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RESUMEN

El agua es un recurso natural indispensable para la vida. Sin embargo, el progreso
y los avances logrados por el hombre han llevado a producir miles de compuestos
quimicos, que por un lado contribuyen a mejorar la calidad de vida, pero por otro
causan serios problemas de contaminacion al ser introducidos directa o
indirectamente en el agua. La actividad de la agricultura alrededor de los
ecosistemas acuaticos ha generado la presencia de una gran cantidad de
contaminantes, entre los que se encuentran los plaguicidas, que usualmente estan
presentes en mezclas complejas con otros compuestos. Los plaguicidas,
especificamente de la familia de las triazinas representan el mayor grupo de
plaguicidas utilizados en la agricultura. Se distinguen por tener una actividad
herbicida e insecticida bastante selectiva, una moderada solubilidad en agua
(polaridad). Como son biodegradables tienden a ser de vida corta cuando estan
libres en el ambiente. Estas caracteristicas hacen que sea dificil su seguimiento e
identificacion, asi como poderlos asociar a dafios ambientales. EI comportamiento
y la estabilidad de la atrazina (ATZ) y tres compuestos de degradacion,
desetilatrazina (DEAT), deisopropilatrazina (DIAT) e hidroxiatrazina (HAT), fueron
evaluados bajo los factores de: Hidrdlisis (A), pH (B) y temperatura (C). Se realiz6
un disefio experimental factorial, para conocer la degradacién y/o transformacién
de los plaguicidas en estudio. La cuantificacién de dichos compuestos se realizo
por cromatografia de liquidos de alta resolucidn acoplada a espectrometria de
masas (CLAR-EM). El objetivo de esta investigacidon fue la implementaciéon de la
metodologia para la determinacién y la cuantificacion de los analitos de interés
(ATZ, DEAT, DIAT e HAT), para evaluar el tiempo de vida media (t12) de los

plaguicidas en estudio en funcion de los factores mencionados.

Palabras clave: Triazinas, atrazina (ATZ), desetilatrazina (DEAT),
deisopropilatrazina (DIAT), hidroxiatrazina (HAT), cromatografia de liquidos de alta

resolucion acoplada a espectrometria de masas (CLAR-EM)



CAPITULO I. Problematica

1.1. Introduccion

Es una paradoja que sustancias como los denominados plaguicidas sean
utilizadas en un sentido benéfico para salvaguardar la seguridad alimentaria de
una nacién, cuando al mismo tiempo surge la problematica de la contaminacién
ambiental que provocan, ya sea por el uso incontrolado o indiscriminado de estos

compuestos o por su dispersion en el ambiente.

No se pone en juicio el que sean realmente agentes quimicos extraordinarios
utilizados para obtener la produccion sostenible de cultivos satisfaciendo la
demanda mundial de alimentos sino, por el contrario, aunque existen diversos
estandares de niveles maximos aceptables para el consumo humano muchos
estudios se centran en la permanencia de la sustancia activa inicial aplicada a un
cultivo y no en sus metabolitos de degradacion que persisten en el ambiente y que
llegan por diversas rutas de transporte a la atmosfera o atmdsfera, a los suelos y a
las aguas superficiales, lo cual en ocasiones puede llegar a una conclusién
errénea respecto de la seguridad de un producto autorizado para ser usado. Esto
es de suma importancia ya que los productos de degradacion de estas sustancias
pueden ser igual de nocivos y toxicos para los seres vivos de los distintos

ecosistemas (Tomlin, 2009).

Es por eso que la cinética de degradacion y el empleo de técnicas analiticas como
la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) o cromatografia de gases
(CG) acoplada a la espectrometria de masas (EM) deriva en analisis rigurosos de
los residuos existentes en el campo de estudio y son cruciales para tener bases
cientificas solidas que permitan generar las normativas en materia de plaguicidas

y/o modificar las existentes de acuerdo con el impacto ambiental, social y



economico de la region en donde son utilizados (Borja-Urzola, 2017; Gonzalez-
Garcia, 2018; Hernandez-Arriaga, 2017).

El uso de plaguicidas en la agricultura moderna para el control de plagas ha sido
acompafado de una coevolucion de estas ultimas que no han dejado de
acompanar a la humanidad desde tiempos inmemoriales. Un amplio portafolio de
plaguicidas esta disponible actualmente y se disefian tomando en cuenta los
efectos toxicoldgicos que causaran en una plaga particular sin ocasionar dafios o
efectos colaterales a la flora y fauna existentes en el ambiente (Navarro et al.,
2004).

Con el descubrimiento de las propiedades del dicloro-difenil-tricloroetano (DDT)
como agente quimico por Paul Muller en 1939 (Tadeo, 2008), comenzo la era
moderna del desarrollo de esta sustancia y su cada vez mas extensiva aplicacion.
Posterior a la restriccion y desplazamiento notorio de los plaguicidas
organoclorados en paises primermundistas se ha observado el aumento en el uso
de la familia de los organofosforados, carbamatos y triazinas, como una mejor

opcion (Fong et al., 1999).

1.2. Hipétesis

Bajo condiciones acidas la atrazina (ATZ) tendera a degradarse por des-
alquilacién en los metabolitos desetilatrazina (DEAT) y deisopropilatrazina (DIAT),
en tanto que bajo condiciones basicas el metabolito final formado sera
hidroxiatrazina (HAT) via hidrolisis.

1.3. Justificacion

Uno de los plaguicidas de mayor uso en México para eliminar maleza (plantas que
no son deseables) es la atrazina (ATZ) y, si bien, presenta una degradacién

promedio de 35 a 50 dias, a menudo se realizan evaluaciones del ingrediente



activo ATZ y su comportamiento en aire, suelo y/o agua, ya que deben también

considerarse sus metabolitos que persisten en el ambiente (Tadeo, 2008). Por lo

anterior, el presente trabajo considera un estudio multifactorial de condiciones que

emulan las ambientales, con la finalidad de evaluar el comportamiento de la ATZ

en las aguas superficiales, que muchas veces son los depdsitos finales de este

plaguicida y sus metabolitos.

1.4.

1.41.

1.4.2.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el comportamiento del ingrediente activo atrazina (ATZ) y sus
metabolitos hidroxiatrazina (HAT), desetilatrazina (DEAT) vy
deisopropilatrazina (DIAT) bajo diferentes condiciones de luz, temperatura y
pH.

Objetivos particulares

Identificar los productos de degradacién a las concentraciones definidas en
ppm y cuantificar la tasa de degradacién del herbicida ATZ

Cuantificar el tiempo de vida media con base en la cinética de degradacion
de la hidroxiatrazina (HAT), desetilatrazina (DEAT) y deisopropilatrazina

(DIAT) metabolitos de la atrazina.

A continuacién, en el siguiente capitulo se presenta el marco tedrico de esta

investigacion.



CAPITULO II. Marco teérico

2.1. Definicién de plaguicida

Las plagas agricolas han afectado a la humanidad y se les ha mencionado desde
tiempos inmemorables, aun en el antiguo testamento biblico. En la modernidad, el
desarrollo de sistemas de control de estas afectaciones a través del uso extendido
de los plaguicidas es de vital importancia para asegurar una produccion
alimentaria inocua sostenible en el tiempo y que garantice el menor impacto al

ambiente y la salud humana.

En este contexto, para controlar una plaga (organismos como: virus, hongos,
bacterias, insectos, roedores o fauna nociva), que puede dafiar a los cultivos y que
llegue a convertirse en un vector potencial de enfermedades es necesario utilizar
plaguicidas, agentes fitosanitarios, etc., que son denominaciones dadas a
sustancias quimicas organicas y/o inorganicas destinadas a destruir, controlar o
combatir de algun modo a las plagas. De manera general, las formulaciones de los
plaguicidas son mezclas complejas de agentes quimicos cuyo ingrediente activo
es el responsable del efecto inhibidor de la plaga. El estado fisico de estos
ingredientes activos es desarrollado por las empresas manufactureras en solidos
(polvos, granulos, pastillas) o liquidos (emulsiones, concentrados, etc.) de acuerdo
con la efectividad que se desee, forma de aplicacion y seguridad del manipulador
final (FDA, 2018).

A menudo se utilizan destilados industriales organicos para disolver los
ingredientes activos de las formulaciones y que desempefan el papel de
coadyuvantes para incrementar la retencién y adsorcién de la férmula activa en los
tallos y hojas de las plantas. Sin embargo, estos solventes por si solos ya son

altamente téxicos, como por ejemplo, tolueno, xileno, cloruros de metileno,



keroseno, etc. Muchas veces el etiquetado no advierte sus propiedades fisicas y
quimicas y las posibles afectaciones a la salud del(a) manipulador(a).

Ademas del disolvente, la toxicidad de un plaguicida esta dada por el ingrediente
activo ya que la estéreo-isomerizacion (McMurry et al., 2008), en el proceso de
manufactura del plaguicida es crucial pues algunas impurezas de tipo cis o trans
son indeseables para una formulacion en particular y que afectan la efectividad del
plaguicida o, en caso contrario, aumentan el riesgo de intoxicacién del(a)

aplicador(a).

2.2. Clasificaciéon y modo de accion de los plaguicidas (Tadeo,
2008)

2.2.1. Herbicidas

Inhibidores de la sintesis de aminoacidos. Los plaguicidas inhibidores de la
sintesis de aminoacidos actuan sobre una enzima especifica para evitar la
produccion de ciertos aminoacidos que son clave para el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Por ejemplo, para la correcta asimilacion de nitrégeno que realizan
las plantas se necesitan del neurotransmisor glutamato y amoniaco en la que

también participa la enzima glutamina y que es inhibida por diversos plaguicidas.

Inhibidores de la division celular. La tubulina es una proteina esencial para la
construccidon del esqueleto intracelular en células eucariotas. Los plaguicidas,
como los dinitroanilinas, acidos benzoicos y piridinas, perturban las paredes de la

tubulina y con ello la division celular.

Inhibidores de la fotosintesis. El objetivo de muchos plaguicidas es interferir con
la fotosintesis y para ello existen diferentes mecanismos como la generacion de
radicales libres y bloqueo del transporte de electrones, aunque la mayoria

interfiere con la plastoquinona que regula la transferencia de electrones. Los



plaguicidas en esta clasificacion son las fenil ureas, triazinas, piridinas,

carbamatos, nitrilos y amidas.

2.2.2. Insecticidas

Interferencia de las senales en el sistema nervioso. Estos plaguicidas
(piretroides y organoclorados) se caracterizan por ser altamente venenosos ya que
inhiben los canales que conducen los iones. Los piretroides alteran la
permeabilidad de los nervios de la membrana celular bloqueando los iones sodio y
potasio. Los compuestos organoclorados pueden inducir convulsiones en los
insectos, interactuando con los poros de la estructura de la lipoproteina causando

excitacion de los nervios.

Inhibidores de la colinesterasa. La acetilcolinesterasa es una enzima que juega
un papel fundamental en el sistema nervioso de los animales, ya que hidroliza la
neurotransmisora acetilcolina inmiscuida en la sinapsis neuronal. Los
organofosforados y carbamatos inhiben esta funcién dando como resultado una

acumulacioén de acetilcolina perturbando el funcionamiento.

Inhibidores de la sintesis de la quitina. La quitina esta presente en hongos y
artrépodos, pero ausentes en plantas y mamiferos. Siendo un poliglucido, los
insecticidas del grupo bencil ureas provocan la ruptura de la conexion entre la N-

acetilglucosamina y la quitina, inhibiendo la muda de piel de los insectos.

2.2.3. Fungicidas

Grupo sulfhidrico (tiol). Los grupos sulfhidrico (R-SH) se encuentran presentes
en sitios activos de muchas enzimas y su inhibicién puede ocurrir por la formacion
de un complejo que afecta la estructura y funciones de las membranas celulares

causando tumores en la mitocondria. Los ditio-carbamatos son tipicos de este

grupo.



Inhibidores de la division celular. Los fungicidas pertenecientes al grupo
quimico benzimidazol reaccionan con la proteina tubulina que es el componente
basico del esqueleto intracelular impidiendo la formacion de microtubos

incapacitando la division de la célula.

Inhibidores de la sintesis de ergosterol. Los azoles, morfolinas y piridinas
actuan contra diversos tipos de hongos perturbando la sintesis de giberelinas que
regulan el crecimiento vegetal, la sintesis de ergosterol es compleja ya que es un
componente lipidico de la membrana celular sobre el cual actuan por diferentes

mecanismos los plaguicidas.

2.3. Plaguicidas, proceso histérico: Origen y usos

Es de particular interés que los seres vivos producimos compuestos organo-
halogenados que actuan como “plaguicidas naturales”, en contra de infecciones
causadas por hongos y bacterias (McMurry et al., 2008). En este contexto, la
afectacion que las plagas provocan a los cultivos no es reciente y el uso de cal,
azufre, arsénico y compuestos de foésforo eran usados para el combate a insectos
y roedores (Arata, 1983).

Como todo ambito de la vida humana, con la revolucion industrial en el siglo XIX
los plaguicidas de la mano del desarrollo de la quimica tuvieron un auge notorio y
de vital importancia para el abasto del sector alimentario por lo que los
monocultivos entraron en un proceso acelerado. México no fue ajeno a estos
cambios pues se utilizaban plaguicidas sobre todo de caracter inorganico como
arseniato de plomo, arseniato blanco, acido cianhidrico, arsenito de cobre, acido
carbolico y acido fénico, sulfato de cobre con cal viva (Arata, 1983).

Para limitar el uso de plaguicidas en el ambiente se pueden usar métodos como

barreras fisicas o bioldgicas a los cultivos, rotacion de cultivos, control bioldgico,



etc. Y precisamente para disminuir los residuos de plaguicidas en los alimentos y
asegurar la inocuidad por estos agentes en 1923 se emitio la primera legislacion

mexicana referente al tema (Arata, 1983).

El impacto econdmico y social causado por el descubrimiento y aplicacion del
DDT, insecticida organoclorado, en 1939 por Paul Muller, fue tal que en esa época
era visto con buenos ojos a la poca opinién publica y que fue cambiando
paulatinamente en la década de los sesentas por publicaciones cientificas que
alertaban sobre los dafios a los organismos vivos por su uso indiscriminado. Sin
embargo, se estima que un tercio de la produccion mundial anual de alimentos,
especialmente los monocultivos, se perderia sin un sistema de control de plagas
(Tadeo, 2008).

2.4. Importancia econdmica

Derivado del incremento de la poblacién mundial y con ello de la demanda de
alimentos se requiere poner mayor énfasis por parte de las agencias sanitarias de

los gobiernos para asegurar el consumo e inocuidad de los productos.

En esta linea, es de suma importancia econémica que se apliquen sistemas de
reduccion de riesgos de contaminacion ya sean quimicos, biolégico o fisicos para

prevenir grandes pérdidas monetarias de los productores en sus cosechas.

Tan solo los productos mexicanos del campo con destino al resto de
Norteamérica, Canada y los EE.UU., se ven en situaciones de rechazo de

importaciones por la presencia de residuos de estos plaguicidas.

La US Food and Drug Administration (FDA) publicé 282 rechazos en 2017 por la
presencia de plaguicidas por encima de los Limites Maximos de Residuos (LMR)
(Figura 2.1).
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Figura 2.1. Principales rechazos de importaciéon por presencia de plaguicidas en frutas y
hortalizas con destino a EE.UU., 2017 (FDA, 2018)
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Esta situacion es comparable al afio 2003 en donde de un total de 2494 muestras
analizadas en los EE.UU., provenientes principalmente de Meéxico, China vy
Holanda en el 31% de los casos resultaron con residuos de plaguicidas por

encima de los LMR para diferentes tipos de frutas y vegetales (FDA, 2018).

2.4.1. Atrazina en México

El gran impacto econdmico generado por el uso de la atrazina en especial para los
cultivos de maiz, sorgo y caina de azucar y la conocida dependencia de México por
las importaciones de maiz americano radica en un ahorro de mitigacion de
pérdidas de hasta 2000 millones de ddlares, cerca de 28 ddlares por hectarea
(Hansen et al., 2013).
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Se refutan argumentos en contra de la prohibicién del uso de la atrazina como
herbicida citando que de no usarse se tendria que recurrir a plaguicidas de uso
post emergencia lo que conllevaria un menor rendimiento de los cultivos por la
competencia de crecimiento contra las malezas comunes. Lo que implicaria en
grandes costos econdmicos (USEPA, 2006). Se calcula que anualmente la
produccion de este plaguicida asciende a las 70,000 a 90,000 toneladas anuales a
nivel mundial (McDougall, 2010), lo cual es relevante si en el afio 2001 México
consumio cerca de 21,000 toneladas tan solo en herbicidas (Figura 2.2), en vez de
comerse los quelites, que era la forma tradicional de contender con esta supuesta
plaga de malezas en la milpa ayudando a la nutricién al ingerir verdura fresca

diariamente (Duran-Dominguez-de-Bazua, 2020).
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Figura 2.2. Valor en el mercado mexicano por uso de plaguicidas (FAO, 2018)

En el comercio nacional tanto las importaciones como exportaciones con el paso
de los afos han experimentado un notable auge derivado de que México se ha
convertido en una potencia agroalimentaria y, por lo tanto, una produccion
sostenible en el tiempo no seria posible sin los insumos como los plaguicidas. En
la Figura 2.2, se aprecia que para el aino de 2016 en todo el territorio nacional los
plaguicidas en materia de comercio neto (exportacion e importacion) representd
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poco mas de 17,000 millones de pesos que concuerda con lo reportado por la
Union Mexicana de Fabricantes y Formuladores de Agroquimicos, A. C.
(UMFFAAC) (Bejarano-Gonzalez, 2017).

Analogamente, la Figura 2.3 muestra una tendencia de que casi un tercio de los
plaguicidas destinados a los cultivos son los herbicidas dentro de los cuales las
triazinas son un elemento importante. Las cifras anteriores corresponden a 282
organismos como la asociacion de Proteccién de Cultivos, Ciencia y Tecnologia
A.C. (PROCCYT), la UMFFAAC y empresas trasnacionales de agroquimicos que
dominan el mercado nacional como son Syngenta, Bayer, Monsanto, Dow-Dupont
y BASF. Estas ultimas, marcan la tendencia comercial controlando el 33% del

comercio nacional en materia de plaguicidas (Bejarano-Gonzalez, 2017).
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Figura 2.3. Consumo nacional en materia de plaguicidas y herbicidas (FAO, 2019)

2.5. Regulacion

Las autoridades gubernamentales por medio de las instancias sanitarias de cada

pais gestionan las normas oficiales, limites maximos de residuos (LMR) asi como
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la Ingesta diaria recomendada (IDR) en los alimentos, guiados por las pautas que
establecen organizaciones en esta materia como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), sobre

residuos de plaguicidas.

Actualmente en México existen Normas Oficiales Mexicanas (NOM) referentes a
cada aspecto de la cadena de suministro del uso de los plaguicidas vigente en

todo el territorio nacional, las cuales son:

- NOM-232-SSA1-2009. Plaguicidas: Que establece los requisitos del envase,
embalaje y etiquetado de productos grado técnico y para uso agricola, forestal,
pecuario, jardineria, urbano, industrial y doméstico (DOF, 2010)

- NOM-033-FITO-1995. Se establecen los requisitos y especificaciones
fitosanitarias para el aviso de inicio de funcionamiento que deberan cumplir las
personas fisicas o morales interesadas en comercializar plaguicidas agricolas
(DOF, 1996a)

- NOM-034-FITO-1995. Especificaciones fitosanitarias para el aviso de inicio de
funcionamiento que deberan cumplir las personas fisicas o0 morales interesadas
en la fabricacion, formulacion, formulacion por maquila, formulacién y/o maquila
e importaciéon de plaguicidas agricolas (DOF, 1996b)

- NOM-052-FITO-1995. Por la que se establecen los requisitos y especificaciones
fitosanitarias para presentar el aviso de inicio de funcionamiento por las
personas fisicas o morales que se dediquen a la aplicacion aérea de
plaguicidas agri-colas (DOF, 1997)

- NOM-032-SAG/FITO-2014. Por la que se establecen los requisitos y
especificaciones fitosanitarios para la realizacion de estudios de efectividad
bioldgica de plaguicidas agricolas y su Dictamen Técnico (DOF, 2015)

- NOM-003-STPS-2016. Actividades agricolas-Condiciones de seguridad y salud
en el trabajo (DOF, 2017a)

- NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017. Limites maximos de residuos. Lineamientos

técnicos y procedimiento de autorizacion y revision (DOF, 2017b).
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En 2012, los procedimientos para dictaminar la efectividad biolégica de plaguicidas
de uso agricola que con fundamento en la Ley Federal de Sanidad Vegetal que le
competia a la SAGARPA fueron actualizados referentes a la NOM-032-SAG/FITO-
2014 (DOF, 2015), por lo que el SENASICA promueve también la determinacion y
autorizacion de LMR (parametros fundamentales para el registro de plaguicidas en
México), atribucién compartida entre este Servicio Nacional en lo que corresponde

a estudios de residuos en campo y la COFEPRIS (2019) sobre riesgos a la salud.

Ademas, para una adecuada implementacion y coordinacion de las estrategias de
vigilancia y monitoreo de residuos en productos del campo mexicano, practicas de
buen uso y manejo de agroquimicos en todos los niveles productivos es imperativo

incluir a las autoridades responsables y coadyuvantes como:

La COFEPRIS, la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC) y la
Secretaria del Trabajo y Prevision Social (STPS), asi como Instituciones

Académicas y de Investigacion, tales como

La Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), representantes del sector
privado, como los productores agricolas, pecuarios y acuicolas; la industria
farmacéutica y de los alimentos para animales, transformadores vy

comercializadores.

Actualmente, en México la COFEPRIS tiene el compromiso de actualizar el
Catalogo Oficial de Plaguicidas por la razén de que existen 3140 registros
sanitarios vigentes (COFEPRIS, 2019), algunos otorgados antes de 2005 y que
concentran 183 ingredientes activos de los plaguicidas autorizados en México que
son considerados altamente peligrosos para su uso extensivo con toxicidad aguda
y que de ellos 140 estan prohibidos en 37 paises principalmente de la Union
Europea (Bejarano-Gonzalez, 2017).
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2.5.1. Limite maximo de residuos

Existe un limite maximo de residuos aceptable (MRL; por sus siglas en inglés) de
plaguicidas en alimentos (FAO, 2019) para que pueda entrar en los distintos
mercados nacionales e internacionales. Estos limites pueden afectarse por un uso
indiscriminado en las aplicaciones de plaguicidas ya sea autorizados o no. Para
evitar danos a la salud publica la NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017 (DOF, 2017b),
establece los lineamientos para los LMR expresado en mg kg™~ vy, en particular,
para la atrazina en concordancia con la base de datos de la Comision Europea
establece un valor minimo de referencia de 0.05 mg kg™, es decir, 5 ppm, aun
cuando en ese continente esta prohibido el uso de este plaguicida desde el 2005.
La razon es porque causa dainos a la piel y, en uso prolongado, afecta los 6rganos
de la vias respiratorias y es toxico para la vida acuatica. En especifico, para el
agua la USEPA (2006) refiere que la vida media en aguas superficiales de la
atrazina alcanza los 200 dias y asegura que no tienen tendencia a bioacumularse.
La ingesta oral establece un valor de 0.01 [mg kg'] d" y para agua potable de
consumo humano en 0.003 mg L™ (3 yg L™). El Codex Alimentarius (FAO, 2019)
no cuenta con LMR para este plaguicida debido a que no esta aprobado para su
uso en la Unién Europea, pero recomienda que en paises en desarrollo se utilice
la referencia de 1 ppm, algo vergonzoso ya que los producen empresas europeas
para envenenar a los habitantes de los paises de Africa, Asia y América Latina y el
Caribe (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Limite maximo de residuos de ATZ para agua de consumo humano

Plaguicida Unién EE. UU. Canada OMS México
Europea (USEPA, | (PMRA,1993) | (FAO,2019) NOM-082-SAG-
(FAO, 2019) 2006) FITO/SSA1-2017

(DOF, 2017b)
Atrazina [ugL™] 0.10 3 5 2 2
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Puesto que la atrazina es un herbicida polémico existen los LMR (Tabla 2.1) para
agua de consumo humano. Debe mencionarse que para sus metabolitos, la
regulacion es estricta en agua potable. Por esa razon, en regiones sin
normatividad la Union Europea recomienda un limite de 0.1-0.5 ug L™ para la

suma del ingrediente activo y sus productos de degradacion (Khan et al., 2017).

2.6. Propiedades fisicoquimicas

Previo al estudio de los plaguicidas comunmente usados es necesario hacer las
definiciones pertinentes de sus propiedades fisicoquimicas que determinaran su
comportamiento en el ambiente (suelo, aire, agua, fruto, seres vivos), asi como la
seleccion del método mas adecuado para hacer una serie de muestreos que

permitan identificar y cuantificar la cantidad minima de residuos en el tiempo.
2.6.1. Polaridad de una sustancia y solubilidad en agua

De manera general la polaridad de una sustancia y su comportamiento en un
disolvente influye en la solubilidad, asi como su volatilidad que se relaciona con la

distribucion de esa sustancia en un sistema de fases vapor-condensado.

La polaridad de una sustancia (medida por medio de su momento dipolar y, en
debyes), en este caso los plaguicidas, es una desigualdad de carga eléctrica
presente en la estructura molecular dada la presencia y arreglo estereoquimico de
atomos como O, N, CI, F, etc. (con electronegatividad alta), que influyen en una
densidad electronica heterogénea de la molécula. Para las sustancias cuyo arreglo
molecular en el espacio y la distribucién de sus atomos mediante sus enlaces
quimicos no presentan una diferencia significativa de carga se dice que son no
polares; sin embargo, no significa que no presenten interacciones mediante las
llamadas fuerzas de van der Waals y que, por tanto, tengan cierta solubilidad en
agua (M = 1.85 D, x = 80.0). De lo anterior, solventes como nitrobenceno (u = 4.21
D, x = 35.7), clorobenceno (u = 1.7 D, x = 5.7), tolueno (un = 0.37 D, x = 2.4), etc.,
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pueden clasificarse dentro de sustancias polares y que pueden solubilizarse en

agua.

La solubilidad de un soluto (plaguicida sélido) con su solvente (suelo, aire, agua,
frutos, seres vivos) dependera de interacciones electroestaticas. Por ejemplo, el
DDT que es una sustancia caracterizada como no polar tiene mas afinidad por los
solventes hidrocarbonados no polares (grasas y tejidos de seres vivos) que, por el

agua, sustancia polar por excelencia (Tadeo, 2008).

Adicionalmente, la solubilidad depende de factores extrinsecos tales como
temperatura, presencia de metales y sales, pH, presencia de impurezas como

materia organica y métodos para determinar la solubilidad.
2.6.2. Coeficiente de reparto octanol-agua

El coeficiente de reparto octanol-agua de una sustancia da la pauta para la toma
de decisiones a la hora de seleccionar el solvente adecuado para realizar una
extraccion de un plaguicida presente en una matriz (alimento, agua, suelo, etc.).
Este coeficiente indica la tendencia de un plaguicida o soluto para distribuirse en el
equilibrio en dos fases de acuerdo con la ecuacion 2.1:

Kc:-w=g Ec. 2.1

donde Kow es el coeficiente de reparto, p es la fraccidon del soluto en la fase no

polar (octanol) y q es la fraccién en la fase polar (agua).

Ejemplificando, una molécula no polar de un plaguicida como el DDT (C14HgCis)
tiene baja solubilidad en agua y altos valores de Kow, lo que le confiere mayor
tendencia para sedimentarse en los ambientes acuaticos. Para un mejor manejo y
comparacién de los datos es comun utilizar log Kow que, ademas, ayuda a

visualizar el comportamiento de un plaguicida no polar en los seres vivos
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(bioacumulacion) dada su tendencia a acumularse en los tejidos grasos. Esto
significa que si el coeficiente log Kow , €s mayor a uno entonces el plaguicida es

liposoluble con tendencia a acumularse en los seres vivos.

Para dar un panorama general del comportamiento de un plaguicida con base al
parametro Koy, se tiene que (Singh, 2012):

- Kow > 1000; indica la fuerte afinidad del plaguicida por adsorberse en el
suelo por interaccién electrostatica
- Kow < 500; indica que el plaguicida presenta tendencia a solubilizarse en

agua por lo que se acumula en aguas superficiales.

2.6.3. Presion de vapor y volatilidad

De forma analoga al Kow, la volatilidad de una sustancia es la tendencia de
evaporarse entre dos fases cuando una de ellas es gaseosa, en este caso el aire
del ambiente, debido a que algunas sustancias no son estables a presion y
temperaturas normales (1 atm, 25°C). Por tanto, la presion de vapor de un
plaguicida sera alta cuando a una temperatura dada pase a la fase vapor
facilmente y, de esta manera, sea posible estimar el comportamiento del

plaguicida en el ambiente (Singh, 2012).
- Pvapor > 10-3 mm Hg; tienen tendencia a dispersarse hacia la atmosfera o
atmoésfera

- Pvapor < 10-7 mm Hg; son muy poco volatiles por lo que tienden a estar

presentes en suelos y aguas superficiales.

2.6.4. Ley de Henry

En una solucién acuosa la presion de vapor induce a una sustancia a volatilizarse

al igual que la polaridad de la sustancia disolvente, por lo que la tendencia de una
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sustancia a pasar a la fase gaseosa es una funcion de la presion de vapor y la
solubilidad. La Ley de Henry describe las concentraciones en el equilibrio de una
sustancia entre una fase gaseosa (aire) y una liquida (agua) y viene dada por la

ecuacioén 2.2

Ec. 2.2

donde H es la constante de Henry, P es la concentracion en el aire (atm) y S
concentracion en el agua (mol/m®), con lo que puede conocerse H a una

temperatura dada, presion de vapor y solubilidad en agua.
2.6.5. Caracter acido-base (pKa)

Indica el caracter acido-base de una disolucién que tiene efecto en el proceso de
adsorciéon en suelos de los plaguicidas sean i6nicos o no iénicos, asi como, su
fuerza acida y/o basica. Este proceso estara condicionado por el pH, la carga
eléctrica y la fuerza i6nica. La constante de disociacion idnica que depende de una
disolucién en particular esta dada por la naturaleza del plaguicida.

2.6.6. Capacidad de adsorcién de un plaguicida en el ambiente

Ademas de la definicion del coeficiente de reparto octanol-agua que da la pauta de
distribucion en los seres vivos-agua de los plaguicidas es adecuado sefalar la
distribucion de los plaguicidas de acuerdo con su afinidad por el tipo de suelo o si
estara presente en disolucién en los mantos acuiferos y/o aguas superficiales y de
esta manera estimar su permanencia en el ambiente. Los plaguicidas con
tendencia a realizar una fisisorcidn con el suelo resultan de las interacciones por
fuerzas couldmbicas y que no tengan predisposicion a reaccionar con el sustrato
(quimisorcién), en caso contrario los plaguicidas tenderan a contaminar las aguas
(Sherma y Cairns, 1992).
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La introduccion anterior da la pauta para la definicion del coeficiente de
distribucion Ky o coeficiente de sorcion que es la fraccion (C,) en equilibrio de la

especie adsorbida en el suelo con la fraccion en la solucion (Cy) (ecuacion 2.3).

C Ec.2.3

K, =—
d E.d

2.7. Estructura de las triazinas

Son plaguicidas heterociclicos del nitrdgeno. Se usan como herbicidas en mas de
50 tipos de cultivos (maiz, algodén, sorgo, soya, trigo, papa, jitomate', etc.) con
bajas dosis de aplicacion y con dosis altas pueden convertir los suelos fértiles a
estériles. Es tal su uso que, en Brasil, con la cana de azucar y, en los Estados
Unidos, son indispensables en los cultivos de maiz para la produccion de etanol
como biocombustible. Las triazinas y sus subgrupos como las cloro triazinas,
metoxitriazinas, metiltiotriazinas y triazinonas representan cerca del 30% del

mercado mundial de insecticidas (LeBaron et al., 2008).

La actividad herbicida de las triazinas fue descubierta en 1954 vy fue
posteriormente en 1958 que derivd su produccion a gran escala para uso
agroquimico por la empresa Geigy, S. A., sintetizando simazina y atrazina (Draber
y Fujita, 1992). En México, la produccion de los plaguicidas triazinas se remonta a
la década de los sesentas por parte de la filial Geigy Schweizerhalle (actualmente
Novartis) en donde los lotes correspondian a atrazina y simazina principalmente

con el objetivo de reducir la labranza, por supuesto en los grandes productores de

! Jitomate (Solanum lycopersicum) es una palabra que viene del nihuatl y significa tomate con ombligo, de xictli, ombligo y tématl,
fruto con mas de veinte variedades originarios de México y usados para suavizar el sabor picante del chile (Cabrera, 2002). El jitomate
se ha internacionalizado con el nombre de tomate pero los tomates son todos los frutos originarios de Mesoamérica. Los mas
conocidos son justamente el jitomate, el tomate (Physalis angulata L.), fruto verde-amarillento que tiene una cubierta tipo pergamino y
que, para diferenciarlo en donde no conocen la palabra jitomate, le denominan “tomatillo”. Los costomates (tomates amarillos, de
coztic, amarillo) los xaltomates o jaltomates (de xalli, particulas pequefiisimas o arenas muy finas, por ser frutos muy pequefios y con
semillas pequefiisimas), los miltomates (tomates de milpa, muy dulces), etc., que ahora se les llama “dorado (pomma d’oro)”, “cherry”,
“saladet” o “guaje”, etc., por el desconocimiento de su origen pre-colombino y sus nombres originales particulares para cada uno [Nota
de la supervisora técnica tomada de Garcia-Montiel et al., 2016]
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granos y hortalizas del pais (noroeste de México). Un cultivo objetivo en México es
en la produccidn de maiz que en el afio 2004 ascendié a 42,000 toneladas
solamente por debajo de EE.UU., China y Brasil y por supuesto el uso de la
atrazina esta ampliamente arraigado no solamente en este cultivo sino en una
vasta diversidad de hortalizas y granos (LeBaron et al., 2008) porque los quelites,
fuera de las verdolagas, no se comen en el noroeste de México. En 2005, tan solo
en los EE.UU., la atrazina represento el 65% en uso por herbicidas mientras que el
porcentaje restante corresponde al glifosato, metolaclor, acetoclor, etc. Las
razones del uso extensivo de las triazinas es que aumentan la concentracion de
materia organica en los suelos pues se disminuye el uso de labranza convencional
dando paso a una agricultura de conservacion manteniendo la humedad y
reduciendo la evaporacion del agua, asi como la erosion de suelos. Por tanto, las
triazinas selectivas se usan en preemergencia a la invasion de pastos y malezas
en los cultivos. De los datos anteriores, México se coloca dentro de los 5
principales consumidores de triazinas junto con Estados Unidos, Brasil, Argentina
y China (LeBaron et al., 2008).

2.7.1. Atrazina

La atrazina (Figura 2.4) es un sdlido cristalino blanco y como metabolitos presenta

cuatro compuestos hidroxilados y tres compuestos clorados.
)CI\
Ny
Figura 2.4. Estructura molecular de la
H\ / atrazina
N N/\

N

P
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Es un herbicida sistémico inhibidor de la fotosintesis y su uso extendido radica en
su efectiva accidon contra las malezas y follaje de hoja ancha en preemergencia.
Se estima que en 2003, tan solo en los Estados Unidos, el 75% de los campos de
maiz, 58.5% de los campos de sorgo y 76% de los campos de cafia de azucar

fueron tratados con atrazina como principal ingrediente activo (USEPA, 2006).

Una de las rutas de produccién de la atrazina de mas uso extendido se representa
en el siguiente mecanismo (Figura 2.5), en donde como precursores esta el
amoniaco con metano y el acido cianhidrico con gas cloro usando carbén como

catalizador de la reaccion.

+
NH; CH,4 HCN
Amoniaco Metano Acido cianhidrico
.Cl.
N/
HCN + Cl — « J\
Acido cianhidrico dicloro cl N Cl
Cloruro cianurico
H,
+ 2|'|2N—C\ —»  Simazina
CHs
etilamina
N7
)\ J\ + :HZN—C\CH3 —>» Propazina
Cl N Cl CH, Cl
. lami
Cloruro cianurico sopropriamina )\
X

NT SN
HCH;  — NN NH—CoH H )|\ )\
H2N C\CHS | 2 2Ms —» \N N/ N/\
|

) . C3HzHN N Cl .
isopropilamina etanoamina H

Atrazina

+

7

Figura 2.5. Ruta de sintesis de las principales triazinas de uso extensivo
(LeBaron et al., 2008)

Posterior a la formacidén del intermediario cianuro-cloro, la isopropilamina y la
etilamina se desempefian como reactivos para la formacion de simazina y

propazina, respectivamente. Finalmente, la obtencién de atrazina, estos
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compuestos de triazina se obtienen en distintas fracciones para su posterior

separacion (LeBaron et al., 2008).

En términos de salud humana, en 2006, la Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés) determiné que, en el consumo
de granos y hortalizas con tratamiento de los herbicidas atrazina, simazina y
propazina no representaba dafio al organismo humano. En los aspectos
regulatorios por parte de la Agencia Australiana de Plaguicidas y Medicamentos
Veterinarios (APVMA, por sus siglas en inglés) se establecié un Limite Maximo de
Residuo para evitar dafios toxicologicos en anfibios de aguas superficiales de 40

ppb para la atrazina y sus metabolitos (APVMA, 2008).

La Unidn Europea fijé en 1996 un LMR de 15 ppb y, ademas, establecié que los
dafnos causados principalmente en ratas por cancer mamario no son relevantes
para los humanos (LeBaron et al., 2008). Finalmente, en 2001, la Organizacién
Mundial de la Salud (LeBaron et al., 2008) y la Comision Francesa de
Investigacion de Toxicidad sobre Productos de Plaguicidas validaron las
investigaciones de la Union Europea, la agencia australiana (APVMA, 2008) y la
estadounidense (FDA, 2018).

Su impacto ambiental radica en que persisten en las aguas superficiales y
subterraneas dada su tendencia a lixiviarse, se adsorben por los tallos y hojas de
las plantas interviniendo el transporte de electrones durante la fotosintesis a la

plastoquinona (Tadeo, 2008).

2.8. Degradacién

La degradacién de un plaguicida es el proceso por el cual esta sustancia se
descompone en sus subproductos, los cuales como resultado de la via cinética
son mas estables energéticamente y pierden su efecto de ingrediente activo, pero

persisten en el ambiente. Dependiendo de la velocidad de reaccion este proceso
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puede realizarse desde horas, dias o anos (Sherma y Cairns, 1992). Existe una
relacion costo beneficio ambiente-cultivo pues los plaguicidas que se degradan
con rapidez generalmente no son tan eficaces pues pierden su accion quimica
frente a las plagas dejando vulnerable al cultivo y persiste la necesidad de mas

aplicaciones (Sherma y Cairns, 1992):

- Degradaciéon microbiolégica. Ocurre por microorganismos como hongos y
bacterias y tiende a incrementar con la temperatura; ademas, con un pH

favorable, humedad y fertilidad del suelo se acelera su descomposicion

- Degradacion quimica. Dependiendo de la naturaleza del suelo, pH,
temperatura y tipo de interaccién entre el plaguicida y el fruto, hojas, tallos o
suelos las reacciones quimicas varian en orden de reaccion y velocidad de
descomposicion del plaguicida; por ejemplo, los plaguicidas organofosforados

se degradan mas rapidamente en suelos alcalinos

- Fotodegradacién. Consiste en el rompimiento de los enlaces quimicos de los
plaguicidas por accion de la luz solar y su magnitud dependera de la longitud de
onda y propiedades fisicoquimicas del plaguicida; ademas al aplicarse al follaje
del cultivo presentan mayor tendencia a fotodegradarse que si se incorporan al

suelo.

El perfil de descomposicién (Figura 2.6) ya sea en la atmosfera o atmdsfera,
frutos, hojas, tallos, suelo o agua sigue una tendencia en la cual se parte de los
agentes quimicos denominados sustancias activas que se degradan a metabolitos
(Kamrin, 1997), ademas de que existen especies que fungen como intermediarios.
La degradacion puede realizarse por las vias mencionadas y dependera de tantos
factores como los revisados en este trabajo, como de las propiedades
fisicoquimicas del ingrediente activo, condiciones ambientales y matriz en la que

se encuentre.
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Figura 2.6. Representacion tedrica de la degradacién de un plaguicida en el ambiente,

elaboracion propia

2.8.1. Degradacién microbiolégica

La degradacion microbiolégica de las triazinas (Tabla 2.2) es probablemente la
ruta con mayor tasa de descomposicion a metabolitos de este tipo de plaguicidas.
En este sentido, la atrazina y sus mecanismos de degradacion celulares vy
moleculares son tan complejos como variados con las especies participantes
(enzimas, bacterias, hongos), en degradarse a compuestos relativamente
inofensivos como el didxido de carbono (CO,) y el amoniaco (NH3) mediante la
descloracién (proceso quimico) o desalquilacion (proceso bioldgico) (LeBaron et
al., 2008).

Tabla 2.2. Bacterias participes en el proceso de degradacién microbiolégica de triazinas
(LeBaron et al., 2008)

Bacterias Triazina Parte removida Referencia
Agrobacterium radiobacter Atrazina Anillo y cadena lateral Moscinski et al. (1996)
Acinetobacter junii Simazina Cadena lateral Feakin et al. (1995)
Rhodococcus corallinus Atrazina Cloro y grupos aminos Cook et al. (1985)
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A pesar de la gran cantidad de triazinas utilizadas como plaguicidas, las agencias
gubernamentales aseguran que su bioacumulacion no es significativa dado que
son susceptibles a la degradacion tanto bidtica como abidtica teniendo en cuenta
los factores ambientales como tipo de suelo, temperatura, pH, humedad,
composiciéon microbiana del suelo, etc. Estas condiciones ambientales son
diversas en suelos y aguas superficiales y pueden agruparse como bidticos y
abidticos; contenido de materia organica, concentraciones de algun soluto,

porosidad del suelo, tiempo de residencia en el sistema.

2.8.2. Degradacion no microbioldgica

Analogamente a la degradacion microbiolégica, que es la via mas comun, también
se presentan las degradaciones de tipo abiotico como son: Hidrdlisis, fotdlisis,
oxidacion, conjugacion, reduccion o reordenamiento. Los aspectos inherentes
tanto a la fotdlisis como a la hidrdlisis son tan variados y complejos como los
mecanismos participantes y cambian ampliamente de un sistema a otro. De forma
general, las triazinas se degradan por la adsorcidén de longitudes de onda mayores
a los 290 nm (Konstantinou et al., 2001) teniendo lugar una fotdlisis indirecta en el
agua superficial. De manera paralela, la hidrélisis de las triazinas se realiza en
menor grado pero promovidas por sensibilizadores como acetona, surfactantes y
catalizadas por la presencia de carbono organico disuelto (acidos humicos, acidos
fulvicos, acidos carboxilicos o fenoles), nitratos y/u otros compuestos. Tal es el
caso del diéxido de titanio acoplado a membranas fotocataliticas que se han
usado en estudios de degradacion de triazinas en aguas superficiales para su

completa mineralizacion (Moreira et al., 2017).

A diferencia de la degradacion microbiologica en donde las reacciones de
desalquilacion y desaminacién dan lugar al fotoproducto de degradaciéon amoniaco
(NH3) y CO, como los componentes finales en mayor proporcién, la degradacién
por fotdlisis incluye una descloracion de la triazina y su hidroxilacion dando lugar a

la formacion de (Navarro et al., 2004):
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- Atrazina (ATZ) (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) (221 nm)
(216.37 m/z)

- Hidroxiatrazina (HAT) (4-Ethylamino-2-hydroxy-6-isopropylamino-1,3,5-triazine)
(240 nm) (198.39 m/z)

- Desetilatrazina (DEAT) (4-Amino-2-chloro-6-isopropylamino-1,3,5-triazina) (212
nm) (188.34 m/z)

- Deisopropilatrazina (DIAT) (6-Amino-2-chloro-4-ethylamino-1,3,5-triazina) (213
nm) (174.33 m/z)

y algunos productos intermedios menos frecuentes:

Deisopropilhidroxiatrazina (DIHAT) (6-Amino-4-ethylamino-2-hydroxy-1,3,5-
triazine) (234 nm) (156.11 m/z)
- Desetilhidroxiatrazina (DEHAT) (4-Amino-2-hydroxy-6-isopropylamino-1,3,5-
triazine) (234 nm) (170.37 m/z)

- Deisopropildesetilhidroxiatrazina (Amelina); 2-Hidroxi-4,6-diamino-1,3,5-triazina)

para la formacion final de:

- Acido cianurico (2,4,6-Trihidroxi-1,3,5-triazina)
- Cloroamelina (CAAT) (2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina)

Todos los compuestos anteriores son resultado de la fotodegradacién, son
moderadamente polares y fungen como intermediarios en la degradacién

microbioldgica (Navarro et al., 2004).

Tanto el pH como la temperatura influyen en cierta medida sobre las reacciones
de hidrdlisis de las triazinas teniendo en cuenta que los valores de este indicador
se encuentran entre 5 y 9 para aguas superficiales presentes en la naturaleza y

raramente sobrepasan los 30°C; asimismo, aniones y cationes de sales estan
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solubilizados, asi como materia organica de caracter cromoforo también disuelta
(Borja-Urzola, 2017; Navarro et al., 2004).

Algunas triazinas como la 2-cloro, 2-metil tio y 2-metoxi triazinas, asi como el
metribuzin y la hexazinona son estables a estas condiciones y, por tanto, no se
hidrolizan o sus niveles de hidrolizacibn son muy bajos con respecto de la
fotodegradaciéon (Tomlin et al., 2009). Sin embargo, la hidrélisis puede tomar forma
bajo condiciones mas severas como el caracter acido a valores de 13 6 1 por la
presencia de acidos fuertes como el sulfurico. Tal es el caso del plaguicida
cianazina que se hidroliza dando lugar a un grupo amida (I), un grupo acido
carboxilico (Il), asi como una posterior hidrolizacion del heteroatomo cloro (Il y
V).

2.8.3. Degradacion por fotdlisis

Se considera que la capa de ozono O3 absorbe las longitudes de onda del
espectro solar por debajo de los 290 nm dejando las ondas por arriba de esta
magnitud atravesar la capa e incidir directamente en el ambiente. A estas
condiciones de luz los compuestos cromodforos, entre ellos las triazinas,
reaccionan por fotdlisis ya que la energia necesaria (399 kJ/mol; por arriba de los
300 nm) para romper los enlaces covalentes de estas especies es suficiente via la
radiacion UV (LeBaron et al, 2008). Tomando en cuenta lo anterior es relevante
hacer una diferenciacion en los procesos de degradacion por fotdlisis
catalogandola como directa o indirecta de acuerdo con la ruta que tomen las

especies para su descomposicion en el ambiente.

2.8.3.1. Fotdlisis directa

Estdan catalogadas aqui las especies cromoéforas que absorben los fotones
provenientes de la luz UV y como consecuencia llegan a un estado de excitacion

electronica la cual es disipada por una reaccion quimica o fotoquimica. Tal
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reaccion involucra la formacion de radicales libres, isomerizacion o formacion de
enlaces dobles y, debido al grado de excitacion de las moléculas de estas
especies, la energia absorbida puede transferirse a otras especies reaccionantes.
La manera de cuantificar el grado de reaccién, por parte ya sea de herbicidas u
otros compuestos a la luz solar, es mediante el rendimiento cuantico (9) que mide
la eficiencia de una reaccion fotoquimica en donde si toma el valor de 0 significa
que la reaccion no ocurre y, por el contrario, al tomar el valor de 1 significa que la

especie tendera a transformarse en sus metabolitos (Tadeo, 2008).
2.8.3.2. Fotdlisis indirecta

Se menciond que las especies reaccionantes por fotdlisis directa tienen a formar
radicales libres o pueden transferir la energia absorbida via electrones a otras
especies que no reaccionan al incidir luz UV por encima de los 290 nm. Esto
ultimo se refiere a la fotdlisis indirecta que ocurre principalmente en aguas
superficiales dada la exposicion y transparencia de la capa exterior de agua en
donde especies cromoforos fotosensibilizan a otras especies haciéndolas
reaccionar. Algunas especies pueden ser nitratos, 6xidos de metales y/o acidos
huamicos. Se toma en cuenta que este proceso presenta una duracién de nano o

microsegundos (LeBaron et al, 2008).
2.8.4. Ruta de degradacién en aguas superficiales

Las especies intermediarias mencionadas en la degradacion no microbioldgica son
producto de una fotdlisis directa que sucede con la atrazina en aguas superficiales
(Figura 2.7) y su reaccion con OH®, que es la especie mas reactiva, generado via
fotdlisis de materia organica disuelta (DOM; por sus siglas en inglés), nitratos,
nitritos, metales disueltos como Fe>* y Fe?*, entre otros. Sin embargo, dada la
naturaleza reactiva del OH® con especies como HCO®>, COs* y DOM, se restringe
y se compite con la degradacion de la atrazina en sus metabolitos (Zhang et al.,
2018).
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La atrazina en el proceso de mineralizacion genera intermediarios por dos vias
(Hansen et al., 2013); hidrolitica, en donde es reemplazado el atomo de cloro con
el grupo OH® (descloracion) y oxidativa-hidrolitica, que también puede darse por el
ataque nucleofilico de los radicales OH® a las cadenas laterales alquiladas dando
lugar a diversos intermediarios oxidados. En aguas superficiales, la formacion y
presencia del radical OH® estd dada por diversas fuentes como las mencionadas;
sin embargo, estos ultimos limitan la degradacién por hidrdlisis de la atrazina pues
reaccionan con otras especies. Por ello, en aguas superficiales su concentracion

apenas alcanza 107**M (Tuzimski y Sherma, 2015).
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Figura 2.7. Ruta de degradacién de la atrazina en aguas superficiales (LeBaron et al., 2008)

2.8.5. Efecto del pH y temperatura

Como punto de partida al establecer una experimentacion sobre degradacion de

plaguicidas los parametros de potencial de hidrégeno, asi como el gradiente de
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temperatura local, son vitales en el campo de analisis y pueden adecuarse a
distintos valores para interpretar el comportamiento de la especie a esas
condiciones. La formacion del principal metabolito de la ATZ; la hidroxiatrazina
HAT, incrementa al aumentar el parametro de temperatura, pero decrece al
acercarse a valores extremos de pH cerca de 1 6 13, en tanto que a 20°C y pH de
7 se inhibe la degradacion (excepto a 70°C, donde se hidroliza) (Tomlin, 2009).
Generalmente se considera que, a condiciones naturales estables, esto es, entre

pH 5y 9, la hidrdlisis no se lleva a cabo (LeBaron et al., 2008).

2.9. Impacto ambiental

Los plaguicidas utilizados, como se vio en la seccion de clasificacion de
plaguicidas, estan organizados por su ingrediente activo proveniente de grupos
funcionales quimicos y su estado fisico puede ser sdlido, en solucién acuosa,
suspension o emulsién. Asi mismo, se vio cdmo la Ley de Henry describe el
comportamiento y destino de los plaguicidas en las fases aire-agua. Existe tal
controversia sobre el uso de plaguicidas y los muchos riesgos asociados con su
mal manejo que, para ejemplificar las consecuencias ambientales, la Figura 2.8 es

util para visualizarlos.

- Aplicacion de + Contaminacidn
concentraciones ambiental y en
mas altas la salud humana

- . Bio
R(?esnsl;en;;a acumulacién

pag de residuos

Uso Destruccion
extensivo de de
plaguicidas patégenos

«Incremento en ‘Pérdida de
la produccidn biodiversidad
agriccla

Figura 2.8. Ciclo de las condiciones ambientales (Tadeo, 2008)
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2.9.1. Riesgos asociados por el uso de plaguicidas

El uso de plaguicidas incide en una potencial exposicion de los individuos
participes en el ambiente como son humanos, flora y fauna y la posibilidad de
afectaciones en distintos grados. La evaluacién de esta combinacion de factores
implica la identificacion del riesgo en la aplicacion de la sustancia en todos los
niveles participantes desde el fabricante, el agricultor y el consumidor, por lo que
se han desarrollado distintas estrategias para reducir los riesgos de contaminacion

por plaguicidas que incluyen (Coscolla y Coscolla, 2006):

- Regulacién y control en la produccion y uso de plaguicidas
- Promocion de la seguridad en el buen uso y manejo de agroquimicos (BUMA)
- Aplicacién de buenas practicas como son:
- Manejo y capacitacion en la accion frente a plagas comunes
- Induccién en la agricultura organica como método cultural contra la
agricultura convencional
- Establecimiento de centros de recoleccion de envases vacios de

agroquimicos

Uno de los sistemas mas populares y difundidos en la actualidad es la aplicacién
del sistema HACCP (Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control, por sus

siglas en inglés).

2.9.2. Destino de los plaguicidas y procesos de transferencia

El objetivo de los plaguicidas es asegurar una rentable produccién agricola
eliminando agentes que pudieran perjudicar la calidad visual y sensorial del
fruto/cultivo. Sin embargo, el plaguicida en el ambiente puede comportarse de
distintas formas mediante procesos de volatilizacién, arrastre, expansion,

lixiviacion, y/o adsorcion (Hodgson, 2012):
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Adsorcion. Es la adhesion superficial de las particulas del plaguicida con el
suelo y la cantidad adsorbida dependera del tipo de plaguicida, tipo de suelo,
contenido de humedad, pH del suelo, y textura del suelo. En suelos arcillosos o
con barro los plaguicidas se adsorben con mas facilidad que en suelos
arenosos, ademas de que es menos probable que se vaporicen o se filtren a
través del subsuelo

Volatilizacion. Es el proceso mediante el cual los sélidos y liquidos pasan al
estado gaseoso, los plaguicidas son volatilizados facilmente de suelos arenosos
y mojados, se recomienda aplicar los plaguicidas en el suelo para evitar
volatilizacion

Aspersion. Durante la aplicacion via aérea de los plaguicidas las gotitas
resultantes son arrastradas por el viento lejos del lugar original de aplicacién
provocando con esto el recorrido de grandes distancias de estas particulas
afectando al entorno ambiental

Arrastre. Dependiendo de la naturaleza fisicoquimica del plaguicida, y con ello
su solubilidad en agua pueden ser arrastrados por el riego de aguas agricolas
en los cultivos cuando son aplicados directamente a los suelos con lo que este
proceso y su magnitud depende de la naturaleza del suelo, humedad, tipo de
plaguicida y sistema de riego

Lixiviacion. Contrario al arrastre, los plaguicidas solubilizados en agua pueden
filtrarse a través de los suelos y pueden llegar a los mantos acuiferos; la
distribucion de la concentracion del plaguicida no es uniforme, sino que es
heterogénea dependiendo del tipo de suelo, plaguicida utilizado, solubilidad e

interacciones con el suelo.

2.10. Determinacion de plaguicidas

Las trazas de plaguicidas presentes en los alimentos provenientes de produccién

primaria o bien alimentos procesados pueden ser nocivas para el organismo vy

considerarse como contaminantes comprometiendo la inocuidad en los distintos

mercados destino. Es por ello, que el avance en las técnicas de determinacion y
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monitoreo de agentes quimicos es de vital trascendencia para el aseguramiento
de la calidad. Los LMR pueden ser demasiado, o no, exigentes dependiendo de la
region econdmica y pueden oscilar desde 1 parte por millén (ppm) a un intervalo
menor, es decir, por cada kilogramo de alimento si se encuentra que esta presente

1 miligramo de plaguicida, entonces equivaldria a 1 ppm.

2.10.1. Extraccion

Es de importancia sefialar que los sistemas de espectrometria de masas se han
desarrollado al grado que su sensibilidad (0.1 ug/L) no requiera de una limpieza o
enriquecimiento del analito. Sin embargo, la extraccion en fase sélida (EFS) sigue
siendo una util herramienta recomendada para el analisis de plaguicidas

hidrofobicos e hidrofilicos en aguas superficiales (Tuzimski y Sherma, 2015).

Extraccion en fase sélida

Consiste en transferir el analito de la fase acuosa hacia la fase sélida del sorbente
como grafito de carbdn negro, silice (silice sustituida con grupos alquilo arilo)
octadecil (C18) y siliceoctil (C8), resinas poliméricas (divinil benceno-N-vinil
pirrolidona). La funcionalidad y eficiencia de estos sorbentes depende de su

tamafo de particula, porosidad e interacciones con los componentes a estudiar.

La extraccion de plaguicidas en fase solida resulta ser un método util, sobre todo
cuando las muestras necesitan ser transportadas y almacenadas dada la retencion
de los sorbentes, ademas de una reduccion en costos y tiempos de operacion
comparado con la extraccion liquido-liquido convencional. Sin embargo,
dependiendo de la configuracién de la matriz a analizar ya sea por la presencia de
sélidos suspendidos o sales disueltas y también por la diversidad de sorbentes,
asi como por las condiciones de operacidén, se afectan los porcentajes de
recuperacion final de los compuestos plaguicidas de interés a analizar. Se tiene

que considerar que, para compuestos hidrolégicos, no es conveniente realizar el
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paso de prefiltracion debido a que una fraccidn importante de plaguicidas se
encuentran ligados a ellos (Nollet y Toldra, 2015).

Adicionalmente, otros tipos de extraccion estan disponibles para distintos objetivos

de analisis (atmosféricos, agua, fruta y vegetales, etc.) (Nollet y Toldra, 2015):

- Extraccion Liquido-Liquido (ELL)

- Micro Extraccién Liquido-Liquido (MELL)

- Discos de Extraccion en Fase Sélida (DEFS)
- Micro Extracciéon en Fase Sélida (MEFS)

- Deteccién mediante Inmuno-Ensayos (DEI)

2.10.2. Cromatografia de gases (GC)

Basicamente se compone de una columna empacada o bien una columna de
capilares complementada con un sensor magnético de espectrometria de masas
en donde son separados un numero limitado de componentes que han sido

vaporizados como mezcla al inyectarse en el puerto inicial.

Esta mezcla vaporizada viaja a través de la columna donde es separada y entra al
ionizador del espectrometro de masas para su posterior analisis. Esta técnica es
tipicamente usada para compuestos estables a temperaturas elevadas y con

puntos de ebullicion menores a 300°C a 1 atm (Fong et al., 1999).

2.10.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

A diferencia del CG, en esta técnica de separacion se tiene la ventaja de que no
existe degradacion térmica provocada por el elevado incremento de la temperatura
en la columna empacada. La muestra es introducida disuelta en un solvente que
no afecte las propiedades del analito. Se debe poner especial atencion en la
limpieza inicial de las muestras debido a que por mas selectiva que sea la
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cromatografia liquida o CLAR (HPLC; por sus siglas en inglés), su sensibilidad
puede verse afectada por la presencia de impurezas o baja concentracion del
plaguicida a analizar. Su selectividad tiene que ver en la etapa de separaciéon de
los componentes por su comportamiento hidrofébico (que repelen al agua) y el
coeficiente de reparto K, Yy su interaccion con una fase estacionaria no polar y
una fase movil polar. Es crucial la determinacion inicial de la relacidn
solvente/agua, pH, temperatura, volumen de inyeccién. Una vez definido lo
anterior puede decirse que la separacion mediante CLAR es factible cuando los
componentes de la muestra se distribuyen selectivamente entre la fase
estacionaria y la fase movil (Paranjape et al., 2014). Para tener una visualizacién
de los resultados esperados es conveniente consultar la literatura y extraer
parametros que sirvan como punto de partida y realizar una comparacién objetiva.
Dichos parametros consisten en el método de analisis, condiciones
experimentales, limite de deteccién (LOD en inglés, cantidad minima de analito
que puede detectarse mediante un valor exacto pero no cuantificado), limite de
cuantificacion (LOQ en inglés, cantidad minima de analito que puede determinarse

cuantitativamente con precision) cantidad y tratamiento de la muestra.

El volumen de inyeccidon es un elemento por considerar, pues de esto dependera
la separacién en la columna cromatografica y, por ende, la sensibilidad del analisis
que es el objetivo para lograr determinar las trazas de los residuos vigentes en la

normativa oficial.

Los detectores convencionales usados en CLAR como UV, arreglo de diodos,
fluorescencia, entre otros, presentan alto grado de sensibilidad y selectividad,
aunque en ocasiones si una especie de plaguicida no presenta fuerte caracter
cromoforo se recomienda que para su monitoreo se aplique la espectroscopia de
masas que, junto con una adecuada polaridad y arreglo de las columnas de
separacion, provee una herramienta robusta de confirmaciéon de especies por

masas.
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2.10.3.1. Seleccion de la columna

Los tipos de separacion en la CLAR (HPLC) incluyen, ademas del modo de fase
reversa (caracterizado por la interaccién de una fase de sorbente no polar y un
efluente acuoso polar), el modo de fase normal que se presenta cuando un
adsorbente polar interactua con un efluente no polar, la adsorcién, la particion y el
intercambio de iones. De todos ellos, los parametros como su geometria,
dimensiones y tamafio de particula, selectividad y eficiencia aseguran una exitosa
separacion. De conformidad con las propiedades fisicoquimicas presentadas en el
Anexo 1y, en especial, la polaridad y solubilidad de la ATZ y sus metabolitos es

viable el uso del modo de fase reversa (Tadeo, 2008).

2.10.3.2. Fase estacionaria, tamafo de particula, empaque y dimensiones

Comunmente en CLAR (HPLC, en inglés) se utilizan fases estacionarias con
caracter hidrofobo a base de gel de silice que son cadenas hidrocarbonadas con
grupos silanol como el octadecil (C18), octil (C8), butil (C4), grupos fenil, grupos
aminos, etc., los cuales estan recubiertos con trimetilmetoxi silano TMS (Tuzimski
y Sherma, 2015). Puesto que el rango de operacion de pH en este tipo de fases
oscila entre 2 a 9.5 y que en ocasiones es necesario ademas trabajar con
sustancias que amortigtien el pH (buffers, en inglés) o mezclas de fase mévil como
etanol-agua o acetonitrilo-agua, es importante dar respuesta a este tipo de
problemas con las fases estacionarias hidrofilicas (alquilando las cadenas de C18
o C8 con grupos polares) para evitar la disminucion de la selectividad y retencion
por parte de la fase estacionaria. Sin embargo, la adicion de grupos polares o
poliméricos a la fase estacionaria traen consigo una disminucion de la trasferencia
de masa solvente-SP y, por ende, baja eficiencia en la separacion (Tuzimski y
Sherma, 2015).

El empaque y accesorios que conforman la geometria de la columna es

materializada con acero inoxidable o polimeros como el poliéterétercetona (PEEK,
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en inglés) disefiados para presiones de hasta 250 bar. Aunado al tamafo de
particula, la eficiencia de la columna también depende de su longitud y, por
consecuencia, del limite de deteccién. Las dimensiones de la columna (Tabla 2.3)

se clasifican de acuerdo con la aplicacion destino.

Tabla 2.3. Caracteristicas de columna e intervalo de flujo sugerido
(Tuzimski y Sherma, 2015)

Calibre de columna Diametro interno [mm] Rango de flujo [mL/min]
Normal 3-4.6 0.5-3

Estrecho 1-2 0.02-0.3

Micro 0.15-0.8 0.002-0.02

Nano 0.02-0.1 0.0001-0.001

mm: Milimetros; mL: Mililitros; min: Minutos

Se debe de asegurar la eficiencia entre columnas, es decir, al hacer un cambio de
columna con diametro 1 y flujo 1 a otra con diametro 2 y flujo 2 (Ecuacién 2.4) por
donde fluya el solvente con el analito y que proporcione una relacién lineal de la

velocidad del flujo contra el diametro de la columna.

I:{1
BR=7Hh Ec. 2.4.

2.10.3.3. Fase movil

La composicion de la fase movil (solventes organicos, agua, soluciones
amortiguadoras (buffer) grado CLAR (HPLC) con transparencia en la region UV,
sin gases disueltos ni impurezas organicas) es un parametro especial dado que
cerca del 80% de los analisis cromatograficos son realizados en fase reversa con
composiciones de hasta 80% agua grado HPLC. Un valor de pH estable
proporciona una mejor separacion y elucion de los picos cromatograficos para
aquellas especies con tendencia a ionizarse y que, por lo tanto, no interactuen (sin
tiempo de retencion) con la fase reversa en HPLC. Ademas, es util para prevenir la
disolucién a un pH mayor a 11 de silicatos provenientes de la fase estacionaria
(Tuzimski y Sherma, 2015).
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En este contexto, y dado que el amplio catalogo de los plaguicidas que incluye
diversas familias y subcomponentes con distintos grupos funcionales que
presentan en su estructura grupos acidos o basicos y resulta dificil establecer una
sola ruta de analisis inclusive para una misma especie de plaguicidas
pertenecientes a la misma familia (triazinas), un disefio multifactorial combinando
los valores de pH, con la composicion de las fases mévil y estacionaria resulta util

para la identificacion a nivel de laboratorio de estas especies de plaguicidas.

Por esta razon la capacidad de una especie a ionizarse dependera de su pH y
fracciones de la fase movil e influird en la elucion de los picos cromatdgrafos
ocasionando distorsiones por la posible interaccién de las especies idnicas con
grupos silanos (en columnas de C18) arraigados en la fase estacionaria (Tuzimski
y Sherma, 2015).

Adicionalmente, es indispensable considerar que a cambios de pH el tiempo de
retencién dentro la columna cromatografica oscila entre valores no lineales de
acuerdo con los parametros de la constante de disociacién pKa del compuesto.
Para finalizar el punto y como regla general, en especial para la fase mévil, se
establece que para los analitos con caracter acido-base, los valores de pKa para
las especies neutras se incrementan por la mezcla con solvente organico, en tanto
que en presencia de especies protonadas del analito disminuyen el valor de su

pKa al mezclarse (Tuzimski y Sherma, 2015).

Los solventes comunmente usados en HPLC fase reversa para la determinacién
de triazinas son el acetonitrilo (ACN) y el metanol (MeOH). El primero de ellos
exhibe propiedades de transparencia a bajas longitudes en el espectro UV, asi
como baja viscosidad, en tanto que el segundo otorga una adecuada solubilidad

de agentes amortiguadores (buffers) de fosfatos.
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Para fines de espectroscopia de masas, tanto el metanol como el acetonitrilo son
solventes que presentan baja tension superficial y baja constante dieléctrica por lo
que promueven la evaporacion de iones, ademas tienen afinidad basica (afinidad a

protones) y acida (afinidad a electrones) en fase gaseosa (Gross, 2005).

2.10.3.4. Parametros cromatograficos

Las interacciones hidrofébicas que ocurren entre el analito-solvente-fase
estacionaria son las principales que se presentan en el uso de la fase reversa por
lo que la retencion y su consecuente separacion del analito esta condicionada por
la naturaleza de las moléculas del solvente, estructura molecular del analito y
arreglo quimico de la fase estacionaria dando como resultado una interaccion

hidrofoba principalmente.
Fundamentalmente, los parametros caracteristicos que se establecen en la
separacion de los distintos tipos de moléculas en HPCL son (Tuzimski y Sherma,

2015):

- Factor de retencion k, que se define como la distribucion del analito tanto en el

volumen de la fase movil como en la fase estacionaria (Ecuacion 2.5).

1-R Ec. 2.5.

donde R es la fraccidn de moléculas en la fase movil y 1-R representa la fraccion

de moléculas en la fase estacionaria.
- Tiempo de retencion tg, que es el tiempo que transcurre desde la inyeccién

de la muestra hasta la aparicion del pico caracteristico de la sustancia en el

registrador (Ecuacion 2.6).
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te = to(1+Kk) Ec. 2.6.

donde tp es el tiempo en donde el analito no ha sido retenido por la fase

estacionaria.

- Eficiencia N, estd dada en funcién del numero de platos de la columna
cromatografica y la capacidad para separar las distintas moléculas y en

consecuencia la distincion clara de los picos graficados (Ecuacion 2.7).

th
N=16., Ec. 2.7.

asignando a W como el ancho de los picos, o bien intervalo de longitud de

frecuencia.

- Resolucién Rs, distincion y separacién entre un pico (j) y otro pico

cromatografico (i) dada por el tiempo de retencidén (Ecuacion 2.8):

_ Stg —In
W+ W, Ec.2.8

- Factor de separacion «, es el grado de selectividad y retencién de las

especies analizadas entre dos picos adyacentes (Ecuacion 2.9):

s,

= Ec. 2.9

oo

Una adecuada separacion y por ende una exitosa caracterizacion dependen en
gran medida de la comprension de estos indicadores y manipulacion de las
variables cromatograficas de operacion. Los parametros anteriores son sensibles
por lo que afectan en el resultado final y pueden manipularse a conveniencia del
analito de interés.
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2.10.4. Espectrometria de masas (EM)

La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) esta enfocada a la
separacidn y caracterizacién de especies moleculares y atomicas de acuerdo con
su masa molecular y esta especificada para determinar los plaguicidas y sus

metabolitos polares, estables térmicamente y ligeramente no volatiles.

De manera general se compone de un sistema de inyeccion, fuente de iones
(generando campos magnéticos y eléctricos que rompen la molécula), analizador y
detector. La relacidn masa/carga (m/z), indican la separacidén entre especies de
iones cargados positivamente o, en un sentido estricto, se entiende como la
relacion entre el valor numérico de la carga ionica en la escala de la masa
molecular de esa especie y el numero de cargas elementales del ion respectivo
(Gross, 2005).

A partir del efluente liquido de la matriz a analizar y sus propiedades
fisicoquimicas particulares existe el reto de vaporizarlo y generar una fase
gaseosa de iones al tiempo que se remueve el solvente y se mantiene una

adecuada presion de vacio en el espectrometro mediante un haz de iones.

- lonizacién. Las fuentes de ionizacion son parte fundamental de Ilos
espectrometros para la generacion de una fase gaseosa de iones que son
manipulados en campos magnéticos y eléctricos de acuerdo con la relacion

m/z

- lonizacién por Electro Asperjado o Nebulizacion o Spray (ESI, por sus siglas
en inglés). La ionizacion toma forma via una aplicacién de una fuerte carga
eléctrica sobre el eluyente que emerge del nebulizador produciendo un aerosol
con minusculas gotas cargadas eléctricamente. Al evaporarse el solvente, el

tamano de las gotas disminuye hasta el punto de que se presente el fenbmeno
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de la evaporacion de iones de la superficie de la gota con lo que el analizador
de masas clasifica la relacion masa/carga. Es comun que se clasifiquen como

iones con carga multiples a las especies con alta masa? molecular.

- lonizacién quimica por presion atmosférica (Apcl, en inglés). Esta puede darse
por la via de una desprotonacion de las especies moleculares del analito en
donde son vaporizadas con un nebulizador y fluyen en conjunto con un
solvente ionizado atmosféricamente en donde sucede la transferencia de
protones solvente-muestra. El flujo recomendado puede ser de hasta 2 mL/min
(Hou et al., 2017).

2.10.4.1. Arreglo del espectrometro de masas

El modo de operacién para MS varia de acuerdo con las caracteristicas de la

muestra para un analisis efectivo de muestras conocidas tales como:

- Metabolitos de medicamentos y estudios farmacocinético
- Muestras ambientales y degradacion de plaguicidas

- Analisis forense y toxicologico o antidopaje.

Los iones generados pueden disociarse, reorganizarse, reaccionar o isomerizarse,
y al ser detectados la cuantificacion de las sefales se representa
bidimensionalmente en el eje x con m/z y su intensidad en el eje y. Entonces la
altura de un pico relaciona la cantidad encontrada de un ion a partir de la especie

de analito en la fase de iones generados.

Es comun que el pico maximo, llamado pico base, sea la especie molecular sin
fragmentar y esté acompafiado de varios picos de menor proporcion que

corresponden a los iones que se han fragmentado de la molécula original, que se

2 T . . .
La masa y el peso no son sindnimos. La masa es una propiedad de los cuerpos (kg) y el peso es una fuerza ejercida sobre un cuerpo (N)
[Nota de la supervisora técnica]
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denominan picos de iones de fragmento (Gross, 2005). De forma analoga, el pico

base se normaliza al 100% de intensidad.

2.10.4.2. Calibracion

Para conocer la concentracion de la especie de interés que se analiza mediante
HPLC la comparacion de los resultados entre el compuesto analizado en la
muestra y el compuesto en una calibracion estandar genera una curva de
calibracion basada en las areas correspondientes a los picos elucidados en los
cromatogramas de distintas especies en distintas concentraciones (se
recomiendan al menos 5 concentraciones). Es decir, las alturas o areas de los
picos generadas en las muestras son comparadas con disoluciones estandar y
graficadas proporcionan una ecuacion lineal, cuadratica o polinomica de acuerdo
con el ajuste matematico adecuado que sera el intervalo de trabajo que permita

calcular la concentracion para distintos valores (Gross, 2005).

2.10.4.3. Limite de deteccion

Un factor importante que determina hasta qué punto limite una especie
determinada de plaguicida puede ser identificada por el equipo cromatografico es
el Limite de Deteccién (LOD; por sus siglas en inglés) que es el nivel de
concentracion mas bajo a que un plaguicida puede ser detectado (mas no
cuantificado). Adicionalmente, se considera que este parametro es aplicable
cuando la altura del pico del analito es detectada en al menos tres veces el valor
del nivel base de la sefial de perturbacion (S/N, por sus siglas en inglés) (Tuzimski
y Sherma, 2015).

2.10.4.4. Limite de cuantificacion

Analogamente y en concordancia con lo anterior el Limite de Cuantificacion (LOQ,

por sus siglas en inglés) es el nivel mas bajo de concentracion a la cual los datos
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de muestreo pueden considerarse aceptables y/o confiables para hacer un
razonamiento analitico y que proporcione repetitividad en minimo 10 veces del

nivel base de sefal de perturbacion (S/N) (Tuzimski y Sherma, 2015).
2.11. Cinética de reaccioén

Se plantea que la degradacién de la atrazina sigue una cinética de primer orden
(Hou et al., 2017). Para una reaccion irreversible en estudios de concentracion-
tiempo, la Ecuacién 2.10 representa la velocidad de reaccién con concentracion
Cay constante de velocidad k+:

dC, Ec. 2.10
—a =kl

y el tiempo de vida media ty2 (Ec. 2.11) corresponde a:

1
ty2 = -ln2 Ec. 2.11.

Después de este marco tedrico, a continuacion se presenta la metodologia

seguida en esta investigacion.
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CAPIiTULO Ill. Metodologia

3.1. Limpieza de material

El material de vidrio empleado en este trabajo se sometid a una limpieza

exhaustiva para asegurar la confiabilidad de los resultados, que consistié en:

- Lavar con detergente Neutrox biodegradable libre de fosfatos y posterior
enjuague con agua destilada

- Remojar del material en un recipiente sellado durante 24 horas en una
solucién de acido nitrico HNO3 al 15%

- Pasadas las 24 horas se procedid a enjuagar el material con agua desionizada
para eliminar los restos de la solucion acida. El agua desionizada fue obtenida
en un sistema de purificacion de agua Millipore Q3

- Finalmente, el material se colocé dentro de un horno marca Felisa Modelo F
293D durante 1 hora a 120°C con las boquillas de los recipientes cubiertas con

papel aluminio para evitar posibles contaminaciones de polvo.
3.2. Calibracion de micropipetas

Con la finalidad de realizar la toma de alicuotas y preparacion de las soluciones se
realizé la limpieza de las micropipetas desmontando los émbolos y el mecanismo
de inyeccion. Posteriormente fue necesaria su calibracion con agua destilada. El
intervalo de inyeccion en volumen de las Micropipetas Transferpette utilizadas

fueron las siguientes:

- 220 L
- 100-1000 pL
- 0.5-5.0mL
- 0-10.0mL
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Las puntas de las micropipetas marca Brand fueron esterilizadas por aplicacion de
calor himedo en una autoclave AESA Modelo CV 250 a 1.4 kgi/cm? de presién y

120°C de temperatura durante 20 minutos.

3.3. Ficha técnica de reactivos

Los estandares de las especies de interés de la presente investigacion contaron

con las siguientes especificaciones:

- Atrazina de ChemService con 98.6% de pureza, expiracion en 2024

- Hidroxiatrazina de ChemService con 97.9% de pureza, expiracion en 2020

- Desetilatrazina de ChemService con 98.9% de pureza, expiracion en 2021

- Deisopropilatrazina de ChemService con 99.2% de pureza, expiracion en
2022.

Para un mayor detalle sobre sus propiedades fisicoquimicas se debe consultar el

Anexo 1. Estructura y propiedades de las especies en estudio.
Asi mismo, se utilizaron los siguientes reactivos:

- Acido bérico (H3BO3) anhidro de Golden Bell Reactivos con 100% de pureza

-  Biftalato de potasio (CsHsKO,) cristal de JT Baker con 100% de pureza

- Cloruro de potasio (KCI) cristal de JT Baker con 100% de pureza

- Fosfato de potasio monobasico (KH2PO,) cristal de JT Baker con 99.3% de
pureza

- Hidréxido de sodio escamas (NaOH) con 98.50% de pureza

- Metanol (CH30OH) grado HPLC JT Baker con 99.9% de pureza. Fungié como
solvente de la fase movil en la CLAR

- Acetona [(CH3),OH] de JT Baker con 99.5% de pureza.
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3.4. Preparacién de soluciones madre y soluciones buffer

- Soluciones madre. Todas las soluciones se prepararon en metanol, el cual
para asegurar un optimo desempefio de la cromatografia de liquidos se filtrd
en un equipo Perkin Elmer Sartorius con accién de vacio para lo cual se
usaron membranas SUN SRI de disco de ‘nylon’ con 47 mm de diametro y
0.20 um de espesor, dichas membranas se activaron colocandolas sobre una
caja Petri durante 10 minutos con agua destilada y 10 minutos con el solvente
(metanol). Después del filtrado, el solvente se sometié a una desgasificacion
en un bafo ultrasdnico Cole Parmer durante 25 minutos y sin calentamiento.
Antes de pesar los reactivos (estandar), la superficie de una balanza analitica
Mettler Toledo se sometid a una limpieza con acetona. La tolerancia de la
balanza es de 0.1 pg hasta 20 g. Se pesaron 2.5 mg de cada estandar
utilizando capsulas de estafio de Costech Analytical Technologies para
muestras solidas.

- Para las soluciones madre de ATZ, HAT, DEAT y DIAT el propésito fue
obtener 50 mL con una concentracion de 50 ppm. Se utilizé una micropipeta
Transferpette para este fin. La preparacién se hizo en una zona esterilizada
previamente por 12 horas continuas mediante luz UV-Vis en una campana de
flujo laminar modelo CFL102 sin recirculacion, la cual se desinfecto
preliminarmente con solucion de hipoclorito de sodio. Es importante mencionar
que se tuvo un tiempo de espera de 2 horas antes de comenzar el trabajo para
disipar la radiacion del espectro UV-Vis en el area destinada. Una vez
preparadas las soluciones en MeOH se almacenaron en viales color ambar en
un cuarto frio a 4°C, para evitar su degradacién por accion de la luz y calor,
respectivamente.

- Soluciones amortiguadoras (buffer). Se siguieron las recomendaciones
emitidas por la OCDE en su guia para la hidrélisis abiética como funcién del
pH (OECD, 2004). En la Tabla 3.1 se presentan las tres soluciones.
Analogamente a las disoluciones madre, las soluciones amortiguadoras se

prepararon en la campana de flujo laminar, pesando la cantidad calculada y
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aforando a 100 mL. Se verifico la estabilizacion del pH con un potencidmetro
Thermo Electron Corporation Advanced. Cabe mencionar que el pH de trabajo
considerado como blanco (agua destilada) se tomé directamente del sistema

de purificaciéon de agua Millipore Q3, con un valor de 6.8.

Tabla 3.1. Preparacion de soluciones amortiguadoras (buffer, en inglés)

a) 100 mL de buffer pH 4.0 a 20 °C
50 mL de biftalato de potasio 0.1 M + 0.40 mL de NaOH 0.1 N aforar a 100 mL
b) 100 mL de buffer pH 6.8 a 20 °C
50 mL de monofosfato de potasio 0.1 M + 29.63 mL de NaOH 0.1 N aforar a
100 mL
c) 100 mL de buffer pH 9.0 a 20 °C
50 mL de acido bérico 0.1 M (en KCI 0.1M) + 21.30 mL de NaOH 0.1 N aforar a
100 mL

3.5. Curvas de calibracion

Con el objetivo de comparar la respuesta de las muestras de las especies con sus
respectivos estandares de ATZ, HAT, DEAT y DIAT se realizaron cinco
concentraciones desde 0.2 a 1 ppm para tener un intervalo de trabajo
estadisticamente confiable. Estas concentraciones se graficaron contra la
respuesta (unidades de area) de la CL-EM para cada compuesto a los tres valores

de pH seleccionados.

La preparacion de las disoluciones en viales de 2 mL consistio en tomar una
alicuota de la solucion madre mas concentrada, es decir, de 50 ppm, colocando
este volumen en un vial y aforando con agua destilada para obtener 1 ppm.
Consecuentemente se realizaron las disoluciones restantes, dando un seguimiento
del pH con el potenciometro Thermo Electron proporcionado por las soluciones
amortiguadoras adicionadas mediante una bureta. Finalmente, para asegurar la

correcta homogeneizacion se empled un agitador Vortex Science.

Inmediatamente después de preparar las diluciones, se planted hacer inyecciones
de 1 pL por triplicado de cada una de las cinco concentraciones combinando los

tres valores de pH 4, 6.8y 9.
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3.6. Equipos

Las caracteristicas principales de los equipos utilizados en la presente
investigacion se presentan en el Anexo 2. Aunado a lo anterior, los parametros de
operacion de los métodos usados, tanto del CLAR como del EM, se especifican a

continuacion.

3.6.1. Médulo de separacion Waters Alliance e2695

El médulo de Separacion Waters integra los componentes de la Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC; por sus siglas en inglés) tanto el sistema de
manejo de solventes como el sistema de manejo de muestras. Estos sistemas
controlan la mezcla isocratica y gradiente de los solventes, el flujo de la fase mévil,
limpieza de la jeringa, inyeccion de muestra, desgasificacion al vacio en modo “in
line”, es decir, durante la operacidén del sistema, operacion de la interfaz con el
detector acoplado vy, si es el caso, calentamiento o enfriamiento de la columna
instalada. Es recomendable desgasificar los solventes antes de usar la
cromatografia en fase reversa o fase normal con filtracion al vacio seguida de una
zonificacion para eliminar las burbujas presentes de los gases disueltos
dependiendo de la afinidad gas liquido, temperatura y presién. Almacenarlos en

recipientes adecuados de 1 L.

Se utilizé una columna analitica Phenomenex C18 de 3.9 mm x 100 mm x 3.5 ym.
La fase movil fue metanol con 0.1% de acido férmico en modo isocratico de
elucién, con un flujo de 0.30 mL/min y un volumen de inyeccion de 1 uL. La

columna se equilibré aplicando el flujo durante 15 minutos.

La columna se mantuvo en 25°C con una presion de 17,240 kPa (2500 psi).
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3.6.2. Espectrometro de masas (Waters Quattro Micro Api)

El espectrémetro de Masas Quattro Micro API esta dotado de un doble cuadrupolo
de alto desempefio que puede acoplarse a la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) para cuantificar y analizar informacién molecular de las corridas
cromatograficas. La muestra es ionizada a presion atmosférica y pasa a través del
primer cuadrupolo MS1 donde es “filtrada” de acuerdo con su relacion masa carga
(m/z). Al separarse las masas pasan a una celda de colision con hexapolos y se
someten a una fragmentacion inducida por colision (CID). Posteriormente son
enviadas al segundo cuadrupolo MS2 en donde son nuevamente filtrados y
analizados los iones generados. Finalmente, los iones son detectados
selectivamente y cuantificados mediante una sefal amplificada y digitalizada
(Figura 3.1).

Daughter (product) ion mode

q \ Ej—w —y e

—< =
i i | ﬁ‘
L aﬁ A
MS1 Collision Cell MS2
Static at parent mass RF only Scanning

(pass all masses)

Figura 3.1. Escaneo en modo “Daughters” (Gross, 2005)

Durante el analisis, para evitar ignicion de los vapores del solvente de la fase movil
se recomienda un flujo continuo de nitrégeno (N;), ademas de considerar que la
presion del suministro del Nitrégeno (N2) no esté por debajo de 690 kPa o 6.9 bar
(100 psi).

Para ello se utilizaron los parametros presentados en las Tablas 3.2y 3.3.
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Tabla 3.2. Parametros en la sonda ESI

Parametro Intervalo Especificacion
Capilar (kV) 0.0-5.0 3.50
Cono (V) 0.0-350.0 40.0
Extractor (V) 0.0-400.0 20
RF Lente (V) 0.0-5.0 0.20
Temperatura (°C) - 100
Temperatura de desolvatacién (°C) - 350
Gas de desolvatacion (L/h) - 480
Gas de cono (L/h) - 480

Tabla 3.3. Parametros en el analizador

Parametro Intervalo Especificacion
LM Resolution 1 0.0-25.0 15
HM Resolution 1 0.0-25.0 10.7
Energia del ion 1 -24.4-24 4 0.3
Entrada -20.0-200.0 50
Colisién V 0.0-200.0 20
Salida 0.0-200.0 50
LM Resolution 2 0.0-25.0 13.3
HM Resolution 2 0.0-25.0 10.0
Energia del ion 2 -24.7-24.7 5.0
Multiplicador 0.0-1000.0 750
Pump Flow syringe, mL/min - 0.30
Vacuum Gas Cell Pirani, mbar - <6x10-4

El seguimiento en el intervalo de masas se realizé por (Scan Daughters) donde
MS1 (Espectroscopia de Masas de partida o parental; Parent) es estatico y MS2
(Espectroscopia de Masas de salida; Daughter) digitaliza (‘escanea’) los iones
fragmentados permitiendo un mayor tiempo de residencia y otorgando sensibilidad
al analisis. Finalmente, se afadieron 4 funciones (Tabla 3.4), una para cada

especie en estudio (Wu et al., 2018).

Tabla 3.4. Funciones digitalizadas (‘escaneadas’)

Especie Masa Daughter m/z  Parent m/z Tiempo de m/z
molecular retenciéon min
g/mol
ATZ 215.685 216 146 5.32 174,71, 138, 146, 132,
79 (NIST, 2018)
HAT 197.242 198 86 3.40 86, 97, 114 128, 156,
198 (NIST, 2018)
DEAT 187.631 188 146 5.07 104, 110, 146, 152,
188 (Kind et al., 2018)
DIAT 173.604 174 96 5.02 96, 104, 110, 132, 138,
146, 174 (Kind et al.,
2018)
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3.7. Validacion de la metodologia

3.7.1. Linealidad (Tuzimski y Sherma, 2015)

Para asegurar la reproducibilidad del analisis se inyectaron muestras por triplicado
de cada especie (ATZ, DEAT, DIAT, HAT), para construir sus curvas de
calibracion mediante las graficas de respuesta (unidades de area) contra
concentracion, de las cuales se obtuvieron sus respectivos coeficientes de
correlacion. Ademas, para evaluar la precision de las areas como respuesta de las
inyecciones por triplicado se obtuvo su media (x), desviacion estandar (6), asi
como se propusieron limites de control superior (LCS) e inferior (LCI) (Heizer y
Render, 2009).

3.8. Diseino experimental

De acuerdo con la literatura consultada se planted la necesidad de una
experimentacion multifactorial (Tabla 3.5) que reprodujera ampliamente la
degradacion en aguas superficiales, considerando el pH, temperatura y luz para
cada componente (ATZ, DEAT, DIAT, HAT), teniendo como respuesta la hidrélisis
de la ATZ.

Tabla 3.5. Variables involucradas en la degradacion de ATZ

Dominio experimental
Factores

- 0 +

x1 A: pH 4 6.8 9

x2 B: Temperatura °C 4 - 22.5

x3 C: condicion oscuridad Luz ambiente
Respuesta Hidrdlisis de la ATZ

De acuerdo con lo anterior, se tuvieron 12 combinaciones, que se muestran en la
Tabla 3.6. Se inyectaron por triplicado, es decir, se tuvieron 36 inyecciones a

analizar diarias durante 23 dias.
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Tabla 3.6. Diseiio multifactorial de la experimentacion a 23 dias por cada especie
(ATZ, DEAT, DIAT, HAT)

Evento Factores Descripcién
x1 x2 | x3

1 - - - pH 4, 4°C, oscuridad
2 - - + pH 4, 4°C, luz ambiente
3 - + - pH 4, 22 °C, oscuridad
4 - + + pH 4, 22 °C, luz ambiente
5 0 - - pH 6.8, 4°C, oscuridad
6 0 - + pH 6.8, 4°C, luz ambiente
7 0 + - pH 6.8, 22 °C, oscuridad
8 0 + + pH 6.8, 22 °C, luz ambiente
9 + - - pH 9, 4°C, oscuridad
10 + - + pH 9, 4°C, luz ambiente
11 + + - pH 9, 22 °C, oscuridad
12 + + + pH 9, 22 °C, luz ambiente

Se considerd un volumen para cada vial de 2 mL con el objetivo de asegurar la
cantidad necesaria inyectada durante los 23 dias de analisis. Cabe mencionar que
la concentracién de estudio que se escogi6 fue de 1 ppm a partir de la cual se dio
un seguimiento a la degradacidon. Este valor se encuentra en el intervalo

seleccionado previamente para elaborar las curvas de calibracion.

3.9. Analisis estadisticos

Se empled la paqueteria estandar Microsoft Office Excel 2013 y Minitab 19 para

realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos.

En el siguiente capitulo se presentan y discuten los resultados de esta

investigacién experimental.
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CAPITULO IV. Resultados y discusion

4.1. Curvas de calibracion

Inmediatamente después de preparar las diluciones segun el punto 3.4, se

realizaron las inyecciones de 1 pL por triplicado de cada una de las diez

concentraciones combinando los tres valores de pH: 4, 6.8 y 9 y obteniendo un

total de 12 curvas de calibracién, mismas que se encuentran en el Anexo 3.

En la Tabla 4.1 se hace un compendio de los datos obtenidos.

mg/L

0.8
0.6
0.4
0.2

mg/L

0.8
0.6
0.4
0.2

mg/L
1
0.8
0.6
0.4
0.2

mg/L

1
0.8
0.6
0.4
0.2

WWwWwwwZ WWWwwws

WWwwwwZ

WWWwww 3

X
151123
124208
80026
58338
40702

X
54572
48335
42838
34066
24935

X
218941
181361
152276
94705
37022

X

98210
81846
62603
43496
25879

Tabla 4.1. Precision de la calibracion

6
13621
8088
5963
5632
4245

6
3836
1794
870
1512
2527

4023
3360
9150
2424
3134

6

2293
1007
1394
1871
1662

cslnedm
7864
4670
3443
3252
2451

cslnedm
2215
1036
502
873
1459

cslnedm
2322
1940
5283
1399
1809

cslnedm

1324
581
805
1080
960

ATZ,apHde 4
LCS LCI
174716 127530
138217 110199
90354 69698
68094 48583
48054 33350

DEAT, a pH de 4
LCS LCI
78165 30980
71928 24743
66431 19246
57658 10473
48528 1342

DIAT, a pH de 4
LCS LCI

242534 195349
204954 157768
175869 128684
118298 71113
60615 13430

HAT, apH de 4
LCS LCI
121803 74618
105439 58253
86195 39010
67089 19904
49472 2286

Ccv
9.0
6.5
7.5
9.7
10.4

Ccv
7.0
3.7
2.0
4.4
10.1

Ccv
1.8
1.9
6.0
2.6
8.5

Ccv

2.3
1.2
2.2
4.3
6.4

y=mx+b

y=124813x+16468

y=mx+b

y=44110x+14293

y=mx+b

y=222341x+1434.7

y=mx+b

y=95196x+5389.4

0.9908

0.9913

0.9908

0.9996

mg: Miligramos; L: Litros; n: Nomero de inyecciones; x: Media, 6: Desviacion estandar; 6 meqia: Desviacion estandar

media; m: Pendiente; b: Ordenada al origen; r’: Coeficiente de correlacion
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Tabla 4.1. Precision de la calibraciéon (continuacion...)
ATZ, a pH de 6.8

X
193952
164490
128777
88884
62853

X
55099
47141
41917
36486
27772

X
213239
185202
146376

93626
36358

X

96116
81776
61831
44045
25882

X
193928
163017
125773
95162
62275

X
55386
46077
42199
38365
26728

X
211493
181910
145406
94265
38125

X
96688
81672
64405
44727
25338

6
13289
11628
11007
8275
2715

6
1714
1193

235

765
1166

6
5348
6966
1528
2323
3343

6

114
1420
2031
3131
1205

6
33239
786
17883
4324
8276

6
1072
26
881
1409
2946

6
7004
8762
7166
2900
1059

6
1451
1453
3831
3708

570

6 media
7672
6713
6355
4777
1567

6 media
989
689
135
442
673

6 media
3087
4022

882
1341
1930

6 media

66
820
1173
1808
696

6 media

19191
454
10325
2496
4778

6 media
619
15
509
814
1701

6 media
4044
5059
4138
1674

612

6 media
838
839
2212
2141
329

LCS LCI
217545 170360
184630 144350
147841 109713
103216 74552
67555 58151

DEAT, a pH de 6.8

LCS LCI

78691 31506
49207 45075
42324 41511

37811 35161
29792 25752

DIAT, a pH de 6.8

LCS LCI
236832 189646
197269 173136
149024 143729

97649 89603
42148 30568

HAT, a pH de 6.8

LCS LCI
119709 72523
84235 79317
65349 58313
49468 38622
27969 23795
ATZ,apH de 9

LCS LCI
217521 170336
164378 161656
156746 94799
102651 87674
76609 47940

DEAT, apH de 9

LCS LCI
78979 31793
46121 46032
43725 40673
40806 35924
31831 21625
DIAT,apH de 9

LCS LCI
235086 @ 187901
197086 166734
157819 132993
99288 89242
39960 36290
HAT, a pH de 9

LCS LCI
120280 73095
84190 79155
71042 57768
51151 38304
26326 24351

Cv
6.9
7.1
8.5
9.3
4.3

Ccv
3.1
2.5
0.6
2.1
4.2

Cv
2.5
3.8
1.0
2.5
9.2

Ccv

0.1
1.7
3.3
7.1
4.7

Ccv
171
0.5
14.2
4.5
13.3

Cv
1.9
0.1
2.1
3.7
11.0

Ccv
3.3
4.8
4.9
3.1
2.8

Cv
1.5
1.8
5.9
8.3
2.3

y=mx+b

y=168903x+26450

y=mx+b

y=32654x+22091

y=mx+b

y=222669x+1358.8

y=mx+b

y=89100x+8470.1

y=mx+b

y=165581x+28682

y=mx+b

y=32514x+22243

y=mx+b

y=217191x+3925.1

y=mx+b

y=89822x+8673.1

0.998

0.9992

0.9827

0.997

mg: Miligramos; L: Litros; n: Numero de inyecciones; x: Media, 6: Desviacién estandar; 6 meqia: Desviacion estandar
media; m: Pendiente; b: Ordenada al origen; r%: Coeficiente de correlacién
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4.2. Linealidad

En la Tabla 4.1 se presentaron las medias (x), desviaciones estandar (6) y se
propusieron limites de control superior (LCS) e inferior (LCI), presentando también

ecuaciones de lineas rectas y sus coeficientes de correlacion r.
4.3. Espectrogramas y cromatogramas de los analitos de interés

La confirmacion de cada especie se hizo mediante el espectrometro de masas
Waters Quattro Micro Api, generando un espectro unico para cada compuesto
(ATZ, DEAT, DIAT, HAT), el cual se presenta a continuacion junto con sus
respectivos cromatogramas generados por el cromatografo de liquidos Waters
Alliance €2695, en las Figuras 4.1 a 4.4. Las condiciones de los equipos analiticos

ya se mencionaron en las Tablas 3.2 a 3.4 del capitulo anterior.

a)

VN R T A A

Figura 4.1. ATZ a) Cromatograma; b) Espectro m/z: (174, 71, 138, 146, 132, 79)
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Figura 4.3. DIAT a) Cromatograma; b) Espectro m/z: (96, 104, 110, 132, 138, 146, 174)
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Figura 4.4. HAT a) Cromatograma; b) Espectro m/z: (86, 97, 114 128, 156, 198)

4.4. Diseio de experimentos

4.4.1. Efecto del pH

El efecto del pH y su influencia en la degradacion de ATZ, se presenta en la Tabla
4.2 para cada uno de los tres valores de pH (4, 6.8 y 9), bajo la influencia de la luz

y la oscuridad.

El primer par de combinaciones, 1 y 2, con valores de pH =4 y T = 4°C, que se
mantuvieron constantes se observd que no hubo diferencia significativa en el valor
de la K; = 0.0893 y K, = 0.0856 d' (Figuras 4.5 y 4.6, respectivamente). El valor
de la vida media y la tasa de degradacion de la ATZ al término de los 23 dias

fueron muy similares (Tabla 4.2).
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Figura 4.6. Degradacion de ATZ a pH de 4, 4°C, luz ambiente
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Tabla 4.2. Resultados del disefio multifactorial (K y t;)

Combinacién Descripcion Constante de ti2 % degradacion
degradacion K | (dias) ATZ
(dias™)

1 pH de 4, 4°C, oscuridad 0.0893 7.8 87.2
2 pH de 4, 4°C, luz ambiente 0.0856 8.1 86.0
3 pH de 4, 22°C, oscuridad 0.0636 10.9 76.9
4 pH de 4, 22°C, luz ambiente 0.1457 4.8 96.5
5 pH de 6.8, 4°C, oscuridad 0.0510 13.6 69.1
6 pH de 6.8, 4°C, luz ambiente 0.0611 11.3 75.5
7 pH de 6.8, 22°C, oscuridad 0.0232 299 41.3
8 pH de 6.8, 22°C, luz ambiente 0.0334 20.7 53.6
9 pH 9, 4°C, oscuridad 0.0416 16.6 61.6
10 pH 9, 4°C, luz ambiente 0.0524 13.2 70.1
11 pH 9, 22°C, oscuridad 0.0524 13.2 70.0
12 pH 9, 22°C, luz ambiente 0.0665 10.4 78.4

Un efecto notorio y relevante fue el encontrado con las combinaciones 3 y 4, en
las cuales se mantuvieron constantes el valorde pH =4 yla T = 22°C y solamente
se establecio la variacion de las condiciones de oscuridad y luz. Se obtuvo un
valor de K3 = 0.0636 d' (Figura 4.7), mientras que para K4 = 0.1457 d™' (Figura
4.8, el valor mas alto del estudio). La combinacion de pH =4, T = 22°C y luz
ambiente, tuvo gran relevancia ya que se obtuvo un 96.5% de degradacién de la
ATZ, lo que concuerda con la literatura donde se senala (Tomlin, 2009) que al
incrementarse el valor de la temperatura se lleva a cabo la degradacion no

microbioldgica en aguas superficiales de la ATZ.

En la combinacion 5 y 6, en la cual el pH se mantuvo constante con un valor de
6.8, al igual que la temperatura con un valor de 4°C, se observdé que la
degradacion fue inhibida en ambas condiciones de luz y oscuridad (Figuras 4.9 y
4.10). En tanto que las combinaciones 7 y 8 al mantener fijo el pH = 6.8 y
aumentar la temperatura a 22°C se pudo observa una ligera disminucion en el %
de degradacién atribuible a la temperatura. Estos bajos valores tanto de la K7 y Ksg,
de la degradacion coinciden con lo investigado en la literatura en donde a pH de 7
se inhibe la degradacion (LeBaron et al., 2008).
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Figura 4.8. Degradacion de ATZ a pH de 4, 22°C, luz ambiente
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Figura 4.9. Degradacion de ATZ a pH de 6.8, 4°C, oscuridad
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Figura 4.10. Degradacion de ATZ a pH de 6.8, 4°C, luz ambiente

En las combinaciones 9 y 10 a condiciones constantes de pH =9y T = 4°C
variando la luz y oscuridad existe una degradacién mayor de la ATZ en presencia
de luz, donde Kio = 0.0524 > Ko = 0.0416 d" (Figuras 4.11 y 4.12,

respectivamente), lo que podria sugerir la ruta de degradacion por fotdlisis.
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Figura 4.12. Degradaciéon de ATZ a pH de 6.8, 22°C, luz ambiente

Finalmente, a las condiciones presentadas en las combinaciones 11y 12auna T
= 22°C, se obtiene una notoria degradacion de la ATZ de 78.4%, para la
combinacién 12, con un valor de Ky, = 0.0665 d™' muy similar a las condiciones
acidas (Figuras 4.13 y 4.14). Cabria esperar una mayor degradacién via hidrélisis
de la ATZ; no obstante, en condiciones acidas se tuvo una tasa mayor de
degradacion para la especie objetivo ATZ, seguida por las condiciones alcalinas y

finalmente en condiciones de pH cercano a 7.
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Figura 4.14. Degradacién de ATZ a pH de 9, 4°C, luz ambiente

Al valor de pH = 4, la presencia de deisopropilatrazina (DIAT) se hace notoria en la
Figura 4.7 con un valor de 0.10 ppm a partir del 3° dia y continta con su
incremento hasta alcanzar un valor maximo de 0.48 ppm en el dia 11 para
terminar con una concentracion de 0.25 ppm en el dia 23. También se esperaba la
formacion de DEAT a este valor de pH con base en que la ruta de degradacion se

da mediante la desalquilacién de la ATZ (LeBaron et al., 2008).
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A un valor de pH de 6.8 como se observa en las Figuras 4.9 a 4.12 se presentaron
tasas de degradacién menores con respecto de los otros dos valores de pH que y
que iban desde 41.3 a 71.5%. Como a estas condiciones se tiene una menor
concentracion de iones H® probablemente se realizd la degradacion via
desalquilacion de la ATZ (LeBaron et al., 2008). La concentracién de DIAT a partir
del dia 15 se mantuvo estable en aproximadamente 0.30 ppm y se plantea que no
prosiguio con su descloracién a otros subproductos debido a que, como se senala
en la literatura (LeBaron et al., 2008), la descloracion se lleva a cabo por fotolisis

directa dando lugar a la hidroxilacion para la formacion de hidroxiatrazina (HAT).

Al valor de pH de 9 se esperaba la formacién de hidroxiatrazina (HAT) dada la
presencia de iones OH™ (Moreira et al., 2017), la cual seguramente se formé en la
combinacion 12 a una T = 22°C y bajo condiciones de luz (Figura 4.14), pero el
método planteado en el software MassLynx quiza no fue tan robusto para la
identificacion por debajo del intervalo de 0.2 a 1.0 ppm como se planted en la
curva de calibracion para la HAT. Es probable que no se diera lugar la
descloracién para la formacion de HAT ya que para que esta condicion suceda
debié de ejecutarse la metodologia a exposicion solar directa (LeBaron et al.,

2008), no obstante, se realizd a luz ambiente en condiciones de laboratorio.

La concentracion de DIAT tuvo un maximo de 0.60 ppm en la combinacion 12
(Figura 4.13), teniendo 0.30 ppm de ATZ para estas mismas condiciones.

A diferencia de las combinaciones con pH de 4 (Figuras 4.12 y 4.13), a pH de 9
(Figuras 4.14 y 4.15), se observo que la concentracion de DIAT mantuvo una
tendencia en ascenso considerando que, como sugiere la literatura (Hou et al.,
2017), la especie HAT se formaria a un valor de pH cercano a 12 y no a 9 como se
propuso en la hipétesis, para formar la HAT via deshidroxilacién y descloracion de
la ATZ. No obstante, se observd un descenso notable en la concentracién de la

ATZ practicamente desde el dia 1.
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Figura 4.16. Degradacién de ATZ a pH de 9, 22°C, luz ambiente
4.4.2. Efecto de la temperatura y condiciones de luz

El proceso de degradacion de la ATZ mostr6 un comportamiento similar en
algunos aspectos notorios, asi como otros tantos variados. Los primeros fue que

en practicamente las 12 combinaciones hubo una cinética de degradacion, esto es
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que al menos se presentd una degradacion de 41.3% de ATZ en los 23 dias de
duracion del experimento. La Figura 4.11 muestra que a pH = 6.8, T = 22°C y
condicion de oscuridad se presenté este evento, asi como un tiempo de vida
media (t12) de 29.9 d y una constante de K = 0.0232d™".

4.5. Discusion final

En la Figura 4.7 se sugiere que a pH 4, 22°C y condiciones de luz se presentaria
una degradacion de hasta el 96.5% de ATZ.

Estos resultados, considerando que esta ausente cualquier catalizador (adicional a
la solucion amortiguadora o buffer) que sea fuente de iones H' y que promueva
casi la totalidad de degradacién en apenas 23 dias, son interesantes. En el estudio
de Hou et al. (2017) alcanzan esa degradacion en un numero de dias

equivalentes, pero empleando un agente catalitico (didxido de titanio).

Por otro lado, se esperaria que, en condiciones de luz con valor de pH 9 vy
temperatura 22°C, la Figura 4.16 mostraria un comportamiento similar (a la Figura
4.7) de degradacion por exposicion a la luz ambiente, es decir, que mediante la
exposicion a la luz solar directa o luz solar simulada (>290nm), la fotdlisis procede
por descloracion e hidroxilacion para formar la hidroxitriazina (HAT)

correspondiente (Konstantinou et al., 2001).

La necesidad de monitorear la degradacién de la ATZ en sus metabolitos DEAT,
DIAT y HAT durante los 23 dias del estudio requirio del uso de las curvas de
calibracion presentadas en el ANEXO 2. Las curvas de calibracién cuyos
coeficientes de correlacién r® fueron ligeramente mayores a 0.98, asegurando la
linealidad del método y, por ende, la confiabilidad de obtener la concentracion a
partir de la respuesta del cromatograma, en la seccion 4.3 se muestra el espectro
y cromatograma caracteristicos (con su area y tiempo de retencién) que confirman

la presencia e identificacion de las especies quimicas estudiadas.
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Con base en estos resultados, a continuacion, se presentan las conclusiones
derivadas de ellos, asi como algunas recomendaciones para continuar con esta

investigacion.
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CAPITULO IV. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

En concordancia con los objetivos y el alcance de la presente investigacion se

precisa lo siguiente:

La identificacion y cuantificacion de los compuestos ATZ, DEAT, DIAT y
HAT se realiz6 mediante las curvas de calibracién, poniendo de manifiesto
la capacidad del sistema HPLC-MS (CLAR-EM) para identificar dichas
especies por medio de una columna C18 en fase reversa la cual es util para

la separacion y selectividad de la atrazina y sus metabolitos.

De acuerdo con las 12 combinaciones propuestas del disefio de
experimentos multifactorial de pH, temperatura y condicién de luz u
oscuridad, se obtuvo que la mayor tasa de degradacién de ATZ fue en
condiciones acidas. A saber, la combinacion 4 presentd una degradacion de
96.5% para un pH de 4 y una temperatura de 22°C; la combinacion 6 con
75.5% para un pH de 6.8 y una temperatura de 4°C robustece la hipdtesis
que a condiciones de pH estables la degradacién de la atrazina se realiza
de forma lenta. Por otro lado, la combinacién 12 con un valor de pH de 9y
una temperatura de 22°C presentd una degradacion de 78.4%, lo que

confirma la hipétesis de que la temperatura influye en la hidrdlisis.

Los productos de degradacion DEAT y HAT no pudieron ser cuantificados
por el método propuesto; sin embargo, no se descarta que se hayan
formado en cantidades inferiores y si detectables. De las 12 combinaciones,
las condiciones de la degradacion indican que pudo haber sido por medio
de la desalquilacion hacia la formacion de DIAT principalmente. Si bien la

hidrélisis no se llegd a cuantificar no se descarta la formacion de
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hidroxiatrazina (HAT) en tasas no cuantificables o, por el contrario, la
hidrdlisis se llevé a cabo de forma lenta.

El tiempo de vida media no necesariamente fue menor para aquellas
combinaciones con mayor tasa de degradacion, es decir, la combinacion 4
(pH 4, 22°C, luz) experimentd una vida media de 4.8 dias, ademas de que
presento la mayor tasa de degradacion de 96.5% de las 12 combinaciones.
El tiempo de vida media que se tuvo con la combinacion 7 (pH 6.8, 4°C,
oscuridad), como se esperaba una degradacidon lenta en condiciones
acidas, fue de 29.9 dias. Esto quiere decir que, en condiciones de ausencia
de luz, temperatura baja y practicamente pH neutro, la degradacion de la
ATZ es inhibida.

Por ultimo, se debe considerar que en aguas superficiales y en condiciones
naturales estables de pH entre 5 y 9, la hidrdlisis, esto es, la descloracion e
hidroxilacion se mantienen inhibidas (LeBaron et al., 2008). La tasa de
degradacion hacia la formacion de hidroxiatrazina (HAT) podria verse
favorecida en aguas superficiales en presencia de carbon organico disuelto
y mediante la exposicidén indirecta a la luz solar a longitudes de onda
mayores a 290 nm. Con estas dos condiciones la descloracion es

particularmente viable.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda que para la identificacion y adecuado seguimiento de la
especie HAT a lo largo de los dias de experimentacién propuestos, el
método podria ajustarse robustamente para detectar en cantidades de ppb
(partes por billén) o trabajar con un pH cercano a 12, dado que en las
curvas de calibracion se logré cuantificar de manera adecuada tanto la

especie DEAT como la HAT mediante la presente técnica analitica
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e Se debe ir considerando que la ATZ presentd un coeficiente de reparto Koy
de 2.5 por lo que tiende a ser soluble en agua con 33 ppm a 25°C. Por ello,
en futuros trabajos experimentales, se puede utilizar como referencia para
evaluar la presencia de ATZ hasta en 1 ppm en caso de que el analito de

interés esté presente en agua superficial.
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Anexo 1

Estructura y propiedades de las especies en
estudio
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Tabla A1.1. Propiedades fisicoquimicas de la atrazina

ATZ

HN N

)\ "
Nombre comun Atrazina
Nombre IUPAC 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-

triazina)

Férmula molecular CsH14CINsg
Masa molar [g/mol] 215.685
Valor de pKa 1.68
Solubilidad en agua [mg/L] (20-25°C) 33 ppm (LeBaron et al., 2008)
Solubilidad en metanol ([g/L] (25°C) 15 (Paranjape et al., 2014)
Presion de vapor [mPa] (25°C) 0.038 (Tadeo, 2008) [2.89x10”" mmHg]
Coeficiente de reparto octanol-agua K,, | 2.5 (Tadeo, 2008)
(25°C)
Tiempo de vida media en suelo-agua 35-50 (Tadeo, 2008)
(half-life time DTsy) [dias]
Densidad [g/cm®] (22°C) 1.23
(m/z) ESI 200.00 (NIST, 2018)
A UV [nm] 221

MRL, limite maximo de residuos aceptable | 1-5 ppm
Toxicologia (World Health Organization) [
DLsq oral ratas [mg/kg] 1869-3080

Los metabolitos desalquilados e hidroxilados de la atrazina presentan toxicidad y

propiedades fisico-quimicas similares al compuesto de partida (Tomlin, 2009).
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Tabla A1.2. Propiedades fisicoquimicas de la hidroxiatrazina

HAT

OH

N|)§N
HN N)\N/\

PO

Nombre comun Hidroxiatrazina

Nombre IUPAC 4-ethylamino-2-hydroxy-6-isopropylamino-s-
triazine

Formula molecular CsH1sNsO

Masa molar [g/mol] 197.242

Solubilidad en agua [mg/L] (20-25°C) 0.298 g/L (LeBaron et al., 2008)

(m/z) ESI 196.1204 (NIST, 2018)

A UV [nm] 240

MRL, limite maximo de residuos aceptable | 1-5 ppm
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Tabla A1.3. Propiedades fisicoquimicas de la deisopropilatrazina

Cl

A

N
N

Nombre comun
Nombre IUPAC

Formula molecular

Masa molar [g/mol]

Solubilidad en agua [mg/L] (20-25°C)
Densidad [g/cm®] (22°C)

(m/z) ESI

A UV [nm]

MRL, limite maximo de residuos aceptable

SN
|
HZNJ\ A

DIAT

NHCH,CHs

Deisopropilatrazina
6-Amino-2-chloro-4-ethylamino-1,3,5-
triazine

CsHsCINs

173.604

670 (Javed Ali Khan, 2017)

174.05 (NIST, 2018)
213

1-5 ppm
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Anexo 2

Especificaciones de los equipos empleados
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Tabla A2.1. Especificaciones de los equipos empleados

Equipo/Material

Micropipetas

Equipo de filtrado

Membranas

Bano ultrasonico

Autoclave

Capsulas de estaino

Balanza analitica

Sistema de

purificaciéon de agua

Horno

Especificaciones

Transferpette
1-10 mL

Perkin Elmer Sartorius D-3400
Gottingen 1000 mL

SUN SRI, membranas de disco de

‘nylon’ con 47 mm y 0.20 um

Cole Parmer 120 V, 50-60 Hz,
Modelo 08895-39

AESA Modelo CV 250, 127 V, 15.7
A, 2000 W.

Costech Analytical Technologies,

para muestras solidas

Mettler Toledo, Modelo AG 245.
Alcance de medicion 210 g,

tolerancia 0.1 mg

Millipore Q3 UV kit Mx 110 V

Agua tipo 1: 182 MQ cm
concentracion iénica<1 pg/L
Agua tipo  3: 5 puS/cm

concentracion ionica 2.5 mg/L
Felisa, Modelo F 293D, 0 a 250°C

Funcion

Toma de alicuotas para

disoluciones

Eliminacién por vacio de

solidos para el mejor
desempefio de los
solventes

Fungen como barrera que
detienen las impurezas de
los solventes
Eliminacion de  gases
disueltos en los solventes
por zonificacion
Esterilizacion de puntas via
aplicacion de calor
hamedo, 14
120°C, 20 minutos

Fungen como receptaculo

kgidcm?,

para contener los reactivos

a pesar
Pesaje de ATZ, DEAT,
DIAT y HAT para

preparacion de soluciones
en ppm

Dispensador de  agua
destilada (tipo 3) y agua

des-ionizada (tipo 1)

Secado de material de
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Equipo/Material

Campana de flujo

Laminar

Potenciometro

Moédulo de
Separaciéon Waters
Alliance 2695

Espectrometro de
Masas Waters
Quattro Micro API
Columna

Bomba de vacio
Generador de

nitrégeno

Software

Especificaciones

CFL102 sin recirculacion, motor de
1/6 HP y 127 V

Thermo Electron Corporation
Advanced, modelo Orion 720 A+

Sistema de manejo de solventes y

sistema de manejo de muestras

Dotado de un doble cuadrupolo de
alto desempefio que puede
acoplarse a la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion
Kinetex C18 2.6 um 150x4.6 mm
Edwards Leroy modelo 1LS90PR

Peak Scientific Instruments
modelo NM30LA-MS

MassLynx 4.1

Funcién

vidrio durante 1 hora a
120°C

Zona estéril (con lampara
de uv)

elaboracion de soluciones

luz para la

madre

Medidor de pH digital para
de
soluciones amortiguadoras
(buffers)

Integra los componentes de

estabilizacion

la cromatografia liquida de
alta resolucion, CLAR
(HPLC)

Analizar informacion
molecular de las corridas

cromatograficas

Separacion en fase reversa
Acondicionar la camara del
nebulizador del cono del
espectrometro de masas
Fuente de nitrogeno
gaseoso para evitar la
ignicién en la sonda ESI
Creacién del método
cromatografico y analisis

de datos
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Anexo 3

Curvas de calibracion
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Figura A3.1. Curva de calibracién para atrazina (ATZ), a pH de 4
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Figura A3.2. Curva de calibracidon para desetilatrazina (DEAT), a pH de 4
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Figura A3.3. Curva de calibracién para deisopropilatrazina (DIAT), a pH de 4
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Figura A3.4. Curva de calibracion para hidroxiatrazina (HAT), a pH de 4
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Figura A3.5. Curva de calibracién para atrazina (ATZ), a pH de 6.8
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Figura A3.6. Curva de calibracion para desetilatrazina (DEAT), a pH de 6.8
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Figura A3.7. Curva de calibracién para deisopropilatrazina (DIAT), a pH de 6.8
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Figura A3.8. Curva de calibracién para hidroxiatrazina (HAT), a pH de 6.8
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Figura A3.9. Curva de calibracion para atrazina (ATZ), a pH de 9
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Figura A3.10. Curva de calibracién para desetilatrazina (DEAT), a pH de 9
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Figura A3.11. Curva de calibracién para deisopropilatrazina (DIAT), a pH de 9
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Figura A3.12. Curva de calibracién para hidroxiatrazina (HAT), a pH de 9



Anexo 4

Datos experimentales

87



Tabla A4.1. Resultados del diseiio experimental planteado en la

investigacion para la atrazina

Combinacién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Dias
Respuesta ATZ
(Area bajo la curva)
1 142561 144147 138269 152066 148566 151426 146278 136546 139246 138416 133855 136956
2 136011 140588 137052 109674 117784 118160 145516 135489 134878 134489 129516 121444
3 122226 138149 98680 97444 94353 114083 145896 136422 134216 131266 126774 116499
4 117498 129260 96544 91446 92715 112207 146196 133987 129511 130390 126280 101592
7 110727 126631 91497 90043 93541 113256 142511 131256 123590 121244 114588 99426
8 109343 113454 90680 88422 90456 118619 140248 129215 115662 118438 104962 97233
9 108556 114516 86054 73820 87578 92567 129487 127466 111263 109514 97216 96115
10 106556 116211 88541 60266 85356 87223 126523 114573 104664 102664 92180 95140
11 96452 86159 84643 57248 76087 83481 122145 107541 95117 95117 82228 95216
14 66211 66391 81297 46812 76000 68801 111542 91614 88290 86222 80798 63711
15 56125 43517 50869 37984 68342 71534 112664 88266 86114 73266 79616 55560
16 48963 33562 51277 29797 69504 66216 106236 87154 82544 68945 72344 58640
17 40771 26018 48457 28345 66455 69451 107549 83511 78116 66451 67545 56212
18 31440 27849 46184 20778 67213 61523 102532 79151 74025 67773 61252 55560
23 32627 34304 44660 21222 64236 57126 96744 77486 71112 61542 60222 52116
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Tabla A.4.2. Resultados del diseiio experimental planteado en la

investigacion para la hidroxiatrazina

Combinacioén

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HAT ppm

1 1.01 1.02 0.98 1.09 0.72 0.74 0.71 0.65 0.67 0.66 0.64 0.65

0.96 0.99 0.97 0.75 0.54 0.54 0.70 0.65 0.64 0.64 0.61 0.56

0.85 097 | 066 | 0.65 | 040 | 0.52 0.71 0.65 | 0.64 0.62 0.59 0.53

0.76 0.88 | 0.60 | 059 | 0.40 | 0.51 0.69 | 0.62 0.57 0.56 0.52 0.43

0.74 0.78 0.59 0.58 0.38 0.55 0.67 0.61 0.53 0.54 0.46 0.41

2
3
4 0.81 0.90 0.64 0.60 0.39 0.51 0.71 0.64 0.61 0.61 0.59 0.44
7
8
9

0.74 0.79 | 056 | 046 | 036 | 0.39 | 0.61 0.60 | 0.50 0.49 0.41 0.41

10 072 | 080 | 058 | 0.35 | 035 | 0.36 | 0.59 | 0.52 046 | 0.45 0.38 | 0.40

11 0.64 056 | 055 | 0.33 | 029 | 034 | 057 | 048 | 0.40 0.40 0.32 0.40

14 040 | 040 | 052 024 | 029 | 025 | 050 | 0.39 | 0.36 | 0.35 0.31 0.21

15 0.32 022 | 028 | 017 | 025 | 0.27 | 0.51 0.37 | 0.35 0.27 0.31 0.16

16 0.26 0.14 0.28 0.11 0.25 0.24 0.47 0.36 0.33 0.24 0.26 0.18

17 0.19 0.08 | 026 | 010 | 024 | 025 | 048 | 0.34 | 0.30 0.23 0.23 0.17

18 0.12 0.09 0.24 0.03 0.24 0.21 0.45 0.31 0.27 0.24 0.20 0.16

23 0.13 0.14 | 023 | 0.04 | 0.22 0.18 | 0.42 0.30 | 0.26 0.20 0.19 0.14

La constante de velocidad de reaccidn k se obtiene con la ecuacion 2.10; por

ejemplo, para la combinacion 1 se tiene que:

L Final

sy _ a2 s

k(dias)™" — e — — 0.0093 dias Ec.2.10
Fimai Lo GlES

y el tiempo de vida media ty;, se obtiene con la ecuacién 2.11
1y —

/o= In2=——1In2=7.8 dias Ec.2.11

OESE
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Tabla A4.3. Resultados del disefio experimental planteado en la

investigacioén para la deisopropilatrazina

Combinacién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Dias
Respuesta DIAT
(Area)
15262 17566 11266 17526 20116 16512 13266 19416 22511 19733 21514 16522
1
2 20062 16512 21415 27053 21745 29544 20081 18105 26441 31547 29626 23147
3 27718 25804 28635 27724 31081 34450 22347 26468 32039 30139 23443 26386
4 50553 33236 37759 65917 38830 38939 21567 17279 24111 32118 23672 33310
7 66551 35621 36205 72422 43982 46225 25354 31256 19923 30052 36040 46211
8 75541 36423 48896 77733 45688 46098 20995 33265 18744 34692 41999 44532
9 67844 43571 51140 73563 46243 56514 24732 32994 26579 30655 45461 51107
10 78840 36946 70838 75045 50007 53642 38122 40501 22433 62895 49550 54636
11 70511 37266 66214 76245 48644 48155 36478 48906 29736 71422 57481 56941
14 68566 35893 69290 67737 46535 46616 50346 55562 36992 67544 55856 78634
15 64177 33512 67245 69466 49216 48155 51488 44845 44152 87699 66795 81522
16 71514 36251 62164 65945 48415 42156 52894 53219 39622 92144 72591 88945
60285 36778 53214 56584 46957 48723 45896 54803 42781 91516 77411 86213
17
1 8 58216 30233 50566 53965 46233 49946 56115 56316 46922 89661 78463 85416
23 64211 36481 50152 46152 50511 48116 54378 42156 53922 76588 81916 96488
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Tabla A4.4. Resultados del diseiio experimental planteado en la

investigacion para la desetilatrazina

Combinacién

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Dias

DEAT

ppm
1 | 006 | 007 | 004 | 007 | 008 | 0.07 | 005 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.07
2 | 008 | 007 | 009 | 012 | 0.09 | 0.13 | 008 | 0.08 | 011 | 0.14 | 0.13 | 0.10
3 | 012 | 011 | 012 | 012 | 013 | 0.15 | 0.09 | 011 | 0.14 | 0.13 | 0.10 | 0.11
4 | 022 | 014 | 016 | 029 | 017 | 0.17 | 009 | 0.07 | 0.10 | 0.14 | 0.10 | 0.14
7 | 029 | 015 | 016 | 032 | 019 | 020 | 011 | 0.13 | 0.08 | 0.13 | 0.16 | 0.20
8 | 033 | 016 | 021 | 034 | 020 | 020 | 0.09 | 0.14 | 0.08 | 0.15 | 0.18 | 0.19
9 | 030 | 019 | 022 | 032 | 020 | 025 | 0.10 | 0.14 | 011 | 0.13 | 020 | 0.22
10 | 035 | 016 | 031 | 033 | 022 | 023 | 017 | 0.18 | 0.09 | 028 | 0.22 | 0.24
M | 031 | 016 | 029 | 034 | 021 | 021 | 016 | 021 | 013 | 031 | 025 | 0.25
14 | 030 | 015 | 031 | 030 | 020 | 020 | 022 | 024 | 016 | 030 | 0.24 | 035
15 | 028 | 014 | 030 | 031 | 021 | 021 | 023 | 020 | 019 | 039 | 029 | 0.36
16 | 032 | 016 | 027 | 029 | 021 | 0.18 | 023 | 023 | 017 | 041 | 032 | 0.39
17 | 026 | 016 | 023 | 025 | 020 | 021 | 020 | 024 | 019 | 040 | 0.34 | 038
18 | 026 | 013 | 022 | 024 | 020 | 022 | 025 | 025 | 020 | 0.40 | 0.35 | 0.38
23 | 028 | 016 | 022 | 020 | 022 | 021 | 024 | 018 | 024 | 034 | 0.36 | 043
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Anexo 5

Disposicion controlada de los residuos

producidos en esta experimentacion
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Disposicidon de los residuos

Los residuos generados a raiz de la puesta en marcha de la experimentacion,
tales como soluciones amortiguadoras (buffer, en inglés), las soluciones organicas
utilizadas en la cromatografia liquida como fase maévil (metanol y acetonitrilo), asi
como las soluciones madre preparadas de atrazina y sus metabolitos,
hidroxiatrazina, desetilatrazina y deisopropilatrazina, fueron tratadas de acuerdo
con la normativa vigente establecida por la Unidad de Gestion Ambiental de la

Facultad de Quimica de la UNAM y dispuestas siguiendo sus protocolos.
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