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RESUMEN

La Extraccion en Fase Solida (EFS) acoplada en linea con la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR) permite de manera simultanea la extraccion, la preconcentracion y la determinacion
de analitos en muestras acuosas a niveles traza. Los parametros de la EFS son el volumen de fuga (Vf) y
el rendimiento de extraccién (R%). El conocimiento de los valores de estos parametros conduce a
establecer las mejores condiciones de recuperaciéon de los analitos en el sistema de extraccion utilizado.
Un modelo basado en el analisis frontal provee los elementos necesarios para realizar la estimacion del
Vf de los compuestos organicos presentes en muestras de agua purificada y desmineralizada (“pura”).
Sin embargo, el modelo presenta desviaciones cuando se aplica a las aguas naturales cargadas de otros
componentes organicos e inorganicos. Por esta razon, como contribucion al perfeccionamiento del
modelo antes mencionado, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la materia organica disuelta
(MOD) presente en muestras acuosas sobre los valores de los parametros de la EFS de compuestos
organicos pertenecientes a 3 familias de pesticidas: fenilureas (3), triazinas(12) y carbamatos (10),
utilizando los adsorbentes C18 y PLRP-S. Un estudio con diferentes niveles de concentracion de MOD y
un grupo de pesticidas con polaridades muy variadas no se habia realizado antes. Sobre la base de la
similitud entre la EFS y la CLAR, se estimaron graficamente los valores de k'w de cada compuesto
mediante la extrapolacion de las curvas log k'w = f(% de metanol en la fase moévil) sobre cada
adsorbente. Con los valores de k'w se realizaron los célculos del volumen de fuga te6rico (Vfr) en ambas
fases para cada compuesto. Las curvas de rendimiento de extraccién R% = f(volumen aplicado)
proporcionaron los valores de volumen de fuga experimental (Vfg) y el R% para los compuestos con
valores de Vfr < 500 mL. Se utilizaron muestras fortificadas de agua purificada y agua purificada
adicionada con acidos humicos (AH) a 4 niveles de concentracion (0.4, 1.5, 3.7 y 5.6 mg/L). También se
estudiaron los R% con muestras de aguas naturales (grifo, manantial, pozo, rio, presa, lago) en la fase
PLRP-S. De manera general, se observé que conforme aumenta la concentracion de MOD, el R%
disminuye para los compuestos mas polares siguiendo tendencias negativas lineales o logaritmicas en
ambas fases. Se encontraron diferencias en la afectaciéon por MOD del R% entre los 3 grupos de
pesticidas estudiados sobre C18 y sobre PLRP-S, diferencias posiblemente de naturaleza estructural que
radican en la polaridad y en las interacciones electrénicas con el adsorbente. La presencia de MOD por si
sola no explica las afectaciones negativas en el R% de la EFS con matrices acuosas naturales, es
necesario contar con datos sobre la influencia de la materia inorganica. También se dedujo que existe la
posibilidad de que se formen complejos pesticida-AH que interfieren en el desempefio de la EFS.



ABSTRACT

ABSTRACT

The on-line coupling of Solid-Phase Extraction (SPE) to Liquid Chromatography (LC) in the case
of water analysis, allows the trace-level extraction, preconcentration and determination of analytes. SPE
parameters: the breakthrough volume (Vb) and the recovery (R%) are very useful for the method
development. Model based on frontal analysis is used to predict Vb and R% with purified water as the
sample solvent. Nevertheless, the values obtained with natural waters are, in some cases, very different.
For this reason, the aim of this study was to evaluate the effect of dissolved organic matter (DOM) in water
samples on the values of the SPE parameters of pesticides: phenylurea (3), triazines (12) and
carbamates (10), using C18 and PLRP-S sorbents. A study with different levels of DOM and analytes with
a wide range of polarities had not been carried out before. The similarity between SPE and LC allows the
graphical estimation of k'w (retention factor in water) values with the log k'w = f (% of methanol in the
mobile phase curves on both sorbents. These k'w values were used for the calculations of the theoretical
breakthrough volume (Vbr) for each compound in both phases. By means of the construction of the R% =
f(percolated volume) curves, the values of experimental breakthrough volume (Vbg) and R% were
determinated for compounds having Vbr <500 mL . This determination was carried out on both phases
with purified and fortified samples with humic acids (HA) at four concentration levels (0.4, 1.5, 3.7 and 5.6
mg/L). Also, recovery studies were carried out with tap, spring, ground, river, dam and lake waters in
PLRP-S sorbent. In a general way, it was observed that R% diminishes for the most polar compounds
when DOM concentration increases, following negative linear or logarithmic tendencies in both phases.
Differences in the effect of DOM on R% were observed between the families of pesticides studied on C18
and PLRP-S sorbents, maybe caused by the molecular structural nature, the polarity and the electronic
interactions with the sorbent. The presence of DOM does not completely explain the negative affectation
on R% in the SPE of environmental waters; it is thus necessary to include data on the inorganic matter
influence. In addition, possible evidences of the HA-pesticide complexes existence were found, as well as
their interfering role in the SPE performance.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La determinacion analitica de los contaminantes organicos presentes en sistemas acuosos, cuyo
origen puede ser doméstico, industrial o agricola, se realiza comunmente por cromatografia de gases
(CG) o por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). Usualmente estos contaminantes se
encuentran al nivel de trazas en una matriz relativamente compleja, lo que requiere de la
preconcentracion y limpieza de interferentes previos a la separacion y deteccion analitica del compuesto
de interés, cuya naturaleza es frecuentemente de caracter polar.

La extraccién liquido-liquido (ELL) ha sido la técnica mas utiizada para la limpieza y
enriquecimiento de trazas de compuestos organicos en agua, sin embargo conduce a recobros bajos
para analitos polares, ademas presenta inconvenientes como es el uso de grandes volimenes de
muestra y disolventes toxicos. Por esta razén, actualmente tienen mayor popularidad los procesos de
separacion basados en la extraccién en fase soélida (EFS), la cual permite de manera simultanea la
extraccion relativamente selectiva y la preconcentracion de la muestra. Para este fin se han empleado
cartuchos empacados con adsorbentes sélidos y mas recientemente precolumnas, lo que permite la
automatizacién en el proceso de determinacién de trazas mediante acoplamientos en linea a la CLAR
faciles de realizar, gracias a la compatibilidad de la fase moévil, que a la vez actia como el disolvente de
elucion de las precolumnas.

La EFS en linea con CLAR no sélo permite un ahorro de tiempo sino que también provee de
resultados mas reproducibles, incrementada sensibilidad, facilidad en el manejo del adsorbente, columna
analitica y fase movil, lo que hace este arreglo adecuado para el andlisis multicomponente de trazas, de
gran utilidad en el ambito ambiental.

Contrariamente a la ELL, que presenta una teoria bien fundamentada y extrapolable a la
experimentacion, la EFS se ha realizado principalmente sobre bases empiricas de prueba y error que
demandan tiempo y gasto de materiales y reactivos. Esto se debe a la gran variedad de adsorbentes
existentes y a la dependencia del rendimiento de extraccién de parametros como la cantidad de
adsorbente, el volumen de muestra y su naturaleza, entre otros. Asimismo, normalmente los sistemas
acuosos contienen en proporciones mayoritarias materiales organicos como los acidos humicos y
fulvicos, 10s cuales pueden interterir en ia determinacion o disminuir el rendimiento de extraccion al ser
co-extraidos con los analitos de interés.




INTRODUCCION

Por lo anterior, el considerar a la EFS como un fenébmeno de cromatografia de liquidos simple,
resulta de gran utilidad para el establecimiento de una teoria que permita hacer predicciones rapidas de
parametros como el volumen de fuga (Vf) y el rendimiento de extracciéon (R%), con el fin de establecer “a
priori" teéricamente las mejores condiciones de recuperacion de analitos. En la actualidad se han logrado
hacer predicciones de los parametros mencionados para analitos que se encuentran en el agua pura
desmineralizada y libre de materia organica. Sin embargo, con ciertos compuestos se han observado
desviaciones entre estos parametros teéricos y los experimentales obtenidos con muestras reales. Por
esta razon, en el presente trabajo se pretende contribuir al conocimiento de los fenémenos que ocurren
en la EFS con los adsorbentes mas utilizados para la extraccion y preconcentracion de moléculas
organicas en sistemas acuosos, mediante un estudio sobre las variaciones existentes entre los valores de
parametros como el Vf y el R% de contaminantes organicos pertenecientes al grupo de plaguicidas y la
concentracion de los acidos humicos, componentes naturales del agua y cuya concentracion caracteriza
a cada tipo de muestra.
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CAPITULO 2. OBJETIVO Y METAS

OBJETIVO

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de materia orgénica (acidos himicos) presente
en las muestras acuosas sobre los valores de los parametros de la extraccion en fase sélida (Vf, R%) de
compuestos organicos de polaridad variada utilizando dos diferentes adsorbentes: silice C18 y el
copolimero de estireno divinilbenceno (PLRP-S).

METAS

1. Aplicar el modelo de prediccién cromatografica (basado en la estimacion del k'w) de los valores
de parametros como el volumen de fuga y el rendimiento de extraccién de los compuestos
estudiados presentes en el agua pura, usando precolumnas empacadas.

2. Comparar los valores teoricos del Vi y el R% con los valores expenmentales de los compuestos
estudiados.

3. Relacionar diferentes niveles de concentracién de la materia organica (acidos humicos) presente
en una matriz acuosa sintética, con los valores de los parametros de extraccion de los
compuestos estudiados.

4. Comparar los valores obtenidos con las muestras sintéticas y los valores obtenidos con muestras
reales con contenido de materia organica equivalente.
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CAPITULO 3. ANTECEDENTES

3.1 DETERMINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN AGUA

El problema de la contaminacion causada por las actividades industriales, agricolas v humanas,
derrames accidentales y descargas de agua, ha resultado en la necesidad de implementar normas para
controlar las fuentes de contaminacion con el afan de proteger la calidad del agua, contribuir a la
proteccion de la salud humana vy garantizar la utilidad de recursos naturales. La legislacion de la Unidn
Europea y de la Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos de América (US EPA, por sus
siglas en inglés} listan los contaminantes mas toxicos y persistentes, incluyendo algunos de sus
productos de degradacion y los niveles maximos permisibles en aguas superficiales (Barcels, 1993,

Lacorte y Barceld, 2001).

La creciente necesidad de monitoreo de contaminacion del agua ha conducido al desarrollo de un
gran numero de procedimientos analiticos para el tratamiento de muestra y la determinacion
cromatografica. Debido a que contaminantes con diferentes propiedades fisicoquimicas estan presentes
en las complejas muestras acuosas ambientales a concentraciones extremadamente bajas, el
procedimiento de analisis debe incluir una deteccion sensible y selectiva ademas de generar datos
exactos y precisos, o que se ha logrado con estrategias de preconcentracion y limpieza basadas en la
extraccion en fase solida (EFS) y la extraccidn liquido-liquido (ELL), cuyo objetivo es proveer una fraccion
enriquecida de los analitos de interés en la muestra, tan libre como sea posible de otros componentes

matriciales (Hennion y Scribe, 1993},

Tradicionalmente, la cromatografia de gases (CG) fue el procedimiento preferido para el analisis
de contaminantes organicos en agua, debido a la alta sensibilidad y selectividad logradas gracias al uso
de detectores selectivos. Sin embargo, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR o CL) es el
procedimiento mas poderoso para la determinacion multiresiduo de compuestos termolabiles, polares o
de polaridad media vy no volatiles, esto es, aguellos que no son adecuados para su analisis por CG. En el

cuadro 3.1 se listan algunas familias de pesticidas y su principal método de analisis,

A continuacion se hara una breve revision de las caracteristicas y principios generales, asi como
la aplicacién de las diferentes técnicas mencionadas en la determinacién de compuestos organicos

presentes en matrices acuosas a niveles traza.
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Cuadro 3.1 Algunas familias de pesticidas y principal método de analisis (Lacorte et al., 2000)

Clase de compuesto | Extraccidn Analisis
Herbicidas miscelaneos | EFS, ELL | CL-AD, CL-EM |
Organociorados ELL, EFS |CG-CE, CG-EM |
Organofosiorados ELL,EFS | CL-EM, CG-EM
Fenoxiacidos EFS ELL | CL-AD, CL-EM
Fenilureas EFS ELL | CL-AD, CL-EM
Triazinas EFS, ELL | CL-AD, CG/EM

ELL = extraccién liquido-liquido; EFS = extraccion en fase solida; CG = cromatografia de gases, CL = cromatografia de liquidos; AD
= detector de arreglo de diodos; CE = captura de electrones; EM = espectrometria de masas

3.1.1  ANALISIS DE PESTICIDAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

La cromatografia de gas en capilar en combinacion con detectores selectivos, principalmente
nitrogeno fosforo (NP), captura de electrones (CE), fotométrico flama (FF) vy espectrémetro de masas
(EM), es aun la técnica mas comun para la delerminacion de residuos ambientales de pesticidas es agua
{(Barcelo, 1993).

La eleccion de CG como meétodo de analisis se hace en el caso de estudiar a compuestos
suficientemente volatiles, tales como la mayoria de los pesticidas organoclorados y algunos
organonitrogenados como la atrazina, o pesticidas organofosforados como fenitrotién. La determinacion
de plaguicidas clorados se ha hecho por CG-CE. Para la determinacion de pesticidas organofosforados y
organonitrogenados en agua se ha usado la CG-NP. La técnica de confirmacion mas usada es la CG-EM.
Estas técnicas acopladas se han usado en combinacion con la extraccion liguido-liquido (ELL) vy mas
recientemente con la EFS. Mclaughlin y Johnson (1997) informaron una optimizacion de un meétodo por
EFS para enriguecimiento de trazas de metabolitos como desetilatrazina (DEA) y deisopropilatrazina
{DIA) a partir de agua superficial y deteccién pér CG-EM. Weigel et al. (2001) informaron sobre un
método de EFS con poliestireno divinilbenceno (PE-DVB), filtros de fibra de vidrio y deteccién por CG-
EM, para una diversidad de contaminantes presentes en el Mar del Norte como pesticidas, quimicos
industriales y farmacéuticos. Lacorte et al. {2000) informaron acerca de un método de EFS y CG-EM para
determinar 109 compuestos organicos en agua. En otro estudio, Pihlstrom et al. (1997) hicieron un
analisis por CG-NP y CG-EM para varios pesticdas (iriazings, organoclorados, piretroides,
organofosforados, entre otros) en agua con EFS con PE-DVB en diferido, obteniendo recobros del 85 % y

limites de cuantificacion de 0.05-0.1 ug/L.

El analisis de pesticidas por CG presenta problemas cuando el compuesio a analizar es

termolabil y/o polar. En estos casos es necesaria la derivatizacion y el posterior analisis por CG permite
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buenos limites de deteccion. Sin embargo, se prefiere la CL por no requerir de derivatizacion previa, lo

que simplifica el método (Barceld, 1993, Jiménez et al., 1997; Slobodnik et al., 1997). Por otra parte, hay
casos especificos de pesticidas que, cuando se analizan por CG, necesitan de gran cuidado ya que,
aunque los picos pueden detectarse al nivel de trazas, tales picos no corresponden al pico en si, sino a
productos de degradacion que generalmente se forman en el puerto de inyeccién; un ejemplo de éstos
son los carbamatos. Se ha informado que estos pueden determinarse por CG bajo una cuidadosa
seleccion de condiciones instrumentales de analisis (Mattern, 1991), pero se ha observado que algunos
compuestos de esta familia (como el adicarb sulfona) se descomponen en el invector. Para el caso de las
fenilureas, aunque linurdn puede determinarse por CG mediante una inyeccion fria en columna, monurén
y diurdn son demasiado termolabiles, en estos casos se usa la derivatizacién (Mattern, 1989; Stan vy
Kiaffenbach, 1991).

3.1.2 ANALISIS DE PESTICIDAS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS (CL)

La fnayoria de los pesticidas polares se pueden separar eficientementé por CL de fase inversa y
deteccién ultravioleta (UV) aunque requiere de analisis confirmatorios posteriores con deteccién por la
EM o con detectores selectivos como los de fluorescencia; ademas, el desarrolio de la tecnologia de
nuevos materiales de columna mejorara la relacion costo-beneficio en los analisis de residuos de
pesticidas (Chiron et al., 1994, Kiso et al., 1996; Hogendoorn, 2000).

Las técnicas de CLAR usadas para la determinacion de compuestos organicos contaminantes
son variadas, pero se puede decir que incluyen principalmente el enriquecimiento de trazas por ELL y por
EFS, tal como se observa en el cuadro 3.1. Estas técnicas estan siendo aceptadas por la US EPA y

alcanzan limites de deteccion al nivel de pg/L y reproducibilidades abajo del 10 % (Pinto y Jardim, 2000).

Como puede verse en el cuadro 3.2, gran parte de los contaminantes prioritarios son pesticidas
(sustancias o mezcla de sustancias destinadas a controlar cualquier plaga), debido a su toxicidad, al
incremento reciente en el nimero de pesticidas detectados y a las severas normas impuestas. Desde un
punto de vista analitico, los pesticidas no pueden tratarse como un solo grupo debido al gran numero de
diferentes estructuras quimicas y propiedades fisicoquimicas que los caracterizan. Muchos grupos de
pesticidas, incluyendo sus productos de degradacion, son solubles en agua, no volatiles y polares, lo que
los hace apropiados para su analisis por CL. Entre estos grupos se incluyen las familias de
organofosforados, fenoxiacidos, triazinas, fenilureas, carbamatos y herbicidas quat (Lacorte y Barcelo,

2001).
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Cuadro 3.2 Determinacién por CLAR de familias de contaminantes prioritarios; método de extraccion,
deteccion y fuentes principales (Lacorte y Barceld, 2001)

Clase de Compuesto Extraccién Deteccidn Fuente principal

Alcohol etoxilatos EFS EM Industria textil y de la piel
Anilinas y cloroanilinas EFS, ELL CE, AD, EM Industria de tintes

Benzidinas EFS, ELL CE., AD, EM industria

Carbamatos EFS, ELL F,EM Agricola

Clorofenoles EFS, ELL AD, CE, EM Industria del papel, pulpa y plastico
Glifosato EFS F.EM Agricola

Alguilbenzensulfonatos lineales EFS EM Industria guimica, doméstica
Nonilfenoletoxilatos EFS EM Industria textil y de la piel
Pesticidas organofosforados EFS,ELL ~ AD, EM Agricola, doméstica

Pesticidas fenoxiacidos EFS, ELL AD, EM Agricola

Fenilureas EFS, ELL AD, EM Agricola

Hidrocarburos poliaromaticos EFS, ELL F, AD, EM Fuentes naturales antropogénicas
Quats EFS AD, EM Agricola

Triazinas EFS, ELL DAD, EM Agricela, no agricola -

EFS = extraccidén en fase solida; ELL = extraccién liquido-liquido; EM = espectrometria de masas; CE = captura de
electrones; AD = arreglo de diodos; F = fluorescencia

El uso de los métodos de CL se ha incrementado debido principalmente a su conveniencia para
pesticidas polares y termolabiles, incluyendo a sus metabolitos, los cuales requieren derivatizacion previa
a su analisis por CG. Otra ventaja de la CL sobre CG es que los sistemas de reaccion pre- y postcolumna
en linea son compatibles con la CL. Es por esto que la CL se ha vuelto una herramienta importante en el -
andlisis moderno de pesticidas, ademas del desarrollo en los Ultimos afios de detectores UV de arreglo

de diodos con incrementada sensibilidad (Barcelé, 1993).

La CL-AD (detector de arreglo de diodos) por su robustez, facilidad de uso y el hecho de que
ofrece un espectro de absorbancias que puede usarse para identificar pesticidas a través de la
comparacion de espectros, se ha usado especialmente para el analisis de pesticidas organofosforados,
fenoxiacidos, triazinas, quat y fenilureas. El detector de fluorescencia, mas selectivo, se ha empleado en
el analisis de compuestos tales como glifosato o carbamatos, los cuales se someten a derivatizacion pre-
o poscolumna para convertirse en compuestos fluorescentes y tener una mejor sensibilidad. Los
compuestos que puedan ser oxidados faciimente pueden detectarse electroquimicamente, siempre y
cuando se lleven a cabo previamente preconcentraciones y limpieza de muestra para evitar
interferencias. El efecto de matriz puede evitarse usando espectrometria de masas, la cual es altamente
selectiva y sensible y permite la identificacion inequivoca de analito (Barceld, 1993, Lacorte y Barcelo,

2001).
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El uso de la CL con deteccion UV en conjuncién con la ELL o la EFS en linea o en diferido, es la

eleccibn mas comun para el analisis ambiental de pesticidas en muestras de agua (Barceld, 1993).

Finalmente, es importante remarcar que en el analisis de trazas, ya sea por CL o CG se requiere
de una preconcentracion con el fin de mejorar la deteccién. En el apartado 3.2 se describird en detalle la

EFS y sus principios, ya que fue la técnica utilizada en este trabajo.

'31.3 EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

La ELL esta siendo reemplazada por la EFS cuyo principio se basa en la distribucion de los
solutos entre una fase sélida y una fase acuosa. La EFS, a veces llamada extraccion liquido-solido, es la
técnica mas importante para el pre-tratamiento de muestras acuosas para su analisis por CL. Algunos

ejemplos de aplicaciones para pesticidas se muestran en el cuadro 3.3.

La EFS consiste en poner en contacto una muestra gasecsa o liquida con una fase sdlida o
adsorbente mientras el analito es adsorbido sobre la superficie de la fase solida. Eventuaimente un

disolvente eluyente se pone en contacto con el adsorbente para desorber selectivamente el analito.

Mientras que los procesos de ELL comunmente requieren de varias extracciones sucesivas para
un buen recobro del analito, los métodos de EFS pueden obtener recobros semejantes en un solo paso.
Con la EFS también es bosible obtener una remocion mas completa de interferencias a partir de la
muestra. La EFS emplea sblo pequehas cantidades . de disolventes organicos para la elucion,
manteniendo una alta concentracién del analito y la fraccién total del analito se colecta faciimente,
eliminando errores asociados con la extraccion de volimenes variables o medidos inexactamente

haciendo esta técnica adecuada para el analisis de trazas (Hennion, 1991).
Algunas desventajas de la EFS sobre la ELL incluyen:

v Variabilidad de los empaqgues de los cartuchos de EFS

v Adsorcidn irreversible de algunos analitos sobre los cartuchos de EFS

En el estudio de Pihlstrom et al. (1997), se compard el desempefio de la ELL con la EFS y se
encontré que el segundo método parecia ser mas sensible para detectar un mayor numero de
componéntes que con la ELL, principalmente para los pesticidas mas polares, ademas de que la EFS es
un método mas rapido y simple. De un total de 106 muestras, se encontraron 63 resultados positivos con

EFSy52conELL.
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Cuadro 3.3. Técnicas de EFS para el analisis multiresiduo de pesticidas
{Hogendoorn y van Zoonen, 2000; Lacorie el al., 2000; Sabik ef al., 2000)

PESTICIDA EFS

Atrazina, DEA, DIA, DEHA, HA Cartuchos con 500 mg de CGP

12 pesticidas incluyendo atrazina, DIA, DEA, cianazina y .

simazina Discos Emporg> C18

14 pesticidas incluyendo atrazina y terbutrina, mas 41 EFS automatizada con la CL-AD, CL-

sustancias desconocidas EMy CG-EM

14 pesticidas incluyendo atrazina, simazina, propazina, EFS en linea con CL-EM.

Terbutitazina, DIA, DEA e irgarol Precolumnas de silice e
inmunocadsorbentes

30 pesticidas incluyendo atrazina, DEA, DIA y simazina EFS en linea con CL-UV o CL-F

usando discos Empore C18 o PE-DVE
Atrazina, clanazina, DEA, DIA, HA, hexazinona, prometon,  Sistema automatizado Prospekt.

propazina, simazina, simetrina, terbutilazina Precolumnas PLRP-S y deteccion UV

Atrazina, clanazina, DEA, DIA, HA, simazina, terbutilazine y | EFS con adsorbente C18 en linea con

terbutrina CL-UV

11 pesticidas incluyendo atrazina y DEA EFS en linea con CG-EM y cartuchos
PLRP-S

12 pesticidas  incluyende ametring, atrazina, cianazina, | EFS en linea y en diferido en

prometrina, simazina y terbutrina combinacion con CL-AD usando

discos de membrana de PE-DVB
32 pesticidas incluyendo atrazina, metribuzina, prometrina, | Cartuchos C18, CG-CE, CG-NP ¥ CG-

simazina y lerbutilazina EM
17 pesticidas incluyendo atrazina, DEA y simazina Adsorbentes C18 y PE-DVB, CG-EM,
CG-NP y CG-CE
| Atrazina, propazina, simazina y terbutilazina EFS en linea con CL-UV usando una

combinacion de precolumnas de C18
¥ polimero molecularmente impreso
Atrazina, cianazina, DEA, DIA, HA, prometén, propazina, | Inmunoadsorbente anti-atrazina en

simazina, simetrina, terbutilazina linea con la CL-AD
7 triazinas, atrazina, dipropetring, prometrina, terbutilazina, | EF8 en linea con la CG-NP usando
terbutring, sebutilazina y simetrina un adsorbente de inmunoafinidad

DEA = desetilatrazina, DIA = deisopropilatrazina, DEHA = desetil hidroxiatrazina, HA = hidroxiatrazina, CGP = carbon grafitizado
poroso, EFS = extraccidn en fase sélida, CL-AD = cromatografia de liquidos-detector de arreglo de diodos, CL-EM = CL-
espectrometria de masas, CG = cromatografia de gases, UV = detector ultravioleta, F = detector de fluorescencia, PLRP-S y PE-
DVB = fase de poliestireno divinilbenceno, CE = detector de captura de electrones, NP = detector de nitrégeno fésforo.

El proceso basico de EFS es muy versatil y se ha acoplado a sistemas semi-automatizados,

automatizados y diversas variantes de extraccion. Se ahondara en este tema en el siguiente apartado.

3.2 LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

3.2.1 GENERALIDADES

En los ultimos anos se ha incrementado el interés por esta técnica de enriguecimiento como
alternativa a la ELL. La EFS se ha desarrollado durante los Ultimos 20 afios con innovaciones y grandes
mejoras en los formatos, automatizaciones, acoplamientos y la introduccion de adsorbentes nuevos
capaces de atrapar los analitos mas polares (los mas dificiles de extraer) y de lograr extractos libres en lo

méas posible de interferencias matriciales. Igualmente se ha trabajado en desarroliar una teoria de
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retencion que posibilite la prediccion del desempefio de un adsorbente en particular frente a una muestra

dada.

3.2.1.1 Usos y aplicaciones

La EFS es un método de preparacion de muestra que se adapta bien para el manejo de muestras
grandes de agua. Los compuestos trazas organicos se retienen sobre el adsorbente mientras que el agua
pasa a través de el, y son posteriormente recuperados por alucion con un peguefio volumen de disolvente
organico {Hennion, 1891).

La EFS se usa para 6 propdsitos principales en la preparacion de muestras (Hennion, 1991;
Snyder et al., 1997):
»  Remocién de interferencias
= Concentracion, enriquecimiento de trazas de analito
= Eliminacién de sales
= Intercambio de disolvente
= Derivatizacién “in situ”

»  Almacenamiento de muestra y transporte

La EFS es un proceso cromatografico que presenta ventajas sobre la ELL como son:
Extraccién mas completa del analito

Area superficial mucho mayor ‘

Separacién de interferencias mas eficiente

Consumo reducido de disolventes organicos

Recolecta facilitada de ia fraccién total del analito

Procesos manuales mas convenientes

Remocion de particulados

A N N T N U N

Facil automatizacion

3.2.1.2 Procedimiento

Esta tecnica se efectia aplicando un volumen dado de muestra a través de un cartucho o
precolumna empacado con un adsorbente capaz de fijar los compuestos de interés. Las interferencias se
eluyen lavando el adsorbente con el fin de minimizar su presencia en la fraccion del analito final. La
recuperacion de! analito se lleva a cabo por la adicion de un volumen pequeho de un disolvente de
elucion fuerte, ya sea un disolvente orgéanico o una mezcla hidrorganica; esta fraccién se colecta y puede
inyectarse directamente, o puede evaporarse a sequedad para reconstituirse en un disolvente adecuado

para la CL. Puede ocurrir que el analito se retenga debiimente v por el contrario las interferencias se

10
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retengan fueemente en el cartucho. Por tanto, en la EFS la extraccion y la concentracion se llevan a

cabo al mismo tiempo (Hennion y Scribe, 1993; Snyder et al., 1997).

El principio basico de la EFS es la transferencia de analitos a partir de la fase acuosa a los sitios
activos de la fase solida adyacente. Esta transferencia se estimula por la seleccion de condiciones
apropiadas de operacion en el sistema de 3 principales componentes: agua-adsorbente-analito (Liska,
1993; Hennion y Pichon, 1994).

El procedimiento tipico de preconcentracion, representado en la figura 3.1, comprende entonces

las siguientes etapas:

1. Humedecimiento y acondicionamiento del adsorbente
Aplicacién de la muestra
Enjuague y en lo posible, elucion de los compuestos interferentes (limpieza o simplificacion
de la matriz)

4. Elucion de los analitos de interés en un pequefio volumen de disolvente.

Durante la primera etapa de este proceso, se acondiciona el adsorbente con un disolvente
adecuado y posteriormente con agua, con el objeto de prepararlo para recibir la muestra. Durante la
aplicacion de la muestra, los analitos y algunas interferencias son retenidas por el adsorbente, estas
ultimas pueden eliminarse haciendo un lavado con una mezcla de agua y disolvente organico (cuando se
utilizan adsorbentes apolares). Finalmente, se lleva a cabo la elucion de los compuestos de interes
aplicando un pequefio volumen de disolvente organico, tal como se muestra en la figura 3.1 (Driss et al.,
1993; Hennion y Pichon, 1994).

O &

o Analito
r
& } Interferentes
Adsarbente

. =
A 4 4 p
Paso 1. 4 4
Humedecimiento y acondicionamiento  Paso 2.
Aplicacion de la muestra Paso 3.
Elucion de interferentes Paso 4.

Elucién del analito

Figura 3.1 Método basico de operacion de la extraccion en fase solida

11
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Para desorber los analitos atrapados, se usan varios disolventes organicos o sus mezclas (esto

es. metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, dietileter). Para mejorar la eficiencia de la desorcion, los
solventes organicos pueden ser modificados con la adicién de un acido, una base o un amortiguador.

3.21.3 Modalidades

La extraccion en fase solida puede aplicarse en diferido (fuera de linea), donde la preparacion de
muestra se realiza completamente aparte del andlisis cromatografico o puede realizarse en linea por

conexion directa al sistema cromatografico.

3.21.3.1 Métodos en diferido

En la EFS fuera de linea, las muestras se aplican a través del adsorbente empacado en
columnas desechables, en cartuchos, o incluido en la matriz inerte de un disco de extraccién a modo de
membrana (figura 3.2). El volumen de muestra que se puede aplicar a estos cartuchos o precolumnas es
muy variable y pueden adaptarse reservorios de mayor capacidad. Los contenedores y reservorios estan
hechos generalmente de polipropileno. La cama de adsorbente varia de 50 a 2000 mg, tiene tamario de
particula entre 30 y 50 um y se retiene entre dos discos fritados porosos. (Hennion y Scribe, 1893, Dean,
1998).

sy
Polipropileno (20 pm) Bance
grado medicina Membrana PTFE
Disco fritado politetrafiuoroetileno
(20 um) Cama de
adsorbente Mitad inferior del

soporte del filtro

a)

Figura 3.2 Dispositivos para la EFS en diferido. a) Cartucho desechable (formato de barril de jeringa)
b) Disco con soporte

La muestra se aplica a través del empacado mediante una jeringa 0 se aspira via vacio o
inclusive puede usarse la fuerza centrifuga. Existen dispositivos que mediante el uso de vacio permiten
preparar varias muestras simultaneamente (figura 3.3 a). También pueden hacerse uso de discos o
membranas de extraccion de 0.5 mm de grosor y diametros entre 47 a 70 mm, las cuales se colocan en
un sistema de filtracion y se aplica la muestra con ayuda de vacio (figura 3.3 b), lo que permite una
rapidez de filtrado alta (1 litro en 10 minutos, lo que podria tomar 100 minutos en cartucho), aunque se
tienen bajos recobros debido al corto tiempo de interaccion analito adsorbente (Hennion, 1991, Henniony
Scribe, 1993; Dean, 1998, Pichon, 2000)

12
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Q Reservorio
Abrazader
Disco Empore ; o
\ .
NRERGRE T

&
Hu _J
Tubo colector

a) b)

Figura 3.3 Dispositivos para la EFS en diferido. a) Equipo de vacio para EFS de multiples cartuchos;
b} Uso de disco Empore y matraz para vacio

La mayor ventaja de los métodos de EFS en diferido es su flexibilidad operacional y la simplicidad
del equipo requerido (Liska, 2003), mientras que su desventaja estriba en que implican un trabajo
laborioso asi como la pérdida de sensibilidad debido a la inyeccién de una sola alicuota del extracto, ¢
pérdidas durante la evaporacion del eluyente vy algunos riesgos de contaminacién por ia manipulacion
constante de la muestra, por lo que se requiere el uso de estandares internos {Hennion y Scribe, 1893),
Sin embargo, las alicuotas del eluato pueden destinarse a mas de una técnica de separacién: CL, CG,

isotacoforesis, etc.
Estas desventajas son superadas por las metodologias en linea.
3.21.3.2 Métodos en linea

Enla EFS en linea, los solutos son primero retenidos en un soporte solido conveniente empacado
en una precolumna de 1 a 2 cm de largo a partir de la aplicacién de una muestra de entre 10 y 200 mL.
Después son eluidos directamente hacia una columna analitica para su separacidn y analisis. Un montaje

simple de la metodologia en linea se muestra en la figura 3.4 (Liska, 1983).

El acoplamiento de la EFS a la CLAR se realiza mediante una vélvula de conmutacién de 6
puertos, similar a la que se emplea como inyector manual en el cromatégrafo de liquidos. La precolumna
de extraccién se coloca en el lugar del rizo de muestra de esta valvula. La aplicacion de la muestra por la
precolumna se realiza mediante una bomba de preconcentracion, durante este paso la valvula se
encuentra en la posicidén de "cargar’, mientras que la bomba del cromatégrafo envia la fase movil de los

reservorios a la columna analitica para mantenerla en condiciones de equilibrio. Posteriormente, fa

13
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precoiumné se acopla a la columna analitica cambiando la valvula a la posicion de “inyectar”, con el fin de
que los compuestos adsorbidos se transfieran directamente a la columna por la misma fase movil.
Finalmente, el sistema cromatografico realiza la separacion y la elucién de los compuestos atrapados
inicialmente en la precolumna (Hennion, 1991; Driss et al., 1893; Hennion y Pichon, 1994). Mientras tiene
lugar la separacién analitica, la valvula de conmutacidn se regresa a la posicion de “cargar’ para
reacondicionar la precolumna y se encuentre lista para la preconcentracion de la siguiente muestra
{Dean, 1998}

. ; o,
4 Residuos

. Cargar
> &y . Inyectar

Figura 3.4 Montaje basico de EFS enlinea conla CL. 1 = bomba de fase moévil; 2 = bomba de
preconcentracion; 3 = precolumna; 4 = columna analltica; 5 = detector; 6 = registrador/computadora

Los procedimientos en linea de EFS - CL se montan facilmente en cualquier laboratorio, son
rapidos y la manipulacién de la muestra es minima por lo cual no existe riesgo de contaminacién o
perdida de la muesira. Estos acoplamientos se conocen como tecnologia de precolumnas, recambio de
columna o cromatografia multidimensional en linea (Hennion, 1991; Driss et al., 1983; Hennion y Scribe,
1893; Sabik, 2000).

El tamafio de la precolumna es importante dado el ensanchamiento de banda y depende del
tamaiio de la columna analitica, esto es, la precolumna debe ser lo mas pequedia posible, pero no mas de
1-2 cm de largo para columnas tipicas de 15-20 ¢m de longitud, y los adsorbentes de empaque deben ser
de calidad CL y de 5-10 um de tamafic de particula. La retencion del analito en la precolumna deberia ser
idealmente similar 0 mas baja que en la columna analitica, para evitar un ensanchamiento de banda
adicional. Dos o tres precélumnas pueden acoplarse en serie para la aplicacion de una muestra, con la
ventaja de una pre-fraccionacion o simplificacion de una mezcla compleja durante la preconcentracion.
(Hennion, 1991, 1998).

Mediante este método se esperan resultados cuantitativos mas exactos ademas de una mayor

sensibilidad, ya que la totalidad de la muestra se transfiere y analiza, o gue también permite el manejo de
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volumenes de muestra mas pequefios, y mayor rapidez, simplicidad y seguridad. (Hennion y Scribe,

1993; Liska, 19893). De hecho, se han informado limites de deteccién del orden de 0.1 pg/L para
pesticidas organofosforados, triazinas y fenilureas extraidos por EFS en linga mientras que en diferido,
fos limites de deteccion resultaron més altos (Aguilar et al., 1896). Sabik et al. {2000) reportaron valores
de desviacion estandar relativa (DER) en los tiempos de retencién de 0.2 a 1.5 % (n= 20); la repetibilidad
del métedo usando 100 mb de agua superficial adicionada con 1 ug/L estuvo en el rango de 3.8-8.9 %
para simazina y desetilatrazina, la reproducibilidad del método estuvo en el intervalo de 2.3-3.5 % vy los

limites de deteccidn fueron de 15 ng/L para triazinas.

Una desventaja de las pequefias precolumnas usadas en la EFS en linea es que es imposible
incrementar el volumen de fuga del analito incrementando la cantidad de adsorbente debide a que se
presentarian problemas en el acoplamiento precolumna-columna analitica (Hennion y Scribe, 1993). Por
otra parte, aunque en el andlisis de trazas el analito de interés no puede saturar el adsorbente, los
contaminantes presentes en la muestra, l1os cuales compiten con los analitos de interés, si pueden saturar
el adsorbente o bloguear los poros de éste, de ahi la importancia de realizar un filtrado y una limpieza

(clean-up) previos,

Una gran ventaja de los métodos de EFS en linea es que estan disponibles comercialmente
precolumnas vacias de acero inoxidable que puede empacarse con adsorbentes grado CL, aun los mas
caros pueden emplearse, ya que las precolumnas generalmente se re-usan después de regenerarlas
{Chiron y Barceld, 1993). Otra ventaja es que los métodos en linea tienen gran potencial para aplicarse

en forma automatizada.

3.2.1.4 Automatizacion

El proceso completo de extraccidn en fase solida puede automatizarse gracias al uso de
microprocesadores para el control de las valvulas de conmutacion. El use de EFS automatizado permite
que un gran nimero de muestras se extraigan de manera rutinaria, sin necesidad de atencion compieta al
sistema y con mejor precision, permitiendo al analista realizar otras tareas. Se distinguen dos categorias:
instrumentos que imitan el procedimiento manual en diferido mediante un brazo robotico o un
automuestreador, e instrumentos que utilizan procesos en linea y tecnologia de columnas. Es posible en
estos dispositivos programar 10s pasos de la EFS, esto es, acondicionado, carga de muestra, lavado y
elucion, por ello el método debe estar bien establecido previamente. (Hennion y Coquart, 1883; Pichon,

2000; Rossi y Zhang, 2000).

El sistema basico de EFS en linea puede convertirse en un sofisticado dispositivo mediante la

adicion de valvulas adicionales, precolumnas y/o bombas para CL. Tales sistemas emplean 2 6 mas

15



ANTECEDENTES
precolumnas con diferentes adsorbentes conectadas en serie (Liska, 1993). Un sistema automatizado
deberia usarse en casos de gran cantidad de muestras de rutina y procesos de monitoreo. (Slobodnik et
al., 1997, Hennion, 1898). El monitoreo continuo de pesticidas a bajo niveles en el rio Rhin ha sido el foco

de desarrollo de sistemas de monitoreo en linea automatizados para el rastreo de pesticidas polares,

ester ftalatos, agentes fluorescentes, organofosforados, acidos organosulfénicos, entre otros.

Los sistemas comerciales disponibles para el proceso en linea automatizado incluyen por ejemplo
el sistema Prospekt de Spark Holanda. Algunos métodos analiticos han sido incorporados en sistemas
completamente automatizados llamados SAMOS (sistema para el monitoreo automatizado de
contaminantes organicos en agua superficial, por sus siglas en inglés), tal como se muestra en la figura
3.5 (Dean, 1998). Empleando el sistema SAMOS, Lacorte et al. (1998) realizaron el monitoreo de
pesticidas en agua de rio, que incluyd desde el sistema de filtracion, el almacenamiento de muestra y la

EFS hasta el analisis por CL-DAD por al menos 5 dias.

Disolventes para

L
Entrada de 1 &

acondicionamiento
%
Reservotios i g Precolumna
: ! 1
de agua i | |5

}

! Columna analitica
. Vaivulas \
SN HP 1090

Unidad de Muestreo Residuos Prospekt Residuos

Figura 3.5 Esquema de una unidad de muestreo adaptada con el SAMOS convencional.
Contiene 4 frascos y el llenado y vaciado es controlado por un grupos de valvulas y bombas, controladas ya sea
manualmente o por computadora personal (PC). Incluye una unidad de preparacion de muestra (Prospekt, Holanda)
y un detector de arreglo de diodos (DAD).

En Europa, los niveles de alarma para pesticidas varian entre 1 y 3 ug/L, sensibilidad que se ha
alcanzado con sistemas automatizados a pesar de la presencia de grandes picos de interferencia al inicio
del cromatograma causados por los acidos humicos y fulvicos. Se ha informado en la literatura el uso de
estos sistemas para determinar glifosato, y pesticidas como triazinas y fenilureas (Dean, 1998).
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El acoplamiento en linea de la EFS con la CG para el caso del analisis de agua es mas
complicado porque es necesario eliminar aun las Gltimas trazas de agua antes de la desorcién de los
compuestos en la columna de CG, para lo gue se ha empleado el secado con nitrégeno o sulfato de sodic

en un pequefio cartucho (Pichon, 2000).

3.2.1.5 Adsorbentes

Los adsorbentes utilizados en la EFS son los mismos que se usan en la CL, sélo que el intervalo
del tamafio de particula (granulometria) es mas amplio. Clasicamente el adsorbente de la fase sélida se
empaca en pequefios tubos o cartuchos. Los édsorbentes también estan disponibles en forma de disco-
filtro o sdlidos particulados para empacar, aunque su tamafic de particula es mayor que las fases usadas
en CL (Hennion y Pichon, 1984, Dean, 1888},

Los adsorbentes de fase normal tienen grupos funcionales polares, por gjemplo: ciano, amino y
diol (en esta catégmria también se incluye la silice sin modificar). La naturaleza polar de estos
adsorbentes indica que son mas afines por los compuestos polares, como el fenol vy los productos de
degradacion que contienen grupos funcionales muy polares tales como hidroxilo, carbonilos y aminas.
Por el contrario, los adsorbentes de fase reversa tienen grupcs funcionales no polares como el octadecilo,
octilo y metilo, y por tanto son mas afines a retener compuestos no polares v medianamente polares, asi
que suelen ser i0s de eleccidn para extraer triazinas en agua, o hidrocarburos aromaticos policiclicos
{Sabik et al., 2000).

El adsorbente mas usado en las aplicaciones informadas para muestras acuosas es la silice C18,
donde los solutos apolares se retienen bastante bien y se han alcanzado recobros arriba de 85-80 %. Sin
embargo, la retencion de solutos medianamente o débilmente polares es baja como es el caso de la DIA,
la DEA, el fenurén y la hidroxiatrazina (HA), donde los recobros han ido de 26 a 85 % (Pichon, 1898), por
lo que ahora se encuentran adsorbentes especificos v aquellos especialmente disefiados para ampliar el
intervalo de polaridad: Estos incluyen las silices no recubiertas y monofuncionales con la intencidn de
incrementar el namero de grupos silanol libres sobre la superficie de la silice con el fin de proveer

interacciones secundarias polares con los solutos.

El problema de la extraccién de analitos polares en agua ambiental ha sido parciaimente resuelto
con la introduccion de adsorbentes carbonaceos y copoliméricos, donde los recobros se han mejorado
mucho para compuestos polares y productos de degradacion altamente polares tales como fenol y DIA
(Pichon, 1998 HMennion, 1991, 1999).
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En el cuadro 3.4 se resumen los adsorbentes comercialmente disponibles usados para la EFS de
1981,
involucrados, ia naturaleza de los analitos preconcentrados y la naturaleza del disolvente de desorcion.

compuestos organicos en agua (Hennion, Dean, 1898), los mecanismos de separacion

Cuadro 3.4 Algunos adsorbentes comunmente usados para EFS, mecanismo cromatografico de
separacion, caracteristicas de los analitos, y algunas aplicaciones ambientales

Adsorbente Sustituyente Mecanismo | Disclvente | Naturaleza Aplicaciones
enlazado de de del ambientales
separacién | elucion analito
FASES NO POLARES -
Silice octil, C8 Si-(CH2}-CHs » HPAs, BPCs, pesticidas
N | organofosforados y
. o polares y organoclorados, alquilbencenos,
Silice octadecil Si-(CH CH . Fas{e D'SO!V‘?ME déblimente policlorofenoles, Ralato esteres,
c18 i-(CHz)17-CHs inversa organico polares policloroanilinas, herbicidas
apolares, acidos grasos,
aminoaniraguinona
Copolimeros No polares a Fenol, monoclorofenol, anilina,
porosos de ) Fase Disolvente | arométicos cloroanilina, herbicidas
estireno inversa organico | de polaridad moderadamente polares
divinilbenceno media (fenoxiacidos, triazinas, fenilureas)
. No polares a « "
: . Fase Disolvente . Alcoholes, nitrofencles, herbicidas
Carbén grafitizado - inversa organico relativamente relativamente polares
polares
FASES POLARES
Silice, Si S5i-OH Fenol, acido nitrilotriacético,
Sitice cianopropil Fase fenoxiacidos, fenilendiaminas,
' ) Agua Polares anilina y derivados polares, acidos
CN 8i-CH2-CH,-CH-CN normal sulfonicos, acidos falicos,
aminofenoles
FASES DE INTERCAMBIO IONICO
Acido
Woni . i ) . .
bencegscugomco, Si-(CH2)a-CeHs-S0s intercambio | Agua (pH Cationes y
Amina terciana Bnico ajustado) aniones Mismos que en fases polares
g - i~ -NH'- - organicos
dietitaminopropil, | > C3Hé:5‘2 (CH 9
DEA

HPAs = Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos, BPCs = bifenilos policlorinados

Es siempre un reto extraer tantos analitos como sea posible en una corrida con el fin de disminuir
costos y tiempo en los analisis de campo ambiental. Sin embargo, hay una probabilidad alta de encontrar
una mezcla de analitos con diferentes polaridades, solubilidad en agua, propiedades de ionizacion y
volatilidad, especialmente cuando se toman en cuenta metabolitos y productos de degradacion (Hennion,
1999). La eleccion del adsorbente se guia primero por la naturaleza de las muestras y despues por la

afinidad del analito por el adsorbente.

Dado que los adsorbentes empleados en este trabajo fueron precisamente los de silice enlazada

C18 y de PE-DVB, se profundizara en ellos en los apartados 3.2.1.51y 32152
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3.2.1.5.1 Silice n-alquil enlazada

Los adsorbentes més comunes se basan en particulas de silice (particulas de forma irregular con
un didgmetro de particula entre 30 v 80 um) a la que se enlazan grupos funcionales en los grupos silanol

superficiales para alterar sus propiedades retentivas (figura 3.6) (Dean, 1998; Sabik et al., 2000).

Las silices octadecil (C18) y octil (C8) enlazadas han sido los adsorbentes de extraccion universal
por muchos afios para el manejo de muestras bioldgicas y ambientales. Un primer requisito de la silice
C18 para EFS es que provea altos recobros, no sélo para analitos no polares sino también para la
extraccion de analitos de polaridad media. El modelo del mecanismo de retencién incluye principalmente
las interaccionés hidrofébicas. Se considera a la fase estacionaria saturaéa del componente orgénico
{activacion) y la retencién se origina por repulsién de las regiones hidrofobicas de la molécula del analito
por las moléculas de agua, lo que conduce a la interaccién con los sustituyentes carbonaceos de la fase

estacionaria o con la capa organica adsorbida en la superficie de la misma.

El enlace de los grupos funcionales no siempre es completo, asl que permanecen grupos silanol
sin reaccionar. Estos grupos silanol son sitios acidos polares activos y pueden interaccionar con los
analitos. Para reducir estas interacciones, algunos adsorbentes EFS son “recubiertos’, que implica una
reaccidn posterior para cubrir los grupos silanol libres con grupos alquilo de cadena corta. Las fases de
silice para EFS fueron primero recubiertas, perc con el fin de incrementar el numero de interacciones

secundarias, ha sido interesante incrementar el numero de grupos silanol residuales (Pichon, 2000).

Figura 3.6 Diagrama de la superficie de una particula de gel de silice

Con el fin de tener una cantidad maxima de cadenas octadecilo en la superficie de la silice, un
primer requerimiento es la porosidad. Casi todas las silices para EFS se hacen de silice con altas areas
superficiaies especificas en el intervalo de 500 a 600 mzs‘g, que no es el case de las fases estacionarias

de CL. Partiendo de tales silices porosas, cada proveedor suministra varios tipos de silice modificada.
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Algunos estan disponibies con un alto porcentaje de carbdn correspondiendo a una maxima cobertura de

la superficie con grupos alquilo. También hay alquil silices ligeras con bajos porcentajes de carbén y que
en general contienen altas cantidades de grupos silanol sin modificar, con los cuales ocurren fuertes
interacciones ionicas con analitos cargados positivamente. Por ello se considera que el uso de silice C18
con un alto recubrimiento superficial de cadenas alquilo y silanoles residuales incrementa la retencién de
algunos analitos polares por la adicidn de interacciones secundarias, principalmente puentes de H entre
los grupos silanol y los grupos polares; sin embargo, no son aun convenientes para extraer compuestos
polares a partir de grandes volumenes de muestra y en las técnicas en linea, los volumenes de fuga son

bajos debido a las pequefas dimensiones de las precolumnas {Hennion, 1999; Sabik et al., 2000).

En general, se puede decir que a nivel practico el uso de silices C18 es apropiado para el
enriquecimiento de trazas de compuestos caracterizados por valores de log kK'w mayores que 2 (Hennion,
1989; Pichon, 2000).

3.2.1.56.2 Fases poliméricas

Las resinas de poliestireno divinilbenceno (PE-DVB, figura 3.7) se presentan como una
alternativa a los adsorbentes de silice enlazada para atrapar compuestos polares. El primer copolimero
comercialmente disponible en precolumnas desechables fueron los PRP-1(Hamilton) y PLRP-S {Polymer
Lab.) de grado CL en cartuchos para empleo en linea. Una de las ventajas de este adsorbente sobre la
silice C18 es su estabilidad cuando se aplican muestras en el rango de pH de 1 a 14. La buena cualidad
de acoplar este adsorbente polimérico con una columna analitica C18 ha permitido su aplicacién a la
extraccion multiresiduo incluyendo compuestos polares gue no se extraen sobre silice C18. Se ha
encontrado que para un grupo de compuestos organicos, los solutos son alrededor de 10 a 40 veces mas
retenidos por PRP-1 que por silice C18. Para usos en diferido, el adsorbente de PE-DVB estd también
disponible en discos (Hennion, 1999; Pichon, 2000).

CH=CH; CH=CH;

CH=CH,

l

= CH~CHa~ CH- CHy- CH~ CHym CH-CH - CH-CHy

—CH~CH--CH-CHy~CH~CHy-CH CHy- CH~CHy—
= = =

= - o

Figura 3.7 Preparacion de PE-DVB a partir de los vinil mendémeros estireno y divinilbenceno
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El mecanismo de retencion estda gobernado por interacciones hidrofobicas similares a las
discutidas en el caso de las silices enlazadas, pero debido a los anillos aromaticos en la red de la matriz
polimérica, se pueden esperar fuertes interacciones electron-donadoras (n-n) con los anillos aromaticos
de los solutos, ademas de que se esperarian cambios en la densidad electrénica del analito causada por
los sustituyentes presentes (delocalizacion de electrones). Esto se aprecia en el hecho de que el benceno
es 20-30 veces mas retenido por PRP-1 que por C8.

Sin embargo, con estos adsorbentes poliméricos, los recobros son alin bajos para metabolitos
polares cuando se aplican volimenes de muestra de 50-150 mL. Los compuestos polares sélo pueden
ser extraidos cuando se manejan volumenes de muestra pequefos, de ahi la necesidad de detectores

tan sensibles o especificos como aquellos usados con la CG.

En los ultimos afos, las resinas o polimeros con areas superficiales especificas altas (en el
intervalo de 700-1200 m%/g en vez de 350-500 m?/g) se han puesto disponibles comercialmente en
cartuchos desechables. Algunos estudios han mostrado el alto potencial de estos adsorbentes
polimericos de alto entrecruzamiento para la extraccion de compuestos polares en agua, se ha informado
un gran incremento en la retencién, indicando asl que estos polimeros tienen 20-60 veces mas poder de
retencion para analitos polares que en los anteriores PRP-1 o PLRP-S lo que se debe a fuertes
interacciones tipo n-n entre los analitos y la matriz polimérica (Hennion, 1999; Pichon, 2000; Sabik et al.,
2000).

Se han introducido también resinas funcionalizadas para incrementar la retencion de compuestos
polares tales como fenoles, alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas mediante la introduccién de un grupo
carboxilico o usando resinas sulfonadas. En tales casos, los adsorbentes pueden desarrollar puentes de
hidrégeno con los analitos y también pueden actuar como intercambiadores cationicos. Sin embargo,
para compuestos muy polares, los recobros son aun muy bajos para un volumen aplicado mayor o igual
que 100 mL (Huck y Bonn, 2000; Pichon, 2000).

Aungque en teoria la extraccién de los analitos hidrofobicos con este tipo de adsorbentes no son
un problema, también pueden presentarse dificultades practicas en los recobros cuando los analitos
tienen muy baja solubilidad en agua, a menos que se adicione cierta cantidad de disolvente organico en
la muestra. Desafortunadamente, esto también disminuye los volimenes de fuga de los analitos polares

en un analisis multiresiduo.

Pichon et al. (1998) realizaron el analisis multiresiduo de pesticidas en agua superficial por CL y
EFS mediante discos de PE-DVB que permitieron una velocidad de aplicacién alta con una filtracion
previa; los recobros obtenidos fueron de 77 a 92 %. Por otra parte, Masqué et al. (1998) usaron con exito
una resina de PE-DVB modificada con un sustituyente de o-carboxibenzoil para extraer compuestos
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fendlicos a partir de agua por EFS en linea con la CL, con el fin de incrementar la polaridad de la

superficie del adsorbente y mejorar la superficie de contacto.

3.21.5.3 Otros adsorbentes

Otros adsorbentes empleados en la EFS y que no fueron manejados en el presente trabajo, son

el carbon grafitizado poroso (CGP), las fases de intercambio iénico, los inmunoadsorbentes, los

polimeros impresos y las fases de medio de acceso restringido. A continuacién se hace una breve

revision de estos.

Carbén Grafitizado Poroso

Los adsorbentes con base de carbén mas ampliamente usados para EFS son los de carbon
grafitizado, obtenidos por calentamiento de carbén a 2700-3000 °C. Este material se caracteriza por una

estructura homogenea y altamente ordenada y por un area superficial especifica de alrededor de 120

mzf‘g, Un adsorbente con base de carbdn caracterizado por una estructura cristalina hecha de largas
agujas de grafito unidas juntas por enlaces de Van der Waals, el CGP (figura 3.8), ha sido usado para la

extraccion de contaminantes polares de agua.

El CGP tiene una estructura bidimensional y una

superficie interna plana consistente de capas entrelazadas cercanas de cintas (hexagonos) sostenidas
juntas por fuertes enlaces covalentes El CGP esta disponible en cartuchos para EFS (Hyperseb, CGP).
La fuerza mecanica de CGP es similar a la del gel de sllice y es inerte a acidos y bases. Es

particularmente adecuado para compuestos ionizables, ionizados © compuestos que contienen
numerosos grupos polares tales como —OH, -COOH, -NH;, etc. (Hennion, 1999, 2000; Pichon, 2000).
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En principio, CGP se comporta como una fase reversa dado que presenta un comportamiento
lineal de la relacion log k' = f (% metanol), por tanto, si se incrementa la hidrofobicidad de una estructura
anadiendo —CH,~ u otros grupos no polares, se incrementa la retencion, aunque la retencién es mas
fuerte que en las silices C18. Sin embargo, también exhibe propiedades de retencion que no se explican
totaimente para moleculas que contienen grupos polares: la adicion de un grupo polar a una molécula
disminuiria la retencion sobre C18, mientras que con CGP la retencién se reduce en mucha menor
extension o puede incrementarse, 10 que se ha llamado “efecto de retencion polar sobre grafito” (Lim,
1992).

La mayoria de las aplicaciones de los adsorbentes carbonaceos se han llevado a cabo empleando
el procedimiento en diferido. El acoplamiento en linea con una columna analitica C18 es dificil debido a
que los analitos polares pueden ser tan fuertemente retenidos sobre CGP que el alto contenido de agua
de la fase movil requerida para la separacion de estos compuestos polares es incompatible con la elucion
de los analitos de la fase CGP, y por tanto aparece un gran ensanchamiento de banda. Estos problemas
pueden arreglarse aplicando "backflush” (elucién en contrasentido a la adsorcién) o acoplando estos
adsorbentes con una columna analitica CGP porque en este caso, se puede usar una elevada cantidad
de disolvente organico en la fase moévil para la separacion de compuestos polares (Hennion, 1999;
Pichon, 2000).

En cuanto a problemas de desorcion, se ha encontrado que se minimizan con disolventes tales
como tetrahidrofurano y cloruro de metileno, que son los mas fuertes, mientras que se necesitan grandes
volumenes de metanol o acetonitrilo para la total desorcion (Hennion, 1999, Vial 2001).

Fases de Intercambio iénico

Los analitos idnicos o ionizables se pueden extraer con adsorbentes de intercambio iénico, los cuales
tienen ya sea grupos funcionales cationicos o aniénicos que cuando se ionizan, atraen compuestos de
carga opuesta. Los analitos que son capaces de formar cationes incluyen las aminas, mientras que Jos
que tienden a formar aniones incluyen fosfatos y acidos carboxilicos y sulfonicos

Se pueden encontrar cartuchos desechables, precolumnas y discos con estos adsorbentes. El
desarrollo del método es facil para analitos ionizables porque la retencion se da a un cierto pH que
permita al analito estar en su forma ibnica, mientras que ocurre la desorcion en su forma neutra. También
se puede realizar la desorcion empleando una solucion de fuerza ionica apropiada, de acuerdo con los
principios de la cromatografia de intercambio ionico (Sabik et al., 2000).
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Inmunoadsorbentes

La tecnologia de materiales inmunoadsorbentes se basa en las reacciones especificas entre
antigenos y anticuerpos y se ha usado por largo tiempo para el analisis y pretratamiento de muestras en

el campo del analisis biomédico.

A principios de los 90's las primeras aplicaciones de inmunoadsorbentes involucraron el analisis

_de trazas selectivo de pesticidas tales como carbofurano en suelos y fenilureas y triazinas en aguas
ambientales (Sabik, 2000). La tecnologia ha involucrado fa produccién y purificacion de anticuerpos
policlonales contra el analito v la seleccion de adsorbentes con base de silice para el enlace covalente de
los anticuerpos. También se ha aplicado esta tecnologia en precolumnas de EFS en linea e inclusive

automatizados para extraer herbicidas polares en aguas ambientales {Hogendoorn, 2000).
Polimeros impresos

La técnica de materiales poliméricos molecularmente impresos tiene gran potencial para el
analisis de residuos de pesticidas. La técnica se basa en la preparaciéon de receptores poliméricos que
enlazan pequefas moléculas con afinidades y selectividades a un grado comparable al, de una
interaccidn de tipo inmunoldgica. Los materiales se obtienen creando redes tridimensionales de polimeros
que tienen una memoria de la forma y posicion de un grupo funcional de la molécula plantilia (analito de
interés). Los polimeros molecularmente impresos pueden reconocer con muy alta selectividad vy,
consecuentemente, retener el analito usado en el proceso de impresidn. Las ventajas potenciales de
éstos anticuerpos plasticos sobre los anticuerpos biolégicos son su estabilidad, capacidad, costo y
facilidad de preparacién (Mogendoorn, 2000). La desveniaja de estos materiales es que aun se

encuentran en desarrollo y no estén disponibles comercialimente.
Fases de medio de acceso restringido

Las columnas de medio de acceso restringido (MAR) se han aplicado con éxito en el campo de
analisis biomédico para la determinacion de analitos de bajo peso molecular en fluidos biologicos
conteniendo compuestos de alto peso molecular, como las proteinas. El concepto bésico es la retencion
de analitos y exclusion de moléculas de gran tamafio por los dos materiales comercialmente disponibles
que son los de superficie interna de fase inversa y los de superficie semipermeable (Hogendoorn, 2000).

La ventaja de las columnas analiticas empacadas con particulas MAR, es que combinan en la
misma columna una poderosa limpieza mediante ia exclusion de compuestos de alto peso molecular, con
una eficiente separacion en fase inversa de analites. De hecho, estos adsorbentes se han aplicado en
linea con la CL para el analisis de pesticidas en aguas naturales, donde la gran diferencia entre los
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analitos de interés (moléculas pequefas) y las sustancias himicas (moléculas grandes), hace el uso de

columnas MAR muy atractivo (Hogendoorn, 2000).

3.2.2 SIMILITUD ENTRE LA EFS Y LA CLAR Y DESARROLLO DEL METODO

Hasta hace una década aproximadamente, los métodos EFS se hablan estado desarrollando con
poca consideracion de los fenémenos fisico-quimicos involucrados en el proceso, sobre bases empiricas
de prueba y error que consumian tiempo y esfuerzo. En la actualidad, la literatura es aln pobre para
proveer el conocimiento necesario y las pautas para la seleccion de los adsorbentes de extraccion
adecuados para los solutos particulares de interés asi como otros parametros relevantes de la EFS. Lo
importante a considerar en el desarrollo de un método para EFS son las propiedades de los analitos de
interés, el iimite’de deteccion requerido de analisis, la naturaleza de la matriz y el tipo de cromatografia
involucrada en el paso de separacion y el modo de deteccion. Asl, para entender el proceso de
extraccion, es necesario entender las interacciones entre el analito, la matriz y el adsorbente (Pichon,
2000). Un primer acercamiento, es comprender la similitud entre la EFS y la CL |, la cual esta

representada graficamente en la figura 3.9.

De esta manera, la EFS se puede considerar como un proceso de cromatografia de liquidos
simple: una cromatografia frontal durante el paso de extraccion y una cromatografia de elucién o
desplazamiehto durante el proceso de desorcidn. Ambos modos de CL son bien conocidos y en una
primera aproximacion, la EFS puede analogarse a la CL siendo el adsorbente del cartucho equivalente a
la fase estacionaria de la columna analitica, mientras que el disclvente de la muestra durante el paso de
extraccion (méxirha retencion) y el disolvente (0 mezcla de disolventes) durante el paso de desorcion

(minima retencion), serian los equivalentes a la fase mévil (Hennion, 1991; Pichon, 2000).

En la figura 3.9 a se observa la curva del frente de elucion obtenida cuando una muestra de agua
adicionada con trazas de un analito, se pasa a través de una precolumna y se registra la sefial UV del
efluente. En este caso, la absorbancia inicial de la muestra adicionada (Ac) se mide directamente (sin
pasar por la precolumna) por el detector UV. En la curva, mientras el soluto estéd siendo retenido en la
precolumna, la absorbancia es cero. Después, el soluto comienza a eluir y la absorbancia a aumentar
cuando se sobrepasa el volumen de fuga (Vf). El volumen maximo de preconcentracion (Vm) se obtiene
cuando la absorbancia de la solucion efluente es la misma que Ao. Bajo condiciones ideales, esta curva
tiene una forma bilogaritmica, donde el punto de inflexién corresponde al volumen de retencion (Vr) del
analito, el mismo valor que se tendria en un pico de elucién obtenido por la inyeccién directa de 10-20 uL
de una solucion concentrada del mismo analito sobre la misma precolumna, con agua como fase movil y

al mismo flujo (figura. 3.9 b).
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Figura 3.9 Similitud entre la extraccién en fase sélida y la cromatografia de elucion.
Vf = volumen de fuga, Vr = volumen de retencion, Vm = volumen maximo, Ao = absorbancia inicial
a. Frente de elucion de un soluto aplicado a la precolumna en una solucion acuosa a niveles traza
b. Pico de elucion de un soluto aplicado a ia precolumna por medio de una inyeccion directa de una solucion
acuosa concentrada

Durante la extraccion, los analitos de interés no eluyen con el agua porque son retenidos por el

adsorbente, por lo que la absorbancia es nula. Por esta razon, se obtienen altos factores de

enriguecimiento cuando los analitos se retienen fuertemente en el adsorbente en presencia de agua y

ademas presentan una baja retencion con el solvente organico eluyente (Hennion y Pichon, 1994). De

aqui la importancia de la seleccion del adsorbente y las fases moviles. En las muestras acuosas, los

solutos mas polares no pueden ser retenidos adecuadamente por el adsorbente durante el paso de

preconcentracion de la muestra, debido a que son mas solubles en agua y por tanto su retencion (valor

de k') en el sistema de extraccion es muy pequefa.
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3.2.3 PARAMETROS

La secuencia a seguir en los procedimientos de la EFS demanda varias decisiones a tomar con
respecto a la seleccion del tipo y de la cantidad de adsorbente, la composicion y volumen de la solucién
de lavado que se puede aplicar sin pérdida de los analitos y la composicion y volumen de la solucion de
desorcion o elucidon. Los parametros que determinan la seleccion de las condiciones anteriores son el
rendimiento de extraccion (R%) y el volumen de muestra que se puede aplicar sin pérdida del analito o
compuesto de interés, conocido como el volumen de fuga Vi, Estos parametros son dependientes entre si
y a continuacion se describiran con detalle, asi como su forma de determinacion y estimacion o

‘prediccion.
3.2.3.1 Volumen de fuga (Vf)

El volumen de fuga se define usualmente como el volumen de muestra que corresponde al 1 %
de la Ao (ver figura 3.14). A partir de este volumen, el frente de elucion comienza a aparecer (el detector
comienza a dar sefial) y por lo tanto se deduce que el analito estd fugando de la precolumna. En la
misma figura se observa el volumen maximo (Vm) que es el volumen de muestra correspondiente a la
maxima cantidad preconcentrada en la precolumna, éste se define como el 98 % de la abscrbancia inicial
y es justo el punto a partir del cual el efluente tiene la misma composicion que la muestra adicionada. Por

lo tanto, se deduce que a partir de este volumen el analito ya no puede ser retenido.

Como se explicd en el apartado anterior, ef volumen de fuga, también llamado volumen de
muestra seguro, representa entonces el volumen mas grande de muestra y la cantidad de analito que

puede ser preconcentrado sin que exista pérdida del analito de interés.

La fuga de los analitos puede ocurrir ya sea cuando los solutos no son suficientemente retenidos
por el adsorbente o cuande la capacidad del adsorbente se ha sobrepasado (saturacion de los sitios
activos). El ultimo caso es poco probable en el analisis ambiental donde las concentraciones de los
compuestos organicos que nos ocupan son del orden de ug/L o menores. Por tanto, en el analisis de
trazas la fuga ocurre principalmente por retencidén insuficiente de los analitos sobre el adsorbente

(Hennion, 1991).

El valor de volumen de fuga (Vf) es un parametro clave para la preconcentracion del analito y se
puede estimar en una primera aproximacion a partir del Vr (ver seccion 3.3.3.1.2). La similitud entre la
EFS y la CL indica que los datos generados por CL para la medicion o estimacion de Vr son utiles y el
conocimiento del comportamiento de la retencion de los solutos por fases estacionarias hidrofébicas se

podria aplicar.
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En la practica, solamente se necesita contar con un valor aproximado del Vf para seleccionar el

tipo y la cantidad de adsorbente adecuados para la preconcentracion requerida. Por otra parte, se puede

determinar el Vf experimentalmente o con algin meétodo de estimacion o prediccion.
3.23.1.1  Medicién experimental
3.2.3.1.1.1 Método del frente de elucion

La medicion directa del volumen de fuga para cada analito de interés podria realizarse como se
indica en la figura. 3.9 a, monitoreando continua o discretamente la sefial UV de salida de una
precolumna o un cartucho. Sin embargo, este método consume tiempo vy Ia lectura de Vf al nivel de 1 %
de Ao no es facil ni exacta. Ademas, el hecho de que la muestra debe adicionarse con el analito a niveles
traza {ug/l) con el fin de no superar la capacidad del adsorbente, y la sefal del efluente debe
monitorearse a muy bajas absorbancias, conduce a problemas con la estabilidad de la linea base o el
ruido con los analitos de baja absortividad UV. También, conforme el analito sea mas retenido, la
diferencia en el valor de los volimenes de VI, Vr y Vm se hace mayor, ya que el frente de elucion es mas
extendido debido al bajo numero de platos teéricos de los cartuchos o las precolumnas (Hennion et al.,
1998; Subra et al., 1988; Hennion, 1899).

3.2.3.1.1.2 Método de preconcentracion en linea con la CLAR

Un método alternativo, mas rapido, el cual fue empleado en este trabajo, consiste en la medicion
del Vf mediante la preconcentracién sucesiva de volumenes ascendentes de muestras de agua pura
adicionadas con una cantidad constante de analito. Con cada volumen, se miden las areas ¢ las alturas
de los picos obtenidos de ia elucién del analito retenido en el adsorbente directamente en la columna
analitica (Subra et al.,1988; Hennion y Pichon, 1894; Hennion, 1999). De esta manera, conforme el
volumen de muestra se incrementa, la concentracion del analito disminuye, como se muestra en ia figura
3.10, Ia cantidad extraida permanece constante mientras la fuga no ocurre y las areas o alturas de pico
permanecen constantes. £n el momento en que la fuga ocurre, la cantidad extralda disminuye al igual
que las dreas o alturas de los picos. Los recobros correspondientes se pueden calcular dividiendo las
areas de pico obtenidas después de la fuga entre agquellas obtenidas antes.

Asi, se traza una curva del Recobro en funcién del volumen de muestra v el VI puede

considerarse en el punto donde comienza a disminuir el recobro.

Otra ventaja de éste método es gue los valores de Vf de varios compuestos se pueden estimar

simultaneamente mediante la preconcentracion y el andlisis por CL en linea (Hennion y Pichon, 1994).
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Figura 3.10 Determinacién experimental del volumen de fuga y el rendimiento de extraccién

3.2.31.2 Prediccién

3.2.3.1.2.1 Uso del factor de retencién k’

~ correspondiente (Hennion y Pichon, 1994)

Dado que la determinacion experimental del volumen de fuga es dificil y requiere invertir mucho

tiempo, se ha buscado desarrollar modelos para su prediccion, para lo cual se ha hecho uso de los

factores de retencion.
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De acuerdo con la analogia presentada entre la EFS y la CL que considera los principios basicos
de la teoria de la cromatografia de liquidos, Vf se puede relacionar matematicamente con el Vr de los
analitos por la relacion (1), de acuerdo con la curva de andlisis frontal (figura. 3.9 a);

Vf=Vr-230, (1)

donde T desviacion estandar dependiente de la dispersion axial a través de la cama de
particulas en la precolumna o cartucho

Por tanto, Vf es controlado por parametros de retencion y cinéticos (Goewie et al., 1981).

El volumen de retencion se puede calcular facilmente a partir del factor de retencién en agua
(k'w) y del volumen muerto (Vo) de la precolumna por la relacién fundamental:

Vr=Vo (1+k'w), @)

Si el numero de platos tedricos (N) de la precolumna o cartucho se conoce, el término o, se

puede calcular por la relacion:

|crv =[V;J(1+k's): (3)

donde: K'S =factor de retencion del soluto eluido por el disolvente de la matriz

El disolvente de la matriz en este caso, es agua (muestras acuosas), por lo que k's es finalmente
el mismo factor de retencién en agua k'w. Vo se puede calcular a partir de la porosidad (e) del adsorbente
y el volumen geométrico (Vc) de la precolumna o cama de adsorbente en el cartucho o disco por la
relacion:

Vo=eVe | (4)

La porosidad € tiene un valor promedio en las silices n-alquil enlazadas entre 0.65 - 0.7, y el valor

de Vo para las mismas en caso de cartuchos convencionales se ha estimado en 0.12 mL por 100 mg de
adsorbente (Hennion y Scribe, 1993).

N se puede medir directamente en precolumnas debido a que el arregio en linea permite el
registro de la curva de fuga o de los picos de elucion por inyeccion directa (Subra et al., 1988); aunque
para el caso de cartuchos o discos de extraccion, donde es mas dificil medir la eficiencia, el valor de N ha
sido estimado (Miller y Poole, 1994; Poole et al., 2000), a través de las propiedades cinéticas y de
retencion de cartuchos, a un promedio de 20 platos teéricos para un flujo de 5 mL/min con 500 mg de

silice C18 de diametro de particula de 40-55 um.
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Por otra parte, se ha propuesto un modelo mas general y de acercamiento metodologico: el
modelo para la extraccion basado en el analisis frontal de Lovkvist y Jonsson (citados por Poole et al.,

1997). El volumen de fuga se relaciona con las propiedades de los cartuchos por:
log Vf = log(1+ k'w)+ logQVo (5)

donde: () =contribucion de las propiedades cinéticas de la cama de absorbente a la retencion

Esta definicion matematica es similar a la derivada de la figura 3.9a, dado que combinando las

ecuaciones 1-3 se tiene:

| . |
WVf = (14K w{‘l - 2'?-’]\/0! (6)
. N |

Por otra parte, a partir de las curvas de fuga obtenidas por esta ecuacion se pueden derivar las
curvas del recobro o rendimiento de extraccion (Subra et al., 1988; Hennion et al., 1998). Asi, con
diferentes valores de k'w, se han construido las curvas tetricas de fuga considerando un adsorbente de
Vo = 0.54 mL, que corresponde a 450 mg de adsorbente con 20 platos y porosidad de 0.7 (figura 3.11).

En estas curvas simuladas se puede observar claramente que los analitos mas polares (con log
k'w mas bajos) tienen las curvas de fuga mas escarpadas y volumenes de fuga menores. Asi, para
volimenes de muestra de 500 mL, los compuestos con log k'w mas bajos que 2.5 se extraeran con
recobros menores del 50 %. Por el contrario, se demuestra que para analitos con valores altos de log k'w,

puede darse la fuga con volumenes grandes.
En la figura 3.12 se representan las curvas de rendimiento de extraccion tedricas, donde se
observa que los compuestos con log k'w > 3 presentan rendimientos del 100 % para volumenes de 500

mL.

Por tanto, el k'w es el valor guia de eleccion del adsorbente y prediccién de los recobros.

3.2.3.1.2.2. Modelos de estimacion de k'w

La obtencion de valores apropiados de k'w requiere de un buen conocimiento de las interacciones
entre analito, matriz y adsorbente. Existen varios métodos de extrapolacion o prediccion de los valores de

k'w.
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Figura 3.11. Efecto del valor de log kK'w del analito sobre las curvas tedricas de fuga vs. volumen de
muestra (prediccion asumiendo 20 platos y 450 mg de adsorbente).
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32



ANTECEDENTES

3231221 Extrapolacion gréfica

Los valores de k'w se pueden estimar rapidamente a partir de datos cromatograficos
experimentales. Se hace uso de columnas analiticas con adsorbentes de fase inversa tales como n-alquil
silices, polimeros de PE-DVB o CGP, y se eluyen los solutos para efectuar la medicién del factor de
retencion k' del analito en fases de diferente composicion metanol-agua. Sobre un intervalo de contenido
de metanol entre 30 y 80 %, la relacién log k'w = f(% metanol) se considera lineal para la mayoria de los
compuestos medianamente polares y apolares (Jandera y Kubat, 1890; Hennion y Coquart, 1993), tal
como se ilustra en la figura 3.13. Se ha mostrado que, al igual que con la fase C18, el log k'w en PRP-1y
en CGP puede ser también extrapolado a partir de la relacion log k' vs. contenido de metanol en la fase
mévil (Hennion, 1989).

gk 4

Figura 3.13. Variacion del factor de retencion de
fenol con el porcentaje de metanol en la fase movil
medida en (&) Silice C18, () PRP-1, (v) CGP
Hypercarb

Y k3
0 20 40 &0 B0 pchanol (%)

Goewie et al. (1981) informaron que para clorofenoles, los valores de Vr calculados a partir del
k'w extrapolado y los valores experimentaies difirieron soélo en un 10-20 %. Asi, con mediciones rapidas
con 3 6 4 fases moviles con diferente contenido de metanol puede estimarse k'w extrapolando larecta a 0
% de metanol. Sin embargo, para mejor exactitud en la estimacion, es importante considerar que esta
refacion no parece ser completamente lineal en las mezclas ricas en agua y se ha encontrado un mejor

ajuste a una relacidn cuadratica para algunos compuestos contaminantes (Schoenmakers et al., 1983).

Para los compuestos mas polares, el desarrollc de la curva en un amplio intervalo de
composicion de fase movil no lleva a variaciones lineales. Se han hecho extrapolaciones a partir de
intervalos usuales de 40-60 % de metanol y a partir de relaciones cuadraticas con fases moviles ricas en
agua y se observé que fos Ultimos valores son siempre mas altos que los primeros (Hennion et al., 1988),

Esto se ejemplifica en la figura 3.14 con la simazina.
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lgualmente, se han encontrado relaciones cuadraticas con alquil silices para la variacion de factor
de retencion con la fraccion de solvente organico {g) en fases mdviles binarias de acuerdo con las teorias
basadas en el concepto del pardmetro de solubilidad o en indices de interaccién (Braumann, 1988, Liska,
etal, 1992):

logk'=logk'w —bg + do? @)

Sin embargo, se ha mostrado que para algunos solutos esta ecuacién no da una descripcién
exacta de la retencion del soluto en fases moviles ricas en agua (Hennion y Cogquart, 1993).

3231222 Método de adsorcion

Jandera y Kubat (1990) propusieron el uso del k'w determinado répidamente por el método de
adsorcién. El K'w se definié como el cociente de la cantidad de soluto en la fase estacionaria entre la
cantidad de soluto en la fase movil. Una muestra de volumen conocido adicionada con soluto se bombed
a través de una microcolumna hasta alcanzar el equilibrio de distribucién indicado por la estabilizacion de
la sefial del detector. La cantidad de soluto adsorbida en la fase estacionaria se midié por posterior
desorcidn del analito con un disolvente fuerte y transferencia a una columna anaiitica via una valvula de
conmutacién por medio de un arreglo en linea. Los autores encontraron que los valores experimentales
determinados por el método de adsorcion son mas altos que los determinados por los métodos de elucion

descritos arriba,
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323122 Usodel coeficiente de reparto octanol-agua (P)

Este otro método se basa en el uso del coeficiente de reparto octanol-agua (K 0 F), parametro
que caracteriza la hidrofobicidad de un compuesto vy juega un papel importante en algunos de los
fendmenos fisicoquimicos, bioldgicos y ambientales de interés. Este coeficiente de hidrofobicidad P es un
parametro que se deriva de estudios de distribucion del soluto en particular entre agua vy un solvente no
polar inmiscible como el octanol. P define la tendencia relativa del compuesto a ser facimente
solubilizado en la mayoria de los disolventes no polares y solo moderadamente en agua. (Braumann,
1983, Braumann, 1986, Hennion, 1999). Actualmente se acepta que este parametro es adecuado para
caracterizar las relaciones cuantitativas entre la estructura de las sustancias y la actividad bioldgica
{Braumann y Grimme, 1981; Govers et al,, 1984; Jinno, 1984).

Los valores de log P se determinan por el método de equilibrio después de agitacion en embudo
de separacion (shake flask, en inglés), o también se pueden obtener por medio de calcuios sistematicos,
los cuales en general se basan en la suma de factores de contribucidn de los fragmentos vy propiedades
moleculares del analito en cuestién {Rekker, 1877, Bodor, 1992). Para el mismo fin existen programas de

computo como "KowWin® o “Molinspiration” en paginas especializadas de Internet (www svrres comiesc/
y www. molinspiration.comyservices/properties htmls. Noble (19883), a partir de una revisidn bibliografica

muy amplia, publico una lista de valores de log P para diversos pesticidas, informando para algunos de
ellos valores muy variables para el mismo compuesto, siendo estas mas marcadas para los analitos mas
polares. El uso del parametro P para la prediccion de los recobros en la EFS es muy rapido y simple, sin
embargo su- utilidad es limitada, especialmente con valores de log P inferiores de 1 (Hennion, 1993).

Se ha encontrado una relacién lineal muy buena entre el promedio de los valores de k'w
{obtenidos con diferentes silices C18 y usando como fases méviles mezcias de agua-metanol), con los
valores de log P para compuestos relacionados estrechamente y también para compuestos variados que
tienen diferentes polaridades y propiedades quimicas. Utilizando compuestos de polaridad muy variada,
Harnisch (1983} y Braumann (1986) encontraron valores de pendiente muy cercanos a 1 y ordenadas al
origen cercanas a 0. Por tanto, por medio de estas relaciones los valores de K'w se pueden aproximar a
los valores de log P sin mediciones adicionales, con la precaucion de que el valor de K'w asi predicho
puede ser subestimado por un factor de 10 a 50. En casos como estos, resultaria mas util tener en el
laboratorio una columna C18 de 5 6 10 cm de longitud y aplicar el método de extrapolacion grafica con

mezclas agua-metanol como fase movil alcanzando el mayor contenido de agua posible.

Finalmente, cabe mencionar que P se ha correlacionado con otros parametros fisicoquimicos; por
ejemplo, para analitos homologos, también se ha encontrado una correlacion entre la solubilidad en agua
y el valor de k'w, pero debe tenerse cuidado con este acercamiento porque solo es valido para analitos

muy relacionados en su estructura (Thurman, 1978; Sicbaldi, 1993).
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3231224 Usodel'modelo del parametro de solvatacion

Poole y su grupo han desarrollado un modelo general para la prediccion de las condiciones
experimentales de la EFS para muestras acuosas {Mayer et al, 1995, Poole et al., 1987, 2000). Los
autores parten de la definicion del volumen de fuga dado por la ecuacion 5, mencionada anteriormente.
Los valores de Q y Vo se estimaron a partir de valores de columna usando el adsorbente C18 de EFS
como fase estacionaria. £l factor de retencién (k's) se calculé mediante el modelo del parametro de
solvatacion de Abrahams (1883), que es funcidn de la composicién del disolvente y de descriptores del

"soluto caracteristicos:
logk's =C+mV, +1R, +sn} +ay aj +b) b} ' (8)
donde k's es el factor de retencién del soluto sobre un sistema cromatografico definido. Los descriptores

de soluto son: el volumen molecular V,, y la refraccion molar de exceso R, th es la
dipolaridad/dipolarizabilidad del soluto y }:a;* y b} la acidez y fa basicidad efectiva del puente de

hidrbgeno del soluto, respectivamente. De acuerdo con ios autores, estos descriptores estan disponibles
en la literalura para mas de 2000 compuestos o se pueden hacer estimaciones por programas de
cemputo. También es posible medir los descriptores con sistemas cromatograficos usando métodos

estandarizados.

Las constantes del sistema se definen por sus interacciones complementarias con los
descriptores del soluto. la constante m refieja ias diferencias de las interacciones de dispersion en el
adscrbente solvatado y en la fase moévil; la constante r se refiere a la capacidad del adsorbente solvatado
a interactuar con un electron n o n del soluto. La constante s representa las interacciones dipolo-dipolo y
dipole inducido entre el adsorbente solvatado y la fase mévil. Las constantes ay b son una medida de ia
diferencia en la basicidad y en la acidez del enlace de hidrogeno del adsorbente solvatado y la fase movil
‘ {Lepont et al, 2001). Las constantes del sisterma se pueden obtener usando analisis de regresion lineal
muitiple de valores de k's experimentaies adquiridos para un grupo de solutos variados con descriptores

conocidos.

Un mapa de sistema es el trazo de

las constantes del sistema como funcién de

Figura 3.15 Mapa de|
sistema para silice C18
disponibles mapas de sistemas para varios con metanol-agua como
disolvente de muestra

la  composicién  del solvente. Estan

adsorbentes de silice enlazada (Poole et
al. 1897, Seibert y Poole, 1998). La ventaja

Constante del sistema

de eslos mapas es gque son permanentes 0 25 50 73 100

una vez generados (figura. 3.15). % {v/v} de Metanol
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3.2.3.2 Rendimiento de Extraccion (R%)

El rendimiento de extraccién o recobro se define como el cociente entre fa cantidad extraida y la
cantidad aplicada. Tedricamente se alcanza el 100 % solo para un volumen de muestra menor que Vi,
porque la cantidad extraida es igual a la aplicada (figura. 3.9 a). Esto explica porque el Vf recibe mucha
atencion en el desarrollo de métedos por EFS y por lo tanto resultan importantes su medicion vy

prediccion.

La maxima cantidad que puede ser extraida, como ya se menciong, corresponde a la aplicacidn
de un volumen igual a Vm, pero con un rendimiento de extraccién inferior al 100 % (figura. 3.9 a).
Preconcentrar un volumen mayor a Vm es inutil, ya que no se consigue retener y extraer una mayor
cantidad de soluto. Asi, el recobro en la EFS depende del volumen de muestra y del volumen de fuga,

este ultimo siendo funcién del tipo y cantidad de adsorbente.

Los recobros obtenidos con el mismo adsorbente se pueden comparar entre experimentos
diferentes solo si se conoce la cantidad de adsorbente y el volumen de muestra aplicado. Es posible
obtener un recobro del 100 % si se disminuye el volumen de muestra por debajo del Vi. Un simple célculo
indicara si este volumen es suficiente para alcanzar el nivel de deteccion requerido segun las condiciones
instrumentales particulares. Por ejemplo, para una muestra cuyo compuesto de interés se encuentra a
una concentracion traza de 3 ug/L, y el volumen de fuga del compuesto es de 100 mL, al preconcentrar
70 mL vy aplicar la masa preconcentrada directamente en una columna analitica mediante un arreglo en
linea, se inyectardn en realidad 0.21 ug de compuesto de manera directa. De esta manera es mas
factible alcanzar el limite de deteccion que con la inyeccion directa de —por ejemplo- 50 pul de la muestra,
con lo cual sélo se lograria inyectar 1.5x10™ ug, cantidad inferior a los limites de deteccion

convencicnales en CL.

3.3 INTERFERENCIAS

3.3.1  MATERIA ORGANICA
3.3.1.1 Definicidon y Composicién
Con respecto a la materia organica disuelta (MOD), se ha encontrado que las concentraciones

promedio en aguas naturales varian como sigue: 0.7 mg/L en agua subterranea, 1.0 mg/L en agua de

lluvia, 2.0 mg/L en lagos oligotropicos, 5.0 mg/L en rios, 10.0 mg/L en lagos eutropicos, y entre 15 mg/L
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y 30 mg/L en agua de pantano. Las fuentes varias y la abundancia relativa se muestran en Ia figura 3.16

(Leenheer, 1994; Liy Lee, 2001).

e S

—

KOD moderada

Figura 3.16 Fuentes de MOD en aguas naturales

La MOD en agua es una mezcla compleja de biomoléculas de tamaro regular degradadas. Sélo
alrededor del 20 % de la MOD en aguas naturales consiste de compuestos identificables que incluyen
carbohidratos, acidos carboxilicos, aminoacidos e hidrocarburos (Leenher, 1994). El 80 % restante se
define generalmente como sustancias humicas, las cuales consisten de residuos complejos de plantas,
bacterias y hongos ambientalmente alterados de peso molecular moderado (500-5000 Da) (Legube,
1991). La parte mas importante de la MOD en aguas naturales consiste de solutos humicos, acidos
organicos heterogéneos y macromoleculares, que se forman durante la degradacion de la materia
organica derivada de plantas y animales como resultado de varios procesos de transformacion abiotica y

microbiana.

La parte humica de la MOD, que usualmente se define como aquellas sustancias que pasan a
través de un filtro de 0.45 um y que son predominantemente acidas, se ha clasificado en fracciones
hidrofébicas e hidrofilicas. Los acidos hidrofobicos de aguas naturales se han definido operacionalmente
como sustancias humicas disueltas. La acidificacion de la fraccion acida hidrofobica de la MOD precipita
acidos humicos (AH), con los acidos fulvicos (AF) remanentes en la solucion. Los acidos fulvicos son

solubles en soluciones acuosas alcalinas y acidas, y los acidos humicos son solubies en soluciones
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alcalinas pero insolubles en soluciones acidas © neutras. (Leenheer, 1894; Hogendoorn et al., 1899). A

pH 7 los acidos humicos tienen la maxima estabilidad (Hoop et al., 1990). En el cuadro 3.5 aparecen las
definiciones de Malcolm R. (1990).

Los acidos hidrofilicos de la parte humica de la MOD, son una mezcla de biopolimeros no

degradados y sustancias humicas muy degradadas {Hogendoorn et al., 1989).

- Cuadro 3.5 Definicion de términos

TERMINO DEFINICION
Sustancias L.os acidos humicos y fulvicos que se encuentran disueltos en corrientes de agua fresca. El
himicas término corriente comprende todos los tamanos de vias de agua, desde pequenos arroyos hasta

de corrientes

grandes rios.

Acidos hiimicos
de corrientes

Las sustancias organicas coloridas, de alto peso molecular y de composicion no especifica que se
encuentran disugltos en el agua de corrientes. Estas sustancias son insolubles a pH < 1. El peso
moelecular varia en un intervalo de 1500 a 5000 Da.

Acidos fulvicos
de corrientes

Las sustancias organicas coloridas, de peso molecular medio y de composicion no especifica que
se encuentran disueltos en el agua de corrientes. Estas sustancias son solubles ade pH 1 0
mavyor. Su peso molecular varia en un intervalo de 800 a 1000 Da.

Acidos homicos
de suelo

Las sustancias orgénicas coloridas, de peso molecular alto que se encueniran en el ambiente del
suelo. Estas sustancias son solubles en NaOH 0.1 M e insolubles a pH < 1. El intervalo de peso
molecular es extremadamente variable: entre 50000 y 500000 Da.

Acidos fulvicos
de suelo

Sustancias organicas coloridas de peso molecular medio y de composicion no especifica que se
encuentran en el ambiente del suelo. Estas sustancias son solubles en NaOH 0.1 My también a
pH 1. Elintervalo de pesoc molecular varia entre 1000 y 5000 Da.

Sustancias
humicas marinas

Los acidos fulvicos y humicos que se encuentran disueltos en el agua de mar

Acidos humicos
marinos

Las sustancias organicas coloridas de alto peso molecular de composicion no especifica que se
encuentran disueltos en el agua de mar. Estas sustancias son insolubles apH < 1.

Acidos fulvicos
marinos

Las sustancias organicas coloridas, de peso molecular medio y de composicién no especifica que
se encuentran disueltos en el agua de mar. Estas sustancias son solubles a pH 1 o mayor.

Los acidos humicos contribuyen esencialmente a muchos procesos en ecosistemas acuaticos,

por ejemplo; ciclos de carbono y nuirimentos, capacidad de acidez y amortiguacion del agua vy las

interacciones con contaminantes organicos (Lehtonen et al., 2000).

Los estudios de la quimica de la MOD en aguas naturales son limitados por el hecho de gue la

mayoria de las estructuras quimicas involucradas no se han definido. La complejidad de la mezcla de la
MOD v el tamafo sustancial de las moléculas han dificultado los intentos de caracterizar completamente
la MOD a nivel molecular. Los AH y AF tienen estructuras moieculares complejas, por tanto solo es

posible hacer generalizaciones acerca de éstas.

Las tres fuentes principales de las sustancias orgénicas disueltas en rios, lagos y reservas son:

ligninas, carbohidratos y lipidos; siendo la lignina la precursora principal de las sustancias humicas
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disueltas, como se muestra en la reaccion de Ia figura 3.17. Los pesos moleculares de las sustancias

humicas cubren un intervalo amplio y van de aproximadamente 1000 Da para los AF a 25000 Da o mas
para ios AH (Hoop et al., 1990; Leenheer, 1984; Lehtonen et al., 2000).

CH,OH COOH
HE—O0—Ar HC=0=Ar
HE —OR" HC—OH
Degradacién Figura 3.17 Reaccion
Biol6aica de degradacion de
OcHa o oH oH lignina
OR

Unidad de Lignina

Leenheer (1994) informd que la terminacion de las estructuras alifaticas de las sustancias
humicas, generalmente de cadena coria y ramificada, cominmente son grupos carboxilicos. También
estan presentes estructuras aliciclicas alifaticas provenientes de residuos de carbohidratos vy lipidos, dado
los grupos hidroxilo remanentes. El namero de anillos en la estructura de las sustancias humicas
disueltas descarta la posibilidad de un contenido significativo de hidrocarburos alifaticos de cadena

abierta, ademas de retener un alto grado de aromaticidad de sus precursores bidgenos.

En el estudio de Lehtonen et al. (2000), se elucidd la naturaleza guimica y la composicion
estructural de algunas muestras de materia himica acuatica de lagos. El analisis de los productos de
degradacién de las sustancias humicas mostrd que los principales fueron derivados fendlicos y acidos
alifaticos, ademas de proporciones variables de diferentes compuestos de nitrégeno y azufre.

Los modelos estructurales representan el promedio de las propiedades de miles a millones de
compuestos mezclados (Howard, 1998). Se han propuesto modelos estructurales para AH basados en

mondmeros de lignina {Tan, 2003), tal como el que se ilustra en la figura 3.18

HO

Ho Figura 3.18 Modelo estructural

de acido humico con base en
monémeros de lignina
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Otros modelos para AH incluyen 2 unidades enlazadas de fenol a las que se une un hidrato de

carbono y una unidad peptidica. El modelo propuesto por Stevenson (1994) se muestra en la figura 3.19

COOH COOH -
OH OH
_ \o o 0 o] Figura 3.18 Modelo estructural
Hidrato de - l de &cido humico propuesto por
carbono o o NH-CH-C—NH-TH—C- Stevenson (1994)
HO OH R1 . R2
Péptido
HO - OH

Por otra parte, parece ser que los pesticidas vy ofras sustancias organicas se asocian o sufren
complejacion con la materia organica, disminuyendo su adsorcién en el suelo e incrementando su
transporte y solubilidad en medios acuosos como el agua subterrdnea {(Secl v Lee, 2000; Liy Lee,A 2001).
Por esta razén, es de gran importancia considerar el efecto de la materia orgénica en la EFS para el

monitoreo de pesticidas en agua.

3.31.2 Efectos sobre la EFS

Como ya se ha visto, la principal dificultad durante la extraccion de pesticidas en muestras
acuosas naturales es que son también preconcentradas muchas interferencias dado que son matrices
complejas, dando lugar por tanto a problemas de ruido o de recobro bajo. Las interferencias de la matriz
representan un problema mayor cuando se considera que los analitos de interés se encuentran a nivel de
trazas v la mayoria de las extracciones analiticas requieren volumenes grandes de agua para cbtener
suficiente pesticida para el analisis. Asi, es importante optimizar la preconcentracién en términos de la

remocion o caracterizacion de interferencias.

Con respecto al efecto negativo de la presencia de los AH en muestras ambientales sobre la
EFS, se encuentran varios casos. Por lo general, se informa que los efectos consisten en la disminucion
de R%, problemas en la deteccién de los analitos de interés, y cuando se emplea la deteccion UV a bajas
longitudes de onda, el analisis cromatografico es usualmente entorpecido por un pico ancho al inicio del
cromatograma o un monte en medio dependiendo del gradiente de fase movil aplicado a la separacion.
Este ultimo efecto es debido a la presencia de los grupos funcionales fendlicos y carboxilicos cuya

ionizacién disminuye cuando las muestras de agua natural se acidifican, ya gue la silice C18 solo puede
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atrapar a los compuestos acidos en su forma no iénica. Este monte en el cromatograma causa una

severa desviacion de la linea de base e impide, en muchos cascs, la identificacién y la cuantificacion a
bajos niveles de los compuestos mas polares co-eluidos con el pico interferente. Como consecuencia, los
limites de deteccion (LD) se incrementan y se requiere un paso de limpieza, lo que incrementa el tiempo
de analisis y el riesgo de pérdida y contaminacién de las muestras (Pichon, et al., 1896, Hogendoorn et
al., 1999, Pichon, 2000). Sin embargo, no se han encontrado los mismos efectos en todos los

compuestos organicos analizados ni en todas las muestras (Masqué et al, 1898).

Por citar algunos estudios, Ibafies et al. (1988) han comprobado el efecto negativo de los AH y de
los surfactantes en los recobros de tres herbicidas catiénicos (diquat, paraquat y difenzoguat) de
muestras acuosas, mientras gue Li y Lee (2001) lo hicieron con algunos pesticidas y bifenilos
policlorinados con la silice C18 coman. Hennion y Scribe (1993) informan pérdidas de atrazina y simazina
observadas en agua superficial comparado con agua destilada. Johson et al. (1991) encontraron que los
recobros de 11 pesticidas & partir de una solucidn de acidos himicos (10 mg/l. de carbdn organico

disuelto) fueron en general significativamente mas bajos que los encontrados para agua pura fortificada.

Con respecto a las posibles explicaciones de estos fendmenos, se ha manejado que la
disminucion en el rendimiento de exiraccién puede ser causada por 1. saturacion parcial de los sitios
adsortivos del adsorbente C18 por el material himico, 2. asociacién de pesticidas a los acidos humicos
retenidos por el adsorbente y no desorbidos durante la extraccion con solvente, ¢ 3. béja afinidad del
pesticida con el adsorbente cuando se asocia con acidos himicos en solucién (Johson et al., 1881).
Estos ultimos autores demuestran que la primera opcién no es probable y que es posible que se forme un
complejo pesticida-acido humico. Las interacciones de los analitos con la materia himica son compiejas
debido a la alta complejidad de la molécula. Estas interacciones pueden ir desde fuerzas de atraccion de
Van der Waals hasta la reaccion directa con grupos funcionales, pasando por considerar efectos
estéricos también, la materia himica podria actuar como donador de electrones via los grupos hidroxilo y
carboxilico y las unidades estructurales aromaticas (Hennion y Scribe, 1994; lbafiez et al., 1898; Liy Lee,
2001}

También se han informado alteraciones en los R% de ciertos compuestos en presencia de MOD
en la microextraccion en fase solida. Valor et al. {1997) informaron que los recobros de pesticidas
organofosforados diminuyen. Por otra parte, se han encontrado efectos adversos de las sustancias
himicas en el desempefoc de las membranas de ultrafiltracidn debido a los grupos fenolicos y
carboxilicos que interactian con el material de membrana, provocando el fenémeno de “fouling”, esto es,

disminucién del flujo v la efectividad de la membrana entre otros efectos (Lin et al., 2001).
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33143 Revisién de casos donde se reduce el efecto de la materia orgénica en los R%

Se han intentado diversas estrategias para minimizar en o posible las interacciones del analito
con las sustancias humicas. Di Corcia et al. (1999) cuantificaron fenilureas con la adicion del agente
reductor borohidruro de sodio, el cual libera las fracciones unidas reversiblemente por enlaces covalentes
entre la red de los AH y las aminas aromaticas; al reducir los grupos carbonilo de los AH se obtuvieron

recobros mayores del 85 %.

Por su parte, Pichon et al. (1896) compararon adsorbentes PE-DVB poliméricos de alta superficie
con silices C18 para la extraccion de pesticidas acidos neutros y basicos y lograron la no-extraccion y la |
no co-elucion de los AH y AF de agua de rio al aplicar la muestra con un pH ajustado a 7. Esto se puede
explicar por el hecho de que las grandes moléculas de AH tienen diferente configuracién dependiendo del
pH, tal que los grupos acidos pueden interactuar facilmente a pH acido pero no a pH neutro. A pH 7 los
acidos humicos y fulvicos se encuentran en la fracciéon coloidal y por tanto son excluidos cuando se

-aplican las muestras de agua. Los pesticidas acidos pueden retenerse sobre fases poliméricas a pH 7
aun en su forma ionizada con recobros mayores del 80 %, con LD menores de 0.1 ug/L, y con volimenes
de muestra aplicados del orden de 500 mL. Para el caso de la silice C18 los recobros de los pesticidas
acidos a pH 7 fueron mencres que 40 % e incluso algunos no se retuvieron. Asl, la acidificacion de la
muestra resulta generalmente en un compromiéo entre el incremento en |a retencion de los compuestos
écidqs, el incremento en la cantidad de compuestos co-extraides y el tipo de adsorbente empleado
{Pichon, 2000, Sabik et al, 2000). La acidez de los compuestos humicos explica por qué estas

interferencias son solo detectadas a pH acido y son mas importantes a pH 2 que a pH 3.

Otro método para eliminar los AH consiste en el paso de lavado antes de la elucidn. Se pusden
usar algunos mililitros de agua pura o mezcla de agua pura con una pequefia cantidad de disolvente
organico o surfactante, pero se corre el riesgo de perder los compuestos ligeramente retenidos, esto es,
los mas polares. Este técnica se usa frecuentemente‘para aplicaciones en linea pero es particularmente
dificil de aplicar cuando los compuestos estudiados inciuyen un amplio rango de polaridades (Pichon,
2000). Otra estrategia es, ademas del lavado del adsorbente de EFS (compromiso entre contenido de
disolvente organico en la fase de lavado y el recobro de analitos polares), realizar el paso de lavado en la
direccién de flujo hacia delante y el pasc de desorcion por la fase moévil de la CL en la direccidn de flujo

inversa. Sin embargo, no todas las interferencias pueden ser removidas de esta manera.

Una posibilidad usada para aplicaciones en diferido consiste en limpiar el extracto usando un
segundo adsorbente, el cual puede ser polar como la silice, alumina, florisil, o intercambiadores ibnicos.
Como un ejemplo, para el analisis de glifosato y acido aminometilfosfonico, se removieron los acidos
humicos y fulvicos en su forma ionica del extracto usando un intercambiador aniénico fuerte. Las cargas
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residuales positivas de un adsorbente carbonaceo también se usaron para remover ios compuestos
hdamicos ionizados: estos contaminantes se atraparon y permanecieron sobre el adsorbente durante la
elucion de los compuestos de interés (Ferrer et al., 1999; Mogadati et al., 1999).

También se ha informado el fraccionamiento del extracto mediante una elucién por pasos para el
analisis de ccmpuestos acidos por una parte y la suma de los compuestos neutros y basicos con el uso
de un adsorbente de carbono grafitizado poroso. Estas aplicaciones se basan en el potencial de este
adsorbente para exitraer compuesios polares vy la habilidad de sus cargas residuales positivas para
" retener las negativas en un mecanismo de intercambio idnico. Sin embargo, también se ha informado la
adsorcion irreversible de compuestos o una reduccion de la capacidad adsorbente debido a la presencia
de sustancias himicas (Pichon, 2000).

Una estrategia empleada por Modagati et al. (1999), se bas6 en la manipulacién de la polaridad
de los disolventes empleados en los distintos pasos de la EFS para fraccionar los eluatos. En este
estudio multiresiduo de 120 pesticidas v metabolitos en 2 suelos con contenido de materia organica de 4
y 5.2 %, se emplearon cartuchos de EFS C18 (Envi-18 Supelco) y analisis por CG-EM. En el paso de
aplicacion de la muestra acuosa a través del adsorbente de fase inversa, se separaron los pesticidas mas
polares de la mayoria de los acidos himicos y pesticidas no polares que permanecen en al adsorbente.
Cambiando el disolvente de elucidn convencional por una mezcla de metanol-acetona (5+1) disminuy6 la
polaridad del disolvente de elucién, de manera que se eluyen los pesticidas no polares mientras que la
mayoria de los &cidos humicos son adn retenidos sobre el adsorbente. Desafortunadamente, los acidos
humicos de polaridad intermedia se eluyeron junto con los pesticidas no polares. Estos dos grupos se
separan pasando el elualo a través de un cartucho amino-CL. Este adsorbente es mas polar que el de
fase inversa y atrapa los acidos hiimicos de polaridad intermedia. Los pesticidas no polares que eluyeron
del adsorbente amino-Cl. se combinaron con los pesticidas polares que no se retuvieron por el
adsorbente de fase reversa antes de la determinacion por CG-EM. De los 120 pesticidas estudiados, 98
mostraron recobros de 70-130 % en la muestra de suelo con mayor contenido organico.

ibanez et al. (1998), informaron la disminucion del rendimiento de exdraccidn en funcién del pH de
herbicidas catibnicos “quat” en agua por carfuchos de sllice en presencia de acidos hiimicos (7 niveles de
concentracion), asi como la estrategia de agregar un surfactante catidnico (cetrimida) para prevenir este
problema. Esto se ha atribuido a su capacidad de desplazamiento, evitando'la unidn de pesticidas con
ofras moléculas al bloquear los sitios activos de ambos compuestos, posiblemente también por
interaccion idnica entre grupos funcionaies.

Liy Lee (2001) por su parte emplearon un adsorbente novedoso al que le llamaron de extraccion
en fase sdlida-intercambio idnico dinamico (EFS-ID) para preconcentrar HPA's de agua superficial. El
adsorbente tue silice L 18 cargado con una cagena larga del suriactante bromuro ge cetiimetiamonio, que
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actud fanto como adsorbente de fase inversa como intercambiador de iones. De esia manera, el
adsorbente retuvo por mecanismos de fase reversa los analitos libres, mientras que aquellos asociados a
ios acidos himicos se retuvieron por intercambio idnico. Ambas fracciones se desorbieron con el
disolvente de elucion apropiado. Los autores reportaron recobros de los analitos de 10 a 30 % mejores
que en el caso de usar un adsorbente de silice C18 simple para 1 litro de muestra adicionada con analitos
y AH, o para 5(}0 mb de agua natural. El analisis de efectud por CG-EM.

Se ha intentado con éxito el uso de precolumnas en serie (Hennion y Scribe, 1993). Coquart vy
‘Hennion (1991), optimizaron la remocién de interferencias mediante el acoplamiento en serie de 2
precolumnas para el paso de preconcentracidn, actuando la primera como un filtro de interferencias
mientras que la segunda atrapa los analitos de interés. Para el caso de la determinacion de clorotriazinas
y fenilureas, la configuracion de una primera precolumna C18 6 C8, con una segunda precolumna PRP-1
funcioné bastante bien. La eleccion de la sllice n-alguil enlazada en funcién de la polaridad de los solutos
es crucial, ya que se debe elegir de manera gue éstos se retengan ligeramente en ella, y tener los
maximos recobros posibles sobre la precolumna secundaria PRP-1; las interferencias deberan guedar
retenidas en la primera precolumna. Los recobros se encontraron entre 80y 98 % .

Un meétodo que ha demostrado ser efectivo pero cuyas operaciones suelen demandar gran
consumo de tiempo, es llevar a cabo la digestibn quimica de los acidos himicos antes de la exiraccion de
los analitos (Driscoll et al., 1991; Wells y Yu, 2000).

Entre las estrategias en desarrolio se encuentra el uso de fases estacionarias de superficie
interna entre olras, tal como proponen Hogendoorn et al. (1998). Debido a las diferencias en el tamafio
molecular entre los analitos de interés (moléculas pequefas) vy las sustancias humicas (moléculas
grandes), puede hacerse atractivo el uso de columnas de MAR. En este trabajo se hizo uso de columnas
. analiticas MAR de superficie semipermeable {SSP) vy de superficie interna de fase reversa (SIFR),
acopladas a una columna analitica de fase C18, tal que se tenga un arregio CL/CL. El acoplamiento de
columnas analiticas en serie SIFR/C18 fue el arreglo mas favorable para el andlisis multiresiduo de
pesticidas acidos en agua con un nivel alto de MOD.

3.3.2 MATERIA INORGANICA

Con respecto a los interferentes inorganicos, diferentes autores han estudiado si la fuerza ibnica
(F1) puede afectar la extraccion de pesticidas a partir de muestras de agua adicionando sales al agua. Los
resultados reportados indican que el incremento en la fuerza i6nica puede indistintamente mejorar ©
empeorar el recobro, dependiendo de la polaridad y de los mecanismos involucrados en la EFS {Jiménez,
et al., 1896; Valor et al,, 1897, Ibafiez et al., 1998).
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Baez et al (1997) evaluaron el efecto de la Fi en la EFS usando un adsorbente C18, y
encontraron que un incremento de Fl en las muestras acuosas conduce a aumentos de los recobros para
prometdn y prometrina. Por su parte, Valor et al. {(1897) encontraron que la presencia de sales en
muestras marinas incrementé la adsorcién de pesticidas organofosforados en Ia fibra de poliacrilato en la
microextraccion en fase sélida.

En el estudio de [bafiez et al. (1998), se analizd el efecto de las sales presentes en aguas sobre
la EFS de los pesticidas catibnicos diquat, paraquat y difenzoquat. Los recobros disminuyeron en forma
importante cuando la concentracion de NaCl se incremento, aunque los recobros fueron mayores que 50
% a una concentracion de sal de 5 g/L. Este fendmeno se esperaba ya que confirmé el proceso de
intercambio i6nico entre los herbicidas cationicos y los grupos silanol de la fase sélida de silice empleada.
También se estudié el nimero de carga de los cationes de Ia sal, se exirajeron muestras de agua
adicionadas con 2 g/L de CaCl; o AICl; . Los recobros obtenidos estuvieron en un intervalo de 38-46 %
para el CaCl, 0 5-10 % para el AiCl;. Se concluyé que la interferencia en los recobros de los iones
divalentes y trivalentes es mayor que con los monovalentes porque tienen mas sitios activos. Por otro
lado, la influencia del anidén con respecto a su interferencia se probd usando Na,80, a 2 g/L. Los
recobros cercanos a los valores obtenidos con agua adicionada con NaCl a la misma concentracion,
demuestran que la naturaleza del anién no tiene el mismo impacto que la del cation.

Asl, cuando se hace uso de adsorbentes de intercambio idnico es claro que la presencia de iones
inorganicos saturara el adsorbente. En estos casos debe pensarse en la remocién de los iones, ya sea
por precipitacion, complejacién, o haciendo uso de precolumnas de extraccién acopladas donde la
primera columna retenga los analitos y la segunda pueda ser mas selectiva (Coguart y Hennion, 1891).

Por su parte, Masqué et al. (1998) usaron la adicién de 500-1000 uL de una solucidn de sulfito de
- sodio (Na,S0, al 10 %) por cada 100 mi. de muestra antes del proceso de extraccion con el fin de
eliminar el cloro libre (hipociorito) del agua de grifo. Algunos picos de analitos que habian desaparecido
aparecieron, e inclusive el pico inicial debido a los AH y AF disminuy, por lo que los autores agregaron
mas solucién de sulfito de sodio en muestras de agua de rio para hacer este pico atn mas pequefio.

Se ha documentado una fuerte complejacién de metales en solucion por sustancias humicas, lo
que se atribuye a la quelacién por los grupos funcionales acidos de los AH préximos a los metales Por
tanto, también se sugiere que la disolucién de metales se incrementa linealmente con el contenido de
MOD (Mark, 2002; Tipping, 2002).
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4.1

411

CAPITULO 4. METODOLOGIA

REACTIVOS Y EQUIPOS
REACTIVOS

Agua grado cromatografico
Metanol grado cromatografico EM Science Merck (Darmstadt, Germany)
Acidos humicos sal sédica Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wi., EUA)
Hidréxido de sodio lentejas J.T. Baker (Phillipsburg, N.J., EUA)
Acido sulfarico concentrado J.T. Baker (Phillipsburg, N.J., EUA)
Acido fosférico J.T. Baker (Phillipsburg, N.J., EUA)
Acetato de amonio Merck (Darmstadt, Germany)
Estandares de plaguicidas Chemservice (West Chester, PA, EUA), pureza 97-99 %, de tres
familias estructurales (las estructuras de todos los compuestos asi como algunas propiedades
importantes se pueden consultar en el anexo 1):

v" Fenilureas: Fenurén, monurén, diurén

v' Triazinas: Deisopropilatrazina, desetilatrazina, 2-hidroxiatrazina, cianazina, simazina,

hexazinona, atrazina, simetrina, propazina, prometén, terbutilazina, prometrina.
v' Carbamatos: Oxamilo, metomilo, 3-hidroxicarbofurano, aldicarb, baygén, carbofurano,
carbarilo, desmedifam, tiodicarb, metiocarb.

Disoluciones madre de cada plaguicida y en mezcla a una concentracion de 100 mg/L en metanol
grado cromatografico, almacenadas a 4 °C. A partir de estas soluciones patrén se prepararon
soluciones a 20 mg/L.
Todas las soluciones y muestras se almacenaron en material de vidrio lavado con acido nitrico al
3 % por al menos 24 horas y enjuagado con agua desmineralizada.

41.2 SISTEMA CROMATOGRAFICO

Se utilizé un equipo de cromatografia de liquidos (figura 4.1) con los siguientes componentes:

Cromatografo de liquidos con bomba terciaria modelo 9010 (Varian Associates, Inc.) con inyector
de muestra (20 uL) modelo 7725i Rheodyne (Ca., EUA)

Detector UV de arreglo de diodos modelo Polychrom 9065 (Varian Associates, Inc.) con lampara
de deuterio 190-367 nm.
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» Programa de control y procesamiento de datos Varian Star Workstation, version 4.5 (Varian
Associates, Inc.)

e Columna analitica de acero inoxidable Res Elut (Varian, Ca. U.S.A.) de 150 x 4.6 mm d.i.
empacada con silice C4s con un tamafio de particula de 5 pm.

e Columna analitica de acero inoxidable de 50 x 4.6 mm d.i. empacada con copolimero de
estirenodivinilbenceno (PLRP-S 100 A°, Polymer Labs.) con un tamafio de particula de 10-15 um.

e Precolumna de guarda de acero inoxidable Hichrom de 20 x 2 mm d.i. empacada con silice
Bondesil C18 (Varian Ca. U.S.A.), con diametro de particula de 5 um.

* Sistema de purificacion de agua desionizador Nanopure (Barnstead Thermolyne)

* Bafio de ultrasonido Bransonic modelo 1210

» Equipo de microfiltracién Millipore

e Membranas para microfiltracion de nylon de 47 mm de diametro y tamafio de poro 0.45 um (Lida,
Manufacturing, USA), acondicionadas previamente con metanol por 24 horas y conservadas
sumergidas en agua grado cromatografico.

e Membranas para microfiltracién de nitrato de celulosa de 47 mm de diametro y tamafio de poro
0.45 um (Sartorius, Germany), conservadas sumergidas en agua grado cromatografico

 Jeringa Hamilton 0-100 pL

Sistema de preconcentracion Sistema de cromatografia

]
1
]
I
]
1
]
I
]
Bomba de i
preconcentracion J (_Fbesiduos

:
- Detector

Valvula de ! Arreglo de

. ! Guarda- Columna : g

Preconcentracion | analitica Diodos

. J— Computadora

Precolumna de
preconcentragion
I

Valvula del
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:

MY Bomba del .
Nt cromatégrafo 41 Fase movil J
1

i

Figura 4.1. Esquema para la extraccién en fase solida acoplada en linea con la CLAR.
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41.3 SISTEMA DE PRECONCENTRACION
El sistema (figura 4.1) conté con los siguientes accesorios:

e Valvula de conmutacién Rheodyne (Ca, U.S.A.) modelo 7000 de 6 entradas y 2 vias.

e Bomba de preconcentracion isocratica Eldex modelo CC-100-S de flujo variable

e Precolumna de preconcentracién de acero inoxidable Hichrom de 20 x 2 mm d.i. empacada con
copolimero de estirenodivinilbenceno, (PLRP-S 100 A° Polymer Labs.) con un tamafio de
particula de 10-15 pm.

e Precolumna de preconcentracién acero inoxidable Hichrom de 20 x 2 mm d.i. empacada con sllice
Nucleosil C18 con un tamafio de particula de 10 um (Phenomenex).

41.4 DESCRIPCION DEL MONTAJE DE ACOPLAMIENTO EN LINEA DEL SISTEMA DE
PRECONCENTRACION CON EL SISTEMA CROMATOGRAFICO

El sistema de preconcentracién acoplado en linea con el sistema cromatografico se instalo entre
el inyector y la columna analitica, de acuerdo con el esquema presentado en la figura 4.1. El
acoplamiento de la preconcentracion al andlisis cromatografico se efectué por medio de 2 valvulas de
conmutacién de 6 entradas y 2 posiciones unidas entre si con tuberias capilares de 0.01 pulgadas d.i. y
conectadas por medio de uniones y férulas especiales.

En la figura 4.2 y en el cuadro 4.1 se muestra el montaje y la posicion de las valvulas para
efectuar cada una de las operaciones. El acondicionamiento de la precolumna de extraccion, la aplicacion
de la muestra, la limpieza de las conexiones y el reacondicionamiento de la precolumna se realizaron
utilizando la bomba de preconcentracion (operaciones 1, 2, 3 y 6 del cuadro 4.1). El acondicionamiento
de la columna analitica, la elucién de la precolumna, el re-acondicionamiento de la columna analitica y la
inyeccion directa (operaciones 4, 5 y 7 del cuadro 4.1) se efectuaron utilizando la bomba del
cromatégrafo.
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Bomba de € Muestra

preconcentracion

Residuos
Valvula de ) Columna
preconcentracion P Analitica
Precolumna de
preconcentracion
i Residuos
wmy Posicion Inyectar
===« Posicién Cargar
Valvula del
inyector  Residuos
Bomba CLAR
(fase movil)

Figura 4.2. Posicion de las valvulas de conmutacion en el montaje en linea

Cuadro 4.1. Posicién de las valvulas y bombas empleadas para las diferentes
operaciones en la preconcentracion y analisis en linea

Operacion Valvula de Valvula de Bomba
preconcentraciéon | inyeccion

1. Acondicionamiento de precolumna de i
preconcentracion @ © Cargar Cargar Preconcentracién
2. Aplicacién de la muestra © Cargar Cargar Preconcentracion
3. Limpieza de conexiones * Cargar Cargar | Preconcentracion
4. Acondicionamiento de columna analitica © Cargar Cargar Analitica
5. Elucién de la precolumna y separacion :
analftica® Inyectar Cargar Analitica
6.Re-acondicionamiento de precolumna de .
preconcentracion @ © Cargar Cargar Preconcentracion
7. Inyeccion directa Cargar Inyectar Analitica

a. 5mL de metanol seguidos de 15 mL de agua grado cromatografico
b. 3 mL de agua grado cromatografico

c. Fase moévil, mezcla de metanol: agua
d. Simultaneo al acondicionamiento (o reacondicionamiento) de la columna analitica
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4.2 SEPARACION ANALITICA

Con el fin de trabajar con mezclas de los estandares de pesticidas para la determinacion mas
rapida de los R% y los Vf en el sistema de preconcentracién en linea, se realizé una separacion analitica
por cada familia de plaguicidas en la columna analitica C18 y una fase mévil constituida por una mezcla
de metanol:agua basandose en meétodos ya reportados. La deteccion UV se realizd por

espectrofotometria de absorcién en la longitud de onda éptima para cada familia, determinada mediante
el registro del espectro UV de cada compuesto.

A continuacion se describen las condiciones de separaciéon y deteccion para cada una de las
familias de los pesticidas:

e Familia de fenilureas (3 compuestos) (Konda et al., 1999)
Elucién isocratica con una fase movil de 60:40 metanol:agua (V/V). Tiempo de analisis de 10 minutos.
Flujo 1 mL/min. Deteccion UV a 244 nm.

« Familia de triazinas (12 compuestos) (Alvarado, 2003)
Fase movil mezcla de metanol:solucién acuosa de acetato de amonio 0.01 M (pH = 7). Elucién por
gradiente lineal: 0 minutos composicién 25:75 hasta composicién 90:10 en 35 minutos. Tiempo total de
analisis de 35 min. Flujo 1 mL/min. Deteccién UV a 220 nm y 244 nm.

 Familia de carbamatos (10 compuestos) (Bernal, 2000)
Fase moévil mezcla de metanol:agua. Elucién por gradiente lineal: 0 minutos composicién 30:70 hasta
composicion 90:10 en 20 minutos. Tiempo total de analisis de 25 min. Flujo 1 mL/min. Deteccion UV a
220 nmy 235 nm.

4.3 EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL SISTEMA
CROMATOGRAFICO

Se estudi6 la repetibilidad de las inyecciones en el cromatégrafo mediante el calculo del
coeficiente de variacién de las areas y los tiempos de retencién de 5 inyecciones de soluciones estandar
de las mezclas de pesticidas a una concentracién de 20 mg/L.

Se evaluod la reproducibilidad mediante el calculo de los coeficientes de variacion de areas y
tiempos de retencién de cada compuesto con soluciones estandar de mezclas de pesticidas a una
concentracién de 20 mg/L recolectando datos a lo largo de diferentes dias. Se acumularon un total de 127
inyecciones de mezcla de triazinas, 60 inyecciones de mezcla de fenilureas y 135 inyecciones de mezclas
de carbamatos.
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4.4 ESTIMACION DEL FACTOR DE RETENCION EN AGUA PURA (k'w) PARA EL
CALCULO DE LOS VOLUMENES DE RETENCION (Vr) Y VOLUMENES DE FUGA
TEORICOS (Vf;) EN PRECOLUMNAS

441 ESTIMACION DEL k'w

Se prepararon soluciones a una concentraciéon de 20 mg/L a partir de las soluciones patrén de
100 mg/L de los plaguicidas individuales. Estas se inyectaron en el cromatografo con fases moviles
binarias metanol:agua de proporcion variable (20 — 80 % de metanol) tanto en la columna analitica C18
como en la PLRP-S. Se midi6 el tiempo de retencion (tr) y se calculé el factor de retencion (k') de cada
compuesto mediante la relacién k' = (tr-to)/to para cada una de las diferentes composiciones de la fase
mévil. El tiempo muerto (to) se midié por la inyeccion de una solucion de nitrato de sodio 2 M.

Con los datos experimentales obtenidos se procedit a trazar las curvas log k' = f (% metanol) y se
hizo la extrapolacion tanto lineal (y = mx + b) como cuadratica (y = ax’ + bx + c) a 0 % de metanol para
estimar el factor de retencién en agua pura k'w, ya que fueron las funciones que mejor se ajustaron a la
tendencia de los datos.

Los valores de k'w obtenidos fueron correlacionados con los valores promedio de log P
correspondientes a cada plaguicida. En el presente estudio se consider6 el promedio de todos los valores
encontrados en la literatura para cada plaguicida, incluyendo aquellos reportados por programas de
computo que hacen el calculo con base en la estructura.

442 CALCULODEVr

Con los valores estimados de k'w se calcul6 el volumen de retencién en precolumnas empacadas
con fase C18 y con fase PLRP-S para cada compuesto con la relacién Vr = Vo(1+k'w), donde Vo es el
volumen muerto obtenido mediante la relacién Vo = € V¢ siendo ¢ la porosidad del adsorbente y Vc el
volumen geomeétrico de la precolumna.

Con las dimensiones de las precolumna 20 x 2 mm d.i. (Vc = 0.0628 mL) tanto para C18 como
PLRP-S y considerando la porosidad de 0.7 y 0.75 respectivamente, que son los promedios de los
valores reportados en la literatura para fases del mismo tipo (Hennion y Scribe, 1993), el Vo calculado
para la precolumna C18 fue de 0.044 mL y para la PLRP-S fue de 0.047 mL.
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443 CALCULO DE Vf;. SIMULACION DE CURVAS

Los valores de fuga teéricos (Vfy) fueron calculados por un programa de Excel llamado Programa
de Simulacién del Frente de Elucion (PSFE, desarrollado por M.P. Garcia Camacho y F. Rojo Callejas),
que simulé las curvas teéricas del frente de elucion en agua pura en funcién de los parametros de la CL,
considerando los conceptos mencionados en el apartado de Similitud entre la EFS y la CLAR del capitulo
3, y de acuerdo con la premisa basica de que los picos cromatograficos representan una distribucién
normal.

Los parametros iniciales que se introducen en la hoja de calculo son el factor de retencion en
agua pura (k'w), el namero de platos teéricos de la precolumna de extraccion y el volumen muerto de la
precolumna. Con estos parametros se calcula la desviacion estandar dependiente de la dispersion axial a
través de la cama de particulas en la precolumna (o), asi como el volumen de retencién (Vr), el volumen
de fuga teérico (Vfr) y el volumen maximo de preconcentracion (Vm) de cada analito en la fase sélida de
eleccion.

Con los datos anteriores se calculd la funcion de distribucién normal estandar del pico
cromatografico teérico y su integral correspondiente a la curva del frente de elucién. Con esta dltima fue
posible calcular los R% a partir de datos de integracion de la funcion a diferentes volumenes. Para mayor
detalle sobre las bases teéricas del programa de computo referirse a Hennion et al. (1998) y Hennion
(1999).

Uno de los parametros iniciales a considerar en la hoja de calculo es el valor de N de la
precolumna. Se seleccioné un valor de N = 1000 para C18 y para PLRP-S, valor que mas representa la
eficiencia de las precolumnas de acuerdo con la bibliografia existente (Subra et al., 1988; Poole et al.,
2000).

4.5 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE EXTRACCION (R%) Y VOLUMEN DE
FUGA EXPERIMENTAL (Vfg)

451 AGUAPURA

La determinacién del volumen de fuga experimental (Vfg) se bas6 en el estudio de los
rendimientos de extracciéon en funcion de diferentes volumenes (1 a 500 mL) de agua pura (asi se le
llama aqui al agua desmineralizada y purificada en sistema de filtracion Nanopure) adicionados con una
cantidad constante de plaguicida (0.4 pg de c/u) y aplicados a través de la precolumna de extraccion de
acuerdo con el método descrito en la seccién 3.2.3.1.1.2. El pH de la muestra aplicada fuede 6 a 7. De
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esta forma, cada volumen present6 diferentes concentraciones de plaguicida y no contuvo mas de 0.5 %

de metanol, ya que se utilizaron soluciones estandar concentradas para la fortificacion. Después de la
preconcentracion de la muestra, se efectu6 la elucién en linea de la cantidad total de pesticidas retenidos
en la precolumna y se registraron los picos cromatograficos correspondientes. Los ensayos se realizaron
por triplicado para los pesticidas que presentaron Vfz < 100 mL.

Los rendimientos de extraccion de cada plaguicida se calcularon comparando el area de los picos
antes mencionados con el area promedio de los picos correspondientes obtenidos de preconcentraciones
repetidas de un volumen reducido de agua (2-10 mL) adicionada con la misma cantidad (0.4 pg) de cada
plaguicida, tal que R = (area del pico cromatografico del compuesto con la preconcentracion de un
volumen dado) / (area del pico del mismo compuesto con la preconcentraciéon de un volumen reducido).
Se calcul6 el rendimiento porcentual mediante el céiculo siguiente: R% = R*100.

Con los datos obtenidos se procedi6 a trazar las curvas R% = f (volumen aplicado) de los
pesticidas con Vr calculado menor que 500 mL y se determinaron los -Vfg de los compuestos. El Vf se
consideré como el volumen que correspondié a la disminucién del R% en 5 unidades.

452 MUESTRAS SINTETICAS FORTIFICADAS CON ACIDOS HUMICOS

4521 Preparacion de muestras sintéticas

Se preparé una solucion patrén de acidos himicos en solucién acuosa pesando 0.1 g de la sal
sbdica de AH y disolviéndola en 200 mL de NaOH 0.1 %. Esta solucion se agité durante 12 horas en
frasco ambar y se centrifugd a 25 °C y 3000 r.p.m. durante una hora (Centrifuga Eppendorf 5810R) y se
almacent a 4° C. A partir de esta solucion se prepararon diluciones con una concentracion nominal de 10
mg/L tomando una alicuota de volumen conocido, diluyendo 20 veces, ajustando a un pH de 6 a 7 con
acido sulftrico 0.1 N, filtrando y llevando al volumen n‘ecesario con agua pura (Johnson et al., 1991; Di
Corcia etal., 1999; Lin et al., 2001). A partir de esta ultima dilucion se tomaron los volumenes necesarios
para adicionar el agua pura con diferentes niveles de acidos humicos a ensayar en una jornada del dia.
Se verifico el pH de la muestra final a aplicar, constatando que se mantenia en 7.

La concentracion de materia organica se determiné por medio de la prueba de carbono organico
total (COT), tal como se describe en el anexo 2. Se realiz6 este estudio en 2 muestras de
concentraciones nominales de AH de 2.0 y 5.0 mg/L, a partir de los cuales se corrigieron los niveles
ensayados restantes, mediante el ajuste del porcentaje diferencial promedio.
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4522  Determinacién de R% y Vfg

Las curvas para el agua pura anteriormente descritas (seccién 4.5.1) se obtuvieron también para
las muestras de agua sintéticas (adicionadas con acidos humicos) con 4 niveles de concentracion
nominal (0.5, 2.0, 5.0 y 7.5 mg/L) y filtrada a través de membrana de 0.45 um de celulosa. Estos niveles
se seleccionaron porque fueron parecidos a los que se presentan en matrices acuosas naturales de
acuerdo con la bibliografia (ver seccién 3.3.1.1). Una vez adicionados los plaguicidas a las muestras de
agua, éstas se almacenaron a 4 °C en frascos de vidrio por 24 horas. Los plaguicidas utilizados en estos
‘ensayos fueron aquellos que presentaron un volumen de fuga en agua pura menor que 500 mL.

4.5.3 MUESTRAS ACUOSAS NATURALES

Se estudiaron muestras acuosas naturales colectadas, con el fin de obtener los datos de
rendimiento de extraccion y volumen de fuga de la misma forma como se describié para el agua pura. Se
corroboré que las muestras colectadas no presentaran pesticidas que generaran errores en las areas o
tiempos de retencién, mediante su preconcentracién sin fortificar a manera de blancos y realizando la
separacion analitica. Las muestras se almacenaron en frascos de vidrio protegidos de la luz y se
identifican como se describe en el cuadro 4.2.

El contenido de materia organica total se determiné de la misma manera que para las muestras
de agua adicionada con acidos humicos. Los resultados obtenidos con las muestras naturales fueron
comparados con los obtenidos de las muestras sintéticas de concentracion de acidos humicos similar.

Previamente a la adicion de plaguicidas, las muestras se filtraron a través de papel filtro Whatman
No. 40 y posteriormente con membrana de 0.45 um de celulosa. Una vez adicionados los plaguicidas, se
" almacenaron las muestras de agua a 4 °C en frascos de vidrio por 24 horas.

La eleccion de los compuestos para fortificar las muestras naturales se hizo considerando a los
que presentaron una notoria tendencia a disminuir su rendimiento de extraccion en presencia de materia
organica sobre la fase PLRP-S, ya que en esta fase se observaron las disminuciones en los R% mas
marcadas. También se consider6d su naturaleza polar para facilitar la obtencion de puntos de extraccion
con volumenes fijos pequefios e incluso, la obtencién de algunas curvas completas de R% =f(Volumen
aplicado) para los compuestos de mayor polaridad.

Asi, se realiz6 la preconcentraciéon sobre PLRP-S de tres carbamatos (oxamilo, metomilo, 3-OH
carbofurano) y dos triazinas (DIA y DEA) en las diez muestras de agua natural. Los pesticidas a los que
se les determiné la curva de R% = f(volumen aplicado) fueron: oxamilo, metomilo y DIA para las muestras
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B, C, D y E. Metomilo se descompone en preséncia de cloro, por lo que no se aplico al agua de grifo (D).
La DIA tampoco se aplicé en la muestra E. A estos mismos compuestos también se les determin6 el
recobro a volumen fijo, siendo éste de 100 mL para oxamilo y metomilo y de 50 mL para DIA con las
muestras AE,F,G,H,l y J. Para este ultimo compuesto también se ensayé un volumen de 60 mL con las
muestras E y G. De igual manera, se ensayé un volumen de 100 mL para 3-OH carbofurano con las
muestras A,E,F,G,H,l y J, asi como un volumen de 200 mL con la muestra E. Para DEA, se ensay6 un
volumen de 50 mL con las muestras E,F,G,H,l y J, y un volumen de 60 mL con las muestras E y G. Estas
relaciones se explican en el cuadro 4.3 para mayor claridad.

Cuadro 4.2. Descripcion y origen de las muestras acuosas naturales

Letra de 2
identificacion Tipo de muestra Origen
. Zona de manantiales Danxho, municipio de Chapa de
A Agua de Manantial Mota, Estado de México.
Pozo 342 del municipio de San Cristobal. Ecatepec,
B Agua Subterranea Estado de México
o Agua Mineral Comercial, proveniente de Penfafiel, Puebla.
D Agua de Grifo Agua corriente, Ciudad Universitaria, Méx. D.F.
E Agua de Rio I'\Rﬁf _Sarl Rafael, municipio de Chapa de Mota, Estado de
Xico.
F Agua de Rlo Rio Chuinalapan, Papantla, Veracruz.
Presa San Martin, municipio de Villa del Carbén, Estado
G Agua de Presa da México
Lago de Catemaco, Veracruz, alrededor de la
H Agua de Lago Isla de los Changos
Cascada El salto, Eyipantla, San Andrés Tuxtla,
| Agua de Lago Verachiz
Lago de Catemaco, Veracruz, playa del
J Agua de Lago hotel “La Finca"

Cuadro 4.3. Relacion de los compuestos que fueron preconcentrados sobre PLRP-S ya sea a volumen

fijo y/o con la curva de rendimiento completa.
(1 = Deisopropilatrazina, 2 = Desetilatrazina, 3 = Oxamilo, 4 = Metomilo, 5 = 3-Hidroxicarbofurano)

A VOLUMEN FIJO (mL)
MUESTRA 50 80 100 200 CURVA COMPLETA

A 1 3.4.5

B : 1,3.4
c 1,3, 4
D 1,3
E 1,2 1.2 3,4,5 3 3,4
F 1.2 3,45

G 1,2 1,2 3,45

H 1.2 3,45

| 1,2 3,45

J 1,2 3.4, 5
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CAPITULO 5.- RESULTADOS Y DISCUSION

54 SEPARACION ANALITICA Y EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Con las condiciones mencionadas en el capitulo anterior se logré la separacion de los
compuestos de cada familia. Los estudios de repetibilidad arrojaron datos de coeficientes de variacion
(CV) maximos de 0.35, 2.1 y 1.79 para los tiempos de retencion y de 1.89, 3.26 y 1.93 para las areas de
fenilureas, carbamatos y triazinas respectivamente. Los estudios de reproducibilidad arrojaron los datos
que se muestran en el cuadro 5.1, donde se reportan los CV maximos y minimos obtenidos a lo largo del
estudio. Como puede verse, los CV fueron menores a 6 %, lo cual indica que el sistema cromatografico

tuvo reproducibilidad aceptable a lo largo del estudio.

Cuadro 5.1 Coeficientes de Variacion (%) minimos y méximos obtenidos a lo largo del estudio para cada

familia
Familia Areas Tiempos de retenciéon
CV min. | CVmax. | CV min. CV maéax.
Fenilureas 0.39 2.39 0.09 1.94
Carbamatos 0.70 5.60 0.18 572
Triazinas 0.83 3.55 0.32 2.36

CV = (DE/ x )*100; DE = desviacion estandar, X = promedio

En las figuras 5.1 a 5.3 se presentan los cromatogramas de las separaciones analiticas

efectuadas para las diferentes familias.

Fenurén

Monurén

| atsoo ]

Diurén

minutos

P CTARMICOLASOSADYTITAUN Diurowut 12 = 344 aw
Flnas CASTARGOOULEOSADY TS UM Oferwet. 17 » 244 rem.

Figura 5.1 Cromatograma obtenido de la inyeccién directa de 20 pl de la mezcla de fenilureas (20 mg/L).
Columna Varian C18, 5 ym d.p., 150 x 0.45 mm d.i.; fase moévil MeOH:agua 60:40; elucion isocrética; fiujo 1
mbL/min; deteccién UV a 244 nm.

57



RESULTADOS Y DISCUSION

mAU "g B o
8 5T
[
V] B €
0200 - E 'E
g8 I3
o B =
o = k]
£ B 3 =
LB ] g 5}
i 2 g 4 Sl
[} 'E o o
) [ R
I ¢ 8 . ,
01000 et ! I
i 8) E | ‘ .
3 | &
‘ g V ‘L(I ) /K
\ E/i | IJ
4 \k \ - |
T T T T i T T ] ] T
20 40 an B8O 0.0 2.0 140 8.0 e =0 20 2AL
minutos

Fienmrne. ©ABTARWADDULEDSADYESE MUt Chennel 7 = 2230 ren

Figura 6.2 Cromatograma obtenido de la inyeccion directa de 20 ul de la mezcla de carbamatos (20 mg/l).
Columna Varian C18, 5 um d.p., 150 x 0.45 mm d.i.; fase mévil MeOH:agua elucién por gradiente: 30:70 a
90:10 tiempo 0-25 min; flujo 1 mlL/min; deteccién UV a 220 nm.
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Figura 5.3 Cromatograma obtenido de Ia inyeccion directa de 20 ul de la mezcla de triazinas (20 mg/L).
Columna Varian C18, 5 um d.p., 150 x 0.45 mm d.i.; fase movil MeOH:sol. Acuosa de CH,;COONH; elucion por
gradiente: 25:75 a 70:30 tiempo 0-35 min; flujo 1 ml/min; deteccidn UV a 220 nm.
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5.2 ESTIMACION DEL FACTOR DE RETENCION EN AGUA PURA (k'w) PARA EL
CALCULO DE LOS VOLUMENES DE RETENCION (Vr) Y LOS VOLUMENES DE
FUGA TEORICOS (Vf;) EN PRECOLUMNAS

521 ESTIMACION DEL k'w

Las curvas log k' = f (% metanol en la fase modvil) comespondientes a la familia de fenilureas
sobre C18 y sobre PLRP-5, se muestran en las figuras 5.4 y 5.5 respectivamente. Las curvas para
carbamatos sobre C18 y sobre PLRP-S se muestran en las figuras 5.6 a 5.9 y las comrespondientes a
triazinas iguaimente sobre C18 y sobre PLRP-8 en las figuras 5.10 a 5.13. Los valores extrapolados de
los k'w por la regresion lineal y la regresion cuadratica con las dos fases estacionarias se presentan en
los anexos 3y 4. En éstos se puede observar que los valores de k'w son menores por extrapolacion lineal
en ambas fases. En el anexo 5 se presentan los diferentes coeficientes de cormrelacion (Rz). Se observa
que para ambas fases estacionarias, se obtuvieron muy buenas correlaciones, tanto lineales (funcidn y =
ax + b) como cuadraticas (funcién y = ax* + bx + ¢). Cuando se compararon los valores de R’ de las
curvas log k'w = f (% MeOH en fase movil) para cada plaguicida, se observd que la mejor regresién fue la
cuadratica, lo cual fue de esperarse dada la forma de las curvas. Esto coincide con lo que reportan
Schoenmakers et al. (1983), quienes encontraron que la relacidn lineal entre el contenido de metanol en
la fase movil y el log k'w de 10 solutos es en general valida cuando se ensayan fases moviles con alto
contenido de disolvente organico (=80 %). Sin embargo, cuando se aplican fases moviles con mayor
contenido de agua es mas satisfactoria una ecuacion cuadratica dado que las lineas de tendencia se
encorvan y/o presentan desviaciones a |a linealidad, lo que lleva a errores en la estimacion lineal del k'w.
Estos autores también hacen una correccion matematica a la ecuacién de la regresion cuadratica al

afiadir un factor proporcional,

Jandera y Kubat (1980) por su parie, al construir las curvas de log k'w en funcidn del contenido de
disolvente organico en la fase organica en un sistema cromatogréafico de fase inversa con 4 fenilureas y
5 triazinas, reportaron formas de las curvas muy semejantes a las que se enconfraron en el
presente estudio. Los autores también compararon los ajustes de la ecuacion lineal y la cuadratica
hallando que ésta Gltima se ajustd mejor, sin embargo, al contar con puntos préximos a 0 % de metanol y
hacer uso de una regresion cuadratica, encontraron desviaciones (emor relativo de alrededor de 20 %)
con respecto al valor de k'w experimental determinado por los métodos de adsorcion, aunque con buena
correlacion. Hennion et al. (1998) compararon las formas de las curvas log k'w = f (% metanol), asi como
las ecuaciones lineales y cuadraticas para 9 carbamatos, 7 fenilureas y 12 triazinas, encontrando un
mejor ajuste de la ecuacién cuadratica, principaimente para los compuestos mas polares. Pichon et al.
(1995) también reportaron formas de curvas para atrazina, simazina y 9 productos de degradacion muy
parecidas a las obtenidas en este estudio.
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Figura 6.4. Curvas log k'w = f (%MeOH ) en la fase movil (mezcla de metanol:agua) para FENILUREAS.
Columna C18 150 x 4.6 mm d.i., fiujo: 1 mL/min, volumen de inyeccién: 20 ulL, de una solucién de 20
mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 440 nm.
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Figura 56.5. Curvas log k'w = f (% MeOH ) en la fase movil (mezcla de metanol:agua) para FENILUREAS.
Columna PLRP-S 50 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccion: 20 uL, de una solucion de 20
mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 440 nm.
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Figura 5.6. Curvas log kw = f (% MeOH ) en la fase mévil (mezcla de metanol.:agua) para 5
CARBAMATOS. Columna C18 150 x 4.6 mm d.i,, flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccion: 20 L, de una
solucion de 20 mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 220 nm.

23
21
1.9 -
1.7 -
1.5
1.3
1.1
0.9
" 0.7 -
o 05 1 .
O 0.3 - ¢ Oxamilo
0.1 A Adicarb
0.1 4 + Carbarilo
-0.3 4 ® Tiodicarb
0.5 - X  Metiocarb
074 Regresion lineal
-(1)? | Regresion cuadratica 7
-1.3 : — - ; T . - . - — : - : - - s
i 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

% MeOH

Figura 5.7. Curvas log kw = f (% MeOH ) en ia fase movil (mezcla de metanol.agua) para 5
CARBAMATOS. Columna PLRP-S 50 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccion: 20 pL, de una
soluciéon de 20 mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 220 nm.
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Figura 5.8. Curvas log kw = f (% MeOH ) en la fase moévil (mezcla de metanol:agua) para 5

CARBAMATOS. Columna C18 150 x 4.6 mm d.i., flyjo: 1 mL/min, volumen de inyeccién; 20 ul, de una
solucion de 20 mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 220 nm. '
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Figura 5.9.

Curvas log kw = f (% MeOH ) en la fase movil {(mezcla de metanol.agua) para 5
CARBAMATOS. Columna PLRP-S 50 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccion: 20 pL, de una
solucién de 20 mg/L de plaguicidas, deteccién UV a 220 nm.
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Figura 5.10. Curvas log k'w = f (% MeOH ) en la fase mévil (mezcla de metanol.agua) para 5
TRIAZINAS. Columna C18 150 x 4.6 mm d.i.,, flujo: 1 mU/min, volumen de inyeccién: 20 ul, de una
solucion de 20 mg/L de plaguicidas, deteccién UV a 220.
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Figura 511. Curvas log kw = f (% MeOH ) en la fase mévil (mezcla de metanol.agua) para 6
TRIAZINAS. Columna PLRP-S 50 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccién: 20 pl, de una
solucién de 20 mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 220.
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Figura 5.12. Curvas log kw = f (% MeOH ) en la fase mévil (mezcla de metanol.agua) para 7
TRIAZINAS. Columna C18 150 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mL/min, volumen de inyeccién: 20 pL, de una
solucion de 20 mg/L de plaguicidas, deteccion UV a 220.
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Figura 5.13. Curvas log k'w = f (% MeOH ) en la fase mévil (mezcla de metanol.agua) para 6
TRIAZINAS. Columna PLRP-S 50 x 4.6 mm d.i., flujo: 1 mbU/min, volumen de inyeccioén: 20 ulL, de una
solucion de 20 mg/L de plaguicidas, deteccién UV a 220.
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Aunque en general se considera que la ecuacion lineal, con sus errores, es aceptable para hacer
la extrapolacion de k'w y asi utilizar su valor para aproximar & Vr (Hennion y Pichon, 1994; Hennion,
1999), en el presente estudio se considero la ecuacion cuadratica ya que fue la que mejor se ajusto (ver
graficas 5.4 a 5.13). Por olra parte, generar y manejar la ecuacién cuadratica noc presentt dificultad ante
las tecnologias informaticas actuales. La Onica dificultad practica estribé en que fue necesario ensayar
fases moviles con altos contenidos de agua para tener una ecuacion confiable. Generaimente, se
recomienda en la bibliografia (Hennion y Scribe, 1993; Hennion et al., 1998) hacer solamente 3 a3 4
puntos de las curvas con fases moviles de diferente contenido de disoivente organico, para tener una
rapida aproximacion del k'w del analito en cuestion. Dados los resultados de este trabajo, consideramos
que el error disminuy6 al ensayar adicionalmente algunos puntos de la curva {2 6 3 puntos) con alto

contenido de agua (= 70 %) aunque fue mayor el tiempo invertido.

Por otra parte, ya que el factor de retencion en agua pura k'w puede considerarse como un
' parametro que indica la hidrofobicidad de los compuestos al igual que el coeficiente de reparto
agua/octanol (P), se efectuaron las comrelaciones entre estos dos parametros. En las figuras 5.14 y 5.15
se muestran las correlaciones obtenidas entre el promedio de log P {cuyo valor para cada plaguicida se
puede consultar en el anexo 6) v los valores de log k'w obtenidos en este estudio con la fase C18 por
correlacion lineal y cuadratica respectivamente, asi como las ecuaciones de regresién. Como puede
observarse en estas graficas, aun con la gran variabilidad de los valores de P enconfrados en la literatura,
se obtuvieron buenas correlaciones con pendientes cercanas a 1, ordenadas al origen cercanas a 0 y
valores de R’ mayores que 0.85. Ests claro qué los valores de log k'w extrapolados por correlacién
cuadratica son mayores con respecto a los de correlacion lineal.

De las graficas se comprende que la utilidad de esta relacion lineal es en el sentido de que
cuando no se cuenta con los valores de log k'w de los analitos, éstos pueden aproximarse de los valores
de log Py viceversa. Finaimente, se puede mencionar gue el valor de log k'w es mas facil y mas preciso
de determinar experimentalmente que el valor de log P, aungue es menos conocido.
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Figura 5.14. Correlacion entre los valores promedios de log P y el log k'w encontrado experimentaimente
por regresion lineal para cada compuesto estudiado con fase C18.
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Figura 5.15. Correlacién entre los valores promedios de log P y el log k'w encontrado experimentalmente
por regresién cuadratica para cada compuesto estudiado con fase C18.
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52.2 CALCULO DE Vry de Vf;. SIMULACION DE CURVAS

Con los valores de k'w estimados mediante la regresion cuadratica, se procedi6d a calcular los
valores de Vr (volumen de retencion) para cada plaguicida en cada fase estacionaria (C18 y PLRP-S), asi
como los valores de volumen de fuga tedrico (Vfr) calculados mediante el programa informatico PSFE
mencionado en la parte experimental. Estos datos se presentan en el cuadro 5.2.

Ante la dificultad de determinar el valor de N de la precolumna experimentalmente, en la hoja de
éalculo se asignd una eficiencia de 1000 platos tebricos, valor razonable considerando que en la
bibliografia se reportan valores de N desde 100 hasta 6000 para precolumnas empacadas con fases C18
y de PE-DVB (Subra et al., 1988; Poole et al., 2000), lo que contrasta con lo encontrado para las fases
estacionarias de cartuchos, cuyos valores de N van de 10 a 20 platos tetricos (Miller y Poole, 1994). De
todas maneras, como se demostrara en la seccién 5.3.1, el efecto en las curvas por la variacion en el
valor de N en los rangos reportados es minimo.

En el cuadro 5.2 se observa que la fase PLRP-S provoca una retencion de los pesticidas mayor
que la fase C18. Esto se debe a que la fase polimérica es mas hidrofobica que la fase C18, presentando
mecanismos de retencion gobernados por interacciones hidrofébicas. Sin embargo, los anillos aromaticos
presentes en la red de la matriz polimérica, pueden causar fuertes interacciones de transferencia de
carga n-n con algunos analitos. Hay que considerar en este punto que la mayoria de los compuestos
estudiados tienen anillos aroméaticos en su estructura y/o sustituyentes con electrones libres que pueden

interaccionar con la red polimérica (ver anexo 1).

Los datos encontrados en este trabajo con respecto a ias diferencias de retencion sobre la fase
C18 y PLRP-S concuerdan con lo reportado en la bibliografia. Por citar algunos autores, Hennion y
"Coquart (1993) encontraron vaiores de retencidén de 20 compuestos orgéanicos mayores con fases
poliméricas que con silice C18 con diferencias por un factor de 20 a 50. Lo mismo encontraron Hodgeson
et al. (1994) con 13 herbicidas polares. Pichon et al. (1996, 1998) y Hennion et al. (1998) por su parte,
determinaron que la retencion sobre fases polimérica de diversas dreas superficiales fue mas alta que
con varias silices C18 para pesticidas polares 4cidos, neutros y basicos (incluyendo oxamilo, aldicarb,
deisopropilatrazina (DIA), desetilatrazina (DEA), simazina, cianazina, atrazina y carbarilo entre otros);

datos simiiares tuvieron Masqué et al. (1998) con una resina polimerica modificada.

Por otra parte, los resultados del cuadro 5.2 justifican la aproximacién del volumen de retencion al
volumen de fuga tedrico, ya que Vr y Vfy tienen valores muy cercanos para los compuestos menos
retenidos. Asi, Vr se puede calcular facil y rapidamente solo con los datos de Vo y k'w cuando no se

cuenta con el programa informatico PSFE. Los analitos apolares (valores de log k'w 23 en silice C18) son
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mas retenidos y presentan curvas mas extendidas, lo que provoca mayor diferencia entre Vr y Vfr.

Afortunadamente, para estos compuestos no es necesario conocer tan precisamente Vr, dado que para

los fines de {a EFS su retencién es apropiada.

Cuadro 5.2. Valores de log k'w, Vr y Vf tedricos!” en agua pura para cada plaguicida sobre fases C18 y
PLRP-S, usando regresién cuadratica

c18 PLRP-S

- COMPUESTO log k'w Vr (mL) Vf; (mL) log k'w Vr (mL) Vi (mL)
FENILUREAS o
Fenurén 1.951 4 37 3.234 81 75
Monurén 2.809 28 26 4.399 1181 1095
Diurén 3.646 195 180 6.016 48870 45313
CARBAMATOS i
Oxamilo 1.589 1.8 16 2.793 29 27
Metomilo 1.539 1.6 1.4 2.659 21.5 20
3-OH carbofurano 2.331 9.5 9 3643 207 192
Aldicarb 2.386 10.7 10 4.106 602 558
Baygén 2.865 32 30 5.031 5056 4691
Carbofurano 3244 77 72 5317 9769 9062
Carbarilo 3.426 117 109 5743 - 26052 24167
Desmedifam 4.864 3214 2981 8.252 8.41x10° 8x10°
Tiodicarb 2.535 15 14 6.475 140618 130385
Metiocarb 4.599 1746 1620 6.591 183714 170304
TRIAZINAS -
Deisopropilatrazina 1.893 35 3.2 2.838 32.5 30
Desetilatrazina 2.298 8.8 8.1 3.565 173 160
2-OH atrazina 2.497 14 12.9 3.177 71 66
Cianazina 3434 119 111 4973 4431 4104
Simazina 3.155 63 58 4.741 2594 2406

~ Hexazinona 3.154 63 58 4.743 2609 2417
Atrazina 3.497 138 128 5.302 9435 8754
Simetrina 3.178 66 61.5 5.584 18074 16758
Propazina 4.075 523 485 6.084 57127 52994
Prometén 5.082 5307 4928 6.103 59695 55364
Terbutilazina 3627 186 173 6.152 66841 61976
Prometrina 5743 24354 22577 7.615 1.94x10° 2x10°

1. Datos calculados con los siguientes valores: N = 1000, ¢ para fase C18 = 0.7, ¢ para fase PLRP-S = 0.75, Vo para

precolumna C18 = 0.044 mL, Vo para precolumna PLRP-S = 0.047 mL

Como consecuencia de la mayor retencion de los compuestos estudiados sobre la fase PLRP-S,

se esperaba que los Vfr fueran mas grandes sobre esta fase que sobre C18 y que el rendimiento de

extraccion al realizar la preconcentraciéon fuera mas aceptable con una precolumna PLRP-S, ventaja

importante en el andlisis de trazas de compuestos organicos polares y que se demuestra en el siguiente
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apartado. Estas observaciones coinciden con trabajos como el de Dupas et ai, (1898) y el de Mills (1998),

quienes al preconcentrar por EFS mezclas de contaminantes orgénicos incluyendo metabolitos de
triazinas en agua, evidenciaron la conveniencia del uso de resinas de PE-DVB en vez de sllices C18

dadas las diferencias en la retencion.

Sin embargo, también hay que hacer notar que la fase PLRP-S no resuelve el problema de
preconcentracion de los compuestos muy polares. En este estudio, los compuestos con valores de log
k'w < 3.2 presentaron volumenes de fuga en PLRP-S menores a 100 mL; es decir, para compuestos
como el oxamilo y metomilo, cuyos valores de Vf;r no rebasan los 30 mL, la fase PLRP-S tampoco fue dtil.
Por el contrario esta fase si puede ser bastante conveniente de usar para la preconcentracion del baygon
(log kK'w = 5.03) ya que incrementa considerablemente su Vf en comparacion con la fase C18. Sin
embargo, no hay que dejar de considerar que si se encuentran estos analitos a nivel de ultratrazas en las
muestras, estos volumenes podrian ser insuficientes para preconcentrarlos. La fase PLRP-S podria
utilizarse para preconcentrar compuestos polrares comg 3-OH carbofurane (log K'w = 3.6) solo si
presentan un buen limite de deteccitn. En suma, para el caso de que los analitos estén presentes al nivel
de trazas, la dificultad que presenta la fase polimérica de retener compuestos muy polares para su
preconcentracién por EFS es notable, de ahi la importancia de conocer al menos de forma aproximada el
valor de k'w de los compuestos en un estudio analitico previo a la experimentacion, y del desarrolio de

nuevas Mmateriales para su empleo en la preconcentracién de esta clase de compuestos.

5.3 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE EXTRACCION (R%) Y VOLUMEN DE
FUGA EXPERIMENTAL (Vfe)

531 AGUAPURA

En el cuadro 53 se muestran los resuitados del Vf experimental (Vfe) medido a parlir de las
curvas R% = f(volumen aplicado de muestra) en agua pura para cada plaguicida sobre C18 y sobre
PLRP-S respectivamente. Iguaimente, se comparan con los valores de Vfr obtenidos del programa de

computo.

Como se explico en la parte experimental, se midid el Vg de los compuestos que presentaron un
Vr caleulado menor que 500 mL en cada fase estacionaria. Para algunos de los compuestos estudiados,
no logré determinarse su volumen de fuga en el intervalo de volumenes practicados (ND, no
determinado). Otros compuestos no se incluyeron en el estudio del R% = f(volumen) porque su Vr
calculado fue demasiado grande (NR, no realizado), y en la practica llevaria mucho tiempo y error
determinarlos. Por lo anterior en el cuadro 5.3 sdlo se reportan datos para 18 compuestos en C18 y para
9 en PLRP-S.
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Cuadro §.3. Valores de Vf experimentales y tedricos en agua pura para cada plaguicida sobre fase C18
y sobre fase PLRP-S.

c1i8 PLRP-S
COMPUESTO Vfe (mlL) Vir (mlL) Vi (mlL) Viry (mlL)
FENILUREAS
Fenurén 5 3.7 53 74.9
Monurén 29 26.3 ND 1094 6
Diurén 135 180.6 ND 45313.0
CARBAMATOS
Oxamilo 35 186 28 27.2
Metomilo 25 1.4 33 20.0
3-0OH carbofurano 7.8 8.8 190 192.0
Aldicarb 18 10.0 450 B557.5
Baygén 50 29.9 275 4690.6
Carbofurano 91 71.7 ND a062.1
Carharilo 101 108.8 NR 24167.0
Desmedifam ND 2981 NR 8x10°
Tiodicarb ND 14.0 NR 130385
Metiocarb ND 1620.2 NR 170304
TRIAZINAS
Deisopropilatrazina 3 3.2 24 301
Desetilatrazina 10 8.1 129 160.4
2-0OH atrazina 19 12.9 61 65.7
Cianazina 100 110.8 ND 4104.2
Simazina 55 58.3 ND 2405.7
Hexazinona : 116 58.2 ND 2416.8
Atrazina 160 128.2 NR 87544
Simetrina 260 61.5 NR 16758.0
Propazina ND 4854 NR 52994.0
Prometon ND 4927 .9 NR 55364.0
Terbutilazina ND 173.1 NR 61976
Prometrina ND 22576.6 NR 2x10°

Los Vi resultaron del promedio de 3 mediciones. Los CV variaronde 8 a 17 %.
ND = no determinado hasta un volumen de 500 mL
NR = no realizado

Del cuadro 5.3 puede advertirse que, en general, los valores de Vi se aproximan bien a los de
Vi, excepto hexazinona y simetrina en C18 y baygén en PLRP-S, posiblemente debido a una
sobreestimacion (hexazinona, simetrina) o subestimacion (baygon) del kK'w. El caso de Baygon puede
explicarse por el hecho de que es posible que tenga un valor de k'w menor al estimade aqui y que haya
sido sobreestimado por la regresion cuadratica, desafortunadamente no se encontrd en la bibliografia su
valor de k'w experimental. Para los casos de hexazinona y simetrina, las desviaciones pueden deberse a
errores experimentales, pero tampoco se encontraron en la bibliografia valores de k'w experimentales o
estimados, asi que es posible que tengan valores mayores a os reportados aqui, También hay que
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considerar en la retencion el anillo -CgHyq y el grupo -SCH; que hexazinona y simetrina, respectivamente,

tienen como sustituyentes caracteristicos (ver anexa 1) y la extrema semejanza de la simetrina con la
prometrina (log P = 3.561), que es la triazina estudiada mas apolar, por lo que es factible que los valores
de k'w de estas triazinas, en efecto, hayan sido subestimados.

En las graficas de las figuras 5.16 y 5.17 correspondientes a ia correlacion entre los valores de
Vi y Vfe excluyendo a los 3 compuestos mencionados con anterioridad, se observa que las correlaciones
entre Vfz y Vfr son muy buenas tanto en C18 como en PLRP-S, y las ecuaciones tienen pendientes
cercanas a 1 y ordenadas al origen cercanas a cero. Los puntos alejados de la recta también pueden ser
utiles para el establecimiento de condiciones experimentales en la EFS a pesar de poder tener un error
mayor. Es importante considerar que en caso de un andlisis multiresiduo de trazas, tener un dato
aproximado del Vf; antes de cualguier experimento representa una gran ventaja como parametro de

decision acerca del volumen a preconcentrar y las pérdidas que podrian esperarse durante la EFS.

La buena correlacion encontrada en este estudio coincide con las comparaciones efectuadas por
Hennion et al. (1998) del Vf tedrico y experimental al preconcentrar 2 carbamatos (oxamilo y aldicarb) y 2
triazinas (DIA y DEA) de muestras acuosas sobre un disco C18. En este trabajo se encontraron
diferencias entre ios valores de Vf de 5 a 40 %, siendo el Ultimo porcentaje para el oxamilo. Es
conveniente remarcar que con nuestros datos, se observé una mejor correlacion entre el Vr calculado y el
Vfy para oxamilo (diferencia maxima de 12 %), lo que puede deberse a que los autores emplearon un
disco C18 pero introdujeron el dato de 20 platos tedricos (valor de N correspondiente a un cartucho) en
sus calcuios de Vfr, lo que reafirma nuestra correcta decision de tomar para precolumnas un valor
general de eficiencia de N = 1000.

Otra comparacion puede hacerse empleando los datos reportados por Subra et al. (1988) y
Jandera y Kubat (1990) para simazina y atrazina entre otros compuestos. Estudiando los datos
reportados de Vf y Vr determinados experimentalmente por el método de frente de elucion y los de Vr
calculados, se encontrd que se aproximaron bastante bien, con una diferencia maxima de 25 % y minima
de 4 %. En el caso del presente estudio, Ia diferencia entre Vfr y Vfz para simazina fue de 5.66 % y para
atrazina de 19.8 % sobre la fase C18.

En las figuras 5.18 a 5.32 se muestran aigunas de las curvas del rendimiento de extraccion
obtenidas experimentalmente en funcion del volumen aplicado de agua pura adicionada con una cantidad
constante de plaguicidas y las curvas de rendimiento de extraccion tebrico provenientes del programa
informatico PSFE para ambas fases estudiadas. En estas figuras se puede apreciar claramente la buena
aproximacion de las curvas experimentales a las teéricas, con lo que se puede comprobar la validez de
las aproximaciones efectuadas de los parametros k'w, Vry Vf. Ei resto de las graficas pueden observarse

en el anexo 7.
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Figura 5.16. Grafica de correlacion entre ios Vf obtenidos experimentalmente y los Vf tedricos
calculados con los datos de log k'w obtenidos por regresion cuadratica sobre fase C18 para 16
compuestos.
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Figura 5.17. Grafica de correlacion entre los Vf obtenidos experimentalmente y los Vf tedricos calculados
con los datos de log k'w obtenidos por regresién cuadratica sobre fase PLRP-S para 8 compuestos.
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Figura 5.18. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de FENURON en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 g de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva teérica
obtenida con un programa de computo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.19. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de MONURON en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva teorica
obtenida con un programa de computo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 5.20. Curva de rendimiento porcentual de extraccibn de MONURON en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 pug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva tedrica
obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.21. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de OXAMILO en agua grado cromatografico
adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva teérica obtenida con
un programa de cémputo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.22. Curva de rendimiento porcentual de extraccibn de METOMILO en agua grado

cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva tebrica
obtenida con un programa de computo para N = 1000 log k’'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.23. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de 3-HIDROXICARBOFURANO en agua
grado cromatogréafico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva
tedrica obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapotacion
cuadratica.
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Figura 5.24. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de 3-HIDROXICARBOFURANO en agua
grado cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva
tedrica obtenida con un programa de coOmputo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién

cuadratica.
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Figura 5.25. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de CARBOFURANO en agua grado

cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva tetrica
obtenida con un programa de coémputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.26. Curva de rendimiento porcentual de extraccibn de CARBOFURANO en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 pg de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva teérica
obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 log k'w obtenido de Ia extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.27. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de DEISOPROPILATRAZINA en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva teorica
obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.28. Curva de rendimiento porcentual de extracciéon de DEISOPROPILATRAZINA en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva teorica
obtenida con un programa de coémputo para N = 1000 iog k'w obtenido de la extrapolacién cuadrética.
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Figura 5.29. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de DESETILATRAZINA en agua grado
cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva teOrica
obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.30. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de SIMAZINA en agua grado cromatografico
adicionada con 0.4 ng de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva te6rica obtenida con un
programa de computo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.31. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de SIMAZINA en agua grado cromatografico
adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S, comparada con la curva tedrica obtenida con
un programa de computo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacion cuadratica.
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Figura 5.32. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de ATRAZINA en agua grado
cromatogréafico adicionada con 0.4 pg de compuesto sobre fase C18, comparada con la curva tedrica
obtenida con un programa de cémputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.

Generalizando las observaciones sobre estas curvas, encontramos que la curva de rendimiento
teérica se encuentra en la mayoria de los compuestos por debajo de la experimental. Esto se explica por
el ensanchamiento de banda que ocurre en la cama de particulas del adsorbente de preconcentracion.
No hay que olvidar que las curvas teéricas tienen una base ideal, ain cuando consideran un factor
relacionado con este ensanchamiento o dispersion (o,). Asi, puede considerarse que las estimaciones
efectuadas de log k'w y los subsecuentes valores de Vr y Vf; si son validos para fines practicos de un
estudio analitico multiresiduo de ios pesticidas estudiados, aun cuando contengan un cierto grado de
error. Para estos fines, la estimacién de k'w no necesita ser exacta ni complicada de realizar.

En la figura 5.33 se ilustra el efecto en la forma de las curvas de rendimiento del valor de N
introducido en la hoja de calculo. Por consecuencia, también se afectan los valores de Vf; arrojados.
Como puede verse y como se esperaba de acuerdo con la bibliografia revisada, las curvas no varian
considerablemente cuando N es mayor de 100. Con un valor de 10 si se presenta una variacion
considerable en la curva, pero este valor de eficiencia mas bajo corresponde a los cartuchos de

extraccion.
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Figura 5.33 Efecto del valor de N sobre el Vf teérico de un compuesto hipotético de log k'w = 3
preconcentrado en una precolumna empacada con fase C18 y Vo = 0.044 mL

5.3.2 MUESTRAS SINTETICAS FORTIFICADAS CON ACIDOS HUMICOS

Las muestras sintéticas se prepararon con 4 diferentes niveles nominales de &cidos humicos
(AH), dos de las cuales (2.0 y 5.0 mg/L) se sometieron a la prueba de COT tal como se menciona en el
capltulo 4, de manera que las correcciones se hicieron con un factor de 25.5 % y quedaron como se

muestra a continuacién:

Contenido de materia organica disuelta (mg/L)
Concentracién nominal Concentracion real
0.5 0.4
2.0 1.5
50 3.7
7.5 56

En las figuras 5.34 a 546 se presentan de forma simultdnea las curvas del rendimiento
porcentual de extraccién R% en funcion del volumen aplicado a través de las precolumnas empacadas
con las fases sélidas utilizadas para algunos compuestos. Se presentan para comparacion la curva del
agua pura y las de las diferentes concentraciones de los acidos humicos juntas. En el anexo 8 se

presentan estas curvas para los demas compuestos.
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En los cuadros 5.4 y 5.5 se reportan los datos de volumen de fuga experimental (Vfg) en agua
sintética adicionada con acidos humicos en diferentes concentraciones sobre fase C18 y PLRP-S
respectivamente, comparados con los valores obtenidos en agua pura. Se observa que tanto en C18
como en PLRP-S, la presencia y concentracién de AH afectaron los rendimientos de algunos de los
compuestos de las diferentes familias. En estos compuestos se presentaron diferencias en aumento o en
disminucion de los valores de Vfe desde la mas baja concentracién (0.4 mg/L), la cual es equivalente al
caso de un agua de pozo o manantial. Estos resultados evidencian la necesidad de realizar los estudios
de recobro previos al desarrollo de un método para EFS utilizando muestras reales y no de agua pura.
Desafortunadamente, este hecho conlleva a ciertos problemas practicos, por o que lo ideal seria el poder
realizar predicciones de los Vf y los R% considerando el efecto de la materia organica, siempre presente

en las muestras de aguas naturales.

Cuadro 5.4. Valores de Vf experimental en agua pura y sintética adicionada con acidos humicos a
diferentes niveles de concentracién sobre fase C18.

VOLUMENES DE FUGA EXPERIMENTALES (mL)
COMPUESTO c18_
Agua pura Acidos Humicos
0.4 mg/L 1.5 mg/L 3.7 mgl/L 5.6 mglL

FENILUREAS
Fenurén 5 6 25 4
Monurén 29 31 33 30
Diurén 135 147 140 135
CARBAMATOS
Oxamilo 3.5 3.5 1.5 1 <1
Metomilo 2.5 2.5 1.5 1 <1
3-OH Carbofurano 7.8 20 19 14.5 12
Aldicarb 18 17 15 11 10
Baygén 50 46 47 48 52
Carbofurano 91 60 72 65 58
Carbarilo 101 75 72 76 78
Desmedifam
Tiodicarb NR
Metiocarb
TRIAZINAS
Deisopropilatrazina 3 25 3 25
Desetilatrazina 10 8.5 11.5 9.5
2-OH Atrazina 19 39 26 30
Cianazina 100 130 120 117
Simazina 55 57 62 47
Hexazinona 116 122 127 118
Atrazina 160 170 166 167
Simetrina 260 285 220 252
Propazina
Prometén
Terbutilazina NR
Prometrina

NR = no realizado
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Cuadro 5.5. Valores de Vf experimental en agua pura y sintética adicionada con acidos humicos a
diferentes niveles de concentracién sobre fase PLRP-S.

VOLUMENES DE FUGA EXPERIMENTALES (mL)

COMPUESTO PLRP
Acidos Himicos
Agua pura

0.4 mg/L 1.5 mg/L 3.7 mg/L 5.6 mg/L

FENILUREAS
Fenurdn 53 44 5 45
Monurén

Diugn | "
CARBAMATOS | )
Oxamilo |l 28 17 15 8.5 75
Metomilo 1 33 12 1 9 65
3-OH Carbofurano| 180 155 110 60 42
Aldicarb 450 ‘ 150 200 160 110
Baygon 278 295 270 245 - 245
Carbofurano
Carbarilo
Desmedifam » NR
Tiodicarb
Metiocarb
TRIAZINAS
Deisopropilatrazina =~ 24 16 -8 4
Desetilatrazina | 129 124 77 44
2-OH Atrazina 61 65 66 45
Cianazina
Simazina
Hexazinona
Atrazina o
Simetrina . NR
Propazina
Prometon
Terbutilazina
Prometrina

NR = no realizado

En los cuadros 5.4 y 5.5 también se observa que al aumentar la concentraciéon de AH se
disminuyen en C18 los recobros para compuestos como fenuron (figura 5.34), oxamilo, metomilo, 3-OH
carbofurano y aldicarb tanto en C18 (figuras 5.35, 5.37, 5.39 y 5.41) como en PLRP-S (figuras 5.36, 5.38,
540 y 5.42) y DIA, DEA y 2-hidroxiatrazina en PLRP-S (figuras 543, 544 y 545 ). La cianazina
disminuye ligeramente sus R% en fase C18 (figura 5.46).
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Dentro de los compuestos que presentaron variabilidad en los valores del Vf dependiente de los
niveles de AH, la familia de carbamatos present6 el comportamiento mas interesante ya que claramente
se observd que la concentracion creciente de AH hizo disminuir los R% de los compuestos polares (log
k'w < 2.4 en C18 y log k'w < 4.1 en PLRP-S). El caso de 3-OH carbofurano fue peculiar ya que con la
fase C18, sus valores de Vfz y R% con los AH fueron notablemente mayores con respecto a los valores
correspondientes en agua pura, no asf en PLRP-S. El bayg6n no se vio afectado en sus valores de Vf
(figuras 8.4 y 8.5 anexo 8). Carbofurano y carbarilo en C18 fueron afectados ligeramente (figuras 8.6 y
8.7 anexo 8).

Para el caso de las fenilureas, a diferencia del fenurén, los compuestos monurén (log k'w = 2.8) y
diur6n (log k'w = 3.64) en C18 (en PLRP-S no fueron ensayados) tampoco se vieron afectados en sus Vf

con los AH, ni en su R% (figuras 8.2 y 8.3 anexo 8).

Con respecto a las triazinas, es interesante notar que, siendo DIA, DEA y 2-hidroxiatrazina
afectadas en sus recobros al aumentar la concentracion de AH, son también los compuestos mas polares
de la familia, y sus log k'w son inferiores a 3.2 en la fase PLRP-S, parecido al comportamiento de los

carbamatos.

100 -
90
80 -
70 -
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20 1 —x- 1.5mg/L HA
10 —a—-3.7 mg/L HA

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Volumen aplicado (mL)

b

Figura 5.34. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de FENURON en agua pura y en agua con
Acidos humicos a 3 niveles de concentracion adicionadas con 0.4 pg de compuesto sobre fase C18.
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R %
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Figura 5.35. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de OXAMILO en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 5.36. Curva de rendimiento porcentual de extraccidon de OXAMILO en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 :g de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.37. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de METOMILO en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 5.38. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de METOMILO en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.38. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de 3-HIDROXICARBOFURANO en agua
pura y en agua con acidos humicos a 4 niveles de concentracion adicionadas con 0.4 ug de compuesto
sobre fase C18.
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Figura 5.40. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de 3-HIDROXICARBOFURANO en agua
pura y en agua con acidos humicos a 4 niveles de concentracion adicionadas con 0.4 pg de compuesto
sobre fase PLRP-S. -
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Figura 5.41. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de ALDICARB en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ng de compuesto sobre fase C18.
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Figura 5.42. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de ALDICARB en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.43. Curva de rendimiento porcentual de extracciéon de DEISOPROPILATRAZINA en agua pura

y en agua con acidos humicos a 3 niveles de concentracion adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre
fase PLRP-S.

R %

40 4 —e— Agua Pura

30 J —a— 0.4 mg/L AH

20 1 —¢1.5mg/L AH
.10 - —e-- 3.7 mg/L AH
‘ 0 - . —

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Volumen apllcado (mL)

Figura 5.44. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de DESETILATRAZINA en agua pura y en

agua con acidos humicos a 3 niveles de concentraciéon adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase
PLRP-S. :
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Figura 5.45. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de 2-HIDROXIATRAZINA en agua puray en

agua con acidos humicos a 3 niveles de concentraciéon adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase
PLRP-S.
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Figura 5.46. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de CIANAZINA en agua pura y en agua con
acidos humicos a 3 niveles de concentracidon adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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De acuerdo con los resultados anteriores, se puede afirmar de manera general que, conforme
aumenta la concentracién de AH el R% disminuye para los compuestos mas polares. En algunos casos
se nota que los R% son mayores en las muesiras con los AH que en agua pura, como el 3-OH
carbofurano y la 2-0OH atrazina en C18, por lo que llama la atencidn que los compuestos que presentaron
de manera mas notable este comporntamiento contengan al grupo OH en su estructura (ver anexo 1). Es
posible que el grupo OH sea el causante del comportamiento descrito, dada su dependencia con el pH,
aunque para 3-OH carbofurano no se reporta en la bibliografia un valor de pKa como para la 2-CH
atrazina (5.0, segun Coquart et al., 1993). El pH de las muesiras de agua pura no se controld aunque si
se monitored manteniéndose relativamente constante entre 6 y 7, y para el caso de las muestras con AH,
como se menciont en el capltulo 4, se prepararon de modo que su pH estuviera entre 6-7. En ambas
muestras se esperaria que los compuestos con grupo OH estuvieran ionizados y no tuvieran diferencias
de retencién con y sin 4cidos humicos sobre la fase C18 de preconcentracion. Para encontrar una posible
explicacion sobre las diferencias entre los valores de R% en agua pura y en agua con AH, hay que
remarcar que €stos se obtuvieron de una sal comercial; asi que podria esperarse que las muestras con
AH tuvieran algunos iones (no presentes en la muesira de agua pura) y esio haya provocado una
diferencia en la retencion de eétos compuestos dada su ionizacion. Contrariamente a lo observado, se
esperaria que ia retencion disminuyera si esta interviniendo en cierto grado el mecanismo de intercambio
ionico entre el analito ionizado y los grupos silanol de 1a fase estacionaria C18. Podria ser entonces que
se diera un efecto parecido al “salting-out” que se da en el reparto entre disolventes cuando las sales
aumentan la trasferencia de los analitos a la fase organica.

Con el fin de evaluar mejor la magnitud de la influencia de la presencia y concentracion de jos AH
sobre el R% de los pesticidas, se realizd la correlacion del contenido de AH con el Vi para los
compuestos que se vieron afectados. Las graficas en las figuras 5.47 a 5.51 muestran la ecuacion lineal o
logaritmica, segln el mejor ajuste, asi como el coeficiente de correlacién.

Los carbamatos oxamilo y metomilo presentaron una mayor tendencia a disminuir su rendimiento
de extraccion, como se puede apreciar en la figura 5.47. Comparando los R% obtenidos con la menor y
la mayor concentracién ensayada respectivamente de AH, Oxamilo disminuyd su R% en C18un 71 % y
en PLRP-S un 56 %. Metomilo disminuyd su R% en C18 un 60 % y en PLRP-S un 46 %.

Se puede observar también de la figura 547 que el volumen de fuga de oxamilo presentd una
dependencia logaritmica del contenido de AH en C18 y PLRP-S, dados los buenos coeficientes de
correlacién, mientras que metomilo presento una dependencia lineal en ambas fases.
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Figura 5.47. Puntos experimentales y lineas de regresion de los volimenes de fuga en funcion del
contenido de &cidos humicos en la muestra aplicada a través de los adsorbentes C18 y PLRP-S para

OXAMILO y METOMILO.

Por su parte, el compuesto 3-OH carbofurano (figura 5.48) también presentd buena correlacion
lineal entre los Vi: y el contenido de AH. EI comportamiento de este compuesto en ambas fases también
fue remarcablemente lineal, su R% disminuyé en C18 un 40 %y en PLRP-S un 73 %.
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Figura 5.48. Puntos experimentales y lineas de regresién de los volumenes de fuga en funcion del
contenido de acidos hamicos en la muestra aplicada a través de los adsorbentes C18 {izquierda) y PLRP-

S (derecha) para 3-HIDROXICARBOFURANO.
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El compuesto aldicarb también presentd una marcada disminuciéon en su R% con una
concentracion creciente de AH sobre ambas fases estudiadas como ya se discutid. El comportamiento de
los Vfg en funcién del contenido de AH tendidé a ser lineal sobre todo en C18, como se ve en la figura
549. En PLRP-S se presenta una buena correlaciéon lineal cuando no se considera el valor
correspondiente a 0.4 mg/L de AH, con el cual se obtuvo un rendimiento casi igua! al del agua pura. Para
este compuesto el R% disminuyd en C18 un 41 % y en PLRP-S un 27 %.
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Figura 5.49. Puntos experimentales y lineas de regresiéon de los volumenes de fuga en funcién del
contenido de 4acidos humicos en la muestra aplicada a través de los adsorbentes C18 (izquierda) y PLRP-
S (derecha) para ALDICARB.

En lo referente a ia familia de las triazinas, sobre fase C18, los compuestos DIA y DEA no
mostraron ser afectados por el contenido de AH, sin embargo, al ser preconcentrados sobre fase PLRP-
S, sl mostraron claramente una tendencia a disminuir en su R%. El ajuste logaritmico en los datos del Vfg
de estas dos ftriazinas al incrementarse el contenido de AH se aprecia en la figura 5.50. La disminucién
del R% fue de 75 % para DIA y de 64 % para DEA.
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Figura 5.50. Puntos experimentales y lineas de regresion de los volumenes de fuga en funcion del
contenido de &cidos himicos en la muestra aplicada a través del adsorbente PLRP-S para
DEISOPROPILATRAZINA y DESETILATRAZINA.
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En la figura 5.51 se observa el caso del compuesto 2-Hidroxiatrazina, que con el incremento de
AH present6 una tendencia a disminuir de R% sobre la fase PLRP-S, y no sobre C18 (cuadros 5.4 y 5.5).
La disminucién de R% de este compuesto en PLRP-S fue de 31 %.
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Figura 5.51. Puntos experimentales y lineas de regresién de los volimenes de fuga en funcion del

contenido de acidos humicos en la muestra aplicada a través de los adsorbentes C18 y PLRP-S para 2-
HIDROXIATRAZINA.

Los comportamientos para el caso de las triazinas restantes: simazina, hexazinona, atrazina y
simetrina, que no mostraron una tendencia apreciable a ser afectadas en su rendimiento de extraccion
por la concentracidon de AH sobre la fase C18, asi como también monurédn, diurén y los carbamatos
baygoén, carbofurano y carbarilo en C18, se ilustran en la figura 5.52.
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Figura §.52. Curvas de volumenes de fuga experimentales de 4 TRIAZINAS, 2 FENILUREAS y 3
CARBAMATOS en funcién del contenido de materia organica en la muestra aplicada a través de la fase
estacionaria C18.
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De acuerdo con las fuentes bibliograficas, se puede encontrar una posible explicacién a los
fendmenos de afectacion del R% en presencia de materia orgénica: la formacion de complejos analito-AH
(referirse al apartado 3.3.1.2). Los diferentes comportamientos en C18 y PLRP-S para un mismo analito
pueden deberse a los siguientes fenémenos: 1) sobre la fase €18, se forman complejos AH-analito que
se fugan durante la preconcentracién de la misma forma que lo haria el analito solo sin complejarse (caso
de agua pura), es decir, no hay cambio en los valores de R%; 2) sobre la fase PLRP-S, los complejos AH-
analito se fugan en mayor grado que el analito solo (caso del agua pura) porque la interaccién de los
anillos aromaticos de los grupos funcionales fenélicos de los AH con la red polimérica de la fase PLRP-8
es menor y por tanto, durante la preconcentracion en presencia de AH ocurre una fuga mayor del analito
complejado con AH, dependiente de la concentracion. Asi pues, también pudo haber cierta retencién de
los AH en sllice C18, disminuyendo el numero de sitios actives para la retencion de los analitos y por lo
tanto provocando la fuga en volumenes mas cortos. Este fendmeno se corroborg al cbservar que el
adsorbente present6 una coloracion ambar {caracteristica de los AH) después de su uso.

El argumento que podria explicar por qué los R% en la fase C18 para los carbamatos y las
fenilureas si se afectaron a diferencia de las triazinas, descansa en posibles diferencias estructurales en
lé complejacion de los pesticidas con los AH. Si la complejacion AH-carbamato ocurriera, pero en menor
grado que la complejacion AH-triazina, se explicaria que los AH interaccionaran mas con Jos grupos
silanol de la fase C18, de tal manera que al no encontrarse los AH asociados a los carbamatos, éstos
fugarian méas que las triazinas por tener menos sitios disponibles de adsorcién en la superficie del
adsorbente. En el caso del adsorbente PLRP-S, el efecto negativo en los recobros pudo deberse a que
los complejos AH-carbamato interaccionaron mas débilmente con la fase polimérica que como o hicieron

sobre C18, por lo tanto se dio una fuga mayor.

Otro argumento que apoya esta teoria es que, si en los AH predominan los grupos aromaticos y
polares fendlicos, esto facilita su interaccion (electrones n—=) y complejacién principalmente con triazinas,
las cuales tambien poseen dables ligaduras en el anilio triazinico de su estructura basica (ver anexo 1),
mientras que no todos los carbamatos tienen un anillo aromatico. El compuesto 3-OH carbofurano por
ejemplo, si tiene un anillo aroméatico ademas de un grupo -OH polar que podria interaccionar con los
grupos polares de los AH formando puentes de hidrégeno, lo cual explicaria que el Vi en C18 registrado
para este compuesto se haya incrementado en presencia de AH con respecto al valor en agua pura, y
que se viera afectado considerablemente en su R% al incrementar la concentracion de AH en ambas
fases de acuerdo con los argumentos anteriores {cuadros 5.4 y 5.5). Un razonamiento similar explicaria el
comportamiento analogo de la 2-OH atrazina. Por su parte, el compuesto Baygdn también tiene un grupo
aromatico pero no cuenta con algun sustituyente libre estéricamente y factible de formar puentes de H
con los AH para que se compleje con estos, lo que explica la no afectacion de los R% observada en
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presencia de AH para este compuesto tanto en C18 como en PLRP-S (cuadros 5.4 y 5.5) de acuerdo con

los argumentos anteriores.

Lo anterior confirma la naturaleza compleja de las interacciones de AH-analito-adsarbente y da
indicio de la importancia de estudiar a fondo los posibles complejos entre AH y carbamatos, triazinas y
fenilureas, lo que contribuiria a entender mejor y posiblemente predecir de manera confiable el
desempefio de la EFS en un diseflo experimental con aguas naturales. En la actualidad pocos estudios
se han realizado a este respecto y, para confirmar las hipotesis que se formularon anteriormente, se
requerirfan de ensayos mas especificos y sofisticados que obviamente no estan incluidos en los objetivos
del presente trabajo. V

5.3.3 MUESTRAS ACUOSAS NATURALES

Con el objeto de conocer el contenido de materia organica disuelta (MOD) en diferentes muestras
acuosas naturales y realizar comparaciones en los rendimientos obtenidos para los pesticidas con las
muestras sintéticas con AH, las muestras naturales también fueron sometidas a la prueba de COT como
se describit en el capitulo 4, los resultados se reportan en el cuadro 5.8. Se observa que las muestras

presentaron un amplic intervalo en la concentracidn de carbono organico total.

Cuadro 5.6 Carbono organico total (COT) en las muestras acuosas naturales.

idelr-l':itf(l?::;én Tipo de muestra COT (mgiL)
A Agua de Manantial 0.5
B Agua Subterranea 10
C Agua Mineral 1.0
D Agua de Grifo 27
E Agua de Rio 2.5
F Agua de Rio 2.3
G Agua de Presa 4.2
H Agua de Lago 4.4
] Agua de Lago 4.3
J Agua de Lago 6.4
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En las figuras 5.53 a 5.55 se presentan las graficas de las curvas de rendimiento de extraccion de
oxamilo, metomilo y DIA en agua pura sobre fase PLRP-S, junto con las muestras sintéticas con AH a
diferentes concentraciones y las obtenidas en las muestras naturales B, C, D y E, segun se describe en el
apartado 4.5.2.

En primera instancia, puede observarse de las graficas que en general las curvas de R% =
f(volumen aplicado) obtenidas con las muestras naturales se ajustaron a la zona donde se registraron las
curvas con fas muestras sintéticas, es decir, por debajo de las curvas con el agua pura. Se determiné el
volumen de fuga experimental de cada compuesto en cada curva y se comparé con el volumen de fuga
calculado al interpolar el valor de COT de las muestras naturales en las curvas de regresion de la relacion
Vfe = f (contenido de AH) presentadas en la seccién anterior. Estos datos se muestran en el cuadro 5.7,
donde también se incluyen los coeficientes de correlacion (R?) de las curvas de ajuste de acuerdo con el
tipo de regresién realizado.

100 o™ I
90 -
80 ~
70 A
o 601 —e—Agua Pura \\
;: 50 - —a— 0.4 mg/L AH NS

—%— 1.5 mg/L AH
401 o 3.7mg/L AH

- : =
30, & 56mglL AH —e |

—»—BCOT =1.0mg/L a

20 1 C COT=10mg/L X‘
10 - D COT=27mg/L
| E COT=2.5mglL |
0 H T T T T T T T i
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Volumen aplicado (mL)

Figura 5.83. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de OXAMILO en agua pura, en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracion (escala de grises) y en 4 muestras de agua natural (color)
adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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201 —=—-BCOT=1.0mg/L '
0. —*CCOT=10mglL
| E COT =2.5mg/L ‘
0 T T T T T ¥ 1 |
0 10 20 30 40 50 60

Volumen aplicado {mL) |

Figura 5.54. Curvas de rendimiento porcentual de extraccién de METOMILO en agua pura, en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracién (escala de grises) y en 3 muestras de agua natural (color)
adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.55. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de DEISOPROPILATRAZINA en agua pura, en
agua con 4cidos humicos a 3 niveles de concentracién (escala de grises) y en 3 muestras de agua natural
(color) adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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y deisopropilatrazina en PLRP-S

Cuadro 5.7 Volumenes de fuga interpolados y experimentales en aguas naturales para oxamilo, metomilo

Vi (mL) INTERPOLADOS Y EXPERIMENTAL
Oxamilo Metomilo Deisopropilatrazina
MUESTRA el
(mg/L) | Interpolado Interpolado Interpolado

logaritmica | Experimental lineal Experimental | logaritmica | Experimental

R? =0.9934 R? =0.9885 R? =0.9933
A 0.5 16.0 - 12.0 - 146 -
B 1.0 13.2 6.5 11.5 5.00 10.6 7.00
C 1.0 13.2 6.0 11.5 13.00 10.6 4.00
D 27 9.8 7.5 9.8 - 5.5 5.00
E 2.5 10.0 3.0 9.9 2.50 58 -
F 23 10.4 - 10.1 - 6.3 -
G 42 8.2 - 8.1 - 3.0 -
H 44 8.0 - 7.8 - 27 -
| 43 8.1 - 8.0 - 28 -
J 6.4 6.6 - 5.8 - 0.7 -

no determinado

Los volimenes de fuga experimentales para el caso de muestras naturales no corresponden a los
esperados de acuerdo con las correlaciones realizadas de Vfg en funcién del contenido de MOD. Todos
los valores de Vfg en aguas naturales son menores al valor esperado excepto para el metomilo en la
muestra C. Cabe destacar que la muestra cuyos valores son los mas cercanos a los esperados es la D,
que corresponde al agua de grifo. Por lo tanto, se deduce que la disminucion en el rendimiento o recobro
al preconcentrar muestras reales reportada en la bibliografia, no se debe solamente a la presencia de los
AH en las muestras, sino también a otro tipo de compuestos interferentes, entre ellos pueden
considerarse a otros contaminantes, los iones inorganicos {algunos de ellos presentes en
concentraciones mayores que los contaminantes), detergentes o surfactantes ionicos, etc., que pudieran

estar presentes en las muestras naturales.

En las figuras 5.56 y 5.57 se muestran en colores los puntos correspondientes al rendimiento
obtenido para 3-hidroxicarbofurano y DEA a volumen aplicado fijo con las muestras A, E, F, G, H, 1y J
sobre fase PLRP-S, con el fin de verificar si caen en las curvas de rendimiento en presencia de AH

correspondientes o cercanas a su nivel de MOD presentadas en la seccién anterior.
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Figura 5.56. Curvas de rendimiento porcentual de extraccién de 3-HIDROXICARBOFURANO en agua pura y
en agua con acidos humicos a 4 niveles de concentracion (escala de grises), y rendimientos puntuales de
extraccion en 7 muestras de 100 mL de agua natural y 1 de 200 mL (color) adicionadas con 0.4 pg de
compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.57. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de DESETILATRAZINA en agua pura y en agua
con acidos himicos a 3 niveles de concentracién (escala de grises), y rendimientos puntuales de extraccion en
6 muestras de 50 mL y 2 de 60 mL agua natural (color) adicionadas con 0.4 pg de compuesto sobre fase
PLRP-S.
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Lo ideal al estudiar los volumenes de muestra natural aplicada para determinar R% de 3-OH
carbofurano y DEA, hubiera sido obtener las curvas completas como en el caso de los plaguicidas mas
polares, desafortunadamente esto no se realiz6 dado que se contaba con un volumen de muestra
limitado. Para interpretar mas facilmente las graficas anteriores, se presenta en el cuadro 5.8 los R%
obtenidos con la muestra de agua pura, sintéticas (a diferentes concentraciones de AH) y las muestras
naturales. Se han ordenado las distintas muestra en orden creciente del valor de COT, para facilitar la

comparacion y verificar las concordancias entre lo obtenido y io esperado.

Al observar los datos, se puede decir que aunque los valores de R% no se ajustaron
perfectamente al valor esperado de acuerdo con los resultados con las muestras sintéticas, se puede
afirmar que en general los datos si se aproximan aunque la dispersion es mayor. Algunos valores de R%
son superiores a lo esperado, considerando la tendencia a la baja en funcion del aumento en la MOD
(muestra H y J para el 3-OH carbofurano). En estas muestras tendria que considerarse fa influencia de la
presencia de otros componentes como los detergentes o tensoactivos provenientes de la actividad
humana. Cabe notar que estas muestras de aguas superficiales estaban en contacto muy cercano con

asentamientos humanos importantes.

Cuadro 5.8 Rendimientos porcentuales obtenidos para 3-OH Carbofurano y Desetilatrazina al percolar
los volumenes ensayados en las muestras naturales y los rendimientos correspondientes a las muestras
sintéticas y agua pura.

coT RENDIMIENTO PORCENTUAL R% (segln volumen percolado)
MUESTRA (mgiL) 3-OH CARBOFURANO DESETILATRAZINA
100 mL 200 mL 50 mL 60 mL
Agua pura - 99.9 93.2 101 101
Sintética 0.4 97.2 69 102 101
A 0.5 96.5 - - -
Sintética 15 97.7 67.9 100 98.6
F 23 87.6 - 92.4 -
E 25 98.6 67.7 957 92.2
Sintética 3.7 88.6 69.3 93.3 90
G 42 90.1 - 87.6 79.0
I 43 77.5 - 77.6 -
| H 4.4 93.3 - 86.0 -
Sintética 56 75.9 65.6 - - -

J 6.4 95.8 - 82.5 -
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En tas figuras 5.58 y 5.59 se observan de manera grafica los datos de R% y COT del cuadro 5.8
para 3-hidroxicarbofurano y para DEA, respectivamente. En general se observé buen ajuste de los R% de
volumenes fijos de muestras naturales a los esperados por las muestras sintéticas. El R% disminuye al
aumentar el valor de COT tanto en las muestras sintéticas (curva negra) como en las muestras naturales
(puntos aislados). En los datos del cuadro 5.8 también puede notarse una clara disminucién en R% al
pasar de 100 mL a 200 mL de muestra como sucede en las curvas completas. La DEA también bajo sus
R% en funcion de COT al pasar de 50 a 60 mL de volumen percolado. Asi, se vuelve a demostrar el
efecto negativo sobre R% de la MOD.

1(XSW 85 T
1ooW o E 801
- e b H
95 . A Ja 75 1
H 704
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COT (mglL) COT (mgiL)

Figura 5.58 Valores de rendimiento porcentual (R%) de 3-OH CARBOFURANO para un volumen fijo de
100 mL (izquierda) y de 200 mL (derecha), en funcion del carbono orgénico total (COT) de las muestras
sintéticas (linea) y las muestras reales (puntos aisiados). Simbologia igual que en figura 5.56.
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Figu(a 5.59 Valores de rendimiento porcentual (R%) de DESETILATRAZINA para un volumen fijo de 50
mL (|.zquier’da) y de 60 mL (derecha), en funcion del carbono organico total (COT) de las muestras
sintéticas (linea) y las muestras reales (puntos aisiados). Simbologia igual que en figura 5.57.
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La muestra E presenté valores de R% para DEA muy aproximados a lo esperado y para 3-OH
carbofurano se acercoé bastante. En este caso, aunque se traté de una muestra con un COT
relativamente alto (2.5 mg/L), proviene del rio San Rafael (Chapa de Mota, Edo. de Méx.) cuyo grado de
contaminacion ain no es muy alto (las aguas se encuentran auln limpidas y se practica la pesca), el que
quiza no sea el caso de la muestra F (rio Chuinalapan) que, aunque también es de rio y con un valor de
COT menor, es posible que contenga otro tipo de contaminantes inorganicos interferentes de importancia
para el estudio de la EFS. De esto se desprende la importancia de estudiar también el efecto de la
materia inorganica presente en las muestras naturales sobre la EFS, asi como su caracterizacion mas

completa (pH y conductividad in situ).

Como consecuencia de haber inyectado mezclas, también se registraron datos de R% a los
mismos volumenes fijos para oxamilo, metomilo y DIA. Estos puntos se presentan en color sobrepuestos
a las curvas de R% del agua sintetica a diferentes concentraciones de AH y del agua pura (figuras 5.60 a
5.62).
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Figura 5.60. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de OXAMILO en agua pura y en agua con
acidos humicos a 4 niveles de concentracion (escala de grises), y rendimientos puntuales de extraccién
en 7 muestras de 100 mL de agua natural (color) adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-
S.

103



RESULTADOS Y DISCUSION

— " - E— — ]
100 —e— Agua Pura '
—a— 0.4 mg/L AH
90 ->¢— 1.5 mg/L AH
--3.7 mg/L AH
80 - A A 56 mg/L AH
a A COT = 0.5 mg/L |
70 - X N E COT =2.5 mg/L
' ® FCOT=23mgL |
X 60 - 3 A GCOT=42mg/lL |
K4 X A HCOT =44 mg/L | |
| 50 O 1COT=43mglL | |
JCOT=64mgL | |
40 - ”
p 3
30 - ;
J ~—
20 o :
10 Jr T T T T T T T T T T H 4
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110l

Volumen aplicado {mL)

Figura 5.61. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de METOMILO en agua pura y en agua con
acidos himicos a 4 niveles de concentracion (escala de grises), y rendimientos puntuales de extracciéon en 7
muestras de 100 mL de agua natural (color) adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 5.62. Curvas de rendimiento porcentual de extraccion de DEISOPROPILATRAZINA en agua pura y en

agua con acidos humicos a 3 niveles de

concentracidén (escala de grises), y rendimientos puntuales de

extraccion en 7 muestras de 50 mL y 2 de 60 mL de agua natural (color) adicionadas con 0.4 ug de compuesto

sobre fase PLRP-S.
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Para interpretar mas facilmente las graficas de R% = f(volumen percolado) para oxamilo,
metomilo y DIA en PLRP-S, en el cuadro 5.9 se reagrupan sus R% en agua pura, en las muestras
sinteticas y en las naturales. En este cuadro se observé un muy buen ajuste global de los puntos
ensayados en muestras reales con los puntos correspondientes a las aguas sintéticas de valor en COT
parecido, lo que confirma la validez de éstas, sin dejar de lado que en esta ocasi6én los volumenes
ensayados se ubicaron en la parte final o “cola” de las curvas de R% = f (volumen aplicado), donde la
mayoria de los datos se estabilizan. Es decir, que los puntos se localizan en la “cola” de la curva donde
idealmente, los volumenes de muestra corresponden a la maxima cantidad que puede ser

preconcentrada en el sistema de extraccion.

En las figuras 5.63, 5.64 y 5.65 se reportan de manera gréfica los datos def cuadro 5.9 de R% a
volumen fijo en funcion del COT para oxamilo, metomilo y DIA, respectivamente. Se observa muy buen
ajuste de los puntos de R% experimentales en.muestras de agua natural con la linea o tendencia
marcada por los R% de muestras sintéticas También se observa la tendencia constante del R%, ya que
los volumenes ensayados fueron mayores al Vf y cercanos a Vm. La dispersién puede deberse al error

experimental y a la compleja matriz que representan las muestras de agua superficial natural.

Cuadro 5.9 Rendimientos porcentuales obtenidos sobre PLRP-S para oxamilo, metomito y DIA al aplicar
los volumenes ensayados en las muestras naturales y los rendimientos correspondientes a las muestras
sintéticas y agua pura.

coT RENDIMIENTO PORCENTUAL R% (seggggolumep aplicado) |
MUESTRA (mgiL) Oxamilo Metomilo Deisopropilatrazina L
100 mL 100 mL 50 mL 60 mL
| Agua pura - 40.6 28.3 58.2 50.2
Sintética 0.4 27.6 20.9 315 28.4
A 0.5 27.4 29.9 40.2 -
Sintética 1.5 19.6 144 27.8 25.0
F 2.3 296 217 32.3 -
E 25 17.2 12.9 352 25.45
Sintetica 37 26.4 17.7 32,5 28.0
G 42 223 13.4 36.6 24 .4
I 43 436 228 35.1 -
H 44 47.5 39.1 338 -
Sintética 56 22.3 13.8 - -
| J 6.4 15.3 13.1 29.1 -
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Figura 5.63 Valores de rendimiento porcentual (R%) de OXAMILO para un volumen fijo de 100 mL, en
funcion del carbono organico total (COT) de las muestras sintéticas (linea) y las muestras reales (puntos
aislados). Simbologia igual que en figura 5.60.
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Figura 5.64 Valores de rendimiento porcentual (R%) de METOMILO para un volumen fijo de 100 mL, en

funcion del carbono organico total (COT) de las muestras sintéticas (linea) y las muestras reales (puntos
aislados). Simbologia igual que en figura 5.61.

R %

100 100
0 a0 -
80 80
70 - 70J
2 o X
o 458' A | o 458'
30 =—_ 1__F_""_”__E—————“'G H Ja 30 R = oo
204 20 % . G
10 4 10 | E
0+ . , . ; ; . 0 . :
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4
COT (mg/L) COT (mgll)

Figura 5.65 Valores de rendimiento porcentual (R%) de DEISOPROPILATRAZINA para un volumen fijo
de 50 mL (izquierda) y 80 mL (derecha), en funcion del carbono organico total (COT) de las muestras
sintéticas (linea) y las muestras reales (puntos aislados). Simbologia igual que en figura 5.62.
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Se encontraron algunos datos que presentaron una mayor dispersion (no integrados en las
graficas) y que correspondieron a las muestras H (lago de Catemaco) para oxamilo y metomilo, asi como
la muestra | (cascada El salto) para oxamilo, sin embargo, estas dispersiones parecen aceptables si se
observa la ubicacion de estos puntos (I y H) en las curvas de R% = f(volumen) de las figuras 5.62 y 5.63 .
Es posible que las dispersiones encontradas con estas muestras se deban a su propia naturaleza, de
hecho son muestras con contenido muy alto de MOD (4.3 y 4.5 mg/L COT, respectivamente), sin
embargo, si se observé un buen ajuste con estas muestras para el caso de la DIA, que es una triazina,

aunque llama la atencién que se hayan observado estas dispersiones para ambos carbamatos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

® Este estudio que incluye diferentes niveles de acidos humicos y un grupo variado de
pesticidas, no se habia realizado antes. Se encontré un efecto negativo en el rendimiento
de extraccion en fase soélida de los analitos estudiados dependiendo de la presencia y
concentracién de &cidos humicos en las muestras acuosas y que se dirige mas
notablemente hacia los compuestos mas polares como son: oxamilo, metomilo, 3-

hidroxicarbofurano, deisopropilatrazina y desetilatrazina.

@ Se encontraron diferencias en la afectaciéon del rendimiento de extraccion entre los tres
grupos de pesticidas estudiados, disparidades debidas posiblemente a las interacciones
con los AH, de naturaleza estructural, y que por consiguiente radican en la polaridad y en

las interacciones electrénicas.

@ Se encontraron posibles evidencias de la existencia de complejos acidos humicos-
pesticida que interfieren en el desempefo de la extraccion en fase sélida en muestras

acuosas con un contenido de materia organica disuelta variable.

@ La presencia de materia organica disuelta por si sola no explica las afectaciones
encontradas en el rendimiento y desempefio de adsorbentes en la extraccién en fase sodlida
para los compuestos estudiados en aguas naturales. Es necesario estudiar tambien el

efecto de la materia inorganica como son sales, surfactantes, etc.

@ Para continuar con este tipo de estudios es necesario entonces obtener mas datos
sobre la influencia de la materia organica e inorganica en la desviacion de los valores del
rendimiento de extraccién con respecto a los obtenidos con agua purificada y
desmineralizada para compuestos organicos con polaridades variadas. El conjunto de estos
datos podria proporcionar elementos para encontrar factores de correccion en funcion de la

concentracion de materia organica e inorganica.

Estos factores serian de gran utilidad para realizar predicciones de extraccion en fase
sélida para el desarrollo de los métodos analiticos de preparacion de muestras acuosas

para la determinacion de microcontaminantes.
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CAPITULO 8. ANEXOS

ANEXO 1. ESTRUCTURAS Y SOLUBILIDAD DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS
Familia de las Fenilureas

Solubilidad (25 ° C)
NOMBRE ESTRUCTURA mg/100 mL agua
i
Fenurén O/N\fo 385
AN
T
Monurén /O/N\fo 23
Cl AN
A
Diurén CIUNYO 4.2
Cl /N\
Familia de los Carbamatos
Solubilidad (25 ° C)
NOMBRE ESTRUCTURA 00 fil.sitin
(0] O
Oxamilo \NJ\/)\I \OJ’LN/ 28
| H
/S
| O
Metomilo S /N\ OJJ\N Py 5.8
H
OH
b ') No reportado
Carbofurano
DG
O
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Familia de los Carpbamatos (Continuacion)

Solubilidad (25° C)
NOMBRE ESTRUCTURA mg/100 mL agua
| H
Aldicarb S\FNIOTN\ 483
(@)
(0]
H
N
Baygén | 5 200 (20 °C)
Carbofurano 2 70
e
(0]
X
H
07" N
Carbarilo 12(30°C)
N —
Desmedifam @H o 9
(0] (0]
(0]
S
Tiodicarb o s Ah_jo =
/ .
Sy
(0] 0]
X
O ITIH
Metiocarb #
S
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Familia de las triazinas ~

NOMBRE

ESTRUCTURA

Solubilidad (25 ° C)

mg/100 mL agua
Cl\l/N NH,
e
|
Deisopropilatrazina N%]/N 320
HN\/
H
Cl N N
i | \I/
Desetilatrazina N\\“I/N 67
NH,
H
HO /N N
2-OH Atrazi | Y GOipE)
- razina
NK\|/N 23 (pH 2)
HN.__~
H
Cl /N N CN
Cianazina Nﬁ/lN \‘4 171
HN\/
H
Cl /N N\/
Simazina N\\\l/ lN 0.5 (20 °C)
HN\/
]
/N N (0]
Hexazinona \f 3300
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o D A
Famuia de ias trazinas {Continuacitn

NOMBRE

ESTRUCTURA

Solubilidad (20 ° C)
mg/100 mL agua

Atrazina

caTN\llL/N\/
ny
\[/

3.3

Simetrina

45

Propazina

0.5

Prometén

62

Terbutilazina

0.85

Prometrina

33
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ANEXO 2. DETERMINACION DE CARBONO ORGANICO TOTAL (COT)

El COT es la expresion directa del contenido carbonico en una muestra incluyendo la demanda
bioquimica de oxigeno y la demanda quimica de oxigeno, es independiente del estado de oxidacion de la
materia organica y no mide otros elementos organicos enlazados, tales como H y N, ni tampoco el
carbono inorganico que contribuye a la demanda quimica de oxigeno. Para determinar la cantidad de
carbono organico, las moléculas organicas deben romperse en unidades de carbono sencillo y se
convierten en una sola forma molecular que se pueda medir cuantitativamente. Una forma de lograr esto
es empleando oxidantes quimicos para convertir el carbono organico en CO, el cual se mide
directamente con un detector adecuado como un analizador de infrarrojo o puede ser titulado
quimicamente.

La determinacién de COT en las muestras acuosas sintéticas y naturales empleadas en este estudio se
realizd6 mediante un Analizador de Carbono (Shimadzu mod. 5050, Instituto de Ingenieria, UNAM), por el
meétodo especifico de combustiéon — infrarrojo. Este método es adecuado para muestras con un contenido

de COT = 1 mg/L, valor que de hecho corresponde al limite de deteccién.

Las muestras acidificadas previamente con &cido fosférico concentrado hasta pH 1-2 (para convertir el
carbono inorganico en CO, gaseoso) y filtradas con membrana de nitrato de celulosa de tamaiio de poro
0.45 pm (Sartorius, Germany), se sometieron a purga durante 10 minutos con O, N,, aire o cualquier gas
libre de CO, y de hidrocarburos para eliminar el CO, disuelto. De esta manera, la determinacién de COT
cuantificd en realidad el carbono organico disuelto y no purgable total.

Posteriormente las muestras se homogeneizan, se diluyen como sea necesario para adecuarse a una
curva patrén previamente realizada con un estandar de biftalato de potasio anhidro CgHsKO4 de
concentracion 1mg/mL en medio acido (pH < 2) con HiPO4 6 H,SO,4. Una porcion se inyecta en una
camara térmica de reaccién, empacada con Oxido de cobalto como catalizador oxidante. El agua se
evapora y el carbono orgéanico se oxida a CO; y H;0. El CO, es acarreado con O, 6 aire puros libres de
CO; e hidrocarburos para medirlo por medio de un analizador IR no dispersivo.
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ANEXOS

ANEXO 3. CUADRO DE VALORES DE LOG k'w EXTRAPOLADOS POR REGRESION
LINEAL Y CUADRATICA PARA CADA PLAGUICIDA SOBRE FASE C18.

REGRESION LINEAL REGRESION CUADRATICA

COMPUESTO log k'w
FENILUREAS

Fenurdn 1.598 1.951
Monurén 2.386 2.890
Diurén 3.118 3.646
CARBANMATOS

Oxamilo 1.471 1.589
Metomilo 0.987 1.539
3-OH carbofurano 1.699 2.331
Aidicard 2.133 2.380
Baygon 2.253 2.865
Carbofurano 2.456 3.244
Carbarilo 2.549 3.426
Desmedifam 3.763 4.864
Tiodicarb 2.511 2535
Metiocarb 3.646 4.599
TRIAZINAS

Deisoprobilatrazina 1.347 1.893
Desetilatrazina 1.831 2.298
2-OH atrazina 2.107 2.497
Cianazina 2.886 3.434
Simazina 2.431 3.155
Hexazinona 2.824 3.154
Atrazina 2.930 3.497
Simetrina 2.969 3.078
Propazina 3.614 4.075
Prometén 3.510 5.082
Terbutilazina 3.381 3.627
Prometrina 3.485 5.743

121



ANEXOS

ANEXO 4. CUADRO DE VALORES DE LOG k'w EXTRAPOLADOS POR REGRESION
LINEAL Y CUADRATICA PARA CADA PLAGUICIDA SOBRE FASE PLRP-S.

REGRESION LINEAL REGRESION CUADRATICA

COMPUESTO log k'w
FENILUREAS

Fenurén 2614 3.234
Monurén 3.542 4.399
Diurén 4.394 6.016
CARBAMATOS

Oxamilo 2.019 2.793
Metomilo 2.098 2.659
3-OH carbofurano 2.676 3.643
Aldicarb 3.218 4106
Baygon 3.739 5.031
Carbofurano 3.915 5.317
Carbarilo 4.335 5.743
Desmedifam 5.837 8.252
Tiodicarb 4,497 6.475
Metiocarb 5.202 6.591
TRIAZINAS

Deisopropilatrazina 2.371 2.838
Desetilatrazina 2.869 3.565
2-OH atrazina 2.546 3177
Cianazina 3.883 4973
Simazina 3.731 4.741
Hexazinona 3.663 4.743
Atrazina 4.301 5.302
Simetrina 4343 5.584
Propazina 4.985 6.084
Prometén 4,751 6.103
Terbutilazina 5.107 6.152
Prometrina 5.817 7.615
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ANEXOS

ANEXO 5. CUADRO DE VALORES DE R* PARA LAS REGRESIONES LINEALES Y
CUADRATICAS DE LAS CURVAS LOG k'w = f (% MeOH EN FASE MOVIL) DE CADA
COMPUESTO SOBRE C18 Y SOBRE PLRP-S.

Rz
FASE C18 FASE PLRP
COMPUESTS REGRESION REGRESION REGRESION REGRESION
LINEAL CUADRATICA LINEAL CUADRATICA
rcNILUREAS
Fenurén 0.9935 0.9990 0.9945 0.9997
Monurdn 0.9962 0.9993 0.9966 0.9998
Diurén 0.9970 0.9991 0.9962 0.9997
CARBANMATOS
Oxamilo 0.9823 0.9985 0.9830 0.999"
Metomilo 0.9705 0.9994 0.9878 0.9999
3-OH Carbofurano 0.9768 0.9996 0.9898 0.9997
Aldicarb 0.9895 0.9994 0.9957 0.9998
Baygon 0.9953 0.9996 0.9949 0.9997
Carbofurano 0.9885 0.9982 0.9943 0.9997
Carbarilo 0.9920 0.9996 0.9964 0.9998
Desmedifam 0.9874 0.9971 0.9978 0.9995
Tiodicarb 0.9977 0.9981 0.9942 0.9997
Metiocarb 0.9875 0.9966 0.9986 0.9998
TRIAZINAS
Deisopropilatrazina 0.9974 0.9994 0.9930 0.999°
Desetilatrazina 0.9958 0.9969 0.9943 0.9999
2-OH Atrazina 0.9921 1 0.9895 0.9997
Cianazina 0.9877 0.9995 0.9963 0.9999
Simazina 0.9950 0.9971 0.9969 0.9998
Hexazinona 0.9856 0.9996 0.9955 0.9998
Atrazina 0.9987 0.9997 0.9985 0.9999
Simetrina 0.9999 0.9993 0.9986 0.9995
Propazina 0.9975 0.9989 0.9982 0.9996
Prometén 0.9934 0.9995 0.9973 0.9996
Terbutilazina 0.9970 0.9979 0.9987 0.9999
Prometrina 0.9919 0.9999 0.9983 0.9994
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ANEXOS

ANEXO 6. VALORES PROMEDIO DE LOG P DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

Familia de las Fenilureas

Familia de los Carbamatos

Familia de las triazinas

NOMBRE Log P
Fenurdn 1.67
Monurén 2.30

Diurén 2.93

NOMBRE Log P
Oxamilo 0.30
Metomilo 1.24

3-OH Carbofurano 2.06
Aldicarb 212
Baygén 1.90

Carbofurano 2.83
Carbarilo 3.18
Desmedifam 3.79

Tiodicarb 1.91
Metiocarb 3.34
NOMBRE Log P

Deisopropilatrazina 1.36

Desetilatrazina 1.85
2-OH Atrazina 2.09

Cianazina 2.51
Simazina 2.40

Hexazinona 2.15
Atrazina 2.82
Simetrina 2.90
Propazina 3.36
Prometon 3.57

Terbutilazina 3.27

Prometrina 3.56
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ANEXO 7. GRAFICAS EXPERIMENTALES Y TEORICAS DE R% = f (volumen aplicado)
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Figura 7.1 Curva de rendimiento porcentual de extraccién de FENURON en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 mg de compuesto sobre fase
PLRP, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de coémputo
para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién cuadrética
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Figura 7.2, Curva de rendimiento porcentual de extraccién de MONURON en
agua grado cromatografico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadrética.
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Figura 7.3. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de DIURON en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.4. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de OXAMILO en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.6. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de ALDICARB en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18. comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
pata N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.5. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de METOMILO en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.7. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de ALDICARB en
agua grado cromatografico adicionada con 0.4 pug de compuesto sobre fase
PLRP, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.8. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de BAYGON en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 pg de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de computo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.10. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de CARBARILO
en agua grado cromatogréafico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.9. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de BAYGON en
agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 pg de compuesto sobre fase
PLRP, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.11. Curva de rendimiento porcentual de extraccibn de

DESETILATRAZINA en agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de

compuesto sobre fase PLRP, comparada con la curva teérica obtenida con un

programa de cémputo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién

cuadratica.
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Figura 7.12. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de 2-
HIDROXIATRAZINA en agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 pg de
compuesto sobre fase C18, comparada con la curva teérica obtenida con un
programa de cdmputo para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién
cuadratica.
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Figura 7.14. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de CIANAZINA en
agua grado cromatogréafico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.13. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de 2-
HIDROXIATRAZINA en agua grado cromatografico adicionada con 0.4 pug de
compuesto sobre fase PLRP, comparada con la curva tedrica obtenida con un
programa de cémputo para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolaci6n
cuadratica.
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Figura 7.16. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de CIANAZINA en
agua grado cromatografico adicionada con 0.4 pg de compuesto sobre fase
PLRP, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.18. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de HEXAZINONA
en agua grado cromatogréafico adicionada con 0.4 jig de compuesto sobre fase
C18, comparada con la curva tedrica obtenida con un programa de cémputo
para N = 1000 y log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 7.17. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de HEXAZINONA
en agua grado cromatogréfico adicionada con 0.4 ug de compuesto sobre fase
PLRP, comparada con la curva teérica obtenida con un programa de computo
para N = 1000 log k'w obtenido de la extrapolacién cuadratica.
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Figura 8.1, Curva de rendimiento porcentual de extraccién de FENURON en
agua pura y en agua con 4cidos himicos a 3 niveles de concentracion
adicionadas con 0.4 ng de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 8.2. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de MONURON en
agua pura y en agua con dcidos humicos a 3 niveles de concentracién
adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.3. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de DIURON en
agua pura y en agua con &acidos himicos a 3 niveles de concentraci6n
adicionadas con 0.4 g de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.4. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de BAYGON en
agua pura y an agua con #écidos humicos a 4 niveles de concentracién
adiclonadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Fiqura 8.6. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de
CARBOFURANO en agua pura y en agua con acidos humicos a 3 niveles de
concentracion adicionadas con 0.4 j1g de compuesto sobre fase C18
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Figura B.5. Curva de rendimiento porcentual de exiraccion de BAYGON en
agua pura y en agua con @cidos humicos a 4 niveles de concentracién
adiclonadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase PLRP-S.
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Figura 8.7. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de CARBARILO en
agua pura y en agua con &cidos humicos a 3 niveles de concentracién
adicionadas con 0.4 ng de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.8, Curva de rendimiento porcentual de extraccién de
DEISOPROPILATRAZINA en agua pura y en agua con &cidos humicos a 3
niveles de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.10. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de 2-
HINDROXIATRAZINA en agua pura y en agua con acidos himicos a 3 niveles
de concentracion adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.9. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de

DESETILATRAZINA en agua pura y en agua con 4cidos himicos a 3 niveles
de concentracién adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.11. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de SIMAZINA en
agua pura y en agua con &cidos humicos a 3 niveles de concentracién
adicionadas con 0.4 ug de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.12. Curva de rendimiento porcentual de extraccién de HEXAZINONA
en agua pura y en agua con &cidos himicos a 3 niveles de concentracién
adicinnadas con 0.4 g de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.13. Curva de rendimiento porcentual de extraccion de ATRAZINA en

agua pura y en agua con d&cidos humicos a 3 niveles de concentracion
adicionadas con 0.4 g de compuesto sobre fase C18.
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Figura 8.14. Curva de rendimiento porcentual de exiraccion de SIMETRINA
en agua pura y en agua con acidos humicos a 3 niveles de concentracion
adicicnadas con 0.4 g de compuesto sobre fase C18.
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