20 % de acetato de etilo (volumen de FE 46 mL) a un flujo de 5 mL/min,
después de eluir 180 mL que es el volumen total de la muestra, se
colectaron 100 mL de la mezcla en una probeta para verificar que la
telacion de fases fuera la misma. Después, se pard el flujo y se encendié el
rotor a una velocidad (@) de 1400 rpm. El agua destilada se sustituyé por
un volumen determinado de muestra problema que se envié al sistema
cromatogrifico a través de la bomba a un flujo de 4 mL/min. Una vez
pasado todo el volumen de muestra, se pard el flujo y se cambié el
reservorio a agua Milli Q ajustada a pH de 9 con Amoniaco, y
restableciéndose el flujo a 4 mL/min. Se dej6 que eluyeran 180 mL
(volumen muerto) y posteriormente se colectaron fracciones para después
analizarlas por CLAE.
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Anglisis por CLAE.

En la determinacién de las condiciones para el anilisis por CLAE se
utilizé una fase movil de Acetonitrilo : Aqua para las cuales se hicieron
varias pruebas a diferentes valores de pH vy diferentes % de Acetonitrilo. De
estas pruebas se selecciono finalmente una elucién isocritica usando como
fase mévil Acetonitrilo — disolucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M
(pH 3.6) 25:75(v/v)a un flujo de 1 mL/min, con una columna Hypersil
ODS (150 x 4.6 mm d.i.); tamafio de particula 5 um, inyeccién 25 pL
deteccién por UV 3 230 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Determinacién de las condiciones de anilisis por CLAE

Para determinar las condiciones de separacién por CLAE de los
herbicidas estudiados, se eligié inicialmente un pH de 2.0, ya que a este
valor todos los solutos se encuentran en forma molecular. Primero se
inyecté una disolucién de cada uno de los solutos a concentracion de 10
mg/L, utilizando como fase mévil mezclas de Acetonitrilo - Aqua en
diferentes proporciones. Los resultados se presentan en la figura 13, en
donde se observa que a porcentajes superiores a 40 % de acetonitrilo, casi
todos los solutos se juntan y sélo se distinguen los seis solutos a partir de
25 % de disolvente organico. Sin embargo, los primeros solutos (2,4-D /
MCPA y 2,4,5-T / MCPP) no logran resolverse aiin con la fase mévil que
contiene 20% de disolvente organico. Dado que los tiempos de retencion a
ese porcentaje de Acetonitrilo son elevados, ya no se ensayaron % menores
para intentar la separacion. Por esta razon, el siguiente paso consistié en
variar el pH de la fase mévil para cambiar la selectividad.

En este caso se utilizé6 una mezcla de Acetonitrilo - Aqua 25:75 a
diferentes valores de pH, ajustado con disolucién amortiguadora de
fosfatos 0.01 M. El estudio se hizo en un intervalo de pH de 2.0 5.0, ya
que los valores de pKa de los solutos estin entre estos valores. El resultado
se muestra en la figura 14. Se observa que a partir de pH 3.0 se empiezan a
separar los primeros compuestos, obteniéndose los mejores resultados a pH
de 3.5. Sin embargo, el Silvex y el 2,4-DB no se separaron aiin a pH de 5.
Estos dos compuestos se analizaron a valores de pH mds altos, pero en
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ningiin momento se logré la separacion. Es por eso que se decidio

descartar al 2,4-DB en los siquientes estudios porque es menos utilizado

que el Silvex.

500
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~ 300
=

E 200

¥ 100

150 250 3.0 450 55.0
% ACN
——24-D —8—MCPA —4& 245-T —¥—MCPP ——24-DB ——Silvex | |

Figura 5. Variacién del tiempo de retencién de los solutos en funcién del
porcentaje de acetonitrilo en la fase mévil (mezcla Acetonitrilo ~ Agua pH
2.0 ajustado con HClOs). Columna: Hypersil ODS (150 x 4.6 mm d.i.);
tamafio de particula 5 um . Flujo 1 mL/min; deteccion UV a 230 nm.
Concentracién de cada soluto 10 mg/L, V de inyeccin 25 pl.

tr (min)

150 200 250 3.00 350 400 450 5.00
pH

l—0—2.4—D —&— MCPA —&—245-T —%—MCPP —8—24-DB -Sllvo(l

Figura 4. Variacion del tiempo de retencién de los solutos en funcién del pH de
la fase acuosa. FM mezcla Acetonitrilo — solucién amortiguadora de fosfatos
0.01 M ajustada a diferentes valores de pH (25:75). Las demds condiciones
cromatogrificas fueron las mismas que en el caso anterior.
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Con estos resultados, se decidié que la fase mévil utilizada en los
anilisis por CLAE fuera Acetonitrilo ~ disolucién amortiguadora de
fosfatos 0.01 3 pH 3.5 (25:75) en modo de elucién isocritica. En la figura
15 se presenta el cromatograma obtenido.
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Figura 15, Cromatograma de los herbicidas dcidos. FM: Acetonitrilo ~ disolucién
amortiguadora de fosfatos 0.01 a pH 3.5 (25:75). Deteccién UV a 230 nm.
Columna Hypersil ODS (150 x 4.6 mm, d.i.) tamafio de particula de 5 um.
Flujo 1 mL/min. Concentracién de cada uno de los solutos 10 mg/L.
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Eleccién del sistema bifasico en CPC.

El icido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es el compuesto que mas
problemas de retencién presenta por ser el mas polar, por lo que las
condiciones de extraccion se establecieron con base en el comportamiento
de este compuesto.

Como se dijo antetiormente, en cromatografia de particion
centtifuga se necesitan dos fases liquidas inmiscibles entre si, una de las
cuales es usada como fase estacionaria y la otra como fase mévil. En
nuestro caso, puesto dque la finalidad era concentrar los herbicidas acidos
presentes en el agua, se necesitaba usar 3 éta como FM. La fase
estacionaria entonces tendtia que ser un disolvente inmiscible con el aqua,
en el cual se concentrarian los compuestos de interés y después,
aprovechando sus propiedades acido-base por simple cambio de pH,
permitir que Gnicamente dichos  compuestos concentrados pasen
nuevamente 2 |3 fase acuosa. Los disolventes organicos que se probaron
fueron n-Heptano, n-Butanol y acetato de etilo.

Las placas cromatograficas mostraron que para n- Heptano el
herbicida solamente se encontraba en la fase acuosa, para acetato de etilo y
n-butanol se obtienen los mejores resultados, es decir, a pH icido el 2,4-D
permanecia en la fase organica y a pH basico en [a fase acuosa. Puesto que
cromatograficamente el sistema AcOEt — Aqua es mucho m3s estable que
el sistema n-BuOH - agua y como los resultados eran similares en ambos
casos, se decidi6 trabajar con el primer sistema bifasico.

El siguiente paso fue determinar la relacién de FE - FM en I3
columna de CPC. Como lo que se deseaba era que los solutos se
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concentraran, se necesitaba la menor cantidad posible de fase estacionaria.
En CPC, la relacion de fases se puede ajustar, pero la minima cantidad de FE
(en este caso acetato de etilo) que se puede utilizar depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del sistema bifasico utilizado. Los resultados
obtenidos mostraron que con relaciones de fases Acetato de etilo - Aqua
10:90 y 15:85 se forma una emulsién que hace inestable el sistema bifasico
y a partir de la relacién FE- FM 20:80 el sistema cromatografico es estable.
Puesto que esta relacion fue la de menor cantidad de FE, es la que se utilizo
en los siguientes experimentos.

Influencia del pH.

Para determinar la influencia del pH, en todos los experimentos se
trabajé con 200 mL de aqua destilada conteniendo 100 g de estindar de
2,4-D o de 2,4-DB y ajustada a diferentes valores de pH. Se escogieron
estos solutos por ser el ms polar y el menos polar respectivamente, aunque
como se dijo anteriormente, el 2,4-DB se descarté finalmente por los
problemas presentados en el anilisis por CLAE.

En este caso se deseaba saber a partir de qué valor de pH los solutos
pasan a la fase organica y a qué valor permanecen en la fase mévil (agua).
El sistema cromatografico se estabilizé como se describié anteriormente.
Posteriormente, a través de la bomba se pasaron los 200 mL de muestra 3
un flujo de 4 mL/min en modo descendente y después 100 mL mas de
aqua destilada ajustada al mismo pH de la muestra, esto con el fin de
desalojar la matriz de la muestra sin afectar apreciablemente al reparto de
los solutos entre las fases. Una vez pasado este volumen, se paré el flujo de
FM y se invirti6 el sentido de elucién a modo ascendente, de manera de
que ahora la fase mévil fuera el AcOEt. Se hizo pasar AcOEt nuevo a 4
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mL/min y se colectaron 50 mL de eluyente. Se evaporé el AcOEt y el
residuo se redisolvié en 1 mL de Acetonitrilo; esta nueva disolucion se
inyecté en CLAE para observar la respuesta del detector UV-Vis. Los
resultados se muestran en la figura 16. En esta figura se puede ver que
cuando la fase acuosa est a pH de dos o inferior, los solutos se encuentran
preferentemente en la fase de acetato de etilo. A valores de pH
comprendidos entre 2 y 8 se tiene una distribucion de los solutos entre las
dos fases, permaneciendo una mayor proporcién del 2,4-DB en la fase
organica; 3 pH supetiores a 9 los dos solutos se encuentran

preferentemente en la fase acuosa.

Para ver un poco mis detalladamente la retencién del 2,4-D en la
fase de acetato de etilo, se procedié a hacer lo mismo, pero ahora
colectando fracciones de 1 mL de AcOEt y a valores de pH de fase acuosa de
1.5y 4.0. Los resultados se muestran en la figura 17.

Se observa que 3 pH de 1.5 practicamente todo el soluto se encuentra
en los primeros dos mililitros. colectados. A pH de 4, esto se presenta en
los primeros cuatro mililitros. En ambos casos, después de 6 mL el analito
eluyé completamente. Esto significa que la concentracién por CPC del
analito se lleva a cabo en los primeros canales de la columna, es decir, la
transferencia de una fase a otra es muy rapida.
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Figura 6. Absorbancia obtenida de las fracciones de AcOEt colectadas de la CPC
después de pasar 200 mL de aqua conteniendo 100 ug de 2,4-D y 2,4-DB a
diferentes valores de pH. A= 230 nm.

050
0.45
040 -
035 -
030
025
020
015
010
005 -

Absorbancia (UA)

Figura 17.  Absorbancia en funcién del volumen de AcOEt colectado del anilisis
por CPC. Concentracién de 100 ug de 2,4-D en 200 mL de agua destilada.

Tomando en cuenta estos resultados, se decidié que la concentracion
de los solutos se iba a hacer a pH de 1.5, es decir la muestra problema se
deberia acidificar a ese valor de pH con icido perclérico. Por otro lado, la
elucion deberia hacerse a pH de 9, valor que se obtendria con disolucion de
hidroxido de amonio.
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Asi, en un principio se pensé hacer un gradiente de pH, de 1.5a 9 para
tratar de separar a los solutos desde la elucién por CPC. Se hicieron
diferentes gradientes de pH, colectando fracciones después del volumen
muerto y cada fraccién se analizé por CLAE. Sin embargo, en ningiin caso
se obtuvo la separacion de los solutos en CPC, como lo muestra la figura
18. En el cromatograma se observa que efectivamente, los cinco solutos
estudiados se concentraron, saturando incluso el detector, sin embargo, no
fue posible su separacién por CPC. Es por eso que se decidié que por esta
técnica Gnicamente se haria la concentracion y la separacion y
cuantificacién se haria por CLAE. Asi, el anilisis por CPC queds de la
siguiente manera: Concentracion de muestra de aqua filtrada sobre
membranas de nylon de 0.45 um de tamafio de poro y ajustada a pH de 1.5
con icido perclérico. Sistema bifasico acetato de etilo - agua 20:80, Modo
de elucién descendente, velocidad de rotacion de 1400 rpm, flujo 4
mL/min. Una vez introducida la muestra al sistema se pasa agua limpia
ajustada a pH de 9 con hidréxido de amonio y se continda I3 elucién en las
mismas condiciones cromatogrficas. Después del volumen muerto (180
mL), se colectan 12 mL de eluyente, para analizarlos posteriormente por
CLAE.
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Figura 8. Analisis por CLAE de la fraccién 5, obtenida de la elucién por CPC al
concentrar 200 mL de agua conteniendo 100 microgramos de cada herbicida
acidificada con icido perclérico a pH 1.5.

Condiciones CLAE descritas anteriormente.

Condiciones CPC: Gradiente de elucion. Cambsio lineal de pH de 1.53 pH 9 en
un tiempo de 43 minutos. @ = 1400 rpm; Modo de elucién descendente,
Flujo = 4 mL/min. Coleccién de fracciones cada 2 mL después del volumen
muerto. Solutos (1) 2,4-D, (2)MCPP, (3) 2,4,5-T, (4) MCPA y (5) Silvex.
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Limite de cuantificacién del método.

El siguiente paso consistic en determinar cdal seria el efecto del
volumen en la concentracién, para lo cual se inyectaron muestras en CPC
con la misma cantidad de soluto (100 ug de 2,4-D) a diferentes volamenes
de agua (100 mL, 500 mL y 1000 mL). Después de introducir la muestra
se invirtio el sentido de elucién de modo descendente a ascendente, se
colectaron los primeros mL de la FE (AcOEt) se evaporaron y tedisolvieron
en la FM Acetonitrilo~-Aqua y se analizaron por CLAE.

Los resultados obtenidos de esta prueba se muestran en la figura 19

16000000 -
12000000
g 8000000 ——200mL
~——500 mL
4000000 1000 mL
0 +— : ——1}
(o] | 2 3 4 5
Volumen (mL)

Figura 19, Area en funcién del volumen colectado de AcOEt del anilisis de CPC 3
diferentes voliimenes de muestra concentrada

En la figura 19 se puede observar que en los primeros 3 mL colectados
de AcOEt (que son los primeros mL de fase estacionaria dentro de la
columna CPQ) se tiene retenido al soluto en cuestion en cualquiera de los
tres voldmenes concentrados, lo que nos indica que el volumen a
concentrar no es un factor que intervenda en la elucién de los solutos
dentro de la columna CPC, por lo cual se puede tener la misma cantidad de
soluto tanto en 10 mL como en 1L y ésta se concenttarj en los primeros
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mL de la FE. Al tener alrededor de 46 mL de fase estacionaria la
probabilidad de saturacién por soluto concentrado es nula, ademas de que
este método estj enfocado para la concentracién de herbicidas presentes en
muestras acuosas a niveles de trazas.

Tomando en cuenta el efecto del volumen en la concentracién se
procedi6 3 hacer las curvas de calibracién para cada uno de los solutos, para
ello se prepararon soluciones a diferentes concentraciones de los solutos, se
concentraron en CPC y se analizaron por CLAE en las condiciones
anteriormente descritas. El volumen que se concentré fue de 100 mL. Los
resultados obtenidos para cada uno de los solutos se presentan en la figura
20. En este caso se obseva que para los cinco solutos se tiene un
comportamiento lineal con un valor de 1 superior 3 0.99, teniendo los

mejores resultados con el 2,4-D.

Usando estas curvas de calibracién, para cada uno de los solutos se
aalculs el limite de cuantificacién tomandolo como cinco veces el error
tipico de la curva. Los resultados se presentan en la Tabla IV. El menor
valor se obtiene para el 2,4-D y el mayor valor es para el 2,4,5-T. Cabe
sefialar que estos valores se dan en microgramos y que el volumen es el
inicial que se toma para concentrar. Asi, por ejemplo, si se toma un
mililitro de muestra inicial, el [imite de deteccién para el 2,4-D setia de
2.60 ug/mL, si se toman 100 mL, entonces seria de 26 ng/mL. De esta
manenra, el limite de deteccion siempre va a depender del volumen de
muestra que se analice.
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Figura 20. Curva de calibracién obtenida por CLAE para los cinco analitos
estudiados. Condiciones cromatogrificas descritas antetiormente.
2,4-D: a = (intercepto) 12,764,b = (pendiente) 16,008, 12 (coeficiente de
correlacién lineal) = 0.9998
MCPA: a=31,548; b= 17,534; r? = 0.9995
2,4,5-T: a= 39,990; b =14,089; 12 =0.997
MCPP: 3= 30,515; b =18,492; r2=0.998
Silvex: a=33115; b= 12,091; 2= 0.999

Tably 1V, Limite de cuantificacion de los solutos estudiados, obtenido a partir de su
respectiva curva de calibracion.

Soluto LC (ug)
2,4-D 2.60
MCPA 3.10
2,45-T 9.1
MCPP 8.28
SILVEX 5.66

Repetibilidad y recobro del método.

Una vez obtenidas las curvas de calibracién, se procedié a determinar
la repetibilidad del método. Para ello, se preparé una disolucién acuosa
conteniendo 1 ug/mL de cada uno de los solutos. De esta disolucién se

tomaron 100 mL para concentrarse y analizarse siguiendo el procedimiento

50



Resultados y Discusion

antes descrito, se realizaron 5 réplicas del método completo con la misma
muestra En la Tabla V se anotan los resultados de recobro obtenido para
cada uno de los solutos, asi como el coeficiente de variacién. Se observa
que para el 2,4-D, MCPA y 2,4,5-T se tiene un pequefio error aleatorio por
defecto, mientras que para el MCPP vy silvex, el error es por exceso. Por
otro lado en todos los casos se tiene un coeficiente de variacién menor al
5%, salvo en el caso del silvex cuya variacion es ligeramente superior al 5 %.
Esto puede deberse a que el silvex es el compuesto mds retenido en CLAE y
su pico cromatogrifico es ms ancho que el de los otros solutos, lo que

conduce 3 una mayor imprecision en la integracion.

Tably V.  Exactitud (cantidad recuperada) y precision (% C.V.) del método en el anilisis
repetido de una muestra dopada con 5 icidos clorofenoxi a 1 ug / mL.

Herbicida %C.V.

Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.4 | Rep.5 | (M
24D | 9971 | 9470 | 9679 |10045| 10191 | 987 | 296
MCPA | 9817 | 97.39 | 10012 | 9930 | 9918 | 988 | 108
245-T 10079 | 9547 | 10251 | 97.41 | 9914 | 991 | 279
MCPP | 10429 | 10368 | 104.79 | 10251 | 10378 | 1038 | 082
siivex | 107.49 | 10367 | 10188 | 10856 | 9537 | 103.4 | 5.08

El siguiente paso consistié en preparar cinco disoluciones diferentes
de 100 mL cada una conteniendo 100 microgramos de cada soluto y
analizarla de la misma manera que en el caso anterior. Los resultados se
presentan en la Tabla V1 'y en la figura 21. Se observa un comPortamiento

similar que en el caso anterior, los tres primeros solutos tienen un error por
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defecto y los dos dltimos por exceso. En este caso, se obtuvo una variacién
menor al 5 % para todos los solutos.

Tabla VI Exactitud (cantidad recuperada) y precision (% C.V.) del método en el anlisis
repetido de 5 muestras independientes dopadas con 5 acidos clorofenoxi a 1 g / mL.

Gantidad (ug)
Hesblcda 'y voctiss | ncsiv | Macotrs | Macstey | Muestry | TT00-"] #GV,
1 2 3 4 5

2,4-D 97.31 98.71 96.37 95.21 97.64 97.0 137
MCPA 9960 | 97.03 97.53 96.37 97.60 97.6 124
2,4,5-T 96.11 99.01 98.76 96.26 98.44 97.7 1.45
MCPP 103.81 | 10260 | 104.57 | 102.55 | 106.66 | 104.0 1.63
Silvex 106.55 | 103.39 | 104.35 | 102.46 | 104.64 | 104.3 1.47
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Figura 21, Variacién y % de Recobro de cinco disoluciones diferentes (100 mL de
aqgua conteniendo 100 microgramos de cada soluto).
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Con estos resultados se puede concluir que el método desarrollado es
repetible y que para todos los compuestos se tiene un porcentaje de

recuperacion entre 95 y 105 %.

Anilisis de muestras reales

Una vez desarrollado el método, se procedié a analizar muestras
acuosas reales. En primer lugar se analizé agua obtenida de un manantial
que provee de agua potable al municipio de Villa de Ayala, Morelos. Se
colecté un litro de muestra en un frasco ambar y se mantuvo en
refrigeracion hasta su analisis. Se tomaron 200 mL de muestra y se
filtraron en un equipo Milli Q, provisto con membranas de nylon de 0.45
micrémetros. De aqui se tomaron 100 mL, mismos que se acidificaron a
pH 1.5 con icido perclérico y se siguié el método de concentracién por
CPC y cuantificacién por CLAE. Como no se observé la presencia de
ninguno de los herbicidas estudiados, se concentraron 500 mL de muestra
en las condiciones ya descritas. Adn asi, el resultado fue el mismo, como se
muestra en la figura 22.

Para confirmar que los componentes presentes en el agua de
manantial no interfieren con el proceso de concentracién y cuantificacién
de los herbicidas, se tomaron 100 mL de muestra, 3 los que previamente se
les afiadieron 50 microgramos de cada uno de los solutos, y se
concentraron y cuantificaron en las condiciones ya descritas.  El
cromatograma obtenido se muestra en la figura 23 y en la Tabla VII se
reportan los porcentajes de recobro para cada uno de los compuestos.

Estos resultados demuestran que se tiene el mismo comportamiento con
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agua destilada que con el agua de manantial, por lo que se puede decir que
en esta muestra no hay presencia de estos herbicidas.

:l:O.B mUA

1.219

Absorbanch (VA)

r

Figura 22.  Cromatograma de una muestra de Adua de manantial (500 mL)
concentrada por CPC y analizada por CLAE.
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Figurg 23, Anilisis de 100 mL de agua de manantial dopada con 50 microgramos
de cada icido clorofenoxi. Solutos (1) 2,4-D, (2)MCPP, (3) 2,4,5-T, (4)
MCPAy (5) Silvex.
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Tablz Vil Porcentaje de recobro de los analitos afiadidos a 100 mL de agua de

manantial.
Analito | % Recobro
2,4-D 97.64
MCPA 97.60
2,4,5-T 98.44
MCPP 106.66
Silvex | 104.64

La sequnda muestra analizada fue agua de un pozo para consumo
humano del Ejido de Los Cocos, del municipio de Tonala, Chiapas. Esta es
una zona ganadera y se sabe que con frecuencia utilizan herbicidas
conteniendo 2,4-D. Se colectaron 3 Litros de muestra en frascos dmbar,
mismos que se quardaron en refrigeracion. Antes de analizarlas, se filtraron
con membranas de nylon de 0.45 um. El anilisis se hizo con 100 mL de
muestra ajustada a pH 1.5 con cido perclérico. En la figura 24 se muestra
el cromatograma obtenido. En este caso tampoco se observa la presencia
de ninguno de los herbicidas estudiados.

Finalmente, se analizé agua de un pozo del rancho “El Jobo*,
ubicado a 4 Km del Ejido de los Cocos, del municipio de Tonala, Chiapas.
El agua de ese pozo estj destinada para el consumo animal. En este caso
también se tomaron 3 litros de muestra y se quardaron en frasco smbar en
refrigeracién. Antes de su analisis, se filtré6 por membrana de nylon de
0.45 um y se siguié el mismo procedimiento que en el caso anterior. En las
figuras 25 y 26 se muestran los cromatogramas obtenidos antes y después
de la concentracién de 100 mL de muestra |
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Figura 24.  Cromatograma de una muestra (100 mL) de Aqua de pozo para
consumo humano del Ejido de Los Cocos, municipio de Tonala, Chiapas,
concentrada por CPC y analizada por CLAE.

Antes de concentrar se observan varios picos en la zona en donde

eluyen los analitos estudiados, por lo que en un inicio se creyé que esta
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muestra si contenia al 2,4-D. Sin embargo, como se muestra en la figura
26, no se observa la presencia de ninguno de estos compuestos en la
muestra. Sin embargo, 3 los 31 minutos eluye un compuesto que no se
habia visto en las muestras anteriormente analizadas.

Como ya se menciond, las muestras provienen de una zona ganadera,
y el herbicida que m3s utilizan en este rancho en especifico, es el “Tordén
101", que es una mezcla de 2,4-D y picloram (icido-4-amino 3,5,6-
tricloropicolinico). Este compuesto es menos volitil que el 2,4-D y su
persistencia es mayor™. Posiblemente el compuesto encontrado después de
la concentracién de la muestra sea el picloram. Desafortunadamente, no se
contaba con el estindar de este herbicida para poder comprobarlo y de ser
asi, cuantificatlo, pero es muy probable que se trate de este compuesto.

Podemos concluir que se desarrollé un método efectivo para la
concentracién por cromatografia de particion centrifuga de herbicidas
acidos y cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta eficiencia.
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Figura 25.  Cromatograma de una muestra (100 mL) de Aqua de pozo para
consumo animal del Rancho “El Jobo” del municipio de Tonal, Chiapas, antes
de concentrarse por CPC.
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Figura 26. Cromatograma de una muestra (100mL) de Aqua de pozo para
consumo animal del Rancho “El Jobo” del municipio de Tonals, Chiapas,
concentrada por CPC y analizada por CLAE.
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CONCLVSIONES

Se desarrollo un método simple y efectivo para la concentracién del
icido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), icido 2,4,5-triclorofenoxiacético
(2,4,5-T), icido 4~cloro-o-toluiloxiacético (MCPA), icido 4-cloro-o-
toluiloxipropionico (MCPP) y icido 2,4,5-triclorofenoxipropiénico
(Silvex) por Cromatografia de particién centrifuga (CPQ), utilizando un
sistema bifasico Acetato de etilo - Agua. Aprovechando las propiedades
scido-base de los herbicidas, su concentracién en acetato de etilo se hizo a
pH cido (forma molecular) y su elucién a pH basico (forma iénica). El
modo de elucién fue descendente, velocidad de rotacién 1400 rpm y flujo
de 4 mL/min.

La cuantificacion de los herbicidas se hizo por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia en fase inversa usando como fase mévil
Acetonitrilo - disolucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M (pH 3.6)
2575 (v/v) a un flujo de 1 mL/min.

Para cada uno de los analitos estudiados se obtuvo la curva de
calibracién concentrando 100 mL de una muestra acuosa dopada con
diferentes cantidades de compuesto. En todos los casos el coeficiente de
correlacién lineal fue superior a 0.99. El limite de cuantificacién absoluto
mas pequefio se obtuvo para el 2,4-D (2.60 microgramos) y el mas alto
para el 2,4,5-T (9.11 microgramos). La concentracién correspondiente a
dichos limites depende del volumen de muestra analizada, que puede variar
desde algunos mililitros hasta un litro. Por lo tanto el método de
preconcentracién (por CPC) y anilisis (por CLAE) permite cuantificar los
jcidos clorofenoxis hasta concentraciones inferiores a la decena de ppb (
ng/mL).
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Los porcentajes de recobro determinados estuvieron en el intervalo
de 95 - 105 % para todos los analitos, con coeficientes de variacién < 5%.
Estos valores demuestran la exactitud y buena precision del método
desarrollado.

El método se aplico en el anilisis de tres muestras de agua diferentes,
agua de manantial del municipio de Villa de Ayala, Morelos, agua de pozo
para consumo humano del Ejido de Los Cocos, del municipio de Tonala,
Chiapas y agua de pozo del rancho “El Jobo”, del municipio de Tonala,
Chiapas. En ninguno de los casos se detects la presencia de alguno de los
herbicidas estudiados.

Sin embargo, en la muestra del rancho “El Jobo” se encontré un
compuesto que puede ser el acido-4-amino 3,5,6-tricloropicolinico
(picloram). Serd necesario contar con el estindar para confirmar esto y de
ser asi, cuantificarlo.

El método desarrollado representa una alternativa original para el
analisis de herbicidas clorofenoxis en muestras acuosas. En efecto es la
primera vez que se utiliza la cromatografia de particion centrifuga para
concentrar este tipo de compuestos. Este método puede aun ser
optimizado en trabajos posteriores mediante un estudio mas profundo del
efecto de algunos parametros de la CPC, como son el volumen de fase
estacionaria y la velocidad de flujo durante las etapas de concentracif{on y
elucién de la muestra.
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