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RESUMEN

El presente trabajo muestra un método para el andlisis de herbicidas. acido
clorofenoxi en muestras de agua de rio y pozo. Los dos herbicidas considerados estan
sujetos a regulacion por organismos ecologicos para la prevencion de la contaminacion del
agua.

El método desarrollado se basa en un sistema de precolumas para extraccién en
fase solida que se acopla en linea a la cromatografia de lguidos de alta resolucion (HPLC)
para la deteccién y cuantificacion de los herbicidas,

La extraccion y preconcentracién de las muestras se efectita sobre una fase
polimérica de estireno divinil-benceno (PRP) bajo condiciones acidas (pH=1). En esta
precolumna se extraen gran parte de las moléculas orginicas neutras presentes en la
muestra de agua. Los compuestos inicos no retenidos por este adsorbente sou eluidos de
la precolumna o se eliminan durante el lavado de ésta con agua pura,

Una vez realizada fa preconcentracion se efectéia un proceso de limpieza de la
muestra con ayuda de otra precolumna empacada con un intercambiador de aniones
(precolumna anidnica), aprovechando las propiedades 4cido-base de los herbicidas. Estos
son desorbidos de la PRP con ayuda de una disolucion basica (pH=10), con 10% de ACN
y se transfieren a la precolumna anidnica donde los herbicidas son nuevamente adsorbidos.
De esta forma se eliminan la mayoria de los compuestos organicos interferentes, los cuales
permanecen adsorbidos en 1a PRP,

Por ltimo la precolumna de intercambio iénico se conecta en linea con una
columna analitica empacada con una fase reversa C18, mediante valvulas de conmutacion.
Los herbicidas son eluidos y separados empteando un gradiente binario de fase movil. La
porcién acuosa de ambas fases estd compuesta por HClO. y HCOOH a éoncentracibn

0.01 M, con ¢l pH ajustado a 3.82 mediante una disolucién de sosa. La fase A es una

mezcla de acetonitrilo-disolucion acuosa 20:80 W)yl fase B de acetonitrilo-diéélucién,
acuosa 80:20 (v/v). El gradiente utilizado es: 0 min-0 %B, 5 min-5%B, 20 min-35%B, 21"
min-40%B y 40 min-45%B. El andlisis de los herbicidas se realiza con un detector UV . a .-

una longitud de onda de 280 nni.

e



RESUMEN

FHimite de deteccion para ambas herbicidas fuc de 0.3 pg/l. en agua grado HPLC,
de 1 pg/l. parajos dos herbicidas en el agua de pozo analizada, y de 2 pg/t. para ¢l 2,4-D

y lpg/L para el 2,4-DB en el agua de rio.

La téenica establecida evita la contaminacion y las pérdidas de la muestra por
manipulacion o por degradacion debido a que el proceso de preconcentracion y analisis de

herbicidas se realiza en linea.

Los resultados obtenidos del anilisis con las muestras de agua de rio y pozo
permiten afirmar que el método es adecuado para efectuar el andlisis de los herbicidas en

muestras de agua natural,




INTRODUCCION

Los herbicidas son muy utilizados en ¢! mundo para favorecer ¢l desarrollo de
cereales al destruir las hierbas malas o malezas de los sembradios; en especial los
herbicidas de 1a familia clorofenoxi son utilizados por ser herbicidas selectivos, es decir
atacan Ginicamente a las hierbas que producen pérdidas en los cultivos.

,

En México se utilizan particularmente los herbicidas:

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4.D).

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

Actualmente el empleo de estos herbicidas no tiene un control muy estricto, por lo
que en muchos casos son utilizados indiscriminadamente, Este uso indiscriminado provoca
que el agua cercana a los campos de cultivo se contamine por la solubilidad de las sales de
los &cidos clorofenoxiacéticos en ésta. Debido a la toxicidad de los herbicidas se hizo
necesario el implementar técnicas de anélisis para efectuar su identificacion y

cuantificacion.

Sin kembargo los métodos de anlisis establecidos actualmente para los herbicidas
2,4-D y 2,4-DB implican la utilfzacién de sustancias toxicas tales como él diazometano
(cancerigeno, USEPA, 1984c). Ademés la preparacion de la muestra es larga y miﬂuciosa,
presenténdose el riesgo de contaminacién de la muestra durante su manipulacién. Por lo
anterior se requiere desarrollar nuevos métodos de anélisis que sean més simples, precisos
y exactos para el anélisis de herbicidas en agua a niveles de trazas y que édemﬁs no

contaminen al ambiente.
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OBJETIVO

Desarroflar una metodologfa alternativa a los métodos empleados actualmente para
extraer, purificar, identificar y determinar herbicidas clorofenoxi 2 niveles de
concentracion del orden de trazas en agua, con base en un sistema de precolumnas para
Extraccion en Fase Sélida (EFS) acoplado en'linea a la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (HPLC),
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Capitulo 1.

ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS DE COMPUESTOS
ORGANICOS EN AGUA

Actualmente ¢! analisis de la gran variedad de contaminantes orgénicos presentes
en muestras de agua se basa en el empleo de técnicas de andlisis por Cromatografia ya sea
en fase liquida (FIPLC) o en fase gaseosa (CG).

La eleccidn del método cromatogréfico mis apropiado para el anilisis de la
muestra de agua depende principalmente de la volatilidad, la estabilidad térmica y la

naturaleza quimica de los solutos que se pretendan analizar,

Independientemente del método -cromatogrifico empleado, si la ‘muestra es
demasiado compleja o “sucia”, o bien, cuando 1a concentracion de los solutos de interés es
tan baja que su deteccion se dificulta, se requiere de una etapa previa de limpicza y/o
preconcentracion antes del an4lisis, Esta etapa puede efectuarse con la ayuda de un gas,
una fase liquida o un>soporte s0lido. Los gases son apropiados paru la extraccion de
solutos volatiles, en tanto que los liquidos y sélidos son empleados en la extraccion de

solutos no volatiles y moderadamente volétiles (Subra, 1989).




CAPITULO 1. ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS. ..
L1- METODOS DE PRECONCENTRACION Y LIMPIEZA

Los métodos mas utilizados para efectuar fa preconcentracion y limpieza de los

compuestos organicos son:

1.L1 Exiraccibn liquido-liquido.

Es Ia preparacion de muestra mas cominmente empleada para ¢ analisis de
compuestos orgnicos en agua. La extraccion liquido-liguido se efectua manualmente por
agitacibn de la tuestra en disolucion acuosa con un disolvente orgénico dentro de un
embudo de separacion, o bien de forma automatizada empleando un extractor liquido-
liquido continuo. El extractor liquido-liquido recomendado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) para el enriquecimiento de compuestos organicos
semivolatiles (basicos, neutros y 4cidos ) es ilustrado en la figura 1.1. Dependiendo de las
condiciones utilizadas, se pueden extracr compuestos de polaridad baja e intermedia,
contaminantes débilmente voltiles (extraccién universal para semivoldtiles neutros) o

compuestos &cidos y bisicos (extraccion selectiva ajustando el pH) ,

l— REFRIGFRANTE

{

COLUMNA SNYDEK

MATRAZ
KUDERANA-DANSSH

TINMRASO PARA
MUESTRA

™ BLoQuK
CALIENTY

Figura 1.1 Extractor continuo liquido-llquido.



1.1 METODOS DE PRECONCENTRACION Y ..

La extraccion liquido-liquido, particularmente en su forma manual, puede consumis
demasiado tiempo debido a que en muchas ocasiones se forman emulsiones que dificultan
la separacion de las fases. Ademas, el volumen del extracto orgdnico obtenido es
relativamente grande por lo que se requiere de un paso de evaporacion para concentrar los
solutos de interés, a un nivel tal que puedan ser adecuadamente detectados y cuantificados
durante el analisis cromatogréfico, Sin embargo no se aprovecha la totatidad del extracto
concentrado ya que solo una pequefia alicuota (algunos microlitros) es inyectada en el
cromatdgrafo, lo que disminuye la sensibilidad del método.

Adicionalmente, el uso y posterior evaporacion de grandes voldmenes de
disolventes en la extraccion liquido-liquido hacen de ésta un proceso caro e

intrinsecamente contaminante,

Actualmente los métodos que utilizan la extraccion liquido-liquido no son
automatizables debido a la dificultad del acoplamiento en linea de este proceso con el

sistema cromatografico de analisis.

Sin embargo, el método estindar para fa determinacion de los herbicidas 4cido
clorofenoxi en matrices de agua (EPA) involucra fa extraccién liquido-liquido de la
muestra, concentracion y formacibn de derivados volétiles, con una limpieza adicional,

para el posterior anélisis por CG. ( A.E. Greenberg, 1981)

1.1.2 Extraccién en Fase Sélida,

E! procedimiento de extraccion esté basado en los mismos fenémenos que son
responsables de la retencion en cromatografia de liquidos . (adsorcién, afinidad, |
hidrofobicidad, intercambio i6nico, etc...). Este tipo de extraccién, adecuada para‘
contaminantes de polaridad baja, intermedia y alta, ha ganado una amplia yaceptaciénk por -

ser més rapida que las técnicas clésicas.



CAPITULO 1 ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS ..

Volimenes relativamente grandes de muestra pueden ser cargados en pequeiias
cantidades de soporte. Esto permite que los solutos extraidos y preconcentrados puedan
ser desorbidos con un pequedio volunen de disolvente organico lograndose factores de
enriquecimiento elevados. La introduccion de cartuchos de alta resolucion (precolumnas)

ha contribuido al gran desarrollo de estas técnicas.

Las técnicas de extraccidn en fase solida pueden efectuarse empleando operaciones
experimentales en diferido o bien operaciones en linea.
1.1.2.1.-EXTRACCION EN FASE SOLIDA “OFF-LINE” O EN DIFERIDO.

En los métodos de anlisis que involucran el empleo de procesos de extraccion en

fase s6lida “off-line” o en diferido, 1a etapa de extraccion o preconcentracion se realiza de

manera independiente a ta etapa de anétisis.

El praceso de preconcentracion de los solutos comprende dos etapas: la extraccion

y la desorcion, Estas etapas se presentan en la figura 1.2

Muestrs Disolvente
dewgus urginles

ETAFA DK ETAPA DE
EXTRACCION DESORCION

Figura 1.2 Principio de la preconcentracién sobre un soporte sélido. Procedimiento en
diferido. =
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Durante fa etapa de extraccion se fijan los solutos contenidos en la muestra en cl
soporte sélido. En la etapa de desorcion los solutos extraidos son cluidos mediante un
volumen reducido de un disolvente orginico apropiado. Después de 1a eliminacion de éste
se obtiene un extracto concentrado de los solutos, el cual se pued: analizar miediante
procedimientos cromatograficos.

Los procedimientos en diferido presentan inconvenientes debido a que involucran
atn varias etapas de manipulacidn de ta muestra, tales como la desorcién con disolventes
de los solutos concentrados en fase solida, y la evaporacion de dichos disolventes para
obtener un extracto concentrado de fos compuestos de interés, Por lo tanto aiin existe ¢l
riesgo de pérdida por degradacion de los solutos asi como contaminacion de la muestra.
Adicionalmente, en este caso también se tiene una pérdida de sensibilidad del método

debido a que solo se analiza una aficuota del extracto concentrado,

Este procedimiento de extraccion para los herbicidas acido clorofenoxi fue
estudiado por A. Betti, 1990 y H. Ohno, 1992. En la mayoria de los casos sus estudios
presentan bajos porcentajes de recuperacion del anafito (dependiendo del autor van de 90
2 40 %) y sus técnicas involucran un gran riesgo de contaminacion por manipulacion de la
muestra. Los limites de deteccion alcanzados son del orden de pg/L para los solutos

estudiados.

1.1.2.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA EN LINEA.

Muchos de los inconvenientes que presenta la extraccion en fase sélida en diferido

se pueden evitar utilizando métodos de extraccion en fase sélida (EFS) en linea.

Los métodos de EFS en linea constituyen una metodologia en la cual, una vez que los
solutos han sido preconcentrados sobre un soparte sélido, estos son desorbidos .y
transferidos directamente -mediante la ayuda de valvulas de conmutacion (Ramsteiner,

1988)- hacia una columna cromatogrifica para su separacion y analisis,

I\
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CAPITULO 1| ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS...

La figura 1.3 presenta el principio operacional de fa EFS acoplada en linea con el

andlisis cromatografico .

Calunina Amaliticu

Integrudor

Mumstrn de Fare mévil de
gus aniil

"
ETAPA DE ‘
EXTRACCION .

Figura.13 Printipio del acoplamiento extraccion en fase salida-Anélisis en linea.

Al igual que los métodos en diferido, en los métodos en linca la etapa de
preconcentracion consiste en percolar un volumen dado de muestra a través del
adsorbente sobre ¢f cual se fijan los solutos de interés. Sin embargo a diferencia de los
miétodos en diferido, en la etapa de desorcion la precolumna de concentracidn se acopla

directamente con la columna anafitica y las sustancias orgdnicas preconcentradas son

desorbidas y transferidas simultdneamente, mediante una fase mévil apropiada, hacia la

columna cromatogréfica para su analisiy.

A fin de reducir el fenémeno de ensanchemiento de banda durante la transferencia
de los analitos de fa precolumina hacia fa columna analitica, las dimensiones de Ia
precolumna deber ser pequeflas en comparacion con las dimensiones de la columra
analitica y ésta debera empacarse con adsorbentes de granulometria pequena (Reza,1995).

Durante la etapa de pretratamiento de la muestra, se puede efectuar una extraccién
selectiva de los solutos orgénicos de interés a través del acoplamiento de dos o mds

precolumnas empacadas con fases estacionarias de naturaleza diferente. De esta manera,



1.2 PROPIEDADES DI 1.OS HERBICIDAS ..

tanto los solutos de baja polaridad como los polares y los idnicos, pueden scr
preconcentrados y analizados simultdneamente. Por otra parte la selectividad hacia
compuestos especificos también se puede incrementar empleando métodos de deteccion

apropiados,

Debido a que no existe manipulacion de la muestra (como en los métodos descritos
con anterioridad) entre las etapas de preconcentracion y andlisis, se reducen
considerablemente los riesgos de contaminacion o pérdida de la muestra. Ademis, el total
de los analitos extraidos son analizados en el sistema cromatografico, lo cual incrementa la

sensibilidad del método.

1.2 PROPIEDADES DE LOS HERBICIDAS ACIDO CLOROFENOXI,
Acido 2.4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

Es muy utilizado para favorecer el desarrollo de cercales al destruir a la maleza y
hierbas localizadas en campos de cultivo. Una vez aplicado persiste en el suelo por 30 dias
a partir de los cuales es descompuesto (por bacterias las cuales lo metabolizan por un
mecanismo de f oxidacién dejando como residuoy de la reaccidn al 2,4-diclorofenol). Sd
persistencia en agua es de 5 meses aproximadamente debido a la baja actividad biolégica
en este medio. Es poco soluble en agua a altas concentraciones, es soluble en alcoholes y
éteres; sus sales de sodio y amonio se disuelven muy bien en agua. En pe(jueﬂas cantidades
no es toxico para animales y plantas superiores, pero si lo es para insec‘toé y para hierbas o
(como herbicida es regulador del crecimiento). Es un 4cido de fuerza hiedia‘(pl(a=2.64)

muy Corrosivo, su presentacion fisica es un polvo blanco con punto de fusién de 140.5 °C.

La exposicion a concentraciones altas del compuesto ha demostrado que este

herbicida es potencialmente cancerigeno,
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CAPITULO | ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS...

Acido 4-(2.4-Diclorofenoxi)butanoico (2,4-DB).

Al igual que el 2,4-D es utilizado en el cultivo de cercales para la prevencion de

malezas, s mas selectivo que el 2,4-D y se puede utilizar en cultivos como alfalfa en

donde el 2,4-D no es utilizable, este herbicida actda sobre la ff oxidacion, Es poco solubly

en agua, soluble en acetona, benceno, etanol y éier etilico, sus sales son solubles en agua

pero precipitan en presencia de agua dura (debido a fa formacion las sales con los jones de

calcio y magnesio). Es un acido débil (pKa=4.8), toxico e irritante y potencialmente

cancerigeno a altas concentraciones. Se presenta en forma de cristales incoloros con punto

de fusion de 119-119.5 °C. Al igual que el 2,4-D es degradado por bacterias dando como

producto de degradacion al 2,4-diclorofenol.

Enlatabla 1.1 se presentan las principales propiedades de los herbicidas,

Tabla 1.1 Propiedades de 2,4-D y 2,4-DB.

PROPIEDA
Hs—COO0H pooll
Ts —--CH»—-—L[:
ESTRUCTURA
b
1 [}
Cl . )
FORMULA MOLECULAR CxH@CbO;‘ C]oHloChOJ
PUNTO DE FUSION °C 140.5 119-119.5
PESOQ MOLECULAR 220 p/mol 248 p/mol
CONSTANTE DE DISOCIACION 2.64 4.8
pKa
SOLUBILIDAD EN AGUA A 25°C mg/L 620 .46
DOSIS MORTAL mg/Kg 375 700
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1.3. METODOS PARA EL ANALISIS DE [HERBICIDAS  ACIDO
CLOROFENOXI

El uso creciente de los herbicidas en el medio agricola ha promovido el desarrolio
de numerosos métodos para su andlisis y cuantificacion. En términos de instrumentacion
los procedimientos son diversos, la Cromatografia de liquidos y la Cromatografia de gases
son fas mis empleadas.

Los métodos basados en la cromatografia de gases involucran fa utilizacion de
detectores de ionizacion de flama, captura de electrones o espectrometria de masas . Estas
métodos inchityen una etapa de derivatizacion mediante la cual los herbicidas son
convertidos en especies mas volatiles y menos polares a fin de factlitar su separacion y
cuantificacién,

Los métodos de Cromatografia de liquidos involucran la utilizacion de detectores

uv.

El método estdndar para el andlisis de diez herbicidas establecido por la EPA se
describe a continuacion.

" Las muestras son extraidas, hidrolizadas con hidréxido de potasio 'y los
interferentes organicos son removidos por medio de lavados con disolventes. Después las
muestras son acidificadas y los cidos clorofenoxi son extraidos, concentrados y derivados
a los ésteres metilicos utilizando diazometano. Los ésteres son analizados por inyeccidn
directa en cromatografia de gases. ’

Los limites de deteccion del método para los dos herbicidas de imeréé son de 1.2
ug/L para el 2,4-D y de 0.91 pg/L para el 2,4-DB. Los limites de deteccibh para ambos
herbicidas en agua de pozo son de 12 pg/L para el 2,4-Dy de 9.1 pg/L. para ¢l 2,4-DB. La
desviacion esténdar del método para los herbicidas es de 3% para el 2,4-DB en‘una
muestra de 10.3 pg/L y de 4 % para el 2,4-D en una muestra de l0<9 /L, las

recuperaciones obtenidas son de 93% y 75 % respectivamente
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CAPITULO | ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS. ..

fa tabla 1.2 muestra un resumen de los métodos desarrollados para la

determinacion de herbicidas, y las principales caracteristicas de cada uno. En gencral los

métodos presentados se basan en la determinacion por cromatografia de liquidos, debido a

que el analisis poi cromatografin de gases en gencral es similar al método esténdar

utilizado por la EPA y que se describio con anterioridad.

Tabla 1.2 Principales caracteristicas de los métodos desarrollados para la determinacion
de herbicidas acido clorofenoxi.

Compuestos | Naturaleza |~ Mélodode eteccion |1
“estudiad R4 | concentracidn
KFS conresing |  Analisis por | Detector ! Ohno. H.
concentrar | intercambiador HPLC UV a 280 Ef al 1992
100 mL, a de aniones con % R=80 nm
extraccion
en diferido
2,4-D Aguaderio, | EFS condos Andlisispor | Detector | ___ | Wells, M.
concentrar | columnas C18 HPLC UV a 280 ctal
200 mL enlinea. dp=5 | con %R=91.9 nm 1987
extraccion | pm, cartucho | (5-250 ug/L)
en diferido comercial
2,4-D Aguapura | EFS, extraidos | Andlisis por | Deiector 10 S. H.
fortificada | con columna HPLC UVa280 Hoké
extraccion Ci8 con %R~=80 nm et al.
en diferido (10-250 pg/L) 1986
2,4-D Agua de rio Membrana Andlisis por | Detector { 100 Gbran
andlisis en liquida HPLC UV 2280 Nilve
linea Con %R=56.4 nm ctal
{0.05-0.1 ppm) 1984,
24-D | Aguaderio EFS Andlisis por | Detector |- (1)
Analisisen | precolumna HPLC Uvaz200} 02 | S Chiron
diferido con resina % de R nm , et al
(5L) estireno- En diferido(1) 1994
y anélisis en | divinilbenceno C18=44% (2) ‘
linea 150 | yconcolumna | SDB=59% 0.05
mL C18 En linea(2)
Ci8=74%
: SDB=82%
2,4-D Agua de EFS Andlisis por | Detector RB.
pozo precolumna HPLC UVa2lo Geerdink
Agua de rio PLRP-Sy % de R nm 1989
anilisis en PRP-1 87%y 101 % '
linea
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Tabla 1.2 Principales caracteristicas de los métodos desarrollados para la determinacion
de herbicidas acido clorofenoxi.(Continuacion)

‘Compuestos Nsti;f;ale“z’g' del | Métodode | caracterfsticas ‘| Deteccion | LDM | Referencis
estudindog gua | concentracién | - del método . | T EATTT) P
2,4-D Inyeccion de — Andlisis por | Detector |20 ng| C. Sanchez
2,4-D (éster | 1a muestra en HPLC UV a280 | para 1991
metilico) metanol ‘ nm el
éster
2,4-D (éster | Inyeccion de Anglisis por CG| CG-MS. [20ng| C. Sinchez
métilico) | la muestra en para 1991
metanol el
' éster
2,4-D Agua de rio EFS Andlisis por | Detector |0.05- RB.
2,4-DB andlisisen | precolumna HPLC UVa230 | 0.1 | Geerdink
linea PLRP-§ %R >85 nm 1991
2,4-D Aguade rio ELL Andlisis por | Detector | 80 W.
2,4-DB anélisis en Disolvente HPLC UV a230 Schiissler
diferido  |diclorometano| 67 % deR nm 90 1990
81%deR
24D Agua pura EF8 UVa254 Smith
fortificada } copolimero | Andlisis por nm | cetal,
concentracion PRP HPLC 1983
enlineade 50| dp. 10um.
a250mL | 50x4.2mm
di.

2,4-D Aguapura | copolimero Andlisispor | UVa230{ 10 | A Betti
2,4-DB fortificada PRP HPLC nm 1990.
concentracion 101% 50

en diferido 99%
2,4-D Agua rio ELL Andlisis por | Para ELL
2,4-DB anélisis de HPLC UVa |
ELL en Para ELL 280nm R. Hamann
diferido %R son 1987
anélisis de 103 Para EFS
EFS en linea EFS 100.2 UV a230
Para EFS
%R para
2,4-D=88.1




CAPETULO | ENRIQUECIMIENTO Y ANALISIS. .

1.4, CONCENTRACIONES MAXIMAS PERMISIBLES DE LOS HERBICIDAS.

f.as concentraciones miximas permitidas que cecomiendan los  orpganismos

ecolbgicos se presentan 4 continuacion en fa tabla 1.3,

Tabla 1.3 Criterios ecologicos de calidad del agua. Niveles maximos en pg/l.

SOLUTO FUENTY DE, RECREAYIVO | AGUAEN | AGUA EN VIDA
ABASTECIMIENTO CON ZONAS | ZONAS DE | ACUATICA
DE AGUA POTABLE CONTACTO DE RIEGO DE
PRIMARIO RIEGO | CANADE
DEMAIZ | AZUCAR
24D 160 "%’ 1 100" 200" o
103 70"
2,4-DB 200° . 100 200 Afecta n

los peces,
pero no se
tiene un
valor

especifico,

1.- Norma ecolégica Mexicana.

2.- Norma ecolégica U.S.A

3.- Norma ecoldgica Canadiense. -
4.- Norma ccoldgica establecida por la Organizacion Mundial de la Salud.
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Capitulo 2.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.

En los tltimos affos se han desarrollado un gran nmimero de métodos
cromatogréficos que involucran diversas técnicas de concentracion para los herbicidas, las
cuales son: Extraccion Liquido-Liquido(A.E Greenberg) y Extraccion en Fase Solida
(EFS), con la posibilidad de utilizar ésta en diferido (A. Betti, 1990 y R Schuster, 1991) o
en linea (R.B. Greerdink, 1991 y R.L. Smith, 1983). La Extraccién Liquido-llquidoy(ELL)
tiene el problema de requerir una continua manipulacién de la muestra para la extraccion,
derivacion y lavado de los analitos antes de su anélisis, lo que lleva a. posible
contaminaci6n de la muestra y, en general, bajos porcentajes de recobro. En la Extraccion
en Fase Solida en linea el prncipal problema que se presenta es la interferencia dé un gran
pico de matriz con los analitos de interés. Este gran pico es debido a los diversos solutos
provenientes de la muestra de agua que también se concentran, En el caso de la Extraccién
en Fase Solida en diferido se presenta ademds el problema de un bajo porcentaje de
recobro y posible contaminacién de la muestra por manipulacion.

El andlisis de los diversos métodos 'y procedimientos publicados para: la

determinacién de herbicidas en agua demuestra que ain se requiere de un método analitico
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

que, ademis de cumplir con las caracteristicas de exactitud, precision, selectividad y
sensibilidad, sea sencillo, rapido, confiable v automatizable. Por ello, este trabajo estd

enfocado a la implementacion de un método que redna estas caracterfsticas.

El estudio aqui presentado tiene como antecedente varios trabajos dcsarrbllados en
el laboratorio de cromatografia de liquidos de la Facultad de Quimica, UNAM, para la
determinacion de diversos contaminantes en agua, utilizando la tecnologia de los sisternas
de precolumnas en linea. En particular, ¢l método desarrollado por P. Padilla para el
andlisis de un grupo de seis dcidos clorofenoxi en agua ha servido como base del presente

estudio.

A continuacién se describe ¢l procedimiento de extraccion en fase solida y analisis
en linea implementado en este trabajo para cl andlisis de los herbicidas: &cido 2,4-

Dicloroferioxiacético y acido 4-(2,4-Diclorofenoxi)butanoico en muestras de agua,

A grandes rasgos el procedimiento consiste en efectuar la preconcentracion de los
herbicidas mencionados sobre una precolumna, empacada con una resina polimérica de
estireno-divinilbenceno (precolumna PRP). Posteriormente se efectia la remocion de los

compuestos inorganicos a través de un lavado de Ia precolumna con un pequefio volumen

de agua; los herbicidas concentrados en dsta son transferidos cn linea hacia una segunda

precolumna empacada con un intercambiador de aniones base fuerte (precolurnna

Aniédnica). Esta transferencia permite llevar a cabo un paso de purificacion aprovechando -

las propiedades cido-base de los herbicidas, debido a que otros solutos no ionizables
concentrados en la columna PRP permanecen adsorbidos en ella. Finalmente, los

herbicidas retenidos en e} intercambiador de aniones en forma de iones acetato y butirato,

son transformados en parte a su forma molecular y transferidos en linea a la columna

analitica C18 en donde se efectia su separacion. La deteccién de los solutos separados se

realiza empleando un detector UV.
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LEEQUIPOS Y ACCESORION
2.1 EQUIPOS Y ACCESORIOS.

El sistema cromatografico empleado esta constituido por el siguiente equipo y

aceesorios:
& Cromatografo de liguidos Gilson con dos bombas modelo 305 y 306 para
gradiente, equipado con manémetro Gilson 805 y mezclador Gilson 811 B (a
este sistema lo llamaremos *“Bomba P1”).

& Inyector Altex 210A con rizo de 22 uL (vilvula C).

& Columna de acero inoxidable de 150 x 4.6 mm (d.i.), empacada con fasc reversa

Spherisorb ODS-2 de 5p de diametro de particula (Phase Separations),

& Detector UV con arreglo de diodos, Spectromonitor modelo 5000 de
Thermoline Separations que permite trabajar a diferentes condiciones de
sensibilidad y longitud de onda. En este trabajo el detector se utilizo Gnicamente
a una longitud de onda de 280 nm.

& Integrador Hewlett Packard (HIP 3396A)

El sistema de tratamiento de la muestra, acoplado en linea con el sistema

crotnatogréfico, fue intercalado entre el inyector y la columna analitica. Este sistema’

(figura 2.4, seccion 2.4) consta de:

¢ Bomba isocritica Beckman 210 A. Esta bomba serd denominada en lo sucesivo
“bomba P2”

21
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CAPITULQ 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

¢ Dos valvulas (A y B) de conmutacion de seis puerias (Rheodyne 7 000), las
cuales junto con el inyector (valvula C), estdn montadas sobre un soporte
metélico perforado ad hoc. La valvula A se encuentra conectada al inyector del
sistema cromatografico (puerta 2), a la valvula de conmutacion B (puertas 3 y 5),
a la bomba P2 (puerta 6) y a la precolumna PRP (puertas 1 y 4), Por otra parte,
la valvula B estd unida a la valvula A (puertas 2 y 6), a la precolumna anionica
(puertas 1 y 4 ), a una salida de desecho (puerta 5) y a la columna analitica
(puerta 3).

Otros equipos y/o accesorios adicionales son los siguientes:

& Purificador y desionizador de agua NANOpure (Barnsted modelo 04747),

# Baitp de ultrasonido para degasificar soluciones y fases moéviles (sonicor,
modelo SC-100)

4 Micropipeta de volumen variable 50 a 200 pl (Scorex, modelo 811/821).

# Micropipeta de volumen variable 200 a 1000 pl (Scorex, modelo 811/821).
4 Micropipeta de volumen variable 5 a 50 pl (Scorex, modelo si 1/821).

# Sistema para empacado de columnas a alta presion (Haskel, modelo 29426).

& pH metro (Corning, modelo 220) equipado con un electrodo combinado de

vidrio calomel (Cole-Palmer, modelo 60648).

# Sistema de filtracion de vidrio (Millipore, modelo OM027).
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2.1 EQUIPOS Y ACCESORIOS.

& Membranas de filtracion de 47 mm de didmetro, con pord de 045
pum(Phenomenex AFO-0504))

4 Balanza analitica Ohaus.

2.1,1 PRECOLUMNAS DE CONCENTRACION:

Tanto lag precoluinnas como la columna analitica fueron empacadas en el
laboratorio con ayuda del sistema de empacado mencionado anteriormente.

En la figura 2.1 sc presenta el disefio general de las precolumnas y la columna
analitica. Todos los componentes de éstas son de acero inoxidable. En la tabla 2.1 se
indican las dimensiones, ast como los adsorbentes de empaque utilizados. En la tabla 2.2

se presentan las condiciones para efectuar €] empacado de las columnas

Férula

andi= —froad ?

Disco Filtro Tu
(friY) Tuerca

Figura 2.1 Disefio de las precolumnas empleadas en este trabajo para la preconcentracién

en fase solida de los herblcidas.
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CAPFIULO 2. DESARROLLO EXPERINIENTAL

Tabla 2.1 Dimensiones y empaques de 12 columna y precolumnas de concentracion
empleadas en el método de anilisis de herbicidas

DIMENSIONES DE | NATURALEZA | DIAMETRO PROCEDENCIA
LA PRECOLUMNA DEL | DEPARTICULA | COMERCIAL DEL
ADSORBENTE ; ADSORBENTE
Copolimero Mitsubishi Chemical
20 x 2 mm eslireno- 10pm Industries
(precolumna) divinilbenceno
CHP-3C
Polimero Hamilton Co
20 x2 mm intercambiador de 10[un
(precolumna) aniones PRP-X100
150 x 4.6 mm Spherisorb-0DS-2 Sum Phase Separations

{colutnna)

‘Tabln 2.2 Condiciones para el empacada de la columna y precolumnas

"DISGLUCION PARA

LA SUSPENSIO!
Ani6nica | NaOH (pH=13)- Metanol 2100 60

{40:60 viv) )
PRP Metano! (ligeramente 3000 .60
4cido)

RP-HPLC Acetona-Etanol 7500 140
(Analitica) (50:50 viv)

La figura 2.2 muestra el dispositivo que permite empacar las precolumnas a

presiones relativamente grandes lo cual genera un empacado homogéneo y compacto.
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2 EEQUIPOS ¥ ACCESORIOS.

Al compresor

1
. = - Il-ﬁ
Filtro | | | BOMBA
2 } IMPULSADA ‘
conlrcbor bl CON AIRE, Mofle|
Regulador . COMPRIMIDO
Vilvula d Vilvula de paso

interrupcion

Reserva de disolvente

Reservorio de la
suspension

Disolvente

Suspension

Columna cromatogralica
Suspension

Parcion empacada
Frit de metal poroso

EI‘Iuentc

Figura 2.2 Dispositivo empleado para empacar las precolumnas de concentracion. *
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La metodologia para el empacado es la siguiente: Inicialmente se prepara una
suspension de la fase estacionaria en un disolvente adecuado y se swmerge en un bafio de
ultrasonido por aproximadamente 2 minutos con el fin de remover los gases ocluidos
dentro de la estructura del empaque, asi como dispersar los aglomerados de soporte
formados. Simultaneamente se degasifican alrededor de 20 mL del disolvente empleado
para cfectuar la suspension de la fase estacionaria. La precolumna a empacar se liena con
este disolvente y se conecta al reservorio de suspension, Entonces, la suspension de la fase
estacionaria se vierte ripidamente en el reservorio y éste se conecta al sistema de presion,
Una vez efectuada la conexidn, la presion se incrementa hasta alcanzar la establecida en la
tabla 2.2 para cada precolumna y se abre la llave de paso. Esto permite que la fase
estacionaria sea proyectada a gran velocidad hacia la precolumna, empacindose
homogéneamente. Después de pasar un volumen adecuado (tabla 2.2) del disolvente de
empuje, la bomba se para y cuando el sistema se despresuriza completamente la
precolumna se* desconecta, Finalmente el exceso de empuque 'depositado en la paite
superior de la precolumna se retira cuidadosamente con ayuda de una navaja de afeitar,
Una vez realizada esta operacyién la precolumna se cierra y se somete a un proceso de

lavado con el fin de eliminar las impurezas contenidas en el material de empaque.

La precolumna PRP se sometid a los. siguientes pasos para su limpieea y

activacion,

1.-Lavado con 20 mL de agua,
2.-Lavado con 30 mL de etanol.
3.-Lavado con 40 mL de agua.
4.-Lavado con 20 mL de NaOH pH=12.
5.-Lavado con 20 mL de agua.
6.-Lavado con 20 mL de HCIO, pH=1
7.-Lavado con 40 mL de agua.
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2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS.

Para la precolumna Anidnica se siguio el siguiente procedimicnto de limpieza y

activacion.

1.-Lavado con 20 mL de agua.
2.-Lavado con 40 mL etanol.

3.-Lavado con 20 mL de agua,
4.-Lavado con 40 mL de NaOH pH=12,

5.-Lavado con 40 mL de agua.

Una vez que se concluyen estas operaciones de lavado las precolumnas estan listas

para emplearse en los estudios de preconcentracion y anlisis en linea.

Con la columna analitica se siguid el siguiente procedimiento de limpicza.
I.-.Lavado con 20 mL de agua.
2.-Lavado con 30 m! de Etanol.

3.-Lavado con 20 mL de agua. ,
4,-Lavado con 20 m! de una mezcla Acetonitrilo: Agua (80/20).

Los procesos de lavado y activacion se efectuaron con ayuda de la bomba P2

2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS,

El acetonitrilo y el metanol empleados en este trabajo fueron grado HPLC (pureza

minima de 99.8%) obtenidos de Prolabo.

Las muestras de los herbicidas empleados fueron suministrados por Chem service

Co. La pureza de cada uno de estos compuestos se indica en la tabla 23,
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Tabla 2.3 Pureza de los herbicidas empleados en este trabajo.

SOLUTO PUREZA
Acido 2 4-Diclorofenoxiacético 99%,
(2,4-D) B
Acido 4(2,4-Diclorotenaxi)butanoico 99%
5 (24-DB) . .

La purcza asi como la procedencia de otros reactivos empleados en este trabajo se

presentan en la tabla 2.4,

Tabla 2.4 Pureza y procedencia de los reactivos utilizadas.

REACTIVO: - A CA}I&&C’!‘,ERiS"l'vlCAS Yo

S ; e U PROCEDENCIA G o ‘
Acido perclorico Reactivo analitico 70-72%

Aldrich Chemical Co.

Acido formico 98% minimo ,

Merck, Co.

Hidroxido de sodio 98%, bajo en contenido de carbonatos (0.4 % :

como carbonato de sodio). Merck, Co. :

Tanto los herbicidas como el resto de los reactivos empleados se usaron tal y como

se recibieron del proveedor, sin someterlos a ulterior purificacion,

Todas las fases moviles y disoluciones acuosas cmpleadas ¢n esie trabajo se
prepararon con agua desionizada obtenida de un sistema purificador NANOpure. Con ¢l
fin de climinar el aire presente en el seno de las fases moviles, éstas se desgasificaron enun =~ 5

bafio de ultrasonido durante 5 minutos antes de utilizarse. , i

2.2.1 DISOLUCIONES PATRON DE HERBICIDAS. |

Para los diversos estudios de preconcentracién y .anlisis cromatografico. se-

preparo una disolucion patron de los herbicidas indicados en la tabla 2.3;

o
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2.2 DISOLVENTES ¥ REACTIVOS.

La concentracion de cada disolucién patron fue de 990 mg/L de los herbicidas
correspondientes en metanol. Se wtiliz6 este disolvente debido a fa gran solubilidad de los
herbicidas en él. Ademds, brinda fa posibilidad de tener disoluciones concentradas de los
analitos en metano! por periodos de tiempo relativamente largos (aproximadémcnte 4

meses) sin que se presenten indicios de degradacion (Padilla, 1996).

La disolucion patron se empled para preparar disoluciones esténdar menos
concentradas (disoluciones de trabajo). La toma de la alicuota de la disolucidn patrdn se
efectud con ayuda de una micropipeta de volumen variable,

Tanto las disoluciones de trabajo como la disolucion patrén se mantuvieron en

refrigeracion. Todas las disoluciones se hicieron con metanol inicamente,

2.2.2 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES ACIDAS Y BASICAS

Las disoluciones de acido perclérico (HCIO, ) y formico (HCOOH) empleadas en
este trabajo se prepararon a partir de disoluciones IM de cada 4cido, filtradas sobre filtros
de membrana de Nylon de 0.45um (Phenomenex, AF0-0504) . Las disoluciones 1 M de

los cidos mencionados se prepararon 4 partir de los reactivos indicados en la tabla 2.4,

Las disoluciones de hidroxido de sodio se prepafaron a partir del reactivo de la
tabla 2.4, Para preparar la disolucion de hidroxido de sodio se utilizo un matraz
Erlenmeyer de polietileno (nalgene).

El pH de todas las disoluciones(se midi6 ef pH de la porcidn acuosa) em’pleadas en
este trabajo se ajustd con el pHmetro indicado en la seccidn 2.1, El electrodo sé calibrd

todos los dias antes del ajuste del pH de cada disolucion,
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CAPITULO 2, DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.3 DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LOS YOLUMENES DE CARGA
Y DE DESORCION DE LOS HERBICIDAS

Este paso se efectud con el montaje descrito en la figura 2.6, debido a que se
recomienda utilizar todo el montaje para determinar ¢l volumen de carga (M.C Hennion),
Un esludio iniciat con una disolucion del herbicida menos hidrofobico en agua acidulada a
pH=1 demosiro que se pueden cargar 200 mL de la muestra en la precolumna PRP sin
pérdida del analito, Sin embargo el 2,4-DB al ser mas hidrofobico tiende a quedarse
adsotbido en las paredes del recipiente que contiene la muestra acuosa. Por ello se optd
por agregar a la muestra un disolvente orgnico que permitiera disminuir los efectos
hidrofobicos sobre el 2,4-DB, este disolvente fue metanol. Utilizando una concentracion
cercana al 5 % v/v se logrd una buena recuperacion del 2,4-DB, pero el 2,4-D cotmenzd a
fugarse de la precolumna a un volumen menor al determinado con anterioridad. Después
de varios ensayos se llegd a la conclusion de que las mejores condiciones para efectuar la
concentracion; de los dos herbicidas son: carga de 75 mL de muestra de muestra acuosa a
pH=1 con 5 % de metanol. k

Para la desorcion de los herbicidas de la precolumna PRP se ensayaron
disoluciones acuosas de pH 10-11, pero este disolvente no fue capaz de desorber
completamente al 2,4-DB. La adicion de un pequefio volumen de acetonitrilo ‘a la
disohucién basica fue la solucion del problema, Con dnicamente 10% de acetonitrilo en la
disolucion de sosa se logré transferir el total de los herbicidas a la precolumna Aniénicn.
El volumen requerido para llevar a cabo la transferencia fue de-6 ml. de la mezcla sosa
(pH=10): acetonitrilo 90:10 v/v .

La figura 2.3 Muestra los conceptos de volumen de fuga y volumen de dasdrcién, ‘
Donde enuna curva de fuga: k | B :
# Volumen de fuga (Vi) se define como el volumen en donde la absorbanma alcanza el
1% de su valor total, :
& Volumen de retencion (V) se define como ¢l volumen en donde esta situado el pumo

de inflexion dela curva de fuga (al 50% de la absorbancia total de la muestra)
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2.3 DETERMINACION EXPERIMINTAL

# Volumen correspondiente a la cantidad méxima fugada (Vy) correspond: al volumen
en donde se tiene el 99% de 1a absorbancia total de la muestra.

En una curva de desorcion:

# Volumen de desorcian {(Vy): Es definido como el volumen que corresponde al 1% del

total de la absorbancia de la muestra.

100+

o DT Nen o>
o€ —~0=0mz3

1 I L »
T ¥ Y >

Al Vi ‘Vm valumen

100

—=0I BT =~onT>
B g =~ 8 —~0m

. v
4
vd _Volumen

Figura 2,3 Determinacion del volumen de fuga y del volumen de desorcién por anlisis
frontal. V= Volumen de fuga, V= volumen de retencidn, Vi=volumen Correspo'ndien}(e a

1a cantidad méxima fijada, Vy=volumen de desorcion. (Subra 1989)
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.4 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

El procedimiento experimental para el tratamiento de la muestra se presenta por

medio del siguiente diagrama.

MUFSTRA
DISPONIBLE BN
FRASCO,

.\;;ﬁl?:ﬂ';lﬂ FIASCO
R T/ DE MUESTRA
SmLAL  je: LAVADO CON
FRASCO DE ‘METANOL.
MUESTRA. T

{
FILTRACION

FRASCO
DE MUESTRA

NO

N 2ml AL

ADICION
DEAGUA

Figura 2.4 Diagrama de tratamiento de la muestra,

C%Alﬁé’f,’ . FRASCO DE
MUESTRA.
ADICION DE
HCHO4 o | OPERACIONES
CONCENTRADO i ENLINEA
ImL.

De esta forma tenemos preparada Ja wuestra: para comenzar ¢l proceso. de
concentracion, La filtracidn de 1a muestra tiene como objeto eliminar sales o solidos en
suspension que se encuentren presentes en aguas naturales (los resultados de recuperacion

de los solutos indican que la membrana no retiene los herbicidas cuando se opera segin el

procedimiento esquematizado).
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2.4 TRATAMIENTO DE LA MUFSTRA.

El lavado con metanol evita que alguno de los analitos se quede adsarbido en las
paredes del frasco que contiene la muestra.

El lavado con 2 mL de agua es para que todo el metanol remanente en el frasco
pase a la disolucion filtrada.

La adicion de acido percldrico tiene como fin of establecer un pH acido para tener
a los herbicidas en su forma molecular y lograr una mejor retencion de éstos en la columna

PRP.

2,5, CONCENTRACION Y ANALISIS DE LOS HERBICIDAS.

A continuacion el siguiente esquema nos muestra las operaciones efectuadas para la

concentracion de fos herbicidas.

Filuacitn y acidificacidn
dola muesina
Condicionamiento Corga de famoestra 31 MOHHCIOH
do PRP 81 {pit=1}
oon r" (7S mL. en PRP) 593 viv
Lavalo do PRP
oo 0.2ml, do agus
Condiclonamianto Tramforencis de 8% AaCN-NOH
de ANIONICA | ] PRP ¢ ANIONICA (pHe10)
con 82 con 82(6 ml) 190 viv
Lavada da
ANIONICA con
0.5 mL do ague
— }
anna RP-HPL BLUCION Y
‘:}m l‘mml Ac - ANALISIS
PORIIMC

Figura 2.5 Diagrama de operaciones para concentracion de los herbicidas.
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El condicionamiento de la PRP se lleva a cabo con 20 mL de Sy a un flujo de 1

mL/min,
El lavado de la precolumna PRP con agua se efectia a un flujo de 0.2 mL/min.

El condicionamiento de la precolumna aniénica se hace a 2 mL/min con un

volumen de 20 mL de 8.
E! lavado de la precolumna anidnica con agua se efectiia a flujo de 0.2 mL/min.

El condicionamiento de la columna RP-HPLC (columna analitica) se realiza con 12

mL de la fase mévil A a flujo de 1 mL/min..

Simultineamente al proceso de carga de la muestra mediante la bomba P; se
efectia la inyec:cién y anélisis cromatogréafico de una disolucion estandar de los herbicidas
mediante la bomba P,. Este Gltimo servird posteriormente como referencia (estandar
externo) para calcular la concentracion de los herbicidas en la muestra analizada. En ¢l
caso de los estudios de recuperacion es el estandar inyectado el mismo que se utiliza para
fortificar la muestra acuosa. La concentracién de los herbicidas en ¢l estandar es '3600
veces mayor que en la muestra, Las inyecciones de estandar se hacen pasar. por la
precolumna anidnica y la columna analitica acopladas en linea, con el objeto de que el

proceso cromatografico para el estandar y la muestra sea similar,

Una vez terminado ¢l proceso de carga y transferencia de la muestra, la columna

PRP se lava con 20 mL de agua y 20 mL de metanol, Estos lavados se efectian con la

bomba P, , mientras la muestra es eluida y analizada (bomba P )

Por otra parte, al terminar el analisis cromatogrifico, las columnas ani6nica y

analitica que se encuentran acopladas en linea se lavan con 10 mL de fase mévil B, 20 mL .

de agua y 20 mL de una mezcla acetonitrilo; agua 80:20 v/v.
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2.5 CONCENTRACION Y ANALISIS DE: LOS HERBICIDAS,

Una vez concluidos estos lavados, las respectivas columnas quedan limpias,

regeneradas y estan listas para el analisis de una nueva muestra.

El tiempo total requerido para efectuar el analisis de los herbicidas en muestras
acuosas mediante el procedimiento experimental descrito con anterioridad es de

aproximadamente 3 horas incluyendo lavados y regeneracion de las columnas.

2.6 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS UTILIZADAS PARA LA
SEPARACION Y DETECCION DE LOS HERBICIDAS.

A continuacion se presentan las condiciones cromatograficas utilizadas para la
determinacion de los herbicidas.

FASE ESTACIONARIA
Columna Analitica (RP-HPLC): 150 X 4.6 mm. d.i, empacado con Spherisorb-ODS-2 de
5 pm.

FASE MOVIL:
Flujo | mL/min. Temperatura: Ambiente
Fase A: Acetonitrilo-Agua (pH=3.82) 20:80 v/v, con HCIO4 0.01M y HCOOH 0.01M. El
pH es ajustado con NaOH
Fase B: Acetonitrilo-Agua (pH=3.82) 80:20 viv, con HCIO, 0.01M y HCOOH 0.01M. El
pH es ajustado con NaOH

GRADIENTE EMPLEADO:

wn

TIEMPO (mmin) 20|21 {40
%B 0513514045

Condiciones del detector UV:

Longitud de onda 280 nm
Sensibilidad 0.05 UA/mV

Constante de Tiempo ~ 10.5 seg
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CAPITULO 2, DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.7 DESCRIPCION DEL EQUIPO EXPERIMENTAL Y EL PROCEDIMIENTO
PARA LA PRECONCENTRACION Y ANALISIS EN LINEA DE LOS
HERBICIDAS.

Fl dispositivo para la preconcentracion de los herbicidas, asi cormo su subsecuante

desorcion y andlisis en linea se presenta en Ia figura 2.6,

Iin este dispositivo A y B son dos vilvulas de conmutacidn, C es ung vilvuls de
inyeccion con un rzo R de volumen constante. Las conexiones del dispositivo estin
realizadas con tubo capilar (0.01 pulgadas de diametro interno) de acero inoxidable.

Todos los conectores son de polimero Peck®o de acero inoxidable.

En la figura 2.6 A, las vilvulas de conmutacién A y B se encuentran en la posicién
“CARGA”, con respecto al flujo de la bomba P1. La vélvula de inyeccion (C) también se

encuentra en la posicion de CARGA

En la figura 2.6 B las valvulas de conmutacion A y B se encuentran ¢n la posicidn
“INYECCION", con respecto al flujo de la bomba P1: La vélvula de inyeccion (C)
también se encuentra en la posicion de INYECCION.

Las combinaciones de posiciones de las valvulas mostradas en la figura 2.6 no se
utilizan durante el proceso experimental y solo sirven para ilustrar las posibles direcciones

de los flujos provenientes de las bombas P1y P2,
La precolumna adaptada a la vélvula de conmutacién B es la precolumna Ani6nica

de 20 x 2 mm (di). La precolumna de concentracién adaptada a Ia vélvula de conmutacion
A es la precolumna PRP de 20 x 2 mm (di).
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2.7 DESCRIPCION DEL EQUIPO Y EL PROCEDIMIENTO...

ANIONICA

Figura 2.6 A Diagrama esquemético del sistema de conmutacion de vélvulas empleado en
este trabajo para la preconcentracién en fase sélida y anélisis en linea de herbicidas
presentes en muestras de agua. (Nomenclatura: P1, P2:Bombas; A, B:Vélvulas de

Conmutaci6n; C:Inyector, UV:Detector; I Integrador; D: Frasco de residuos.

)



CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Figura 2.6 B Diagrama esquemético del sistema de conmutacion de valvulas emplesdo en

este trabajo para la preconcentfacibn en fuse solida y anglisis en linea de herbicidas ; k .
presentes en muestras de agua. (Nomenclatura: P1,P2:Bombas; A, - B:Vélvulas de :
Conmutacion; C:Inyector; UV.Detector; I: Integrador; D: Frasco de residuos. '
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2.7 DESCIPCION DEL EQUIPO Y EL PRouiDint 210

En la tabla 2.5 se presenta un resumen del método de analisis wntes desciitu, en

esta tabla se indiean ademas la posicion que deben guarder fas vabvulas de conmutacion ¢

inyeccion del dispositivo presentado en la figura 2.6 durante las diversas ctapas del

método.

Tabla 2.5 Resumen del método experiniental para el analisis de los herbicidas en muasires

acu0sas.
: FOSICION |
] pELA
o [ VALVULA
G
PRP Inyeccion o
cquilibrada con Bomba P, Carga
20 mL de
HCI0, (pH=1)
con 5% de
mctanol
2 Carga cn PRP ) Inyeccion Carga Inyeccion o
75 mL de Bomba P, carga
disolucion
acuosa de
herbicidas
(pH=1)
3 Columna M) Inyeccion Carga Carga ~
analitica Bomba Iy
equilibrada con
12 mL de fase
A
ry Inyeccion de ) Inyeccion Carga Inyeccion
alicuota de 22 Bomba P, ‘
wl de disolucién
patrén de
herbicidas
5 Lavado de ) Inyeccién Carga - |Inyeccién o
Anionica y Boniba P, Carga
analitica con 10 :
mkL de fase B :
6 Lavado dc PRP 0.2) Inyeccion Carga Inyeccion o
con 0.2 mL de Bomba P, Carga
agua :
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CAPITULO 2, DESARROLLO EXPERIMENTAL

Tabla 2.5 Resumen del método experimental para el andlisis de los herbicidas en muestras
acuosas. (Continuacion)

~ OPERACION | - FLUIO " TTOSICION 1T POSICION POSICION
ETAPA |- S (mLimin) Y CDELA L e E DELA s o DELA
e S BOMBA VALVULAB | VALVULA'A | VALVULA
N CEMPLEADA | (PRECOLUMNA | (PRECOLUMNA |~ ¢ -
‘ R ANTONICAY PRP) oo :
7 Anionica (2) Carga Inyeccion Inyeccion o
equilibrada Bomba P, Carga
con 20 ml. de
NaOH pH=10
con 10%de
ACN
8 Transferencia 0.5) Carga Carga Inyeccion o
de PRPa Bomba I’; Carga
Ani6uica con
6 ml de
NaOH pHi=10
con 10 % de
ACN
9 Lavado de 0.2) Carga Inyeccion Inyeccion o
Anitnica con Bomba P, Carga
* 0.5mLde
agua
10 Elucion de 1)) Inyeccion Carga Inyeccion o
Herbicidas de Bomba P, Carga
la columna
Aniénica para
su
determinacion
n Lavado de Q)] Inyeccion Carga Inyeccion o
PRP con 20 Bomba P, Carga
mL deagua y
20 de MEOH
I2 Lavado d¢ n Inyeccion Carga Inyecciono
Aniénica y Bomba P, : ‘ Carga
Analltica con
20 mL de
aguay 20 mL
de ACN al
80%.

*Las etapas 3, 4 y 5 se realizan simultincamente a la etapa 2.
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Capituio 3,
RESULTADOS EXPERIMENTALES

El objetivo de este trabajo fue el de desarrollar un método rapido para el andlisis
de herbicidas en mucstras de agua que comGnmente contienen estos compuestos, como

son las aguas de rios y pozos aledafios a zona agricolas.

El método empleado por Ia EPA para fa determinacion de herbicidas, ademas de
ser largo y tedioso presenta un bajo porcentaje de recuperacion de ¢éstos, lo cual puede

deberse al exceso de manipufacion de la muestra durante su preparacion.

Debido a lo anterior se desarrolld un método analitico que penﬁite efectuar la
determinacion sefectiva de herbicidas a concentraciones del orden de pg/L. en muestras de-
agua reales, ¢s decir, en presencia de muchos otros compuestos de naturaieéa apolar, .
moderadamente polar o iénica. Los herbicidas considerados en ¢} estudio fueron el dcido

2,4-Diclorofenoxiacético y el fcido 4-(2,4-Diclorofenoxi)butanoico
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES,
3.t ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES DE OPERACION.

Para el pretratamiento de las muestras acuosas se emplean precolunnas de
pequedias dimensiones en comparacion a la columna analitica, empacadas con soportes
solidos de granutometria pequenia. En condiciones ideales (Subra), estos adsorbentes
deben posecr las sipuientes caracteristicas: una pran estabilidad meedniea (resistencia a
presion), una buens estabilidad quimica (resistencia 2 hidrolizarsc), un alto yrado de
pureza, una gran superlicie especitica, ¢structura macroporosa, no deben degradar o los
solutos ni presentar fenomenos de adsorcion irreversible y ademis su regeneracion al

estado inicial debe ser rdpida.

Sc ha demostrado que los compuestos moderadamente polares se extraen major en
el material det tipo PRP que en uno de tipo C18, (Trippel, 1985; C.E. Werkhoven-Goewie,
1982)

Rorald L. Smith y Donald J. Pietrzyk, encontraron que e material PRP es
adecuado para la preconcentracion, separacion y determinacion cuantitativa de acidos
fenoxiacéticos. Ellos demostraron que los copolimeros de estireno-divinilbenceno son
estables en todo el rango de pH. Por ello, el pH es un parimetro que puede emplearse
para realizar los procesos de enriquecimiento de trazas v elucién de los compuestos. Es
‘decir, controlando ¢! pH de la disolucion, los icidos fenoxiacéticqs pueden ser convertidos
de especies neutras a especies ibnicas y viceversa, y desorberse o adsorberse en la fase
sélida .

Se ha observado que para los adsorbentes del tipo fase reversa, la retencion ¢s mas
alta cuando el analito estd en forma neutra. Esto indica que las condiycibnes optimas (k'

grande) para la preconcentracion de los 4cidos fenoxiacéticos en materiales PRP y

adsorbentes similares, son aquellas en que el pH de la nwestra es dcido (el pH debe ser

menor que ¢l pKa més pequefio exhibido por fos componentes de la muestra),
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3.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DL OPERACION

Vera-Avila y Padilla encontraron que e pH optimo para efectuar la
preconcentracion de los dcidos fenoxiacéticos en una precolumna cmpacada con un

adsorbente PRP es cercano a 1.

De los experimentos realizados para conocer ¢l volumen y las condiciones dptimas
de carga de Ia muestra en la precolumna PRP se concluyd que era necesario adicionar un
pequedio volumen de metanol al-agua y limitar el volumen de cargaa 75 mi.

Este fue un compromiso para lograr una buena recuperacion tanto del 2,4-D como
del 2,4-DB. En efecto, el 2,4-DB aiin en su forma ionizada, que es como se encuentra en
las aguas naturales (pH 5-8), es bastante hidrofébico y tiende a adsorberse en las paredes
de los recipientes que contienen la muestra acuosa, Esto es ain mas notable cuando el
soluto se encuentra en su forma molecular.

Por ello, después de filtrar la muestra (para eliminar solidos en suspension) es
necesario lavar el frasco de muestrco con un poco de disolvente orgénico que permita
recuperar residuos del soluto adsorbido en las paredes. El disolvente de lavado (metanol)
se hace pasar por la membrana emplcada para filtrar. la muestra, ya que en ella también
puede quedar adsorbido el 2,4-DB. Finalmente, el frasco se enjuaga con un poco de agua
para arrastrar los residuos de disolvente y ésta se pasa también por la membrana de
filtracion. El ajuste de pH se hace directamente en el recipiente en donde se colectaron la
muestra filtrada, el disolvente y el agua de lavado, mediante la adicién de una alicuota de
HCIO,. De esta manera el 2,4-DB pasa a su forma molecular en una disolucion que ya
contiene un pequefio porcentaje de metanol, por lo que los efectos hidrofobicos, se
reducen notablemente. El recipiente que contiene la mezcla anterior acidiﬁcada se utiliza -
como reservorio de la bomba P, para efectuar la carga en la precolumna PRP,

Por otra parte, debido a la presencia del metanol en la muestra acuosa; los efectos
hidrofébicos sobre el 2,4-D también disminuyen notablemente.” Esto significa que su
retencion en la fase reversa PRP es menor y por lo tanto el volumen de fuga/de ésie soluto :
en la precolumna disminuye. Por esto fue necesario utilizar el minimo volumen posible de
disolvente orgénico para lavar el frasco y ain asi se requiri6 limitar el volumen de muestra

cargada en la precolumna a 75 mL. De hecho, el volumen de fuga del 2,4-D de la
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

precolumna PRP a partir de la disolucion acuosa con 5 % de metanol es mayor. Sin
embargo se considerd que en muestras reales, donde hay presencia de muchos otros
compuestos organicos que tambicén se adsorben en la fase reversa, el efecto de
competencia disminuye el volumen de fuga dv los solutos de interés. Por tanto, es
necesarto tener un margen de seguridad para lograr buenas recuperaciones en of andlisis do

los herbicidas en cualquier muestra

Lo desorcion da los herbicidas de fa eolmnna PRP v s transfovencia a a colunmg
aniopiea seointentd pritncramente por siiple onizacion de los sohitos con la disolucion
seunsa de sosa a pit entre 10y 11, Sin embargo, comio ya s comentd anteriorments el
2,4-DB ain jonizadv guarda una fuerte hidrofobicidad, razon por la cual no se desorbe
completamente de fa fase reversa. Por ello fue necesario actuar tambidn sobre los efectos
hidrofébicos, disminuyéndolos mediantz fa adicion de acetonitiilo a la disolucidn acuosa
basica.

La composicion de fa disolucion empleada para la desorcién y transferencia de los
herbicidas debé ser ajustada cuidadosamente. Por una parte se debe asegurar qué el
contenido de acetonitrilo y pH sean suficientemente elevados para lograr la completa
desorcion de fos solutos de fa precolumna PRP. Pero, por otra parte, estos pardmetres no
deben ser demasiado altos porque pueden provocar la fuga de los solutos de la
precolumna anidnica durante la transferencia. Esto, debido a que et i6n OH compite con
los solutos por los sitios activos iénicos del intercambiador; a medida que ef pH aumenta
la concentracion de OH también lo hace y la retencion de los solutos ¢n fa precolumna
aniénica disminuye. Et acetonitrilo también provoca una disminucion de Ia retencion en la
columna aniénica ya que, en esta retencion, también juegan un pape! importante los

efectos hidrofdbicos.

Vera-Avila y Padilla proponen un pH de 10 y un contenido de acetonitrilo del 10%

para lograr la desorcién y transferencia de varios Acidos clorofenoxiacéticos en un sistema

en linea, Con base en estos valores y déspués de realizar varios ensayos se encontré que el

volumen de disolucién adecuado, para logear fa completa recuperacién de los solutos en

este paso, era de 6 ml, de una mezcla acetonitrilo-agua (pH=10) 10:90 v/v.
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3 2ESTABLECINIENTO DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFIC A~

3.2 ESTABLECIMIENTO BE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DE
SEPARACION

En el presente trabajo, ademas de encontrar las condiciones de elucion para que los
dos herbicidas se separaran con una resolucion aceptable, se requeria que la fase movil
tuviera la fuerza necesaria para desorbertos de lu precolumna empacada con ¢l
intercambiador de aniones. Por otra parte, debido a que ¢l método se desarrollo para
aplicarlo en el analisis de muestras de aguas naturales, se busco que ¢ tientpo de retencion
del primer soluto eluido (2,4-D) fuera relativamente grande, con el fin de que todas las
interferencias presentes en la muestra de agua, no eliminadas durante el pretratamiento de
ésta y que generalmente eluyen a tiempaos de retencidn relativamente cortos, no interfieran

con el andlisis de fos herbicidas de interés .

Vera-Avila y Padilla recomiendan utilizar un gradiente para la clucion de los
herbicidas de la precolumna anidnica y la columna analitica y plantean adicionalmente {a
utilizacién de percloratos dentro de la fase movil para ayudar a desorber a los herbicidas

de la precolumna anibnica.

Tomando en cuenta estas indicaciones, se establecieron las condiciones de elucion
de la muestra especificadas en el capitulo anterior. El gradiente de elucidn empleado y el
cromatograma obtenido al inyectar 22 pL de una disolucion estandar de herbicidas se

presentan en la figura 3.1,

Al principio del gradiente, la fase movil es relativamente débil y su fuerza se
incrementa muy levemente (1% / min de B) para retardar la elucion del 2,4-D. A partir de -
los cinco minutos fa pendiente def gradiente aumenta a 2% /min de B, lo que permite eluir f
al primer soluto después de los 10 minutos. Al llegar a 40% de B, lo que corresponde a
44% de acetonitrilo en la fase movil, se disminuye radicalmente la pendiente del gradiente
(0.26% /min de B), manteniendo esta condicién hasta el final de la corrida'cromatogréﬁca. '

Este ultimo paso fue necesario para evitar la aparicion de picos, llamados “picos de.
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gradiente” o “picos fantasma”, hacia el final de la corrida cromatografica (John W. Dolan,
1995). La naturaleza de estos picos no ha sido totalmente clucidada; se supone que
pueden ser debidos a impurezas presentes en la fase movil o en la muestra que se
acumulan a la entrada de fa columna al inicio del gradiente. Posteriormente, al aumentar la
fuerza de la fase movil, las impurezas migran y cluyen provocando la aparicién de picos al
final del cromatograma. Se ha observado que el nimero y tamafio de los picos de
gradiente aumenta al aumentar la sensibilidad de! detector y al disminuir la longitud de
onda de deteccion (detector UV).

Los herbicidas 2,4-D y 2,4-DB presentan maximos de absorcion cercanos a los 230
y 280 nm, con una relacion 9:1 en el coeficiente de extincion molecular entre entas dos
longitudes de onda ( A. Betti, 1990). Sin embargo, en este trabajo se opto por seleccionar
la longitud de onda de 280 nm por lo siguiente:
1.- A bajas longitudes de onda, la deriva de la linca base debida al gradicnte de elucion
cuando se trabaja a alta sensibilidad es muy fuerte.
2. Ain con ‘el gradiente disefiado, no se pudieron evitar las interferencias en la
determinacion del 2,4-DB debidas a los picos de gradiente al trabajar a 230 nm.
3.- La deteccion a 280 nm es mas selectiva, pues a esta longitud de onda el detector
responde solo a solutos que presentan dobles ligaduras resonantes. Este punto es
importante a considerar cuando se desean hacer determinaciones de compuestos traza en

matrices muy complicadas como son las muestras anibientales,

La figura 3.1 muestra que es posible detectar pequefias cantidades de herbicidas a
280 nm, trabajando a alta sensibilidad del detector (0.05 AUFS) y operando por gradiente
de elucién. En estas condiciones la deriva de linea base es muy pequefia y no se presentan
interferencias notables por picos de gradiente ni en la inyeccidn, ni-cuando se aplica ¢

método completo para el andlisis de la muestra (fig 3;3).
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Figura 3.1 (G) Gradiente de elucion empleado, (C) Separacién de los dos herbicidas de
interés, 1.- Acido 2‘4-Diclorofenoxiacético, 2.- Acido 4-(2;4-Diclorofenoxi)butanqico.
; Gradiente de elucion: 0 min-0%B; 5 min-5%B; 20 min-SS%B';VZI min-‘iO%B; 40:min-'
45%B. Velocidad de flujo 1 mL/min. Deteccion a 280 nm. Cantidad inyectada 22 pL de
una disolucion de 3.36 mg/L de cada herbicida.




CAPITULO 3 RESULTADOS EXPERIMENTALES.

3.3. RECUPERACION DE LOS HERBICIDAS.

La determinacion de la recuperacion de cada soluto se realizo comparando el area
de la senal obtenida por la inyeccion directa de una cantidad simifar del herbicida
respectivo. Para el calculo de las recuperaciones se tomd en cuenta la dilucién de la
muestra debida a Ia adicion de metanol y agua durante su preparacion.

En la tabla 3.1. se presentan las recuperaciones de los herbicidas estudiados asi
como la precision obtenida en el andlisis de varias muestras de agua grado HPLC,

fortificadas a una concentracion de 4.67 pig/L de cada herbicida.

Adicionalmente se presentan los cromatogramas obtenidos al cfectuar el proceso
para una muestra fortificada a una concentracién de 1 pg/L (figura 3.2) y para un blanco

de agua grado HPLC preparado siguiendo todos los pasos del método. (figura 3.3).




3.3 RECUPERACION DE LOS HERBICIDAS.
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Figura 3.2 Determinacion de los herbicidas en muestra de agua fortificada ¢on Ipg/L de
cada uno de log herblcidas: 1.- Acido 2,4-Diclorofenoxiacético, 2.~ Acido” 4-(2,4-

Diclorofenoxi)butancico. Gradiente de elucién: 0 min-0%B; § min-5%B; 20 min-35%B;

21 min-40%B; 40 min-45%B. Velocidad de flujo i mL/min. Deteccién a 280 nm.
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{atorav
— ! | s
0 10 20 30 (min)

Figura 3,3 Aplicacion del método de analisis de herbicidas desarrollado en este:trabajo a

una muestra blanco. Gradiente de elucién: 0 min-0%B; 5 min-5%B; 20 min-35%B; 21

min-40%B; 40 min-45%B, Velocidad de flujo ! mL/min. Deteccién a 280 nm.
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3.3 RECUPERACION DE LOS THERBICTH o

Tabla 3.1 Recuperacion obtenida de los herbicidas estudiados.

~SOLYUTO | Ry s CY
24-D 7 1005 2248 | 2.215
2,4-DB 7 101.6 2485 | 2446

La precision estd expresada numéricamente como la desviacion estandar, o,
estimada analiticamente por s y por la desviacion estindar relativa o cocficiente de

variacion (CV).

Fl estimador s de la desviacion estindar se calculo mediante la ecuacidn.

a3.n

donde n es el niimero de medidas, x; es el valor medido en ¢l ensayo i vy x es el estimador

de Ja media poblacional p, calculado de acuerdo a Ja ecuacion.

in

X=

n (3.2)
La desviacion estandar relativa o coeficiente de variacién de caleuld como:
S
CV= :)5(100) 6.3)

Como se observa el porcentaje de recuperacion de los herbicidas es précticamente
100%.

Con e fin de establecer si estadisticamente los herbicidas alcanzan una

recuperacion de 100% se efectud una prucba de hip6tesis (Miller y Freud, 1965) relativa a
la media de las recuperaciones obtenidas para cada soluto. ' '
El estadistico de prueba empleado para la comprobacion de la hipétesis fue el
siguiente;
x-p
toa = Jin G.4)
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

El cual representa un valor de una variable aleatoiia que tiene la distribucion t con

n-1 grados de libertad,

¢ Hipotesis nula, Hy: p=100
¢ Hipotesis alterna, Hy: p2100

La hipdtesis alterna H es bilateral debido a que se desea rechazar fa hipotesis nula
si la media de las determinaciones de recuperacidn es significativamente menor o mayor a

100.

El criterio & tomar en cuenta para aceptar o rechazar la hipdtesis nula es el

siguiente:

La hipotesis nula se rechaza si tei< =ton (n=1) 0 tei> tyn (n-1) donde t,2 (n-1) es el

valor de la t de Student con n-1 grados de libertad.

Los valores de t..r para los dos herbicidas en estudio, junto con los valores de tu;

! (n-1) para el valor de =0.05 se presentan en la tabla 3.2,

Tabla 3.2 Valores de te, y de ton (n-1), para un nivel de significacia o=0.05 para ¢l caso '

de los herbicidas estudiados.

UTO tows (0
24D | 7 | 176 2.45
24DB | 7 | L70 2.45

Como se observa en la tabla 3.2 empleando un nivel de significancia de =005 re

acepta la hipbtesis de que los herbicidas se recuperan al 100%. Como. se indicard -

! posteriormente la recuperacion del dcido 2,4-diclorofenoxiacético y del Acido 4-(2,4-
diclorofenoxi)butanoico es de 100 % en un intervalo de concentraciones comprendido.
entre 0.5 y 100 pg/L.,
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El intervalo de confianza para la recuperacion de los herbicidas se cstimd mediante

la relacion:

3 §
X- ta/z(ﬁ)s Rsx+ "t/z(jﬁ') 3.5)

Considerando un nivel de significancia «=0.05 asi como los datos presentados en

Ias tablas 3.1y 3.2, los intervalos de confianza estimados se presentan en la tabla 3.3,

Tabla 3.3 Intervalo de confianza para los datos de los herbicidas en estudio,

99.41<R «103.58
99.29< R <103.90

3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO.

La sensibilidad de un procedimicnto disefiado para el anélisis cuantitativo se puede
definir como la pendiente de la funcién analitica de calibracién y=f(x). Esta funcién de
calibracion relaciona el resultado (y) de un proceso de medicién (una corriente eléctrica,

un voltaje, un peso, etc.) con la concentracion o cantidad (x) del soluto que se determina.

El intervalo en el cual la sensibilidad se mantiene constante estd definido por un
limite inferior y un limite superior. Por definicién el limite inferior serd el limite de
deteccién (como se define en [a seccidn 3.5) y la concentracién donde la sensibilidad
comienza a cambiar (al ir de concentraciones bajas hacia concentyacio,ﬁes altas) se puede
considerar como limite superior. Debido a que este dambio es graduixl,y es necesario
especificar claramente lo que se considera como una curva de calibracién recta. Una

definicidn de limite superior puede ser la concentracién en donde I respuesta difiere por

53
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un cierto porcentaje (por ejeraplo 3%) de la respuesta que se deberia esperar para una
sensibilidad similar a la existente cerca del limite de deteccion. Considerando los dos
limites antes mencionados es posible definir el intervalo lineal, o dindmico, para

caracterizar a un procedimiento analitico.

El concepto del intervalo lineal (Massart et al, 1978) se ilustra en la figura 3.4. El
intervalo lineal se expresa usualmente como el namero de décadas entre los limites inferior

y superior,

SR CVRVIREY ¥ £ 1

:IOM ‘ 7

Yhi

Y
x

LDM

Figura 3.4 Definicidn del intervalo lineal,

Para establecer el intervalo lineal del método desarrollado en este ktrabajo,’ se
analizaron muestras de agua grado HPLC, fortificadas con los dos herbicidas, emplcakndo,

concentraciones que variaron entre 0,5 y 100 pg/L.

Los resultados que describen la respuesta del detector en funcion de la
concentracidn de cada herbicida en 1a muestra de agua analizada se presentan en las tablas
34y3.5yenlasfiguras3.5y 3.6
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Tabla 3.4 Variacion de la respuesta del detector en funcién de la concentracion de 2.4-D

en 1a muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 75 mL.

RACIONDELAT ~ AREA
; MUESTRA (/1 -~ (CUENTAS):
0.495 18079
0.991 42041
1.98 83049
4.67 195148
: 9,94 520336
1 19.8 861141
50.0 2120236
‘g 79.7 3771742
99.5 4328699
4500000
L.
4000000
: ¥ * 44606x + 22475 {
: ¥ % 09666 ¢ i
; 3500000 =0 §962
g
i & o j
3 g |
gzswooo ;
§
A !
2000000
!
1500000
1000000
i
500000 .
0 - ; N
0 . L] 60 80 100
CONCENTRACION (gL

Figura 3.5 Variacion de la respuesta del défector en funcién de la concentracion de 2,4-I
en la muestra de agua fortificada. Volumen de carga: 75 mL
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Tabla 3.5 Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de 2,4-

DB en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargado: 75 mL.,

Figura 3.6 Variacion de la respuesia del detector en funcién de la concentracion de dcido

4-(2,4-Diclorofenoxi)butanoico en la muestra de agua fortificada. Volumen de barga; 75

mi

"CONCENTRACIONDEUA | . AREA .
- MUESTRA (ug/t) - | “ (CUENTAS) -
0.495 16045
0.991 33786
1.98 77388
4.67 182744
9.94 431288
19.8 791395
50.0 1854951
79.7 3286069
99.5 3991442
4000000
3500000
¥ 240198x . 85929 Y
30,9983
3000000 0.8991
2500000
g
;§, 2000000
g *
1500000
1000000
§00000
1] +
20 40 80 00 100
CONCENTRACION {ugiL)
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La recta de regresion para los herbicidas en estudio que describe la variacion de la
respuesta del detector UV en funcion de fa concentracion de cada soluto en fa muestra de
agua analizada tiene la forma:

y=atbx
Donde « es la ordenada de larecta al origeny b es su pendiente.

Las rectas de regresion obtenidas se emplearon para determinar ef limite de
deteccion del procedimiento analitico para los sofutos. Primero fue necesario establecer si
se podia considerar que, estadisticamente, cada una de fas rectas pasaba por el origen del
sistema de coordenadas, o bien que el coeficiente a obtenido en cada ecuacion era,
estadisticamente, igual a cero. Para esta verificacion se efectud una prueba de hipbtesis

relativa a dicho coeficiente de regresion.

Es importante remarcar que los valores de @ y b obtenidos en las ecuaciones de

ajuste son estimadores de los coeficientes de regresion . y f de la regresion real:

Fatfx (3.6)
Para contrastar la hipotesis nu]a:
Ho=o=0
respecto a la hipotesis alterna
Hi=a#0

se entpled el estadistico de prueba (Miller y Freund, 1965);
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

t_(a-—a] s .
“US NS+ (n0)? @7

donde n es ¢l numero de puntos sobre la recta de regresion, x es el valor promedio de los

valores x;, y

Sc n(n__ 2)3“ (3.8)
siendo

S = "ixf —(ixi)z (3.9)

i=] x=1

n n 2
Sy =02y} —(ZY.) (3.10)

X=l x=1

Sy = nixm -(ixa :V_:Yi) G.11)

=1 Il i=1

Empleando un nivel de significancia o dado, se rechaza la hip6tesis nula si t<-tan 0 -
t>tun, donde toy es el valor de la t de Student, para un nivel de significancia o con n2-
grados de libertad. Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipotesis nula para los

dos herbicidas, empleando un nivel de significancia o = 0.05, se presentan en la tabla 3.6,

Los resultados de la tabla 3.6 permiten comprobar que, para‘los herbicidas
estudiados, el valor de coeficiente a de la recta de regresion es, estadisticamentc, igual a

cero.
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Tabla 3.6 Verificacion de la hipotesis nula que establece que las rectas de regresion que
describen 1a variacion de l1a respuesta del detector en funcion de la concentracion de cada

herbicida, pasa por el origen del sistema de coordenadas. Nivel de significancia 0=0.05,

S SOLUTO - it Lo aa(n2gl) | gAceptar M2
2,4-D 0.049 9 2.365 Si
2,4-DB 20294 | 9 2.365 Si

Los limites del intervalo de confianza para los coeficientes a de las rectas de

regresidn se estimaron mediante la expresin:

atitn*s (3.12)

Los intervalos de confianza para los coeficientes a de las ecuaciones de regresién
de los dos herbicidas estudiados, calculados empleando un nivel de significancia ¢=0.05,

se presentan en la tabla 3.7

Tabla 3.7 Intervalo de confianza de las coeficientes a de las rectas de regresion

)
2,4-D 2036< 8 <2458
2,4DB 277649 < a <60463

Posteriormente se analizd la recuperacion de los herbicidas en el intervalo de
concentracion estudiado. La variacién de la cantidad cargada en funcion de la cantidad
recuperada al final del anlisis, se presenta en las tablas 3.8 y 3.9, asi como en las figuras
3.7y38. '
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Tahla 3.8 Variacion de la cantid

D concentrada

ad de 2,4-D recuperada en funcion de la cantidad de 2,4-

CANTIDAD: CANTIDAD
CONCENTRADA (ng)| RECUPERADA (ng) |
37 39

T4 B 76
143 55
i 350 RS
745 890
1483 542
3753 3870
5981 6267 _
7466 7437

y =101

27x + 37.173

£ = 0.0989
r=0.9994

Figura 3.7 Variacion de la cantidad

D concentrada.

de 2,4-D recuperada en funcion de la cantidad de 2,4;
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Tabla 3.9 Variacion de la cantidad de 2,4-DB recuperada en funcion de la cantidad de
2,4-DB concentrada.

TCANTIDAD.

y=1.0122x + 6.2653

; oo @ = 0.9997

- r=0.9998

4 ",

|

ok

Figura 3.8, Variacion de la cantidad de 2,4-DB recuperada en funci(m de fa cantidad de - v ' ,:
he 2,4-DB concentrada. , , ; Cle
! 6l
3

| !
\ §
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Los coeficientes de correlacion, r, para las rectas de regresion obtenidas son altos y
cercanos a la unidad, esto indica que los puntos experimenlales se ajustan bien a una linea
recta. Sin embargo, los coeficientes b de cada ecuacidn son los que tienen una imporiancia

relevante, indican ¢l porcentaje de recabro en el intervalo estudiado.

Como se observa en las figuras 3.7 y 3.8, el valor del coeficiente b de las rectas de
regresion obtenidas para los herbicidas estudiados es cercano a la unidad. Se puede
establecer que si estadisticamente b=1, entonces la cantidad de soluto concentrado serd
igual a la cantidad de soluto recuperado al final del anélisis, lo cual implicard que la

recuperacion de dicho soluto es de 100% en todo el intervalo de concentracion estudiado.

Para comprobar lo anterior se efeciud una prueba de hipotesis relativa al

coeficiente b de la recta de regresion.
La hipotesis rula a contrastar fue:

Hyp=1
Contra la hip6tesis alterna

Hi:p=1

Para efectuar la prueba de hipotesis se empled (Miller y Freud, 1965) el estadistico

de prueba que se presenta en la ecuacion,
t= _tl:..@. ’S’“
- Se n (3 13)

Debido a que se desea comprobar la hip6tesis nula de que la recuperacion es de

100%, en contra de la hipotesis alterna de que la recuperacion es diferente de 100%, la
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hipbtesis nula se rechaza si 1< -tan 0 > tun donde ten es e valor de la t de Student con un

nivel de significancia a con n-2 grados de libertad.

Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipotesis nula se presentan en la

tabla 3.10.

Tabla 3.10 Verificacion de la hipdtesis nufa que establece que fa pendiente de las rectas de

regresion, obtenidas en las determinaciones de recuperacion a través del intervalo de

concentracion estudiado, es igual a 1. Nivel de significancia 0=0.05,

taa(n-2g) | gAceptar 2
2,365 Si
2.365 Si

Los resultados de la tabla 3.10 muestran que cstadisticamente, las rectas de
regresion de los herbicidas estudiados tienen una pendiente igual a 1, lo cual puede
refacionarse con una recuperacion de 100% a lo largo de todo el intervalo de

concentracion estudiado.

Los limites del intervalo de confianza para los coeficientes b de las rectas de

regresion se estimaron (Miller y Freud, 1965) empleando la expresion,

btt,,*S (3.14)

El intervalo de confianza para los coeficientes b de las rectas de regresion de los
herbicidas estudiados, empleando un nivel de significancia o = 0.05, se dan en la tabla

316

Tabla 3.1 Intervalo de confianza de los coeficientes b de las rectas de regresion.

2.4-D 0,982 <b <1,042
7.4.DB 0.0985 < b <1.025
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hipétesis nula se rechaza si t< -tu2 0 t> t,n donde tay s el valor de la t de Student con un
nivel de significancia o con n-2 grados de libertad.

Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipotesis nula se presentan en la
tabla 3.10.

Tabla 3.10 Verificacion de la hipotesis nula que establece que la pendiente de Ias rectas de
regresion, obtenidas en las determinaciones de recuperacion a través del intervalo de

concentracion estudiado, es igual a 1. Nivel de significancia o=0.05.

rervemeTTr—

SOLYUTO
24D | 1.007
24-DB | 2.11

Los resultados de la tabla 3.10 muestran que estadisticamente, las rectas de
regresion de los herbicidas estudiados tienen una pendiente igual a 1, lo cual puede
relacionarse con una recuperacion de 100% a lo largo de todo el intervalo de

concentracion estudiado.

Los limites del intervalo de confianza para los coeficientes b de las rectas de

regresion se estimaron (Miller y Freud, 1965) empleando la expresién.

n : .
btt,,*S, S (3.14)

El intervalo de confianza para los coeficientes b de las rectas de regresion de los
herbicidas estudiados, empleando un nivel de significancia o = 0.05, se dan en Ja tabla
311

Tabla 3,11 Intervalo de confianza de los coeficientes b de las rectas de regresion, -

D) ,
24D 0,982 <b <1.042
2,4.DB 0.9985 <b <1.025
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES,

Adicionalmente se verificd que la interseccion de cada una de las rectas con el gje
de las ordenadas fuera estadisticamente igual a cero. Esta verificacion se efectud

empleando nuevamente el estadistico de prueba presentado en fa ecuacién 3.7,

Los resultados obtenidos con la verificacion de la hipotesis nula de que cada recta
de regresion pasa por el origen, con un nivel de significancia a=0.05, se presenta en la

tabla 3.12.

Tabla 3,12 Verificacion de a hipotesis nula que establece que las rectas de regresion

pasan por el origen del sistema e coordenadas. Nivel de significancia 0:=0,05.

—

SOLUTO | by
24-D_| 0846
24DB [ 0342 9

En' funcién de los datos presentados en la tabla 3.12 es evidente que,
estadisticamente, todas las rectas de regresion pasan por el origen del sistema de

coordenadas.

De acuerdo con los resultados presentados en esta seccién se puede establecer que

el intervalo de concentracién en que la respuesta del detector en funcion de la

concentracién de analito sigue una relacién lineal para los dos herbicidas estudiados abarca
de 0.5 a 100 pg/L. En este intervalo de concentracién la recuperacién de los dos
herbicidas es estadisticamente igual al 100%. Cabe hacer mencién que el estudio de
intervalo lineal no se efectud para concentraciones mayores a 100 ug/L, por lo que se deja

abierta la posibilidad de que el método sea lineal alin & concentraciones mayores & 100

wg/L.
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3.5 LIMITE DE DETECCION.

En términos generales se puede describir el limite de deteccion de un analito como
aquella concentracién que proporciona una seifal, “y”, significativame:te diferente de la
sefal de una muestra en “blanco” v “sefal de fondo”(Miller y Miller 1993). A pesar de que
en la practica existe muy poco acuerdo respecto a la interpretacion de la frase
“significativamente diferente” (Cursie, 1968), en Quimica Analitica suele definirse al limite
de deteccion como fa cantidad o concentracion de analito que proporciona una sefal igual

a la sefial del blanco, yu, més tres veces la desvincion cstandar del blanco, S;.

La agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos ha establecido
(USEPA, 1984¢) un procedimiento para la determinacion de limite de deteccion de un
método. Dicho procedimiento se cstablece en base a la desviacion estandar de las
mediciones, obtenida en la determinacion de un analito, después de analizar al menos siete

muestras bajo las mismas condiciones del proceso analitico de interés.
El limite de deteccion del método (LDM) se estima a partir de la ecuacion.
LDM= to,1.a-099(S) (3.15)

donde ty.1,1.4-000 €5 €l valor de la t de Student apropiado para un nivel de confianza del
99% y una desviacion estdndar, s, en unidades de concemracki(m cstimad’a con n-1 grados
de libertad, siendo n el m'lméro de datos. ’

La desviacion estandar se estima a partic del anélisis de muestras con e! analito de interés,
fortificadas a concentraciones que no excedan, preferentemente, 10 veces el LDM

esperado para el analito.

Los limites de deteccion reportados, determinados en base a las consideracion‘eys

establecidas en 1a ecuacion 3.15, asi como ias recuperaciones alcanzadas cuando se apliéa
el método de anlisis 8150 (USEPA,1984c) de ta Agencia de Proteccion Ambiental de los
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Estados Unidos, para la determinacion en agua de los dos herbicidas considerados en este

trabajo se presentan en la tabla 3.13.

Tabla 3.13 Limites de deteccion (LDM) y porcentajes de recobro (%R) reportados para
el andlisis en agua de dos herbicidas de la familia Clorofenoxi, aplicando el método 8150

(USEPA, 1984c) de la EPA.

SOLUTO %R
2,4-D 75
2,4-DB 93

En este trabajo, el limite de deteccion del método desarrollado se determiné de dos
manerag; ¢
1).- Considerando los criterios de la EPA y la ecuacion 15, se calculo la desviacion
estindar en unidades de concentracion a partir del analisis de 7 muestras fortificadas con
cada herbicida a una concentracion de 4.67 pg/L de cada soluto. Se empled este nivel de
concentracion debido a que se esperaba alcanzar limites de deteccion del orden de 0.5 a 1
Hg/L.
2).- se utilizaron las rectas de regresion, obtenidas en el estudio del intervalo lineal del

método. El limite de deteccidn se defini6 segin la ecuacion 3.16.

LDM:y,+3%"’- (3.16)

El valor de Sp para cada herbicida fue el valor de la desviacion estandar en cuentas

 de drea obtenida a partir del anélisis de las siete muestras antes mencionadas, m es la-

pendiente de las rectas de regresion de las graficas de la respuesta del detector en ,ﬁmciékn
de la concentracion, (Sin embargo es importante tener en cuenta que, como se discuti6 en

la seccion anterior (tabla 3.6), el coeficiente @ de las dos rectas de ‘regresion es
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3.5 LIMITE DE DETECCION,

estadisticamente igual a cero. Por esta razon, para las estimaciones de los limites de
deteccion de los dos herbicidas estudiados mediante la ecuacion 3.16 (yy=yy) se considerd
a yn igual a cero)

La desviacion estindar obtenida, tanto en unidades de concentracion coma en
cuentas de area, en el analisis de las siete muestras antes mencionadas se presenta en la
tabia 3.14.

Tabla 3.14 Desviacion estandar obtenida en el andlisis de muestras fortificadas con
herbicidas. Concentracion de la muestra: 4.67 pg/L . Volumen de la muestra concentrado:
75 mL.

24D | 7] 4500 0.10 221 2.61
24.DB |71 499% 0.11 2.44 2.84

Los limites de deteccion para los herbicidas estudiados, estimados a partir de las

rectas de regresion y de fa ecuacién 3.16 se presentan en {a tabla 3.15.

Tabla 3.15 Limites de deteccion para los herbicidas estudiados, estimados a partir de la
ecuacion 3.16 y de las rectas de regresion obtenidas en el establecimiento del intervalo
lineal de! método.

24.D 03
24.DB 03

Los limites de deteccion estimados en base a las consideraciones establecidas por
la EPA (Ecuacion 3.15) se presentan en la tabla 3.16,
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Fabolt 306 Limites de deteecion para los dos hesbividas estadiados, estivaade. + partic de

las consideraciones estabilecidas por ka EPA (ecuacion 3.15).

SOLUTO | LOM (il
740 0.3
2.4-D 04

De acverdo a lo observado en las dos tablas anteriores sc tiene an limite de
deteccion de entre 0.3 v 0.4 pg/L con ¢l método desarrollado. Con el objeto de verificar
valor del limite de deteccion se analizd una muestra de agua HPLC fortiticada a una
concentracion de 0.2 pg/L. El cromatograma obtenido (fig. 3.9) nos indica que a esta
concentracion estamos en el limite de decision, debido a que e tamafio de los picos de los
herbicidas es, aproximadamente 1.5 veces el valor del ruido de fondo. Por lo tanto, no s
posible considerar a la concentracion de 0.2 p/L como Umite de deteccion porque no se

tendria certeza de la presencia de los herbicidas.
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3.5 LIMITE DE DETECCION.

] oo av 2
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10 20 30 (min)

Figura 3.9 Cromatograma obtenido con una muestra fortificada a 0.2 Hg/L de cada
herbicida, 1.- 2,4-D; 2,- 2,4-DB. Gradiente de elucion; 0 min-0%B; § min-5%B; 20 min-
35%B; 21 min-40%B; 40 min-45%B, Velocidad de flujo 1 mL/min. Deteccién a 280 am.
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Adicionalmente se presenta ¢l cromatograma que se obtiene del andlisis de una
muestra de agua HPLC fortificada a 0.5 pg/l. de cada herbicida (fig. 3.10). Aqui se
observa que se pueden cuantificar perfectamente a los herbicidas, por lo que los limites

obtenidos son viélidos,

|

Joootau

10 20 30 (min)

Figura 3,10 Cromatograma obtenido de una muestra fortificada a 0.5 ug/L de cada - |
herbicida. Gradiente de‘elucién: 0 min-0%B; 5 min-5%B; 20 min-35%B; 21 niin-40%B;
40 min-45%B. Velocidad de flujo 1 mL/min. Deteccién a 280 nm, ‘
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3.6 ANALISIS DE MUESTRAS ..

Como se observa en los datos presentados en las tablas 3.15 y 3.16 y las figuras de
los cromatogramas anteriores, los limites del método son apropiados para detectar las
concentraciones maximas permisibles establecidas en los criterios ecoldgicos de calidad del
agua en México (tabla 1.3), lo que permite establecer que el smétodo desarrollado en este
trabajo es apropiado para el monitoreo y deteccion de los dos herbicidas considerados a

niveles de concentraci6n de trazas en agua.

Por otra parte, es importante mencionar que pesar de que en el método
desarrollado en este trabajo unicamente se analizan los dos herbicidas clorofenoxi que se
utilizan en México, los limites de deteccion alcanzados para éstos (tablas 3.15 y 3.16) son
més bajos que los obtenidos al aplicar el método de anélisis 8150 de la EPA (en éste se
analizan 10 herbicidas). Ademds, las recuperaciones obtenidas para los herbicidas son

mayores que las obtenidas por el método 8150 (especialmente para el 2,4-D).

Adicionalmente, el método evita en gran parte la contaminacion de la muestra por
manipulacion debido a que una vez filtrada y acidificada, el operador no vuelve a tener
contacto con ésta, en tanto que en el método 8150 el operador estd en contacto con la

muestra practicamente durante todo el método.

3.6 ANALISIS DE MUESTRAS DE AG UA DE POZO Y RiO,

Una vez evaluado el método analitico desarroilado, éste se aplico al analisis de
herbicidas en muestras de agua de rlo y pozo, por ser este tipo de agua fa que mayor
contacto tiene con campos de cultivo, que es el sitio en donde gencrahnente 8¢ esparcen
fos herbicidas estudiados. ;

Es importante remarcar que el anlisis mencionado Gnicamente se efectud co‘n,el
fin de mostrar de manera preliminar fa aplicacién potencial del método. "

Los resultados presentados en esta seccién incluyen fos datos obtenidos af analizar
una muestra de agua de pozo recogida'eu una zona agricola cercana a la localidad de

Texcoco, Estado de México. Adicionalmente se presenta la aplicacion del niétodo -al
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CAPITULO 3. RESULTADQS EXPERIMENTALES.

anlisis de una muestra de agua de rio, recolectada aproximadamente a un kilometro de su

nacimicnto, Ambas fuentes de agua son empleadas para el riego de la zona agricola,

En la figura 3. 11 se presenta el cromatcgrama obtenido en ¢l analisis de agua de
rio. En dicho cromatograma se pueden observar un gran nimero de seitales, pero los
herbicidas no se encuenlran presentes. Al fortificar la muestra se observa que el pico
proveniente del 2,4-D se junta con uno de los picos de la muestra blanco de rio, no
obslante los picos se¢ encuentran suficientemente separados para diferenciarlos y

cuantificarlos.

En la tabla 3.17 se muestra el porcentaje de recobro obtenido de la muestra de

agua de rio fortificada a una concentracion de 4 pg/L de cada herbicida.

Tabla 3.17 Porcentajes de recabro de los herbicidas en agua de rio.

OLUTO
24D 102.27
2,4DB 99.52

En la figura 3.12 se presenta el cromatograma obtenido en el andlisis de una
muestra de agua de pozo. En éste no se observan los herbicidas pero, al fortificar la
muestra, el pico del 2,4-D se une a uno de los picos del agua de pozo, igualmente el pico
del 2,4-DB se une a uno de los picos proveniente de la muestra, no obstante los analitos se
pueden diferenciar y cuantificar sin mayor problema .

En la tabla 3.18 se muestra el porcentaje de recobro de los herbicidas en una

muestra de agua de pozo fortificada a una concentracion de 2 pg/L de cada uno.

Tabla 3,18 Porcentajes de recobro de los herbicidas en una muestra de agua de pozo.

24D | 99.05
24DB | 99.83
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Figura 3,11 Cromatograma obtenido del anlisis do agua de rio. 1.-2,4-D y 2.- 2,4-DB, I '
figura A muestra un blanco con agua grado HPLC en tanto que la figura B muestra e
cromatograma que se obtiene al efectuar el anélisis en agua de rio ybla figura C muestra el
andlisis de agua de rio fortificada a una concentracion de 4 pg/L de cada herbicida.
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I 0.001 AU

Figura 3,12 Andlisis de una muestra de agua de pozo.1.-2,4-D y 2.-2,4-DB, la figura A
muestra un blanco realizado con agua grado HPLC, la figura B muestra el andlisis
efectuado con agua de pozo y la figura C muestra e! anélisis de agua de pozo fortificada a

una concentracion de 2 pg/L de cada herbicida.
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3.6 ANALISIS DE MUESTRAS .

Estos estudios permiten afirmar que ¢f método es aplicable a las muestras de agua
que mayor probabilidad tienen de contener los herbicidas por su contacto con los campos

de cultivo.

Adicionalmente, los resultados obtenidos del andlisis de fa muestra de agua de
pozo indican que en ésta se puede detectar muy bien los herbicidas a una concentracion de
2 pg/L. Incluso, es posible afirmar que dichos herbicidas pueden ser detectados en este

tipo de agua a una concentracion ligeramente menor a ! pg/LL.

Por otra parte, en la muestra de agua de rfo se detectan muy bien log herbicidas a
una concentracion de 4 pg/L. Se puede considerar que e! limite de deteccion para el 2,4-D
en la muestra es del orden de 2 pg/L, mientras que el 2,4-DB, que eluye en una zona libre

de interferencias, podria detectarse hasta a concentraciones inferiores a | pg/L.
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CONCLUSIONES

Los herbicidas dcido clorofenoxi se pueden determinar selectivamente por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) en fase reversa, empleando
deteccion UV y enriquecimiento de trazas en linea. La utilizacion de una precolumna
empacada con un soporte PRP y una precolumna empacada con un material s selectivo,
como un intercambiador de aniones, parece ser la estrategia apropiada para minimizar la

presencia de compuestos interferentes de naturaleza organica ¢ inorganica

El sistema de preconcentracidn en fase solida acoplada en linea con el sistema
cromatografico de andlisis minimiza considerablemente el riesgo de contaminacion de las
muestras debido a que ia manipulacion externa de éstas es minima. Los resuitados
obtenidos en lo que se refiere a exactitud (% de recobro), precision (coeficiente de
variacion) y sensibilidad (limites de deteccién) se comparan favorablemente con los
reportados en el método oficial para analisis de herbicidas en agua de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (8150, EPA). Ademas, el método
desarrollado elimina el uso de grandes cantidades de disolventes organicos asi como de

reactivos toxicos (como el diazometano que es cancerigeno) y costosos,

Por otra parte, el sistema de preconcentracion y limpieza de la muestra utilizado
proporciona una alternativa rapida y sencilla para el anilisis de los herbicidas 2,4-D y 2,4+
DB cn agua, teniendo las ventajas adicionales de ser sencilio de construir, compacto y de

costo relativamente bajo, asi como fécil de regenerar y mantener,

En el método desarrollado la respuesta obtenida varia linealmenté con la
concentracion de los herbicidas en un intervalo comprendido entre 0.5 y 100 pg/L y el
porcentaje de recobro de los analitos es de 100% en este intervalo, Sin embargo se deja

abierta la posibilidad de que el método sea lineal al concentraciones mayores a 100 pg/L..

n



CONCLUSIONES

No obstante que en el método desarrollado en este trabajo solo se analizan dos
herbicidas, los limites de deteccion alcanzados para éstos son tres veces mas bajos que en
el método de la EPA, con el cual se analizan diez compuestos. Ademas los porcentajes de
recobro obtenidos en este trabajo son mayores que en el método de la EPA, especialmente

para el Acido 2,4-Didorofenoxiacético.

En tanto que el método de la EPA permite alcanzar limites de deteccion de 12
pg/L. para el 2,4-D y de 9.1 pg/L para el 2,4-DB en agua de pozo, el método desarrollado
presenta un limite de deteccion de 1 pg/L para ambos herbicidas en la muestra de agua de
pozo analizada. Por otra parte en la muestra de agua de rio analizada los limites de
deteccion son de 2 pug/L para el 2,4-D y de 1 ng/L para el 2,4-DB. Es decir los limites de
deteccion en muestras de aguas reales alcanzados por el método desarrollado son més

bajos que los alcanzados por el método de la EPA.
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