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RESUMEN

La extraccién en fase sdélida (EFS) es una técnica que ha resultado ser muy exitosa
para el manejo de muestras acuosas, gracias a que reduce la manipulacién de ia muestra,
trabajo y consumo de disolventes. En la EFS, los analitos de interés son atrapados en un
adsorbente apropiado para posteriormente ser eluidos con un pequefio volumen de
disolvente organico. De esta manera, la extraccidén y la concentracién se realizan al
mismo tiempo. En la actualidad, el modelo de ia silice C18 ha servido para comenzar a
establecer una teoria de predicciones en EFS basada en la analogia existente con la

cromatografia de liquidos.

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende contribuir @ esa teoria al estudiar la
variacion del volumen de fuga V; y el rendimiento de extracion R en funcién de la cantidad
de silice C18 y el volumen de muestra acuosa, para plaguicidas con diferentes

- polaridades de la familia de las triazinas y un carbamato. Asi, se trazaron las curvas de
%R= f(volumen de muestra) utilizando cartuchos con 100, S00 y 1000 mg de adsorbente y
las curvas de %R= f(cantidad de adsorbente) utilizando un volumen fijo de 10 mL para
cartuchos con 100, 300, 500, 750 y 1000mg de adsorbente. Para cada cantidad, se
encontré que los compuestos con un log k'w > 3 fueron bien retenidos. También que al
aumentar la cantidad de adsorbente aumenta de manera proporcional el Vi de los
compuestos. Los resultados obtenidos corroboraron que la silice C18 no es muy util para
preconcentrar los plaguicidas muy polares, para ios cuales es mas recomendable utilizar
otro tipo de fases como por ejemplo los polimeros PRP-1 o PLRP-S.

Con el valor del factor de capacidad en agua pura k', de cada plaguicida extrapolado
linealmente al 0% de metanol en las curvas del log de k' en funcion del porcentaje de
metano! de la fase movil, se calculd el volumen de retencidn tedrico con la siguiente
ecuacién: V, = Vp (1+k'y), donde V, es el volumen muerto de la precolumna o cartucho
(0.12 mL por cada 100mg de adsorbente). El V, se relaciona con el Vi de la siguiente
forma: V, = V, + 20, donde o representa la dispersion axial del analito en el lecho de
particulas del adsorbente. En las curvas de los rendimientos se midi6 el V; experimental,
considerandolo como el volumen en que el rendimiento disminuyd entre el 1 y 5%. Este se
correlaciond con los V, y los V, tedricos, encontrandose que se aproximaron bastante;
también se corrobordé que al aumentar la cantidad de adsorbente el valor de V¢ aumenta

de manera lineal.

Para realizar una aplicacién de una metodologia de preconcentracion de trazas en
muestras reales por extraccién en fase sdlida y observar si los rendimientos eran
parecidos a les de las muestras de agua grado cromatografico, se optimizé un gradiente
para una separacién simuiltanea de los plaguicidas en una columna analitica de 150x4.5
mm. La longitud de onda maxima seleccionada para la deteccién de los plaguicidas fue en
la que cada compuesto presentd una mayor absorcion. Se fortificaron 2 tipos de agua
potable (de la red de distribucién de C.U. y del pozo Villa Victoria en valle de Bravo)
preconcentrando 200 mL de muestra a una concentraciéon de 10 ppb en un cartucho de
1000mg. Los rendimientos obtenidos con las preconcentraciones de las muestras reales
fueron >70%, parecidos a los del agua grado cromatografico. La similitud se debe a que
las aguas potables y subterraneas poseen una cantidad baja de materia organica disueita.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas sirven para combatir las enfermedades y los parasitos de toda
clase que dafan directa o indirectamente los sembradios, los cultivos en desarrollo o
los granos almacenados. Sin embargo, su empleo constante y a gran escala en la
agricultura ha incrementado slgniﬂcau‘vamente su presencia en el ambiente,
particularmente en suelos, lagcs Y, rios, hecho que a lo largo del tiempo ha afectado al

ecosistema. ocaslonand daﬂos a corto y Iargo plazo en la salud de la poblacién

téxlcos 'm- énicos y cancerfgenos, etc.).

pers:stencia d g uelo y los fenémenos de infiltracion,

provocan - que s ncuentren presentes lnclusuve en las aguas subterraneas antes

consideradas como urmicamente puras. Ademas, muchos de ellos presentan una

gran capacldad de acumulaclbn en los organismos vivientes, provocando que su

concentracién aumente progresnvamente a lo largo de las cadenas tréficas, fendmeno
conocido como bféaﬁ:pliﬁcaciérj.“La cantidad de plaguicidas en las aguas naturales
depende de la intensidad de lé produccién alimenticia dada en la region puesto que es
la que determina la cénﬂdad de pesticida aplicado, de acuerdo al tipo de cultivo,
estaciéon, precipitacién y velocidad de flujo de agua. ElI uso indiscriminado de

agroquimicos ha provocado la ocurrencia en los alimentos tales como el maiz, trigo,

nuez, frutos, que con el tiempo han causado dafios genéticos en Espana (Tadeo et al,

2000). La existencia de todos estos problemas exige Ila creacion de normas muy




estrictas de control en los medios acuosos naturales y en el agua para consumo

humano. -

Ademés la dn"cultad para su. segulmlemo aumenta” cuando estos compuestcs se

n oros productos (m' a :olltos o productos . de degradaclén) jpor lo

transforman
esto_s progemtores. En

mas :mponantes y son de lo contamlnantes quimicos mas comunes monitoreados en

agua por las autor ades (Pmto et al 2000)

La atrazina ha sido clasif'cada como posible carcindgena para humanos y por esta
razén ha sldo erradu:ada en los principales paises Europeos. Este compuesto junto
con otras triazmas como la simazina se han encontrado en diversos tipos de agua
natural y potable (Plnto et al, 2000). En Alemania, en 1991 se prohibié el uso de Ja
terbutilazina (Pacakova et al/, 1996). En el rla Sena, Francia se detectd la presencia de
atrazina y simazina (Legrand et al, 1991), en el rio Ebro y Alimeria, Espaia se ha

encontrado la atrazina y simazina en concentraciones de 0.3 pg/L (Chiron et al, 1993).
2



La Unién Europea ha: establecido un méximo de. 0.1 pg/L por cada . pesticida

individualmente en agua potable y' 0.5 ug/L por Ié suma de los plaguicidas presentes.

En 1990 y 1991 ‘enel rio de Mmessota se encontré atrazina y cianazina en

concentraciones de.1000-6000i S ottler et a/ 1994) La Agencia de Proteccién

seguros para la lnaclén de estos herbicidas. La espectrometria de masas (EM

por sus siglas) es tamblén una herramienta poderosa para la confirmacién de trazas

de pesticidas en agua (Matsul et al, 2000).

Los métodos de extraccion y preconcentraciéon de los pesticidas presentes en agua

ialmente cuando se quieren cuantificar

se han hecho r ios, P
concentraciones trazas. La preconcentracion de compuestos en muestras acuosas se

ha efectuado tradicionalmente por Extraccion Liquido-Liquido (ELL por sus siglas),
cuyo principio se basa en la distribucion de los solutos entre la muestra y un solvente
no miscible con el agua, aunque en la actualidad, la Extraccion en Fase-Sdlida (EFS
por sus siglas) ha reemplazado a la Extraccidn Liquido-Liquido y ha sido mas usada
para extracciéon de contaminantes en muestras acuosas (Buchheit et a/, 1996) debido

a que elimina los inconvenientes comunes de la ELL (lentitud, uso de grandes

volimenes de disolventes toxicos, riesgos de contaminacion, formacion de

emulsiones). Ademas posee las siguientes ventajas:




¢ muestreo en campo,
® rapidez y simplicidad

seguridad con respecto a muestras peligrosas,
¢ bajo costo

o flexibilidad
utilizacion de menos volumen de muestra y disolventes téxicos.

Esta innovacién en el procedimiento de extraccién basado en el reparto, la
adsorcién, |a afinidad o el intercambio ibnico, ha tenido una gran aceptacién en la
resolu;:ién de problemas analiticos ambientales ya que es adecuada para
contarhinantes de polaridad alta, intermedia y baja. Sus principios se basan en la
distribucion de los solutos entre una fase sélida y la muestra acuosa. La EFS es usada
con 2 tipos de metodologia: la primera es en tiempo diferido (off-line en inglés), donde
un liquido es aplicado sobre un adsorbente empacado en una columna, cartucho de
polipropileno o en un disco, como resultado de esta fuerte atraccién los analitos son
retenidos en el adsorbente. El adsorbente es posteriormente lavado con un pequefio
volumen de disolvente para romper la unién entre analito y adsorbente y realizar su
recuperacién. La seleccion de un adsorbente para extraccion en fase-sélida depende
de la polaridad del pesticida que se este evaluando (McLaughlin et a/, 1997). La
segunda metodologla se realiza en linea con el analisis cromatografico (on-line en
inglés), en ella los solutos son retenidos en un soporte sdélido empacado en una
precolumna y después eluidos directamente hacia la columna analitica para su
separacidn y analisis (Hennion et al/, 1994). Existen diferentes tipos de adsorbentes
que se emplean en la EFS para extraer a las triazinas y sus productos de degradacién
en agua. Los mas usados son la C8 y C18 en donde ios mecanismos de retencion de

los analitos se basan en las interacciones hidrofébicas, pero el uso de estos tiene
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limitaciones para los compuestos polares. Asi, otro tipo de adsorbentes como son el
copolimero de eshreno—d:vlmlbenzeno y el carbono grarlizado, pueden ser utilizados
para la extraccién de compuestos polares (Néelieu et al, 2000 McLaughlin et al 1997),

los intercambladores de lones pueden ser usados para extraer compuestos lénicos o

lonizables (Sab

arametros més importantes de la EFS son el volumen de:fuga Vi Y el
anejar los

ite

xtracclén E! conocimiento de los mlsmos p
volumenes de muestra apropiados para cuantificar a los mlcrocontaminantes a niveles
de partes por billon, trillén o inclusive menores, en algunos anéhsis‘vPara el caso de
los compuestos polares, es necesario conocer y controlar estos parémetros puesto

que son los mas diflciles de preconcentrar. Asi, la prediccion de los mismos permite el

ahorro . de tiempo en la experimentacion.-El V- 'y el R se interrelacionan muy

estrechamente. Asi a volumenes de muestra menores al V; se obtendran rendimientos

de extraccion det 100 %.

En analisis ambiental la fuga de los analitos es provocada por la retencién
insuficiente en el adsorbente, fenédmeno relacionado con el factor de capacidad en el
agua k.. La saturacidn o sobrecarga del adsorbente es poco probable debido a las
bajas concentraciones en las que se encuentran los contaminantes. El V, puede ser
determinado en precolumna y cartuchos directamente por un procedimiento lento y
tedioso (Hennion et al, 1993), aunque existe un método mas rapido, que requiere de
un montaje en linea (Hennion et al, 1998). Otra forma de determinarlo es a partir de las

curvas del rendimiento de extraccién en funcion del volumen de muestra, midiendo el

V; en el punto en que R disminuye en un 1%.

Los valores de V; y el R pueden ser aproximados conociendo el volumen de

retencién V, calculado a partir de constantes cromatograficas como el factor de




capacidad en agua pura k'w, parémetro a su vez determlnado pcr extrapolacnén en

las curvas de k'— f (% MeOH) de la fase mévnl por la relamén Vr Vo (1+k W) Vo es el

volumen muerto de la precolumna o cartucho. y puede conocerse a partir del producto

del volumen geométric de 1a” precolumna por a porosudad del adsorbente (0.65-0.7
a 0. 12mL por 100mg de adsorbente

para slhce) En art cl

agua Desafortunadamente, lo comin es intentar,

ericuent'renl'rep'ortado “en-la literatura., Aunque este procedimiento algunas de las
veces no res| SIrhble porque no se pueden hacer comparaciones debido a que
existen duferencias entre la cantidad de adsorbente y los volumenes de muestra que

reportan en cada trabajo. Con los analitos dificiles de preconcentrar se pierde mucho

tiempo y dinero en experimentos de ensayo y error. Por esta razén, en el presente

trabajo se ‘tie:r‘;éi&:mo objetivo general el de contribuir a la teoria de las predicciones
de la EFS al indicar las relaciones existentes entre la cantidad de adsorbente utilizada
con parémeirp; @:orﬁp el V¢ y R. La variacién de los recobros de los compuestos con el
volumen de m;é;tra ‘(ambién ha sido estudiada.

Finalmente ;e realizaron correlaciones entre los valores experimentales de V, y los
valores tedricos dely volumen de fuga y el volumen de retencién calculado a partir de
k'w. Cabe remarcar que se trabajo con el modelo de la silice C18 por ser el mejor

estudiado hasta el momento. El presente trabajo tiene entonces los siguientes

objetivos particulares:




OBJETIVOS PARTICULARES:

# Evaluar la variacién del V; y R experimentales en funcién de la cantidad

de adsorbente (sllice C18) y e! volumen de muestra acuosa para 9
plaguicidas y 3 metabolitos pertenecientes a la familia de las triazinas y un

carbamato.

- Corrélacionar .datos experimentales y teéricos de los parametros

estudiados.




CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Caracteristicas de los plaguicidas de estudio
1.1.1. Plaguicidas triazinicos

1.1.1.1. Generalidades

Los herbicidas triazinicos forman un amplio grupo de sustancias usadas como
herbicidas pre y post-emergentes para el control de la hierba mala. Hoy mas del 30%
de los herbicidas utilizados a nivel mundial son triazinas (Pinto et a/, 2000). Las mas
importantes triazinas son las simétricas (s-triazinas) que tienen un heterociclo de 6
miembros con atomos de nitrégeno localizados simeétricamente y sustituciones en las
posiciones 2, 4 y 6. Su acci6n principal es a través de las ralces, como herbicidas
residuales, pero varios tienen también accidn por contacto y se absorben a través de
las hojas (Barbera, 1989). Estos cornpuestos y sus productos de degradacién, son
muy téxicos désde concentraciones muy bajas, altamente resistentes y sobreviven
muchds anos en algunos suelos, agua, plantas y animales (Pinto et al/, 2000). Asi la
deterrh'inacién de triazinas es muy importante para el control ambiental. En el apéndice

A, se rhuestra la estructura y las propiedades fisicoquimicas de cada unoc de los

plaguicidas en estudio.

1.1.1.2. Propiedades fisicoquimicas

Los herbicidas triazinicos son sdlidos, con una baja presion de vapor a temperatura

ambiente, solubilidades en agua en el intervalo de 5-750 ppm y solubles en algunos




disolventes organicos. La .solubilidad - en  agua de cada triazina depende del
sustituyente en la posicion 2. Y también se ha notado que el nombre comin de estos

herbicidas es indicativo del ;s'ustltuyente en'la pésicién 2, ejem:

(Pacakova et al., 1996) -

-azina' ' - atomo de cloro ; '
-etrina e t
-ton g . gfupo Mmetoxi - )

Las prbpl‘edadesi de los derivados con cloro presentan diferencias significativas,
comparadas céri ’laAae los otros 2 grupos, mientras las propiedades de los derivados
tiometil y metc»’d sbﬁ éési similares. Sus coeficientes de reparto agua-octanol log Poa
varfan entre 1 2-374 Aléﬁnoé de ellos son herbicidas de cardcter basico. La basicidad

aumenta con el orden del sustituyente en la posicién 2 Cl< SCHa < OCHa.

1.1.1.3. Toxicidad

Se ha demostrado por, esh}dios de laboratorio que la atrazina provoca alteraciones
en las funciones del cdrai‘én.' higado y rifidén. Interfiere con el sistema endocrino
provocando probler_né#;éh rla reproduccién. Asociado a problemas de fertilidad
masculina; en raf'asu interfiere éon el metabolismo de la testosterona (hormona sexual)
y aparearniento en ratas. Un estudio reciente relaciona a algunas triazinas con
defectos de nacimiento en humanos. Provocan cancer de mama en ratas hembras y
tumores a los testiculos en ratas machos. También han demostrado ser genotéxicas
en numerosos estudios de laboratorio. Otros estudios revelan un incremento en la
incidencia en cancer de utero en animales y desarrollo de leucemias, linfomas y

mesoteliomas. En humanos se le asocia con incremento de tumores de ovarios,



en Nebraska y -

cancer de mamas y el linfoma non -Hodking. In .'-‘nnes r
lowa indican que las comunidades que usén agua éé{nt‘arﬁihad'é;ﬁcoh' étraiina tienen
mayor incidencia de bebés con piernas reducida; y otfa‘; rn:alformaclbnes congénitas.
cdnslderando los riesgos que implica la exposicidn: a :largo ;;lazo .a fesidﬁos; de
triazinas y sus metabolitos en aguas y alimentos, la EPA de éStédoé‘ Unidos en ‘1 994
empezd un proceso de Revision Especial. '_ X
(http:rwww.epa. gov/opplfead 1/safety/spanish/healthcare/handbook/Spch. pdf)

1.1.1.4. Plaguicidas carbamicos

Los derivados carbamicos se usan como herbicidas (bajo la forma carbamato o

tiocarbamato), como fungicidas (especialmente los ditiocarbamatos) y como

insecticidas. Cuando se tiene en cuenta la actividad de los carbamatos, sorprende el
que compuestos de caracter andalogo se comporten unas veces como herbicidas
insecticidas ausentes de

carentes de accion insecticida, y otras veces como

fitotoxicidad ailguna.

1.1.1.5. Propiedades fisicoquimicas

Los herbicidas carbamicos son sdlidos, poco solubles en agua y solubles en
algunos disclventes organicos tales como metanol y acetonitrilo. Todos los productos
carbamicos derivan del acido carbamico de formula HO-CO-NHz, que no se conhoce

libre, aunque si sus ésteres y derivados en el nitrégeno. En su mayoria los insecticidas

corresponden a la férmulia general:



AlQ-NH-CO-OAr -~ (N, alquicarbamatos)
Mientras los herbl?:!»da’;, tamblén en su mayoria, comprenden los del tipo
Ar-NH-CO-0-Alg (N, arilcarbamatos)

A ‘radi”éal' arilo (t;enil. naftil, heterocicias, etc.).

donde A )
En‘:el "apbéndice"A. se muestra detalladamente las propiedades fisicoquimicas del

desmedifam,

1.1.1.6. Toxicidad

Los daflos a la salud ocasionados por los plaguicidas carbamicos estan

relacionados con su capacidad para inhibir la actividad de un grupo de enzimas
inhibicion se produce en el tejido nervioso,

llamadas colinesterasas. Esta
con los consecuentes

propiciando una acumulacién de acetilcolina enddégena,
signos y sfntomas, que mimetizan los efectos muscarinicos y nicotinicos de la
acetiicolina, asi como los que esta enzima produce en el sistema nervioso central.

(http r/vww.epa. goviopplfead 1/safety/spanish/healthcareshandbook/Speh. pdf)

1.2. Contaminacién en suelos y en aguas superficiales

Menos del 0.1% de pesticidas aplicados realmente alcanzan el verdadero objetivo;
afectar solamente a la hierba mala, mientras el restante (99.9%) tiene el potencial para

moverse en otros espacios del medio ambiente, como suelos y aguas superficiales.

Los quimicos obtienen su acceso al agua ambiental por ambas fuentes, tales como

efluentes industriales o derrames accidentales, y fuentes difusas como agricultura o
fugas urbanas. Estudios sobre una agricultura extensa en momentos criticos han

mostrado que el flujo de atrazina en rlos varia entre el 0.25 y 1.5% de la cantidad




presente en Ia‘tlei , estos hverbicidas fueron encontrados alrededor del 50% en lowa

en 1996, con sus productos de degradacion (Sabik et a/ 2000). Las trlazlnas grupo

de contam antes, estén presentes en las listas de ios 10 herbicidas mas utilizados en

toda Eur p Como resultado de su ampllo uso, se diseminan por el medio ambiente,

desde los campos de cultivo hasta las aguas de rio. Hace tiempo fueron detectados en

en aguas costeras cercanas a las desembocaduras de los rlos Ebro, Po,

estuanos 3

(hlfpy/vvwm epa.goy/oppfead.*I/safety/span/‘sh/h ealthcare/handbook/Spch. pdf).

En el rio Sena, Francia se ha detectado la atrazina a concentraciones de 0.1 nug/ L
(Legrand et al/ 7997). La desetilatrazina DEA (por sus siglas en inglés). producto de
degradacién de la atrazina que presenta la misma toxicidad ha sido detectada a

concentraciones de 0.01 a 1 ug/L en aguas subterraneas (Sabik et a/, 2000).

La contaminaciéon de los suelos y aguas superficiales por el uso de pesticidas
depende de varias variables: tipo, cantidad de pesticida usado y las posibles vias de
exposicion. L.os factores que afectan el transporte de! quimico desde los campos hasta
incluyen: propiedades inherentes dei

los cuerpos de las aguas superficiales

compuesto, solubilidad en el agua, presidn de vapor, contenido de carbono organico
por agua y coeficiente de reparto octanol-agua (K..) del suelo; condiciones
ambientales como son clima, textura del! suelo y contenido del agua en el suelo
caracteristicas del paisaje, topografia, la presencia de drenaje y fugas superficiales de
las redes internas; y practicas sobre su manejo (seleccion de cosecha y el método de
aplicacion). Los compuestos que tienen alta solubilidad y baja adsorcion en el suelo se
moveran mas facilmente a aguas terrestres (Sabik et al/, 2000). Para controlar

contaminantes como estos en el medio ambiente se requieren meétodos rapidos,

econémicos y de facil uso.




1.3. Métodos de andlisis

Existen diferentes métodos de la Agencia Protectora del Medio Ambiente de los EU
{USEPA por sus siglas en inglés) que fueron desarrollados para el analisis de
carbamatos, triazinas y otros contaminantes. Para monitorear triazinas y carbamatos
en agua se utiliza la cromatografia de gases (CG) y la cromatografla de liquidos de
alta eficiencia (C,'LAE). Lo# hidroxi derivados pueden ser analizados directamente por

CG. La_ CLAE es préferida sobre la CG para pesticidas acidos, con bajas polaridades,

baja volaﬁb"lda’ t nnlcamente inestables, porque la cromatografia de gases puede
solo sér usada:con’.un paéo previo de derivatizacion. En suma, como las triazinas
absorbéﬁ fqénéfrienté en la regién de UV de 210-240 nm, son excelentes compuestos
para dféltbectval."sbeigef)"vL_‘JV en la cromatografia de liquidos. La deteccién por arreglo de
diodos (DAD' pc;r,‘sus siglas en inglés) puede ser usada para mejorar la identificacion.
Asi la CLAE eﬁ fase reversa, con UV, es ampliamente usada para el analisis de
triazinas y carbamatos. La combinacién de la Cromatografia de Liquidos con
Espectrometria de Masas (CLAE/EM) es la técnica mas poderosa para la confirmacién
de trazas en agua, incluyendo los herbicidas triazinicos. En E.U. las triazinas se
determinan por el método 507 de la EPA: extraccion con diciorometano seguida por
cromatografia de gases (CG) con deteccion Fosforo- Nitrégeno. Para carbamatos se

pueden usar 2 diferentes tipos de deteccitn U.V. y fluorescencia con una reaccién de

derivacién postcolumna (Matsui ef a/, 2000, Chiron et al, 1993).

1.4. Métodos de enriquecimiento de trazas

La determinacion de pesticidas, como con muchos otros contaminantes ambientales

en agua, requiere un paso de pretratamiento de la muestra en la cudl se realiza un




enriquecimiento | de! anallto. ‘asf :como remover ccmpuestos de Ila matriz

ente) Una perspectuva sobre la preparacion de las técnicas

(completameﬁte o barcial

eponadas en varlas referencias (Vandecasteele K.

de separaclén de Ia mues: ra

la técnica mas e pleada es la ektraéélén en fase sélida (EFS) que ha reemplazado a

la extfacciénbilqdido-llquido (ELL), y han sido extensamente usados

mélodos co
para la preparacién de muestras de agua previas al analisis, gracias a que reduce la

manlpulaclén Ia muestra, trabajo y consumo de disolventes. En la actualidad se

comerciallzan una gran variedad de aditamentos para EFS (cartuchos, precolumnas,
discos hasta slstemas completamente automatizados de extraccion mtuiltiple). La fase

estacionaria mas popular en la EFS para pesticidas en agua es la silice C18. La EFS

es Qsaﬂa en 2 procedimientos: en diferido (off-line en inglés) como una etapa

independiente del analisis cromatografico y en linea (on-line en inglés) cuando la
preconcentracién y el analisis se encuentran acoplados directamente al analisis

cromatografico (Dean et al, 1996). Nélieu et a/ (2000) han realizado trabajos con la

atrazina empleando la técnica de EFS en cartuchos empacados con sflice C18 con

CLAE-UV, asi como también, Buchheit et a/ (1996) trabajé con triazinas y otros

pesticidas utilizando la EFS en cartuchos con fase RP-18 con CLAE- Arreglo de

diodos. Para extracciones en linea (on-line) MclLaughlin et a/ (1997) realizd la

extraccién con una columna empacada con sllice C-18 con CG-EM por mencionar

sélo algunos ejemplos.

Dado que la EFS se rige por los principios de la C.L., a continuacién se describiran

estos, para posteriormente relacionarlos con la EFS.



1.5. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos es esencialmente un  método  fisicogquimico de

separacion en el cual los componentes a separar se distribuyen entre 2 fases, una
fase movil que es un liquido y una fase estacionaria que es un sdélido. En esta técnica
la separacion se basa en las diferenclas de las velocidades con que los compuestos

individuales de una mezcla migran a través de un medio estacionario por influencia de

una fase mévll (Skoog ot al, 1989).
> el'prcc 'so la fase moévil arrastra las moléculas de la muestra a través del

Durant'

lecho de la

cual significa’ que para un determinado sistema fase estacionaria- fase movil seran

difere tés P ra cada componente de la muestra (Conlon, 1981).

La éébrﬁétoémﬂa de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se define como la técnica de
cromafograﬂa de liquidos que emplea en su operacién alta presion en la fase movil.
La CLAE es la técnica analitica de separacién mas ampliamente utilizada en la
industria farmacéutica. Las razones de la popularidad de esta técnica son su

sensibilidad, su facil adaptacién a las determinaciones cuantitativas exactas, su
o termo-iabil y. sobre todo, su

idoneidad para la separacion de especies no volatil
gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, en

muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general (Dean et a/, 1996).




1.5.1. Clasificacion

La cromatografia liquida en columna se clasifica en: cromatografia de exclusion, de

Interca’mbio; idnico, de pares idnicos, de adsorcién y de reparto, las cdales se

describen a continuacién.

1.5.2. Cromatografia de exclusiéon

Es una técnica muy valiosa que se aplica particularmente a especies de elevado
peso molecular. Los rellenos para la cromatografia de exclusién estan constituidos, por
pequerias particulas (= 10 um) poliméricas o de silice, teniendo diferentes tamafos y
estructuras de poros, en ellos las moléculas del soluto quedan retenidas o excluidas
con base en sus volumenes hidrodinamicos; esto es, sus tamafios y formas. La fase
estacionaria provoca la separacién de acuerdo a los pesos moleculares, ya que las
moléculas que son mas grandes que el tamarfio medio de poros del relleno son

excluidas, no se retienen y, por tanto, son las primeras que eluyen (Willard et a/, 1986,

y Skooé et al, 1996).

1.5.3. Cromatografia de intercambio iénico

Los compuestos ionicos se suelen analizar por medio de la cromatografia de
intercambio idnico, en la que se utilizan resinas intercambiadoras de iones como fase

estacionaria. Estas resinas estan formadas por materiales que poseen exceso de



cargas eléctrli:as t+ ] -‘] permanentemente unidas a la superficie de la parucula de

resina medlante enlace qulmico compensadas mediante un numero igual de iones

Ilbres de carga opuesta (contralones) Al eluir a través de la resnna una d olucrén que

contenga Vn' e" nes del mismeo signo que los contraiones, los nuevos conlra ones ;

desplazantes de la muestra sean estequiométricamente equivalentes (Conlon. 1981)

1.5.4. Cromatografia de pares iénicos

La cromatografia de pares i6nicos es un tipo de cromatografia en fase inversa que
se utiliza para la separacién y determinacion de especies idnicas. La fase mévil esta
canstituida por una disolucion tampdn acuosa que contiene un disolvente organico
como metanol o acetonitrilo, y un compuesto ionico que aporta un contraién de carga
opuesta a la del analito. Un contraién es un ion que se combina con el ion del analito

para formar una pareja de iones, que es una especie neutra retenida por el relleno de

fase inversa (Skoog et al, 1994).

1.5.5. Cromatografia de adsorcién

Es el tipo de cromatografia mas utilizado para la separacién de compuestos con

diferente polaridad. En la cromatografia de adsorcién, la fase moévil que contiene al
soluto disuelto pasa sobre la superficie de la fase estacionaria. La retencién de los

compuestos y su consiguiente separacién, depende de la capacidad de los atomos




que hay en la superficie para extraer los solutos de la fase movil y adsorberlos

temporalmente por medio de fuerzas electrostaticas (Skoog et al, 1989)

1.5.6. Cromatografia de reparto

La cromatografia de reparto se puede subdivldlr en cromatografla llquido-llqu:do y
cromatografia de fase unida quimicamente. En la lfquido-llquido se lmplk:a el reparto
de los componentes de la mezcla entre una fase estaclonaria Irqulda y una fase movil
también liquida y la separacion tiene lugar a causa de las diferencias de solubilidad de
los componeyntes de la mezcla en las dos fases liquidas, mientras que en |la de fase
unida quimicamente es por eniaces covalentes. En la actualidad predominan los
meétodos de fase unida quimicamente, siendo relegadas las separaciones liquido-
liquido. La cromatografia de fase unida quimicamente es usada en fase normal cuando

las muestras son de fuerte polaridad y en fase inversa cuando se quieren separar

solutos menos polares.

Las tres cuartas partes de toda la cromatografia liquida de alta eficiencia se llevan
a cabo actuaimente en fase inversa. En la cromatografia de reparto en fase inversa, la

fase estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de una sllice modificada con

cadenas hidrocarbonadas, y la fase movil es de tendencia polar y se utiliza
comunmente el agua, el metanol o el acetonitriio, Por lo general, el grupo R del
siloxano en estos recubrimientos es una cadena C8 (n-octilo) o una cadena C18 (n-
octadecilo). En ios métodos en fase inversa, los componentes mas polares aparecen

primero, y un aumento de la polaridad de la fase mévil aumenta el tiempo de elucion

(Skoog et a/, 1989).




1.6. Instrumentacion

Los componentes basicos de un equipo de cromatografia de liquidos son:

e reservorios para la fase moévil -’

e sistema de bombeo o

mecanismo para la introduccién de la muestra
* unacolumna

e un detector

¢ un registrador de datos.

1.6.1. Reservorios para la fase mévil

El reservorio es el recipiente que contiene la fase moévil. Puede ubicarse “dentro de
la caja negra” de un equipo integrado o externamente en un equipo. Puede emplearse
como reservorio cualquier frasco de laboratorio de buena calidad (de vidrio o polimero
resistente), la capacidad del frasco depende légicamente, del consumo esperado (500-
1000mL). Una forma conveniente de tratar los disolventes antes de introducirlos en el
recipiente, consiste en filtrarlos mediante el vacio a través de un filtro de poro muy
pequefio, este tratamiento elimina la materia en suspension. Una separacién que
utiliza un solo disolvente de composicion constante se denomina una elucion
isocratica. Con frecuencia, la eficiencia de la separacién se aumenta por una elucién

con gradiente, en este caso se utilizan dos (y a veces mas) disolventes con una

polaridad distinta. Los instrumentos en la CLAE estan equipados con unos dispositivos



que permiten introduclf los disolventes desde dos o mas recipientes en una camara de
mezcla a una velocidad que varfa continuamente y'la.l rélaclén"def vol(ﬁ-nen ‘de los

disolventes se puede modificar lineal o expohenclalmeﬁle con el tiempo (. Skoog et al,

1994).

1.6.2. Sistema de Bombeo

Las exigencias que deben de cumplir las bb'ombas que se utilizan en cromatografia

de liquidos son:

1. posibilidad de presion hasta 480 atm

2. flujo o caudal libre de pulsaciones

3. caudales entre 0.1 y 10 mL/ min

4. reproduclbilidad de caudales al menos del 0.5%

resistencia a la corrosién debida a los distintos disolventes.

Se emplean dos tipos de bombas mecanicas: bomba tipo jeringa impuisada por un
tornillo y bombas de pistén. La primera produce un flujo libre de pulsaciones y permite
medir facilmente el caudal, sin embargo, tiene la limitacién de su baja capacidad
(aprox 250 mL) y de que no es adecuada cuando se tiene que cambiar de disolvente.
Las bombas de pistén, que son las mas utilizadas, consisten de ordinario en una
camara cilindrica que se llena y vacia sucesivamente por el movimiento hacia delante
y hacia atras del pistén. El movimiento de la bomba produce un flujo con pulsaciones,
que hay que amortiguar después. Las ventajas que presentan estas bombas son que
tienen un volumen interno muy pequeno, presion de salida alta (superior a unas 800
atm), facil adaptabilidad a elucidn gradiente y caudales constantes, que en gran

medida son independientes de la contrapresién de la columna y de la viscosidad de!

disolvente (Skoog et al/, 1996).
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1.6.3. Introduccion de la muestra

El procedimiento de introduccién de la muestra en cro atograna Hquida se basaen

el uso de bucles de muestreo o valvulas de lnyecclén. Estos dlsposnivos son parte

integral de un moderno equlpo cromatogréﬁco general lleva bucles

uestra _désae 5 a 500 ulL. La

intercambiables que permnen elegir volimenes ‘de

precision de las inyecciones ébn L:r{ or e‘“bi:cle‘ es de unas pocas décimas

por 100. Actualmente la tota dad e y! ctorés de la CLAE son valvulas que

orientan el caudal hacia la columna, pasando o no seglin su posicién, a través de un

loop en el cual se introduce la solucién a lnyectar.

1.6.4. Columna

Las columnas de cromatografia liquida se fabrican generaimente con tubos de
acero inoxidable aunque a veces también emplean tubos de vidrio de paredes gruesas
cuando se aplican presiones bajas (600 psi). La mayorfa de las columnas tienen
longitudes comprendidas entre 10 y 30 cm y diametros internos de 4 a 10 mm. Los
rellenos tipicos tiene tamano de particulas entre 5 y 10 um. Las columnas de este tipo
suelen contener 40,000 a 60,000 platos/m. La velocidad de flujo 6ptimo es de
0.5-2 mi/min para las columnas de 2.6 mm de didmetro interno, y de 1-4 mL/min para
ias de 4.6 mm de diametro interno,

Se han desarrollado empaques de columna en los que la fase estacionaria esta
permanentemente unida al soporte por medio de enlaces quimicos denominados

empaques de fase enlazada, los cuales se preparan por reaccion de un
organoclorosilano con los grupos —OH formados en la superficie de las particulas de

ilice por hidrélisis en caliente con acido clorhidrico diluido. E! enlace que se forma es
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de tipo siloxano (Si-O-sl C), donde .C es una cadena de Cs (n -octilo) y Cia  (N-

octadecilo), Con estas preparacnones Ios grupos hidrocarbonados de cadena larga se
alinean, en paralelo entre sl y perpend:cularmente a la superficie de la particula

comunicando un aspecto de cepillo a la superficie hidrocarbonada apolar. Las fases

enlazadas de este tipc se L aracterlzan por ser hidroliticamente estables a un pH de 2-

8.5 (Skoog et al, 1989)

Los éfnbaéuég de fase enlazada de octadecilsilano (ODS por sus siglas) son
probablemente los de mayor usO aunque pueden sustituirse eventualmente por
columnas de fase enlazada que tengan una cadena alquilica mas corta y mas flexible,
como los tlpos Cs. que contienen grupos octilsilano que ofrece una mejor selectividad
frente“a'compuestos moderadamente polares, en tanto que la fase ODS debe

utilizarse fundamentalmente para compuestos apolares (Conion, 1981).

1.6.5. Detectores

Los detectores actuales de cromatografia de liquidos poseen un amplio intervalo
operativo que normalmente permite trabajar en un mismo aparato a escala analitica o
preparativa. Tienen una gran sensibilidad, lo que normaimente permite la deteccién de
nanogramos de material.

No existe en cromatografia liquida de alta resolucién un sistema de deteccion
universal de gran sensibilidad como los usados en cromatografia de gases. Por tanto
el sistema dependera de la naturaleza de la muestra. Los detectores mas utilizados en
cromatografia liquida se basan en {a absorcidon de radiaciones ulitravioleta o visible. En

el cuadro 1 se presentan los detectores mas utilizados en CLAE con algunas de sus

caracteristicas (Willard et al/, 1986).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los detectores en CLAE.
. Disponible Sensibilidad Sensnbmdad Aplicable a la
Detector de CLAE comercialmente | Tipo maxima elucién con
: g/mL temperatura gradiente

Absorcion U.V. R Si s 2x10°'° Baja Si
Absorcién I.R. 3 . ~osf s 10° Baja si
Fluorimetria : St s 107*° Baja si
Indice de refraccién s u 1x107 +107/°C No
Conductividad eléctrica Si s 10 2% /°C No
Espectrometria de masas . St u 107" Ninguna St
Radioquimica . No s - Ninguna J si

U= Universal S= selectivo.

1.6.6. Registrador de datos

El resultado del ensayo cromatografico es, por un lado, la obtencién de fracciones
separadas de los componentes de la muestra, y por el otro, la de un grafico o
cromatograma, de cuya Interpretacién pueden extraerse concilusiones cualitativas y
cuantitativas. Este registro y la eventual manipulacién se obtienen a partir de la sedal

proveniente del detector por medio de un sistema de toma y procesamiento de datos,

entre los que podemos citar:

¢ Registrador grafico, que convierte la sefal en un grafico del tipo x-y.

¢ Integrador, que permiten no sélo obtener un registro grafico (cromatograma) si no
también su tratamiento matematico para el calculo de concentraciones.

¢ Computadora. Basicamente el integrador es una computadora de uso muy
especifico, que permite con el software apropiado tanto el registro grafico del
manipulacién de datos, el

cromatograma como los calculos apropiados, la

almacenamiento de ensayos, generacion de reportes.
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1.7. Parametros Cromatograficos

1.7.1. Tiempo de retencion

tlemp que neces:tan las

Se define como tiempo cero to o tlempo muerto tm,

moléculas de la fase mévll para trasladars "desde un’ extremo a otro de Ia columna sin

el pico del soluto aparece al f‘nal de la column
Al tiempo de retencién del soluto se e’ puede el 't empo'd‘é
el cual es el tiempo’ en el que las moléculas’ perm: necen en Iar

retencién corregido t',
n,1981; Sk" og ot &,

fase estacionaria y se representa con la siguiente ‘ecuaclé‘ (C

1998);

the=t-tg ecuacién (1)

1.7.2. Coeficiente de reparto

Todas las separaciones cromatograficas se basan en las diferencias con que los
solutos se reparten entre la fase moévil y la fase estacionaria. El equilibrio resultante

puede describirse cuantitativamente mediante el coeficiente de reparto K, que en

cromatografia se define como:

K = Cg/Cm ecuacion (2)
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Donde Ce es la concentracion molar del soluto en la fase estacionaria y Cy es su

cancentracion en la fase movil (Skoog et al, 1994).

1.7.3. Volumen de retencion

Es el volumen de fase movil requerido para eluir un compuesto en el sistema, y se

expresa mediante:

Ve=Vo+ K Ve o ) ecuacién (3)

Vo = volumen de la fase mévil I”slbs'leVma (volumen muerto)

K= cdeﬁciéﬁte‘de reparto

V.= volumeﬁ ‘total d ’eéesario para poder eluir cada soluto (voilumen de

retencién)

Ve= volumen efi tivo de fase fonaria.

Et volumen‘de retencién de un sdluto depende de jos volimenes relativos de las dos

fases y de los

ficientes “de reparto. Un coeficiente de reparto elevado da por
resultado una retencién la'trga. debido a que el soluto esta durante mayor tiempo en la

fase estacionaria.’Asl mismo el volumen de retencion es igual al tiempo de retencién

por la velocidad de flujo volumétrico F (mlL/min) de Ia fa_se movil a través de la columna

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

V.=t F ecuacion (4)
De igual manera se tiene que:
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Vo=t F ecuacion (5)

Eliminando F de las ecuaciones 4 y 5 se obtiene:

‘
v, = Vo(“) ecuacién (6)

1.7.4. Factor de capacidad ( k°)

El factor de capacidad, es una constante relacionada con la velocidad a la que se
eluye un analito de la columna. Se define como la relacién de cantidades del soluto en

ia fase estacionaria y en la fase movil.

_ CuVe

ik = ecuacién (7)
CM VM

Donde Cg es la concentracién molar det soluto en la fase estacionaria, Cy la

concentracién molar del soluto en la fase moévil y Vu es el volumen de la fase movil.

El factor de capacidad se relaciona con K de acuerdo a la siguiente ecuacion:

k' = vy ecuacién (8)
VM

Asf también el factor de capacidad ( k') puede ser determinado experimentalmente

por las relaciones siguientes:
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ecuacion (9)

De igual modo el t.- esta relacionado con k* por la ecuacién:

ecuacién (10)

=ty (1+ k")
Por consecuencia el volumen de retencién se relaciona con k° de ia siguiente

manera:

V.= Vo (1+k") ecuacién  (11)

1.7.5. Eficiencia
E! ensanchamiento de los picos esté relaciona‘dc’v con la eficiencia (N) de ia columna,

la cual es medida para cada compuesto por el numero de platos teéricos que ésta

ecuacion (12)

El valor de N representa el nimero de platos o numeroc de platos tedricos y puede

expresarse como:
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2 2
N = IG(JLJ obien N = 5.545[ i‘;”/"") ecuacién  (13)

vz

donde:

W, = anchura del bico en su base,

co a la mitad de su (a'ltura. !

W,z = ancho del
epende d’e‘ la‘longlltud de la columna: a mayor longitud de

columna.}lrria’ybr numero de'platdﬁf e h'a‘in-tvu'od/u'cida' éti’b iérmino que relaciona el

numero’ de

donde;
H = altura equivalente a un plato tedérico

L = longitud de la columna

1.7.6. Factor de selectividad (retencién relativa)

El factor de separacién o retencién relativa, a, describe la posicién relativa de dos

picos adyacentes. Asl, para los picos Ay B,
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a=Xu ,ecuacién  (15)

Donde Kp es la constante de reparxo para las especies B retenidas con mas fuerza
y KA es la constante para las especies mantenidas menos fuertes, o sea las eluidas

mas répldamente. A. Na lmeme si =1 los dos picos tienen tiempos de retencién

idénticos en otras palabras no ex:ste separacién. Para una columna determlnada la
sustitucién de la ecuac{én (B) en la ecuacion (15) proporciona una relacion entre el

factor de selectividad y el féctor de capacidad que es:

o n Y _t
k;‘ Vq t"i ecuacion (16)

Donde k's ¥ k'a sON los factores de capacidad para Ay B respectivamente (Skoog et

al, 1989).

1.7.7. Resolucion

En la cromatografia lo ideal es que los picos sean del tipo gaussiano, la resolucién
de dos componentes adyacentes se define como el cociente de la separacion de los
picos entre la anchura media de éstos. Se expresa como el cociente de la distancia de

los maximos de los picos (At) y el valor medio de la anchura del pico en la base.
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Cuando la retencion y el anchd de! pico se miden en unidades de tiempo, la

resolucién puede calcularse con la siguiente ecuacion:

=t S -
e g ecuacién 17,
" 0.5(W,; +1,1) o ( )

n v “anchura del pico . del

Donde: tr;;' Yy Wi cq}re'sponden' al. 't‘lémp/o'de' reten

compulesto mas retenido (Willard et al, 1934 Cohlijn

lfa—1 :

R= &=

4 «@

v ecuacion (18)

De esta forma, a medida que 2 solutos adyacéntes se desplazan por la columna,
sus curvas de elucion se s‘\e’harah‘ hasté un cierto grado, que esta determinado por sus

retenciones relativas, el factor de capacidad y el numero de platos teéricos (Willard et

al, 1984).
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1.8. Extraccion en Fase Sdlida

La extracclon en fase soélida EFS es una técnica que ha resultado ser muy ex:t sa para

el manejo de muestras acuosas. En Ia EFS los anahtos de nterés son atrapados en un
ex accién a

adsorbente apr p o empacado en una precolumna.

través de los cuales se aphca la muestra acu&sa Posteruormente Ios anal:tos son eluldos :

con un pequeﬁo volumen de disolvente organico. De esta manera la extracc.énv y Ia

concentracidn se realizan al mismo tiempo como ya se menciond en la seccién 1.4 la

EFS puede efectuarse en diferido o en linea,
1.8.1. Extraccién en diferido (off-line)

E£n el método de extraccién en diferido, la muestra es percolada en un adsorbente que
esta empacado en un cartucho o disco capaz de fijar los compuestos de interés, la
recuperacion de los mismos se lleva a cabo por la adicidn de un volumen pequeiio de
disolvente organico. La cantidad de adsorbente empleada en cartuchos puede variar de

100mg a 1000mg. El proceso de preconcentracién para un cartucho empacado con silice
C18 se ilustra en la figura 1 y se describe a continuacion:

E! adsorbente es acondicionado con 3-5 mL de metanol y con un volumen de 10 mL
de agua desionizada (es importante no permitir que seque el empaque durante la
adicion de la muestra).

La muestra es aplicada y los analitos de interés (+) son retenidos por el adsorbente

mientras el flujo de la misma es continuo.
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3. Algunos de los mterferentes (o) pueden ser removndos aplicando . 1-2 mL de una

mezcla de agua con una pequeﬁa cantidad de d:solvente orgamco '.

4. En eI uitimo paso. el adsorbente es secado por varios minutos con vaclo, Entonces

los anahtos concentrados son el orgémco (Henmon et

al, 1 994),

L(-o-) Analito de interés; (o) interferentes’

Figura 1. Extraccién sobre un cartucho empacado”con fase estacionaria C18.

1.8.2. Extraccion en linea (on-line)

En la extraccién en linea, un volumen de muestra es bombeado a un flujo constante a
través de una precolumna que es acoplada directamente al cromatégrafo. El volumen de

muestra es menor que en la extraccion en diferido.

TESIS CON
LA DE ORIGEN
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El acoplamlento de Ia EFS al anahsus cromatogréfco se reallza mediante una valvula
de 6 puenos Slmllal' a la que se emplea como inyector manual en el cromatégrafo de

liquidos. La precolumna de extraccnén se coloca en lugar det bucie (Figura 2).

8.om bas de
HPLC

Fase MGl

ecolumna

B om b de
P mcosces tCK

Desperdlicio

Muestra

Figura 2. Montaje experimental del acoplamiento en linea de ia EFS al analisis

cromatografico. La posicidn 1 (—) es para el paso de preconcentracién y la posicién 2

(---—) para la elucion en linea y la separacion.

El acondicionamiento y la aplicacién de la muestra ocurre via una bomba (de
preconcentracidén) simple, cuando la valvuia se encuentra en la posicidon de cargar.
Cuando la valvula se encuentra en la posicién inyectar, los compuestos adsorbidos son
eluidos directamente de la precolumna y entran directamente en !a columna analitica
usando una fase moévil adecuada, que también permite la separacién cromatografica de
los compuestos atrapados. El acoplamiento en linea al sistema cromatografico es ideal
para minimizar los inconvenientes de los procedimientas en diferido, son faciles de montar

en laboratorio, son rapidos, la manipulacién de la muestra es minima. por lo que no hay
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riesgo de contaminacién o pérdida de muestra y el volumen de disolvente utilizado es

minimo (Hennion et al, 1994).

1.8.3. Parametros de la extraccion en fase sélida (EFS)

Los principios para la EFS para la extraccién en linea como en diferido son iguales.

Estos parametros son el volumen de fuga (V;) y el rendimiento de extraccién (R).

1.8.4. Volumen de fuga

El volumen de fuga ha recibido mucha ate;cfén' para la optimizacién de los métodos de
extraccion porque representa el méxiryné‘vv’_olumer;c de muestra que puede ser percolado
con un recobro tedrico del 10Q%., Lar fuéa oéurre cuando el analito de interés no es
suficientemente retenido por el édsorbénte_ o cuando la capacidad del adsorbente ha sido
sobrecargada (saturada). Erjl anélisis ambientales donde 1a concentracién del analito es
baja ( pg/L. o ng/L), la fuga es céusada principalmente por retencién insuficiente (Hennion
et al, 1993). B

El Volumen de fuga puede ser medido con el sistema en linea esquematizado en la
figura 3 mediante un monitoreo con espectrofotometria en U.V. de ia muestra acuosa
adicionada con trazas de un soluto S, el cual tiene una absorbancia inicial de Ao.
Inicialmente ia muestra es percolada a través de una precolumna y si el compuesto es
retenido por el adsorbente, el efluente no lo contendra y la absorbancia sera cero,
después de cierto volumen ocurre {a fuga (Vi) y S se encontrara en el agua efluente. En la
curva de rompimiento frontal registrada a un volumen en el cual ia absorbancia alcanza el
1% de Ap corresponde al Vy y por lo tanto al volumen que puede ser preconcentrado sin

pérdida significativa de! analito de interés, hasta un volumen maximo V,,, definido como el
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99% de Ao, donde el - efluente tiene la misma compcsucnén de’ la muestra de agua

{figura 3). Bajo condlclones ldeales, esta curva nene la forma bllogarltmlca en donde el

punto de mﬂexuén corresponde al volumen de retenclén V,. del anahto La Zona

sombreada corres nde a la canhdad maxlma que puede ser preconcentrada (Hennlon et

al, 1993),

T

Agua fortificada con
trazas (uL) de S {soluto
de Interés).

Vr Vr Vm

Volumen muestra

Figura 3. Curva de rompimiento frontal. A,= absorbancia inicial, V, = volumen de fuga, V,=
volumen de retencidn, Vm= volumen correspondiente a la maxima cantidad

preconcentrada. E! area sombreada corresponde a la cantidad total preconcentrada

TESIS CON
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1.8.5. Rendimiento de extraccién

El rendimiento de extraccidn es definido como la relacién entre la cantidad extraida y la

cantidad percolada. Los rendimientos en la EFS dependen del volumen de muestra
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preconcentrada y del valor de V¢, el cuél es relacionado con el volumen de retencion del

soluto en agua, de su naturaleza y de la cantidad del adsorbente.

Los rendimientos de extraccién pueden ser calculados dividiendo las areas de los picos

obtenidos "de la bpreconcentracién de la muestra con aquellas areas obtenidas de la

inyeccién directa de un estandar del soluto.

1.8.6. Similitudes entre extraccion en fase sdlida y cromatografia liquida

El pico obtenido al inyectar 10 puL. de una solucién del soluto S en una precoiumna con
una fase maoévil constituida de agua pura se representa por Ia figura 4. Con esta figura es
importante remarcar que el valor del V; en la cima del pico cromatografico corresponde al
mismo valor que el obtenido en el punto de inflexién del frente de elucién utilizando la
misma precolumna. Asl, la similitud entre la extraccién en fase sdélida y la cromatografia
liquida se demuestra ademas de considerar que la integral de la curva de Gauss que
representa el pico de elucién corresponde a la curva del frente de elucién. Por lo tanto,
esto también indica que los datos generados por la cromatografia liquida al medir o
estimar V. son muy utiles, para aproximarse a los parametros de la EFS. Considerando lo
anterior se puede afirmar que la extraccion en fase sodlida puede ser considerada como
un proceso cromatografico simple en el cual el adsorbente es la fase estacionaria y la fase
movil es el agua de muestra acuosa durante el pasb de extraccién, o el disolvente

organico durante el paso de desorcién (Hennion et al, 1994, Poole et a/, 2000).
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Respuesta UV

»
N Detector

Inyeccion directa

(10uL de una disolucién

concentrada de S)

Figura 4. Elucién de un pico obtenido por inyeccién de 10 uL. de una solucién concentrada

S en la precolumna y eluida con una fase mévil constituida por agua pura. La velocidad de

flujo es la misma y V; es el volumen de retencién.
1.8.7. Relacion entre volumen de fuga (V) y volumen de retencion ( V,)

E! valor V, de un soluto en un sistema de extracciéon dado, puede ser aproximado si se
conoce el factor de retencién en agua pura k', ya que existe la relacién siguiente entre V,
y Vi

V=V, —2.3 oy ecuacion (19)

Donde o, es la desviacién estandar que representa la dispersién axial a lo largo del
lecho de particulas del adsorbente. E! o, Puede ser calculado por el numero de platos
teéricos, N, de la precolumna o cartucho por la siguiente relacién:
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o = (Vo //N ) (14 K'w) ecuacion (20)

El V:, se puede calcular a partir de ia relaciéh fundamental en crdmatografla:

oV Va (17*'k.w)’ . ‘ecuacién 21)

Donde ;Vo:;‘e;s"elg V;lem' la:.rﬁr'ecolumna o el cartucho y k'w es el factor de retencion
del solutq‘e'l‘gjao or. gu? ‘El Vo éé ei producto del volumen geométrico de la precolumna
por la ppro.sidéd del adsorbente. En promedio se estima un valor de & entre 0.65 y 0.70
para n-afquv_ ar:tuchos se ha estimado Vo = 0.12 mL por 100 mg de

adsorbehie (Hen

Hennion. et al: (1998) ha ‘realizado predicciones de volumenes de fuga para algunas

trlazinas'y 6tros idas utilizando cartuchos empacados con silice C18 y los ha

comparado con los valores obtenidos experimentalmente. Estos valores se presentan a

continuacion en donde se puede apreciar que son similares:

Plaguicidva’ e Volumen tedrico Volumen experimental
deisopropiléirazina 60mL 80mL
desetilatrazina 130mL 120mL
aldicarb 84mL 80mL
oxamyl 14mL 25mL
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1.8.8. Relacion entre P y k'w

En cromatografia de reparto en fase inversa el mecanismo de retencuén es gobernado
nada de Ia slhce

por interacciones hidrofébicas entre el anallto y la superFCIe hldrocar
, atogréfco ha sndo elacnonado -

El factor de retencion en agua pu

parametro que caracterlza la hldrofoblcldad

con el coeficiente de repar-to égua/octanol_P
y t ega un rol zmportante correlacnonando

ompuestos . con : actividad bioldgica. Se ha
log in medido con una fase mévil

'estos orgénlcos, por io que el log de k',

fue encontrado equlvalente a el Iog de: Pow (Braumann et al, 1986). Las ventajas del

sistema cromatogréf'co favorecen el uso e !og kw. para el estudio de las relaciones

cuantitativas : de estructura, acthad, pues‘ res'ulta mas simple realizar medidas de
tiempos de retencién, ademas de'quel son rapidas y reproducibles y que requieren
solamente cantidades pequedas del éoluto. Para los fines de la extraccién en fase-sélida,
al considerarse equivalentes el valor de P y k'w se puede utilizar indistintamente
cualquiera de ellos para realizar las predicciones de los volimenes de retencion o
volumenes de fuga.

En la actualidad existen reportados los valores de iog de P para gran parte de los

pesticidas (Noble, 1983).
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

2.1. Reactivos y disolventes

-Metanol grado HPLC (OmniSolv) y Agua desionizada (del aparato Modulab de

ultrapurificacién, Continental).

- Acetato de amonio grado reactivo (Sigma Aldrich).

2.1.2. Plaguicidas

Todos los estandares provinieron de Chem Service con purezas comprendidas

entre 97% y 99.5%

Carbamato: desmedifam. Triazinas: cianazina, simazina, hexaxinona, atrazina,

simetrina, prometén, prometrina, propazina, terbutilazina, metabolitos:

deisopropilatrazina, desetilatrazina, 2-hidroxiatrazina.

2.1.3. Instrumentacion

El analisis cromatografico se realizé en un cromatografo Varian modelo 9010, con
automuestreador modelo 9100, detector de U.V. modelo 9065 con arregilo de diodos.

E! programa de analisis de datos fue el software Star Worstation Varian (4.5).

2.1.4. Columna analitica

Columna Analitica de acero inoxidable de 150 x 4.5 mm d.i. (Varian) empacada con

sflice Nucleosil C18 con un tamaifo de particula de 5 um.
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2.1.5. Otros accesorios utilizados

Extractor mum Ie de 10 cartuchos (ASHCROFT)

Cartuchos de extraccién Speed (Baker) C18 de 100mg. 500mg, y 1000mg.

Silice C18 (SU ELCO) s

Punﬂcador y desio

: agua Modulab Analytlca| (U,'S;vléiiter, USA)
Sistema de Fltraclén por vaclo’(sa,-m,.;us) b Bl - , o

Membranas de ylpn etro y un lamaﬁo de poro de 045um (Cole

Palmer, USA) .
Degasificador de'sc':l;.uclon'es (Brénsonlc mo&elo 1210)
Jeringa Hamilton de 0-500 pL

Micropipeta de volumen variable de 20-200uL
Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL
Balanza analitica (Mettler Toledo).

2.2. Preparacion de las disoluciones estandares de plaguicidas

Las soluciones madre de los carbamatos y de triazinas fueron hechas a una
concentracion de 100 ppm en metanol. Con base a estas se realizaron diluciones a 20
ppm para cada uno de los compuestos y se inyectaron individualmente con diferentes

porcentajes de agua/metanol como fase moévil. También se preparé una solucién que

contenia a la mezcla de plaguicidas para las separaciones analiticas a una

concentracion de 100 ppm cada uno en metanol excepto la simetrina que fue
preparada a 50 ppm porque su absorcion es mucho mayor a la de los demas

compuestos. Todas las soluciones fueron almacenadas en refrigeracién a 4°C.
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2.3. Metodologia
La metbdologla empleada en este trabajo se dividio en las 4 etapas siguientes:

Extrapolacion de k'w en silice C18 a pariir der fas curvas de la variacién de k°
en funcidn del porcentaje de metanol en fase movil para el calculo de V.y V¢

2. Optimizacién de la separacién simultanea de los pesticidas

3. Estudio de la preconcentracién de la mezcia de plaguicidas

4. Aplicacién del método a muestras de agua reales.

2.3.1. Extrapolacion de k'w en silice C18 a partir de las curvas de la

variacion de k™ en funcién del porcentaje de metanol en fase maévil para el

calculo de V., y V,

2.3.1.1. Extrapolacion de k'w

El pH del agua de la fase movil se fijé a 7 con acetato de amonio 0.001 M para que
la 2-hidroxiatrazina fuera retenida. Se midié el t, de cada compuesto, y el to del
sistema cromatografico se determiné con NaNO; 0.5 M, para finalmente calcular el

factor de capacidad k’° para cada plaguicida con diferentes mezclas en la fase movil

MeOH/! H2O, partiendo de 80% de MeOH hasta un 50% de MeOH, con la siguiente
ecuacién: ’ :

K = (tr=to / to)

donde
t,= Es el tiempo de retencidn del compuesto estudiado
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to= tlempo muerto, que es el tiempo que necesnan las moléculas de ia fase mavil para

trasladarse de un extremo a otro de ia columna para un caudal determlnado.
Ia 5 curvas de log k° en

entales oblenldos se graﬁcarcn R

Con los datos exper v
aje de MeoH

funcion del porc f‘nalmen(e se reahzé una extrapolacién hneal al

0%”d;3 MedH ‘para estlmar ! valor de k W,
;. re: g C 2 studio también ayudaron a establecer el

gradlente éptnmo ‘para Ia separaclén del carbamato y de las triazinas estudiados,

2.3.1.2. Calculo ‘de V, 'y Vi -

Se procedié a calcula’ryilos volimenes de retencién para cada plaguicida con los

valores de k'w obtenido; de_ acuerdo con la siguiente ecuacion:

Vi = Vo (1+k’w) dé do‘ndé Vo ' es el volumen muerto de la precolumna o cartucho y se

considert igual a 0.'12Q ml por cada 100 mg de adsorbente (Hennion et a/, 1998).

El Vv, se calculd a partir de una programa informatico reportado por Hennion et al,

1998.

2.3.2. Optimizacion de la separacion simuitanea de los pesticidas

En esta etapa se utilizaron mezclas de plaguicidas a una concentracién de 20 ppm

para la seleccién de las condiciones optimas para su separacién y deteccién

Condiciones: Velocidad de flujo: 1mL/ min

Volumen inyectado: 20 pL.
El gradiente 6ptimo para la separacién de las triazinas y del carbamato desmedifam:
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0 min ——=——-75 HO/ 25 MeOH

35min 10 H,O/ 90 MeOH

La longitud de onda maxima seleccionada para los plaguicidas fue en la que cada

compuesto presentd una mayor absorcion.
2.3.2.1. Estudio de la precision del sistema cromatografico

Se inyectd la mezcla de pesticidas a una concentracion de 20 ppm S veces a lo

largo de 3 dias diferentes para obtener el coeficiente de variacién (C.V.) con base al

area de los picos de cada plaguicida.

2.3.2.2. Respuesta del detector en funcién de la concentracién (curva de

calibracién)

Para la determinacion de la curva de calibracién se realizaron 3 inyecciones de la
mezcla de los pesticidas a las diferentes concentraciones: 5, 10, 20 y 30 ppm. Cada
solucidén se inyectd por triplicado y con el valor del drea del pico se calculd ei

coeficiente de correlacién y la ecuacién de las rectas.

2.3.2.3. Obtencion de limites de deteccion

Los limites de deteccién se obtuvieron haciendo diluciones de una solucién 20 ppm
de la mezcia de los pesticidas. Se inyectaron diferentes soluciones cada vez menos
concentradas y se determinaron los limites para cada compuesto. Con las soluciones
que representaron a los limites de deteccion se obtuvo el coeficiente de variacion con

los valores de las areas de los picos de § inyecciones.
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2.3.3. Estudio de la bpreconcentracién de la mezcla de plaguicidas

Ei estudid de la preconcentracion de los plaguicidas en cartuchos empacados con

silice C18 sev baS en ia evaluacién de los recobros en funcion del volumen de muestra
Y de, Ia canndad de’ adsorbeme El rendimiento de extraccidn se obtuvo de la
comp' raclén el area el pico de la inyeccién drrecta correspondlente a la cantidad de

estand‘ar;seIEcc ada con el bucle de 20pL disueltos en metanol y el 4rea del pico de

En las curvas, ‘se midi6 el V; experimental, el cual se considers como el volumen

en que ei'rehdlr’hiento disminuyé entre el 1 y 5 %. Estos valores se fueron

correlacionando con los V, y V; calculados,

2.3.3.1. Recobro en funcién del volumen de muestra

La preconcentracién se efectud en cartuchos empacados con silice C18 con las
siguientes cantidades 100, S00 y 1000 mg utilizandose diferentes volumenes de agua

grado HPLC, manteniendo constante la cantidad de estadndar adicionada a las
muestras de agua. Todos los cartuchos fueron previamente acondicionado con 5 mL

de metanol y 10 mL de agua grado cromatografico
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Cartucho de 100 mg Cartucho de 500 mg Cartucho 1000 mg
Volumenes ( mL ) Volamenes { mL ) Volumenes ( mi )
2.5* 2.5* 10

5* 5* 20°
75 7.5 407"

10~ 10 50
20 50 i 00
50 [s]s] 200
100 200 300
300 600

* volimenes para las 5 primeras triazinas.

** solo para la deisopropilatrazina se utilizaron estos volamenes.

2.3.3.2. Recobro en funcion de la cantidad de adsorbente

Para este estudio se utilizaron cartuchos con las siguientes cantidades de

adsorbente: 100mg, 300mg, 500mg, 750mg y 1000mg. Se aplicé una cantidad
constante de cada estandar de los plaguicidas y un volumen constante de 10 mL. para

cada cantidad de adsorbente. Se establecieron las curvas de! recobro en funcién de

los mg de adsorbente.

2.3.4. Aplicacion del método a muestras de agua reales

Con el objeto de realizar aplicaciones con muestras reales se usaron 2 diferentes
muestras de agua potable. Una muestra fue tomada de la red de distribucion de
Ciudad Universitaria y la otra muestra de agua fue tomada del pozo Villa Victoria (Valle
de Bravo). El volumen utilizado para cada muestra fue de 200 mL, adicionando la
mezcla de plaguicidas estudiados a una concentracién de 10 ppb (2 pg) y utilizando
un cartucho de 1000mg. La elucién se llevo a cabo con 5§ mL de metanol; estos se
llevaron a evaporacion total del! disolvente y posteriormente se reconstituyo el residuo
con 1 mL de metanol del clal se inyectaron 20 uL al cromatégrafo (40 ng,
considerando una recuperacién del 100%).
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1. Extrapolacion de k'w en silice C18 a partir de las curvas de la

variacion de k’ en funcién del porcentaje de metanol en fase mévil para el

calculode V., y V;

3.1.1. Extrapolacién de k'w

El factor de retencion k'w para los plaguicidas estudiados se obtuvo de la
extrapolaciéon lineal al 0% de metanol de acuerdo con las curvas de log de k’ en

funcion del porcentaje de metanol en la fase movil representadas en las graficas 5y 6.

—@——Desmedifam

log k'
oo
N &
[ = e U T SN

20

% MeOH

Figura 5. Curvas de log de k'= f (MeOH) en la fase mo&vil para el desmedifam
Los resultados obtenidos también nos ayudaron a conocer el orden de elucién de
los compuestos y por lo tanto a establecer el gradiente optimo para una separacion

cromatografica.
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En la figura 6 se presentan las curvas obtenidas para las triazinas, en donde se

observa claramente el comportamiento paralelo de cada uno de los componentes de la

familia,

—&—desetilatrazina
—sr—hidroxiatrazina
——cianazina
—m—simazina
—&— haxaxinona
=—4—=atrazina
= gimetrina
—am—=promaetdn
-—@— propazina
—@—torbutilazina
—a— prometrina

1
] ~—e—— deisopropllatrazina

-0.5 - T T - v
[¢] 10 20 30 40 50 -60 70 80 80 100

% MeOH

M!Eéura 6. Curvas de log de k'= f (MeOH) en la fase movil para las triazinas
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Es importante aclarar que se tuvo que fijar a un pH 7 el agua desionizada para que

re!emda EI compuesto presenta propiedades acido-

fa 2- hldroxlatrazlna pudlera Sé

base con un pkaas 5 (Coquart el al, 1992) y en su forma molecular es como se puede

'én de las demés tnazmas no fue afectada por el pH (de 2 a 7),

retener mejor. La reten

ni tampoco la el desmedlfam

Lo‘s valores emradolédds se presentan en la tabla 1, y estan ordenados

as’ de log de kw ext >lados se r izaron los célculos de los valores
de V en cartuchos empacados con diferentes cantidades de silice C18. Estos valores
tamblén se presentan en la tabia 1. Los valores de V; teérico se reportan méas adelante

en los estudios de recobro.

Tabla 1. Valores extrapolados de log de k'w y V,calculados en el adsorbente

silice Ch,.
Silice C13
Vo= 0.12mL/ 100mg de adsorbente
HERBICIDA Log de k'w | V, calculados| V, calculados| V, calculados
extrapolado {mL) {mL) {mL)
100mg 500mg 1000mg

| 1) deisopropilatrazina 1.35 2. 14 27.8

} 2) desetilatrazina 1.81 7. 39.3 78.7

3) 2-hidroxiatrazina .83 8 41.1€ 31.

4) cianazina .26 22 10.3 220.6

I5) simazina .43 324 62. 324.

| 6) hexaxinona .60 48 2411 482.2

7) atrazina 3 102.3 511.3 1017.9
8) desmedifam .11 154.7 773.5 1547.1
|9) simetrina 2.80 76 379.2 758.3
10) propazina .30 237 1184.1 2368.1
11) terbutilazina 3.44 333 1664.6 3306.3
12) prometrina 3.77 707 3533.7 7067.3
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Las curvas de log de k* en funcion del % de metanol en la fase mévil en silice Cys mostraron el
orden de elucién de los plagmcudas en estudio observéndose que todos éstos no se podian

separar isocraticamente, por lo que fue necesarlo un grad:ente de elucién. Por simplicidad y

rapidez se decvdlo trabajar con un -solo: gradlente en los ensayos  de preconcentracion,

separandose todos los compuestos a excepcién del promelén que se descartd por coeluir con la

terbuti uazma

En la f‘gur‘ 7'y S n(an los crcmatogramas de los plaguicidas con el gradiente aplicado

a dos longltudes de onda dlferen(es .

Asi, un ‘g diente rneal permmé la mejor separacién de la mayoria de plaguicidas con muy

buenas resoluclones aunque en el caso del desmedifam (8) y la simetrina (9) estas no fueron las

optimas. Con el detecto de arreglo de diodos se observé que la longitud de onda a la que mejor

absorben estos compuestos es a 220 nm, excepto para la hexaxinona que absorbe mejor a

254 nm.

“Picos i | “Resolucién

Picps 3y4.

Picos 10 y 11°
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7. atrazi é,‘"(e) desmedifam, (9) simetrina, (10) propazina,

simazina, (6) hexaxinon
(11) terbutilazina, 12) pfpmetﬁhé.' Condiciones descritas en la metodologia.

TR
minutes

Figura 8. Cromatograma obtenido por inyeccién directa de 20ulL de la mezcia de

plaguicidas a 20 ppm y deteccién a A= 254 nm. ldentificacion de los picos: (1)
deisopropilatrazina, (2) desetilatrazina, (3) 2- hidroxiatrazina, (4) cianazina, (5) simazina, (6)
hexaxinona, (7) atrazina, (8) desmedifam, (9) simetrina, (10) propazina, (11) terbutilazina,

(12) prometrina. Condiciones descritas en la metodologia.
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3.2.1. Respuesta del detector en funcién de la concentracién (curva de

calibracién)

La respuesta del detector en funcién de la concentracién del sistema cromatografico
(linealidad) se evalué mediante las graficas del area del pico a las concentraciones de
5,10, ZQ y 30 ppm, excepto para la simetrina que debido a una mayor absortividad, se
utilizd é 2.5, 5, 15 y 20 ppm. Las curvas se realizaron a 220 nm para todos los

compﬁgstos a excepcion de la hexaxinona que fue a 254 nm.

En la representacion grafica de las curvas de calibracién (figuras 9 y 10) y las
ecuaciones (tabla 2) obtenidas para cada uno de los plaguicidas muestran que
efectivamente, los valores tienden a ajustarse en una linea recta. El coeficiente de
correlacién (r) pardmetro qQue determina el grado de ajuste de todos los puntos fueron

aceptables.

Tabla 2. Datos de la linealidad.

HERBICIDA a b r

| 1) deisopropilatrazina -10748.1 15596.95 0.9964
2) desetilatrazina -13711.7 4704.6 O 93
3) 2-hidroxiatrazina -21441.2 2320.7 0.9993
| 4) cianazina ~15657.3 16893.8 0.9987
5) Simazina -14308.9 21222.9 0.9997
6) hexaxinona® -3249.5 504 0.9956
7) atrazina -5688 19557.1 0. 8
8) desmedifam -82.912 6259.9 0. 34
9) simetrina -3088.47 20780 0.99
10) propazina -7055.2 17494.1 0.89

| 11) terbutilazina -14546. 2 18330S. 1 0.999
12) prometrina -18761.3 17021.92 0.99¢

Deteccidon a 220 nm  * a A= 254 nm.

y= a+bx, a= ordenada al origen, b= pendiente, r= coeficiente de correlacion.
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Area

e
|

Fetfpue

I

Concentracion (ppm)

] ‘»*—~ I B e e
—=— degredifam
(0] 2 25 30 35 |
———pgpana
Czn:zira:m(mﬂ —o— tahutilirg
—&— povelina
Figura 9. Curvas de calibraciéon de triazinas y un carbamato
450000 |
400000 ;
350000 i
! 300000 i
& 250000 & simetrina
~& 200000
150000
100000
50000
0 + v v ¥ 3
[o] 5 10 15 20 25 {

Figura 10. Curva de calibracién para la simetrina.
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3.2.2. Limites de detecciéon y precision del sistema cromatografico

Con base a los resultados obtenidos se calculd el coeficiente de variacién de las
medidas de las areas obtenidas de § inyecciones directas de 20 uL de la solucién
estandar de la mezcla de los plag'u'lclda's a 20 ppm. Estos se reportan en la tabla 3;
junto con los limites de deigcciéniabsolu(os a 220nm, a excepcién de hexaxinona a
254 nm. Igualmente se : realiza ‘el calculo del coeficiente de variacion para las

concentraciones en los limites de deteccidn.

Tabla 3. Limites de deteccion y reproducibilidad.

HERBICIDA Limites de Concentracion | C.V. en limite de| Mezcla a 20 ppm
deteccion de limites de deteccién Cc.v.
absolutos deteccion a A= 220 nm aia=220 nm

a A= 220 nm [(=]2111)]
deisopropilatrazina 7 ng 0.35 .3 0.94
desetilatrazina 7 ng 0.35 8.8 .
2-hidroxiatrazina 20 ng 1 11.2 2.
cianazina 7 ng 0.8 17 1.44
simazina 7 ng 0. 4.9 2.3
hexaxinona * 7 ng 0.5 8.9 2.0
atrazina 7 ng 0.35 0. 0.4
desmedifam 20 ng 1 4.1 .5
simetrina 10 ng 0.5 14.8 .9
ropazina 20 ng 1 5.0 .4
terbutilazina 20 ng 1 7.5 3.69
| prometrina 20 ng 1 4.3 .63

* ai=254 nm.

Los C.V. se consideran aceptables ya que son menores o iguales al 3.7% con la
mezcla a 20 ppm, al igual que los obtenidos para una solucién cuya concentracién
esta en el limite de deteccién que son menores © iguales al 14.8%. Solo en el caso de
la cianazina observamos un C.V., relativamente mas grande (17%), aunque aceptable
para esa concentracién considerando que es mas dificil la integracién por su menor

resolucién y forma del pico.
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3.3. Estudio de la preconcentraciéon de la mezcla de plaguicidas

3.3.1. Recobro en funciéon del volumen de muestra

En este estudio, la seleccidn del intervalo de los volimenes de muestra dependié de

los V, calculados para cada plaguicida y cada cantidad de adsorbente. Para los

compuestos mas polares (menos retenidos) se aplicaron volumenes mas pequeios

para poder medlr el volumen de fuga. La tabla 4 muestra los valores de R en funcién

de los dlferentes volumenes y sus respectivos Vi experimentales calculados por medio

de un programa de’ computadora {Hennion et a/, 1998) también se presentan los V,

calculados con 100 mg de sllice C18.

Tabla 4. Rendimientos obtenidos de la preconcentracién de diferentes volimenes de

muestra de plaguicidas en un cartucho empacado con 100mg de sllice Cqs.

% Rendimiento

Vo= 0.12 mL

HERBICIDA 3 8mL ] 5mL] 7.5mL] 10mL| 20mL] 50mL] 100mL] Vf exp (mL) | Vf calc. (mL)

deisopropilatrazina 100 95 & 3 8.8 8.6 6 3 -4
desetilatrazina 100__| 100 3 5] 26 19.1 19 a4 3.8
2-hidroxiatrazina 100 98 6 13 g E) 4.8 4.0
cianazina 102 100} 100 86 73 70.3 8
simazina 104 100] 100 5 00 89 63 17.8
hexaxinona — — -— 100 101 91 63 30

i _atrazina — — — 100 100 100 98 =60

["desmedifam — — |_— 100 _| 100 94 100 >100mL

[“simetrina — — — 100 99 93 94 =25

I propazina — — 100 100 104 101 >100mL

| terbutitazina — ey 700 | 100 | 100 101 >100mL

{ prometrina — — — 100 | 100 94 101 >100mL
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Como se observa*er’n ldé'resultados' a medida que aumenta la polaridad del

compueslo el .V, hende a dlsmlnunr. Y, los compuestos con log k'w >3 tienen V;

experumental mayores a Ios 100 mL. .

Por lo que pa

Las curvas

polares.. En camblo Ios compuestos con un log k., > 3 son blen reten do:

de estos resultados se presentan en las figuras 11 y 12,

to

L

imien

% Rend|

120
100
80
60
—e—-deisopropilatrazina
40 ——desetilatrazina
—ea—2-hidroxiatrazina
—»—clanazina
20 - ~m— simazina
—&—hexaxinona

—+--atrazina
desmedifam

[0 R T =
simetrina
50 100 150 —e—propazina

Volumen (mL) _._E,TZ,'?l,‘ﬂ'x?fn'Za

Figuré 11. Gréafica de rendimientos de la extraccion en funcidén de volumen en cartucho de

100mg.
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Figura 12. Grafica de rendimientos de la extraccién en funcién de volimenes
menores a 10mL para 5 triazinas en cartucho de 100mg.

Al igual que en el cartucho de 100mg, con el cartucho de 500mg, los volimenes de
muestra aplicados se seleccionaron de acuerdo a los V, calculados. Solo con los
compuestos polares se emplearon volumenes inferiores a 10 mL para poder

determinar jos volimenes de fuga. L.os resultados de los rendimientos se muestran en

ia tabla 5 y en las figuras 13-14.
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Tabla 5. Rendimientos obtenidos de la preconcentracion de diferentes volumenes de muestra de

plaguicidas en un cartucho de 500mg empacado con sllice C,a

o, [ .
HERBICIDA % Rendimiento Vg=0.6 mL
2.5mL} SmL| 7.5mL{ 10mYy 50mL| 100mL | 200mL |{ 300mL |Vfexp (mL)}Vf calc. (mL
| deisopropilatrazina 101 o3 95 7 31 2 2 9 6.2 6.8
desetilatrazina 100 103 95 81 60 9 32 27 6.5 9.1
2-hidroxiatrazina 100 oo 90 75 29 2 [¢ 11 6 20.0
cianazina 100 | 103 97 100 93 9 2 70 94 53.3
simazina 101 | 100 99 00 91 5 9 83 100 78.7
‘hexaxinona - - - 00 G7 9 3 91 130 116.3
atrazina - - - 100 | 100 94 100 n.d. 248.3
desmedifam - - - 100 | 100 90 90 n.d 375.7
simetrina I - -_T100 ] o3 S 95 92 170 184.2
propazina - - - _[100 | 88 9 99 100 >300 581.8
terbutilazina 1 - - | - 1100 92 100 100 98 >300 802.9
prometrina 1 - - | - 1100 94 104 100 100 >300 1716.3
para los

En los resultados podemos observar que no hubo cambios notables en los V,
metabolitos mucho mas polares (1 a 3), en relacién con los resultados obtenidos con el cartucho
de 100mg, ya que también 7’so'n lnfef{gies _»a 10 mL, por ilo que se evidencia la insuficiente

retencion para los compuesto es. Tedricamente el V; calculado es mayor, probablemente

porque en la préctica\lav étencién < e ciertos analitos polares depende del flujo utilizado y

requieren mayor tie ccionar con la fase estacionaria en estos cartuchos pequefios.

Por el contrario, la clanazina y la simazina mejoran notablemente su retencion, al igual que los

siguientes compuestos.
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Figura 13. 7Gréﬁrca

cartucho de 500mg.

de rendimientos de la extraccién en funcién de volumen en
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F{éura 14. Grafica de rendimlento;;{e la extracciéon en funcidn de volimenes menores

a 10 mL para S triazinas en cartucho de 500mg.
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Para el cartucho de 1000mg se observaron volumenes de fuga mayores a los 10 mbL para los

bte’ d s a dnferentes volimenes se muestran en

plaguicidas. Los resultados de los rend:mlentos

la tabla 6. Para determlnar con ‘mayor certeza el V, del compuesto mas polar, la

delsopropllatrazma. se realv r es entre 10 y 50 mi. (tabla 7).

Tabla 6. Rendlmientos obtenldos de la preconcentraclén de dxferentes voliimenes de muestra de

muestra de plaguicidas en un cartucho de 1000mg

o, —
HERBICIDA % Rendimiento Vo= 1.2 mL

10mL 50mL 100mL | 200mL | 300mL | 600mL | Vf exp (mL){ Vf cal. (mL)
deisopropilatrazina 101 80 75 70 17 18 13.6
desetilatrazina 100 100 93 83 50 55 38.
2-hidroxiatrazina 100 100 95 90 62 60 39.
cianazina 100 100 100 99 80 [s] 06.
simazina 100 100 100 100 98 220 57.5
hexaxinona 100 100 100 98 9 320 232.6
atrazina 100 100 97 100 7 =350 496.7
desmedifam 100 91 100 100 99 >600 751.4
simetrina 100 100 91 101 99 >600 368.3
propazina 100 95 99 100 101 >600 1163.5
terbutilazina 100 85 98 100 98 >600 1605.9
prometrina 100 94 101 100 28 >600 3432.6

Tabla 7. Rendimientos obtenidos de la preconcentracién de diferentes voliumenes de muestra para

la deisopropilatrazina en cartucho de 1gr.

% Rendimiento
HERBICIDA omL | Z0mL 20mL [ 5omL
[deisopropilatrazina 101 l o8 I 90 I 80
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Con estos resultados es claro que al aumentar la cantldad de adsorbente aumenta de manera

proporc;onal el V, de. Ios compuestos Para los mas polares se observa que la retencion es rnucho
res cantldades de adsorbente. AsI por ejemplo se tiene un

mayor en relacrén a las ante
rendlmlemo de 100% para la 2-hidroxiatrazina con 50 mL y del 90% con 200 mL. En el caso

anterior con 500 mg ‘se tenfan 28 y 10% respectivamente. Para los demas compuestos, por tener

un caracter menos polar, su retencién es buena aun con cantidades de adsorbentes menores.

0]

120 ‘]
1 OO " —@— deisopropilatrazina
o —&— desetilatrazi
;,é' 80 +2-Q:l:roxi:fa;?na
R ~—— cianazina
.E —i—sin':‘:zxina
B 60 —®— hexaxinona
g ——4— atrazina
o desmedifam
- 40 ~——— simetrina
s~ —a&— propazina
——terbutilazina
20 e prometrina
T
o

200 400 600 800

Volumen ( mL )

Figura 15. Grafica de rendimientos de la extraccnén en funcnén de volumen en cartucho de

1000mg.

De la tabla 8 se observa que los valores de V, y V¢ calculados se aproximan bastante a los V;

experimentales para los plaguicidas. Para estos plaguicidas mas polares se correlacionaron V,

calculados vs V, experimentales. Los coeficientes de correlacién que se presentaron con las

diferentes cantidades de adsorbente fueron de 0.904, 0.902 y 0.998 para 100mg. 500mg y 1000mg

respectivamente permitiendo corroborar que al aumentar la cantidad de adsorbente el valor de V;

aumenta de manera lineal como se observa en las figuras 16,17 y 18.
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Tabla 8. Valores de V,experimental y V, calculados para algunos plaguicidas en silice C,g

100mg 500mg 1000mg
HERBICIDA v V2 V. VA A v, Vi V,
exp. |[tedrico tedrico exp. tedrico tedrico exp. tedrico
deisopropilatrazina 3 mL 1.4mlL 2.8mL_| 6.2mL | 6.8mL 14 mL 18 mbL 27.8 mL
desetilatrazina 4.4 mL 3.8mL 7.9mL | 6.5mL |19.1mL | 39.3mL | 565 mL 78.7 mL
2-hidroxiatrazina 4.8 mL 4.0mL 8.2mL emL 20mL. _|41.16 mL ]} 60 mL 9. 81.8 mL
Cianazina 8 mL 10.7 mL 22mL 94 mL [53.3mL | 110.3 mL | 180 mL | 106.6mL |219.6 mL
simazina 17.8mL | 15 7mL |[32.4mL [100mL }78.7mL| 162 mL {220 mL| 157.5mL [324.2 mL

W A
o o

-
0 o

Vrcalulado (mL)
N
o

I
_i
i
é (o]
l

5 10 15
Vf experimental (mL)

y = 1.9392x - 0.078
R? = 0.904
y
20

Figura

16. Grafica de correccién entre Vr calculado y V; experimental en cartucho de 100 mg.

*

y=1.1667x+23.721

R?=0.9023

Vrcalculado (mL)
R
ONBMO D |
00CQO !
O b

40 60 80
Vfexperimental (mL)

100 120

—

Figura 17. Grafica de correlacién entre Vr calculado y V,experimental en cartucho de 500mg.
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Figura 18. Grafica de correlacién entre Vr calculado y V; experimental en cartucho de

1000mg.

Los resultados obtenidos corroboran que la silice C,4 N0 es muy Util para preconcentrar
los plaguicidas polares ya que es mas dificil retenerlos, aunque a medida que aumenta la
la correlacién entre Vy

cantidad de adsorbente los rendimientos son mejores y

experimental y V, calculado es mucho mayor.

También se realizaron correlaciones con los valores de V,; tedrico y los V;

experimentales. Los resultados se representan en las figuras 19, 20 y 21 de donde se
observa que existe una tendencia lineal entre estos dos parametros, los coeficientes de
correlaciéon son muy cercanos a la unidad. El r fue mejor con ios datos obtenidos con el
cartucho de 1000 mg, al igual que en la correlacién V, cal vs V; exp. Es importante

mencionar que los valores de V; teéricos se obtuvieron gracias a un programa informatico

de acuerdo a la referencia Hennion (1998).
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Figura 19. Grafica de correlacién entre Vf calculado y Vf experimental en cartucho de

100mg.
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Figura 21. Grafica de correlacién entre Vf calculado y Vf experimental en cartucho de

1000mg.

SRR

3.3.2. Recobro en funcién de la cantidad de adsorbente FAL; <L ""JGFN

Los rendimientos de extraccidn o recobros fueron obtenidos con un volumen fijo de
agua grado HPLC con las diferentes cantidades de adsorbente 100, 300, 500, 750 y
1000mg adicionandole una cantidad de 20ng de cada plaguicida, excepto para la
simetrina que fue de 10ug. Los resultados para este estudio son presentados en la
tabla 9.

Para este estudio se seleccionaron a los plaguicidas que presentaban V, menores, es
decir los mas polares, de donde se decidio utilizar un volumen fijo de 10 mL, que es el
volumen en el caal algunos de ellos fugan. Los plaguicidas con V, mayores considerados
(log k'w > 2.5) como medianamente polares presentaron rendimientos del 100% para
todas las cantidades de adsorbente y el volumen seleccionado para este estudio. Para
estos no fue necesario calcular su V; experimental ya que su retencion fue suficiente o

muy elevada en silice C18.
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Tabla 9. Rendimientos obtenidos de la preconcentracion de diferéntes cantidades de adsorbente

con un volumen de muestra de 10mL de los 5 plaguicidas polares en cartuchos empacados con

silice Cis.
% Rendimiento
HERBICIDA
100mg 300mg 500mg 750mg 1000mg
1) deisopropilatrazina 83 290 a5 100 101
2) desetilatrazina 80 87 92 97 100
3) 2-hidroxiatrazina 62 69 77 84 100
4) cianazina 86 91 98 100 100
5) simazina 95 98 100 100 100
Tabla 10. Correlaciones -
[ |
= E
& =
HERBICIDA b r T~
i ; e =3
1) deisopropilatrazina .8 0.258 0.9912 = e £
) desefilatrazina 783 0.258 0.6912 3 s
3) 2-Hidroxiatrazina 58.9 0.0342 0.9973 B

Se correlacionaron los resultados obtenidos para este estudio hasta 750 mg ya que a partir de

1000mg ya no fue necesario porque hay una obtencién de ios rendimientos del

100% para todos

ios compuestos, es decir que a esta cantidad de adsorbente ya no hay fuga con el volumen

utilizado. Por lo tanto, esto sdélo se realizé para las tres primeras triazinas; para las dos uitimas se

observa que a partir de 500 mg el recobro es del 100%.
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La figura 22 representa las curvas de %R en funcién de la cantidad de adsorbente.

100 /

o} 200 400 600 800 1000 1200
Cantidad de adsorbente ( mg )

A 2-hidroxiatrazina

s

[=3

- |

2 |

E=) i

g 50 -

4

|
o

i
!
;

—e—deisopropilatrazina —m—desetilatrazina

F}Qura 22. Rendimientos de extraccidon de diferentes cantidades de adsorbente con un volumen

de 10 mL.

La silice C18, es muy Util para preconcentar compuestos apolares y medianamente polares este

tipo de fases se caracbteriﬂza‘n‘ ‘por ser hidroliticamente estables a un pH de 2-8.5. El rendimiento de

los analitos puede ‘rhejv a;' cuando la cantidad de adsorbente aumenta, pero no de manera
suficiente para los c;::mpuestos con log k'w < 1; para estos es mas recomendable utilizar otro tipo
de fases como por ejemplo polimeros como el PRP-1 o PLRP-S, los cuales son adsorbentes
estables en un amplio intervalo de pH 1-14, mayor que el de las silices. Ademas el factor de
retencidn de los compuestos pueden ser 20 y 50 veces mayor que los de las silices C18 para

compuestos con anillos aromaticos o que puedan tener interacciones n—x con el adsorbente.
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3.4. Aplicacién del método a muestras de agua reales

Un protocolo de preconcentraclén y analisis fue aplicado a 2 diferentes muestras de_,

agua potable como son de la red de distribuciéon de Ciudad Umvers:tana y agua de pozo

las preconcentraciones se muestran en las f‘guras 20 y 21

a)
mAU 220

75

30 : A . L

25 : . :
o J“'r\_\_‘__‘____‘_//—-—ly

K 1o s 20 25 50 7
minutes

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN z
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b)

minutes

Figura 20. Preconcentracién de 200 ml de agua potable (de la red de distribucién de

Ciudad Universitaria), a) sin adicién de los plaguicidas b) adicionada con estandares de

los plaguicidas a una concentracién de 10 ppb. Condiciones de analisis e identificacion de

los picos igual que en la figura 7 y 8.
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a)

) S [ FALLA e UKIGEN |

Figura 21. Preconcentracion de 200 mL de agua de pozo (Valle de bravo), a) sin adicionar
los plaguicidas b) adicionada con estandares de los plaguicidas a una concentraciéon de

10 ppb. Condiciones de analisis e identificacidon de los picos igual que en la figura 7 y 8.
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Como se puede observar en los cromatogramas los plcos de los plagurcndas se

drferencian del ruido de la llnea base por lo que a esta concentracnén tan baja se: pueden,

determlnar los plaguucndas en: estudlo en estos hpos de agua, Para evnar la menor

cantldad de mterfe ntes? la "muestra de’ agua de pozo fue Fltrada en una membrana de "
mente acond:cnonada con metanol y

despuésfcon agua desionizada unque’se puede observar en el cromatograma sin
! tes en este tipo de agua que en el agua

i de la camidad de adsorbente dependié de aqueila en ia

cual los compues!os tuvieran .una mejor retencion; en este caso se obtuvieron mejores

resunados con un ca_rtucho de 1000mg y con un volumen de 200 mL. Al comparar ios

rendimientos obtenidos con.las muestras reales y los obtenidos con agua pura, se

observé que son parecidos, todos mayores al 70%. El tipo de agua no modificd

considerablemente ia magnitud de los recobros debido a que ias aguas potables y

subterraneas poseen una cantidad baja de materia organica disueita. En otros tipos de
agua como las superficiales se debe realizar una evaluacién de como varia R con
respecto a los valores del agua pura y una cuantificacion por adiciones estandar, debido a

que en algunos trabajos se han reportado variaciones en los recobros dependientes de la

concentracion de acidos humicos presentes ( Li et a/, 2001).

Tabla 11. Rendimientos obtenidos de los diferentes tipos de agua en cartucho de 1000mg

HERBICIDA % Rendimiento con agua de C.U. | % Rendimiento con agua de pozo
deisopropilatrazina 75 e 71
desetilatrazina 81 - . 76
2-hidroxiatrazina 93 v 87
cianazina 96 " 88
simazina 100 100

71




CAPITULO 4. CONCLUSIONES

# Se ha demostrado que el k'w es un parametro importante y Util a considerar
en la Extraccion en Fase Sdlida cuando se manejan muestras acuosas, ya que

permite hacer predicciones de los V, y de aqui las aproximaciones al V,,

parametro de la EFS.

+ Se debe considerar que existe una variacion lineal de los parametros con la

cantidad de silice C18 para poder re_alizar ias predicciones y comparar diferentes

datos obtenidos de la literatura. . " :

tre V,.; se Laproximan a los de V; experimental es

posible realizar prediccibri’es‘ simples.y validas y evitar el efectuar los ensayos y

error tan comunes que provbc pérdlda de tiempo y dinero.

4+ Una determinaciéh:de'lés plaguicidas triazinicos a nivel traza en muestras
acuosas es posible bpor— lj'nedbio de la CLAE estableciendo las condiciones
adecuadas para ello como volumen de muestra y cantidad de adsorbente.

+ Los plaguicidas con log k'w < 2 no se pueden preconcentrar con este
adsorbente, porque su retencién es demasiado débil y los plaguicidas con log k',

entre 2 y3 pueden preconcentrarse si se selecciona la cantidad apropiada de

adsorbente.
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APENDICE A

PROPIEDADES DE LOS PLAGUICIDAS



TRIAZINAS

| FALLA DE ORIGEN

Tz 5 CON

Propiedades fisicoquimicas y formulas correspondientes a estos derivados abreviadas
sefalando sélo los sustituyentes correspondientes al esqueieto

R

Propiedades fisicoquimicas

l Producto

R4

R2

-NH>

Solido, p.f. 174-176 °C.

deisopropilatrazina

-ClI

~NH-CH,CH,3

Solubilidad en agua: No

reportada.
Soluble en disolventes organicos.

Presién de vapor: No reportada
ka: 1.3 log P: 1.2
Sdlido, p.f. 132-134°C.

desetilatrazina

-NH2

“NHCH(CHo);

Solubilidad en agua: No
reportada.

Soluble en disolventes organicos.
Presion de vapor: No reportada
pka: 1.3 log P: 1.6

Sdlido, p.f. 310< °C. Solubilidad

T

i

|

{ 2-hidroxiatrazina

-NHCH(CH:):

en agua: No reportada.

Poco soluble en disolventes
organicos como metanol y
acetonitrilo.

Presion de vapor: No reportada

pka: 5.2 log P: 1.4
cianazina -NH-(CH1)>-CN | Sélido, p.f. 167 °C.
Solubilidad en agua: 171 ppm.
Soluble en cloroformo y metil
ciclohexano.
Presién de vapor 1.6 x 10°°
pka: - log P: 1.8
simazina -NH-CH.,-CHs | Sdlido cristalino, p.f. 225-227 °C.
Solubilidad en agua: 5 ppm.

Ligeramente soluble en
disolventes organicos:
(cloroformo, dioxano).

Presién de vapor: 6.1 x 10°° / 20°.
Presién de vapor: 9 x 107 /50°
pka: 1.65 log P: 2.3 J
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atrazina

Ci ~NH-CH «(CHa)z "NH-CH-CH>

Sdlido, p.f. 175-177°C.
Solubilidad en agua: 30ppm.
Soluble en metanol, cloroformo.
Presidn de vapor : 3 X 10 ~7/20°.
Presién de vapor: 2.3 X 10°%/50°
pka: 1.68 log P: 2.7

simetrina

~-NH-CHz-CH3

-SCHas -NH-CH>-CH;

Sdlido cristalino, p.f. 82-83.
Solubilidad en agua: 450ppm.
Soluble en disolventes organicos.
Presién de vapor: 7.1x 1077/20°
pka: 4 log P: 2.8

prometén

-OCH;3 - -NHCH(CHa)2z

-NHCH(CHa)2:

Sdlido, p. f. 91-92 °C.

Solubilidad en agua: 6ppm.
Soluble en disolventes organicos.
Presién de vapor: 0.36 mPa
pkai—- log P: —-

propazina

NH-CH-(CH:):

Sdlido, p. f. 212-214 °C.

Solubilidad en agua: 8.6ppm.

Soluble en disolventes or%énicos.

Presién de vapor: 2.9x10° /20°
ka: 1.85 log P:2.91

terbutilazina

Solido, p.f. 177-179°C.
Solubilidad en agua: 5ppm/20° y
soluble en disolventes organicos.
Presién de vapor: 1.12x10°/20°
pka: 1.94 log P: 3.06

Solido, p.f. 118-120 °C.

prometina

]

NH-CH(CHs)z

Solubilidad en agua: 45ppm.
Soluble en disolventes organicos.
Presion de vapor: 1X10° 720°
pka: 4.05 log P: 3.34

(HLC)N

hexazinona

Sdlido, p. f. 115-117 °C.

Solubilidad en agua: 33000ppm.

Soluble en disolventes organicos.

Presién de vapor: 2x10°%/25°mm de Hg.
pka: no reportado log P: no reportado
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CARBAMATO

- e _NHCOOCH,CH

desmedifam

Sdlido, p. f. 120 °C.

Solubilidad en agua: 9ppm.
Soluble en disolventes organicos.
Presion de vapor: 400nPa.
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APENDICE B

ESPECTROS DE ABSORCION EN LA REGION DE
U.V. PARA LOS PLAGUICIDAS EN ESTUDIO
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Spectrum Plot Report

i File: ci\starvnoguleOavisabe036.run
tR: 2.740 min PuP (220->387 nm) = 224.230 nm
H

Name: deisopropilatrazinagOMeO

Spectrum # 3

. Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Hz
| Detector Range: 1950->367 nm
;| Spectrum Type: Within Peak

| S
] Absorbance Table, il
o am mAU m AU nm mAU
i 190 53.456 229 308 0.237 344 0.312
i 195 54.360 234 311 0.253 348 0.333 -
l 200 74.464 239 318 0.214 353 0.327
205 105.274 244 320 0.205 3as8 0.408
210 128.172 245 325 0.178 362 0.511
215 131,133 254 330 0.268 367 0.554
220 111.578 258 334 0.317
i 224 81.852 283 3 339 0.272
’ Channe! Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.1756 to 111.58 mAU
!‘ Max Wavelength (nm): 258.15
i Percent of MaxAbs.: 11.7%
i Within Peak at 2.740 mia_PuP = 224.23 nm - =
! [ 220 367 [mAt-
r 4 1o T
|
1
!
+ 175
o
s
H 50
L ALLA D ORIGEN
2582
~ ‘_‘I
o
1

Valid Range: 220->367 nm_
Correction Type- Basellne -

Instrument: Arreglo de diodos
Method: ISABEL.MTH :

27-AUG-1 4:26 PM

¥
[
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!Wavelenglh {nm)
13 :

: 04 Jun 2003 18:30:01




Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

!File: c:\star\moduleD4\isabe03B.run
tR: 3.508 min PuP (220->367 nm) = 224.294 nm

Name: desetilatraz60MeOH

i

Instrument. Arreglo de diodos
Method: ISABEL.MTH

Operator: Isa
Run Date: 28-AUG-1 11:29 AM

€Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz
| Detector Range: 190->367 nm - Valid Range: 220->367 nm
Spectrum Type: Peak Apex Correction Type: Baseline
" . ’ Absorbance Table
{ nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU
190 38.541 229 44.858 268 7.800 306 0.144 344 0.229
185 38.498 234 26.474 273 5.113 311 0.1688 348 0.235
200 55.985 239 14.897 278 2.789 316 0.153 353 0.266
205 81.306 244 9.962 282 1.381 320 0.200 358 0.265
210 101.248 249 9.132 287 0.641 325 0.168 362 0.410
215 104.506 254 8.762 292 0.310 330 0.165 367 0.365 M
220 80.726 258 10.278 297 0.174 334 0.202
224 87.804 263 2.698 302 0.212 339 0.193
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.1436 to 80.726 mAU
Max Wavelength (nm): 258.368
Percent of Max Abs.: 11.3%
Peak Apex at 3.508 min _PuP = 224.29 nm
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Spectrum Plot Report

i
!

Spectrum # 3

Fite: ci\star'moduleQ4\isabe067.run
tR: 2.974 min PuP (220->387 nm) = 229.567 nm

Name:. 2-hidroxialrazina 70MeOH

Instrument: Arreglo de diodos
Method: = ISABEL. MTH .
Operator: - I1sa

Run Date; 30 -AUG-1 13 15 PM
;Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz he
i Detector Range: 190->367 nm _ . Valid Range: 220->367 nm k
| Spectrum Type: Within Peak currectlon Typ 3 Basellne e RRa
- : Absorbance Table
nm mAU am . mAU nm . mAU nm mAU
190 11.036 229 22.556 ~.2688 . -0.038 344 0.030
195 7.874 234 21.854 ¢ 2737 0.037 348 0.143
200 12.696 .239 19.264 L 278..7.0.081 353 0.087
205 18.219 244 12.536 o 282..-.0.101 T 358 0.082
210 22229 2489 5142 . 287 0.095 - 362 0140~
215 23.667 254 1.381 282 .. 0.079 387 ‘0164
220 23.668 258 0.202 - 297 0.079
224 23.368 283 0.082 302 0.085 ..
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.0370 to 23;705 hAU y
Max Wavelength (nm): 217.07
Percent of Max Abs.: 100.0%
X Within Peak at 2.974 min PuP =229.57 nm ..
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B Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

{File: c:\star\module0O4\isabeG41.run
tR: 4,087 min PuP (220->387 nm) = 224.944 nm

Name: cianazinaMeOH
|

Instrument: Arreglo de diodos
Method: - ISABEL.MTH -

H Operator: Isa - .
L Run Date: 28-AUG-1 11:50 AM
‘Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz
| Detector Range: 190->367 nm " Valid Range: 220->367 nm
| Spectrum Type: Within Peak = ' Correction Type: Baseline
| A P S
’ P e Absorbance Table
! nm mAU N nm- . ‘mAU nm mAU nm mAU nm mAU.
190 18.369 i 229 . 44923 268 5.010 306 0.101 344 0.188- -
195 11.864 K 234 28.360 273 3.452 311 0.145 348 0.172
200 20.015 v 239 15.493 278 1.947 316 0.066 353 0.203 - -
205 34,8962 ; 244 8.741 282 0.931 320 0.145 358 0.260
210 53.015 . 249 8.569 287 0.426 325 0.090 382 0.214 .
215 86.7568 254 6.347 202 0.214 330 0.103 387 0.188- ool
220 89.211 258 6.441 297 0.143 334 0.089
224 €0.319 283 6.085 302 0.132 339 0.160
Channe! Range: 220 to 387 nm Absorbance Range: 0.0661 to 69.668 mAU
Max Wavelength (nm): 218.11 257.08
Percent of Max Abs.: 100.0% 9.3%
Within Peak at 4.087 min _PuP = 224.94 nm
f. 220 367 Jmau -}
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o Spectrum Plot Report

Spectrum # 7

——

| File:_ci\star 1e0 042.run
(tR: 5.763 min PuP (220->367 nm) = 224.746 nm

{Name: simazina60MeOH
!
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz

Detector Range: 190->367 nm Valid Range: 220->367 nm
| spectrum Type: Peak Apex Correction Type: Baseline

Instrument: Arreglc de diodos
Method: ISAB TH

Operator: isa
Run Date: 28-AUG-1 12:10 PM

; Absorbance Table

i nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU

H 190 20.186 229 44955 268 5.491 308 0.142 344 0.237.

l 195 12.939 234 25.543 273 4.196 31 0.108 348 0183

! 200 17.047 239 13.846 278 2.557 316 0.115 353 0.208- -

, 205 27.315 244 8.277 282 1.183 320 0.130 358 0.173-

r 210 43.103 249 6.192 287 0.474 325 0.158 3862 0:200-
215 59.904 254 5.773 292 0.227 330 0.128 367 0.246
220 69.368 258 6.015 297 0.152 334 0.168

| 224 63.732 263 6.115 302 0.128 339 0.156

i

i Channe! Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.1079 to 69.489 mAU

{

[ Maxwavelength (nm): 220.12 261.57

| Percent of Max Abs.: 100.0% 8.9%

i

| Peak Apex at 5.763 min _PuP = 224.75 nm

tr T220 367 |mAU

i

i 220.
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- {em T
: /
’ / TESIS C
! / I Jao
[
P i
L FALLA DE ORIGEN
t R V4 <420
! N //
PN

N

; 410

' S 261.8

—~ =

' ~e

N = [

N S TR N GO B YT R S R DO B Y S s o DU SN N B TEN S T S

225 250 3 25 350

.i lWaveleng__(J_g) 275 00 2

_Print Date: 04 Jun 2003 17:45:16

E7




{‘7 Spectrum Plot Report

] Spectrum # 3
i File: ci\starvnoduleO4\isabe043.run

[tR: 7.772 min PuP (220->367 nm) = 241 580 nm

IName: hexaxlnonBSOMeOH . . R
B T . o - Instrument: Arreglo de diodos -
; Method: - ISABEL. MT

i . S

H

b Opaerator: - Isa
R PRt ) RunDate' 25AUG11221 PM
Scan Rate: 10.851 Hz. Bunch: 4 Data Rate:' 2.713 Hz
Detector Range: 180->387 nm :Valld Range: 220->367 nm

Spectrum Type: Within Peak Correcﬁcm Type: Baseline

Absorbance Table
nm mAU am mAU nm mAU nm mAU
190 7.044 268 1.214 306 0.028 344 0.085 -
185 9.575 273 0.465 31 0.025 348 0.080
200 2675 278 0.243 318 0.086 353 0.114
205 8.773 282 0.136 320 0.057 358 0.063-
210 7.771 287 0.072 325 0.095 362 0.05+
215 7.324 292 0.081 330 0.083 387 0.072
220 7.354 8 297 0.064 334 0.048
224 7.279 263 2.915 302 0.037 339 0.094

Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.0251 to 13.812 mAU

Max Wavelength (nm): 218.45 245.44
Percent of Max Abs.: 53.3% 100.0%
Within Peak at 7.772 min_ PuP = 241.58 nm
220 245.4 3687 |mAY -
/ - 4125
— 10.0
/ \\
2185 {75
TESIS CON {50
2.5
J 0.0
1 :201014 ']EZIS' 141 1[250\ L 1 x,x 11 - SR R B SN O S | 1 |'|41
Wavelength (nm) 275 300 5 350
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Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

File: ci\star\module04\isabe044.run
tR: 8.202 min PuP (220->387 nm) = 224.900 nm
Name: atrazina60MeOH

Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz
Detector Range: 190->367 nm

Spectrum Type: Peak Apex

Valld Range: 220->367 nm
Correction Type: Baseline

Absorbance Table

Instrument: Arroglo de diodos
Method: - ISABI MTH
Operator: Isa

Run Date: 28-AUG-1 12:38 PM

nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU
190 8.1568 229 27.034 268 3.118 306 0.079 344 0.071
195 3.404 234 15.647 273 2.389 311 0.027 348 0.093
200 7.654 239 8.458 278 1.473 318 0.039 353 0.088
205 14,466 244 4.985 282 0.697 320 0.076 358 0.132
210 23.833 249 3.622 287 0.258 325 0.074 382 0.113
215 33.884 254 3.308 292 0.098 330 0.085 387 0.179
220 39.880 258 3.433 297 0.058 334 0.070
224 a7.519 283 3.498 302 0.053 339 0.073
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.0265 to 40.173 mAU
Max Wavelength (nm): 220.54 261.59
Percent of Max Abs.: 100.0% 8.8%
Peak Apex at 8.202 min PuP = 224.90 hm
{ 220 367 | mAU
i
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o Spectrum Plot Report
Spectrum #3
File: cistar\'moduleO04\ady573.run
lR 2.070 min PuP (220->=367 nm) = 234,088 nm
iName: 85%PR desmedif
Instrument: Arreglo de diodos
Method: ISABELMTH
Operator: Isa
- Run Date: 12-JUL 2 3 48 PM
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz .. . : .
Detector Range: 190->3687 nm - Valid Range: 220->367 nm
Spectrum Type: Peak Apex & Carrectbn Type. . Baseline
o Absorbance Table
nm mAU nm: mAU nm mAU nm mALL .
190 42.672 268 4.818 306 0.243 344 0.303
195 97.449 273 4972 311 0.214 348 0.275
200 120.119 278 4,234 316 0.244 353 0.332
205 92.580 282 2.938 320 0.237 358 0.298---
210 50.132 287 0.995 325 0.264 362 0.397
215 32,758 202 0.361 330 0.244 367 0.340-
220 39.788 8 297 0.288 334 0.235
224 58.036 263 4.503 302 0.280 339 0.252
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.2140 to 88.599 mAU
Max Wavelength (nm): 234.83 271.43
Percent of Max Abs.: 100.0% 5.7%
Peaak Apex at 2.070 min _PuP = 234.09 nm
220 234.8 367 { mAY
180
4170 -
460 -
-150
440
30
20
10
N 2714
)
1. [ + L. 1 1 —t y | i 4 1 1 1 i 1 f_ 1 1 L L 1 i) 1
225 ‘250 275 “T300 3zs 350
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Spectrum Plot Report
Spectrum #3

iFile: cistar\module04\isabe074.run
tR: 3.195 min PuP (220->367 nm) = 228.767 nm
Name: snmelnn&OMeOH
instrument: Arreglo de diodos
. - Method: ISABEL.MTH
! : . - ¢ . - Operator: Isa
ot ) ) Run Date: 31-AUG-1 12:58 PM

Scan Rate: 10,851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz
Detector Range: 190->367 nm .-’ Valid Range: 220->367 nm
Spectrum Type: Within Peak_ - . Correction Type: Baseline

~Jun20031803:59 =

TESIS CON_
FALLA DE ORIGEN

5 g " Absorbance Table
nm mAU mAU nm mAU nm mAU nm mAU
180 49.342 96.454 268 11.762 306 0.308 344 0.355
198 31.899 83.770 273 8.129 311 0.286 348 0.342
200 35.261 87.425 278 4228 318 0.280 as3 0.401
205 51.117 47.830 282 1.688 320 0.278 358 0.453
210 76.383 31.578 287 0.697 3258 0.321 362 0.43%
215 103.855 21.673 292 0.387 330 0.285 387 0.537
220 117.599 16.838 297 0.303 334 0.248
224 110.846 263 14.391 302 0.295 339 0.376
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: 0.2458 to 117.91 mAU
Max Waveilength (nm): 220.35
Percent of MaxAbs.; 100.0%

Within Peak at 3.195 min_ PuP = 228.77 hm
367 | mAU —[»
!
I 100
|
! 75 3
i
!
|
!
| /
’ // - S0
\_/ 1 bae" i Y7
’, IFALLA ur UKIGEN e
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s
o
_____ \\\_ o
l_‘} 1. i1 l 1 1 L' 1 ) I DY ﬁl —. 1 d. 1 T i 1 i i i )3 1 1 i 1 11 1 1 L '
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Wavelength (nm)
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Fite: c:\star\'module04\isabe046.run

Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

tR: 12.214 min PuP (220->367 nm) = 225.043 nm

Name: propazina60MeOH
i

iScan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz

| Detector Range: 190->367 nm

Instrument: - Arreglio de diodos

Method:  ISABEL.MTH

Operator: Isa

Run Date: 28-AUG-1 1:14 PM

Valid Range: 220->3687 nm
;Speclrum Type: Wﬂhln’Peavkl : anectlon Type Baseline

fEE Absorbance Table
nm mAU nm nm mAU nm mAU nm mAU
180 5.494 229 268 1.623 306 0.032 344 0.7
195 3.881 234 273 1.277 311 0.003 348 0.04% -
200 5219 239 278 0.766 316 0.030 353 0.100
205 8.174 244 282 0.370 320 0.020 358 0.100-
210 12.818 249 287 0.152 325 0.048 362 0.004
215 18.085 254 292 0.024 330 0.009 387 0.039-
220 21.384 258 297 0.005 334 0.001 -
224 20.315 263 302 -0.017 339 0.025
Channel Range: 220 to 367 nm Absorbance Range: -0.0171 to 21.528 mAU
Max Wavelength {(nm): 220.768 261.39
Percent of Max Abs.: 100.0% 8.6%
. Within Peak at 12.214 min_ PuP = 225.04 nm.
220 367 |mAU
! / 20, 20
i !
o
i ! 15
!
i
|
! f 10
S
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|
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| 261.4
| T
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. = o
fl . %20:) Ll ‘! TS T S ' —t—L - okt Lt P
[ Wavelangth (nm) 228 250 ) Fidd 300 325 3
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|File: cistarnmodule04\isabe047.run

Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

1tR: 13,867 min PuP (220->367 nm) = 225.515 nm
‘Name: terbutilazinaBOMeOH

Detector Range: 190->367 nm
Spectrum Type: Within Peak

Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz
Valid Range: 220->367 nm

Correction Type: Baseline

Instrument: Arreglo de diodos

Method: ISABEL.MTH

Operator: Isa

Run Date: 28-AUG-1 1:37 PM

Absorbance Table
nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU
180 6.900 229 21.588 268 2.090 306 0.078 344 0.091
185 3.665 234 13.508 273 1.564 311 0.068 348 0.129
200 5.600 239 7.515 278 0.902 316 0.104 353 0.123
205 9.633 244 4.256 282 0.384 320 0.078 ass 0.108
210 15.858 249 2.881 287 0.199 325 0.101 362 0.151
215 22.985 254 2.432 292 0.093 330 0.104 387 0.111
220 28.053 258 2.395 297 0.103 334 0.119
224 27.685 283 2.380 302 0.083 339 0.096
Channet Range: 220 to 387 nm Absorbance Range: 0.0679 to 28.554 mAU
Max Wavelength (nm): 221.60
Percent of Max Abs.: 100.0%
Within Peak at 13.867 min PuP = 225.51 nm
_22\0 367 [mAU
2218
\ 425
I } - 20
. 416
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Spectrum Plot Report

Spectrum # 3

File: c:\star\'module04\isabe077.run

tR: 2.808 min PuP (220->367 nm) = 228.460 nm

Name: prometrin90metanol .
Instrument: Arreglo de diodos

Method:. ISABEL.MTH

Operator:- Isa

Run Date: 31-AUG-1 2:00 PM

{Scan Rate: 10.851 Hz Bunch:4 Data Rate: 2,713 Hz : :
, Detector Range: 190-»387 nm - “Valid Range:  220->367 nm
i Spectrum Type: Peak Apex . - ° Cor(et:_tbp:l'yp Bgisvellnq ;

Absorbance Table
nm mAU nm mAU

nm mAU nm mAU
190 62.600 268 14.449 306 0.201 344 0.325
;195 51.761 273 10.023 311 0.306 348 0.340
I 200 50.205 278  5.158 ate 0.215 353 0.364
205  67.868 282  2.023 320 0.267 358 0.462
f 210 99.028 287 0.776 325 0.272 362 0.434
1215 134.956 292 0.398 330 0.268 367 0.515
f 220  155.099 297 0.323 334  0.334
| 224 148.512 263 17.499 302 0205 339 0.279
i
i Channel Range: 220 to 387 nm  Absorbance Range: 0.2010 to 155.96 mAU
i MaxWavelength (nm): 220.74
| Percent of Max Abs.: 100.0%
j o Peak Apex at 2.808 min PuP = 228.48 nm
! 220 367 |mAu
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Spectrum Plot Report

i
Spectrum #3
' File: cistar'moduie04\ady1033.run
tR: 8.807 min PuP (220->367 nm) = 223.2687 nm

Name: prometon

‘Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz
| Detector Range: (190->387 nm "~ Valid Range: 220->367 nm
i Spectrum Type: Peak Apex ' -":. Correction Type: Baseline

instrument: Arreglo de diodos

Method: ISABEL.MTH

Operator: Isa

Run Date: 16-DEC-2 3:.09 PM

i [ Absorbance Table
. nm mAU nm: . mAU nm mALU nm mAU nm mAU
i 190 66.586 229 ' 98.121 268  0.241 308  0.207 344 0.234
: 195 64.808 . 234  57.762 273 0.239 311 0.210 348 0.279
j =200 81.884 239  33.351 278 0.189 316  0.211 353 - 0.346
i 205 117.807 244 19.259 282 0.170 320 0213 358  0.205
i 210 1ee6.527 249 10.853 287  0.151 325 0215 362 0.381
i 215 204.123 254 5.138 2092  0.209 330 0.217 387 0.436
i 220  200.079 258 1.764 297 0213 334 0.199
i 224  153.849 263 0592 302 0223 338 0209
|
: Peak Apexat 8.807 min_PuP = 223.27 nm
‘l" /220 367 |mAU
= /
;
! / |
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