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1. RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 un método para la cuantificacion simultanea
de 2-hidroxiatraxina, desetilatrazina y atrazina por medio de CLAR-UV-DAD
(cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de ultravioleta con
arreglo de diodos). Para lo anterior se determinaron las condiciones
cromatograficas que contribuyeran a tener un sistema eficiente y debido a la
naturaleza de los analitos se decidioé trabajar con cromatografia de fase reversa
utilizando una columna spherisorb ODS2, como fase modvil una disolucion que
contiene una relacion de AcCN:buffer fosfatos 0.005 M de pH 7.2 40:60 v/v, en

modo isocratico con deteccion UV a 220 nm.

Posteriormente se realizd la validacion de la metodologia, se evaluaron los
parametros tipicos como son linealidad, precision, exactitud y recobros, estos
ultimos en muestras de agua provenientes de las Lagunas de Montebello,
Chiapas. Los resultados obtenidos cumplieron con las especificaciones de calidad
necesarias para su aplicabilidad en muestras acuosas de este tipo, por lo que la
metodologia desarrollada se considera adecuada para la cuantificacién simultanea
de 2-hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina en intervalos de concentracion
comprendidos entre 0.049-40, 0.100-40 y 0.050-40 mg/L respectivamente.

Finalmente se utilizd el método desarrollado para determinar la presencia de
atrazina y sus metabolitos en 13 muestras de agua provenientes de las Lagunas
de Montebello, Chiapas. El analisis cromatografico no mostré sefiales de los
compuestos en los niveles de concentracion evaluados; sin embargo, no fue
posible descartar su presencia por debajo de esas concentraciones. Por lo anterior
y considerando que el método desarrollado no es lo suficientemente sensible para
determinar si los niveles de atrazina en cuerpos de agua cumplen con las
regulaciones existentes en México, se recomienda acoplar el método de analisis
desarrollado junto con un método apropiado de preparacién de muestras con el

cual se logre realizar la preconcentracion cuantitativa de los analitos de interés.



2. INTRODUCCION

La contaminacion es uno de los problemas mas graves a los que se enfrenta el ser
humano en la actualidad. La enorme actividad industrial destinada a satisfacer las
necesidades de la creciente poblacion mundial trae como consecuencia el uso o la
generacion de grandes cantidades de compuestos que contaminan agua, suelo y
aire. Lo anterior, ademas de afectar a las especies animales y vegetales que
habitan estos compartimentos, pueden afectar a los seres humanos de distintas

maneras.

Aunque la mayoria de los procesos industriales usan o generan sustancias
toéxicas, dificilmente se puede pensar en eliminar estas actividades, pues
dependemos de ellas para cubrir los requerimientos de la poblacion. Por lo
anterior, surge la necesidad de disefar procesos mas eficientes donde el uso de
estos compuestos se sustituyan por otros que sean inocuos para el ambiente o se
cuente con procesos para tratar los residuos generados para inactivarlos antes de
ser liberados al ambiente. Sin embargo, existiran algunos casos donde la
sustancia sea irremplazable y no se pueda tratar o aun se desconozca el impacto

que tiene en el ambiente y en el ser humano.

Los pesticidas son un ejemplo de sustancias de las cuales se desconocia su
efecto danino. Estos compuestos utilizados en la industria alimenticia para
erradicar plagas animales o vegetales de los campos de cultivo solian ser
utilizados sin saber que afectaban al ambiente y al ser humano. Sin embargo, al
ser estos compuestos vitales para la industria alimenticia, las investigaciones
realizadas buscan conocer el comportamiento exacto de estos compuestos en los
compartimentos donde se encontraran para asi evaluar si podra tener impacto en

los mismos o en el ser humano.

Los analisis realizados para conocer el efecto potencial de una sustancia deben
considerar la distribucion del compuesto en el ambiente, los procesos de

degradacion que puede sufrir y los metabolitos que generaria, ademas de estudios



de toxicologia para determinar la concentracion a la que es dahnina para el ser

humano y las especies con las que esté en contacto.

Para llevar a cabo estos analisis es necesario contar con técnicas especializadas
para determinar, por ejemplo, la cantidad de un compuesto en cierto
compartimento ambiental. En la actualidad existen numerosas técnicas que
permiten llevar a cabo estos analisis como la cromatografia de liquidos, la cual es

una técnica confiable para determinar elementos traza en una muestra ambiental.

La eleccion del método a utilizar dependera de cada compuesto; sin embargo,
debemos asegurar que los resultados obtenidos sean fidedignos y repetibles, lo
cual se logra mediante la validacion del método. Este procedimiento adquiere una
gran importancia debido a que nos da la confianza de saber que nuestro método
es confiable para el fin que se pretende y tener asi la certeza de que contamos
con los resultados verdaderos para evaluar si el compuesto en cuestion puede o

no ser un factor de peligro para el ambiente y el ser humano.

Es por esto que la validacion de un método analitico es un paso indispensable en
cualquier investigacion. En el presente trabajo se propone un método de analisis
para la determinacion de atrazina y dos de sus principales metabolitos en

muestras de agua de las Lagunas de Montebello, Chiapas.



3. Objetivo

Desarrollar y validar una metodologia confiable destinada para la determinacién
simultanea de 2-hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina por medio de CLAR-UV-

DAD en muestras de agua de las Lagunas de Montebello, Chiapas.



4. Antecedentes
4.1 Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion de amplio uso debido a que
permite el analisis de un gran numero de compuestos con rapidez y exactitud. La
separaciéon de una mezcla ocurre en un sistema constituido por dos fases no
miscibles: una fase movil (liquida o gaseosa) y una fase estacionaria (sdélida o
liquida) que se encuentra impregnada sobre un soporte. La fase movil actua como
un acarreador de los compuestos por la fase estacionaria, donde debido a un

equilibrio de distribucion entre estas dos fases, logran separarse. 4

Las técnicas cromatograficas pueden clasificarse de acuerdo a la fase mévil que
se utiliza. Cuando la fase movil es un gas, se llama cromatografia de gases, si es
liguida se denomina cromatografia de liquidos. Mientras que la cromatografia de
gases se emplea para separar mezclas que contienen compuestos organicos
volatiles y de peso molecular bajo, la cromatografia de liquidos no esta limitada
por estos factores. Por lo anterior, la cromatografia de liquidos se utiliza con mayor

frecuencia. 1,2, 3

La cromatografia de liquidos de alta resolucién, de alta presién o de alto
desempeno, (HPLC, por sus siglas en inglés) presenta otras ventajas como la
posibilidad de obtener los compuestos separados sin alterar su actividad bioldgica
y la capacidad de analizar la presencia de residuos de diferentes sustancias en
concentraciones del orden de los pg/L. Ademas, con esta técnica pueden
estudiarse especies idnicas, macromoleculares, polimeros, productos labiles
naturales y compuestos polifuncionales de pesos moleculares entre 10% y 10*

daltones. 1 4

Después de que los componentes son separados, pueden ser sometidos a otros
equipos para obtener datos adicionales; por ejemplo, un equipo de electroforesis,
un equipo de espectroscopia de masas o un colector de fracciones donde los
compuestos pueden ser recolectados para obtener desde microgramos hasta

kilogramos de una sustancia pura. 1,5



4.2. Principio de funcionamiento de la cromatografia de liquidos

El principio de separacion de los componentes en la cromatografia de liquidos
consiste en el equilibrio de distribucion de los componentes entre la fase
estacionaria y la fase movil, el cual determinara la rapidez con la cual cada
componente migra a través del sistema. Por lo anterior, para que se realice una
separaciéon adecuada se necesita que los componentes tengan diferentes
coeficientes de distribucion, asi su velocidad de migracion sera distinta y saldran

del sistema a tiempos diferentes. 1 4

La distribucion de un soluto entre dos fases es el resultado del balance de fuerzas
(de atraccidon o repulsion) entre las moléculas del soluto y las moléculas de cada
fase. Por lo anterior, la retencion de un compuesto en la columna depende
directamente de la polaridad de la muestra y la fase estacionaria. Los compuestos
polares se adsorberan a una superficie polar en mayor grado que los compuestos
menos polares y por lo tanto quedaran retenidos por mas tiempo en la columna

que los compuestos menos polares. 1

Un factor adicional que influye en la distribucion de los compuestos es la
temperatura. Al aumentar, disminuye la viscosidad de la fase mdévil por lo que
aumenta la transferencia de masa y la solubilidad de la muestra, lo cual favorece
la distribucion del soluto. Cuando las condiciones de separacion son las
apropiadas, los componentes de la muestra se separan y emergen de la columna
en orden creciente de interaccidon con la fase estacionaria. Por ultimo, los
compuestos llegan hasta un sistema de deteccion, que a su vez envia la
informacion a un registrador o computadora para el posterior manejo de la

informacion. 1 3 4
4.2.1 Eficiencia de la separacion

La eficiencia de la separacion de una mezcla de compuestos depende del numero
de platos tedricos (N) que contiene la columna cromatografica, es decir, el nimero
de ocasiones en que la fase mévil y los solutos se ponen en equilibrio con la fase

estacionaria. EI numero de platos tedricos depende también de la longitud de la



columna (L), por lo que se emplea otro parametro que se llama altura del plato

tedrico (H) el cual mide la eficiencia por unidad de longitud.

Después de pasar por el detector, los componentes se representan graficamente
por medio de un cromatograma, en donde cada componente se muestra mediante
un pico gaussiano. A medida que aumentan los platos tedricos, los picos son mas
estrechos y por lo tanto la columna es mas eficiente, obteniendo asi una mejor

separacion.
La eficiencia de una columna puede aumentar en los siguientes casos:
a) Baja velocidad de flujo en la fase movil.

b) Diametro pequefo de particula en la fase estacionaria (granulometria fina), con

lo que se tienen columnas mas cortas.
b) Aumento en la temperatura de separacion.

Al controlar estos parametros podremos tener una columna mas eficiente. Lo
anterior, permite tener un tiempo de analisis mas corto y con una buena
resolucidén, es decir, un buen grado de separacién de las bandas de un

cromatograma, las cuales representan a los compuestos separados. 1 4
4.2.2 Instrumentacion en la cromatografia de liquidos
Los componentes fundamentales de un sistema cromatografico son:

a) Recipiente para la fase mévil. Los cromatdgrafos de liquidos estan equipados
con uno o mas recipientes (generalmente de vidrio) para el suministro de la fase
movil. En las mangueras de entrada de la fase movil se instalan filtros para evitar

el paso de particulas al sistema cromatografico. 1 4

b) Degasificador. Se utilizan con el objetivo de remover el aire y otros gases
disueltos en la fase moévil que pueden interferir en el funcionamiento de las

bombas, la columna o el detector. Este proceso de degasificacion puede



efectuarse mediante vacio, ultrasonido o haciendo pasar una corriente de gas

inerte a través de la fase movil. 4

c) Bombas. Generalmente son de acero inoxidable o aleaciones de titanio que
alcanzan presiones superiores a los 340 bares. Es conveniente que no haya
pulsaciones porque se manifiesta como ruido en el detector por lo que se utilizan
amortiguadores de pulsaciones para controlar este efecto. La calidad de una
bomba esta determinada por el grado de estabilidad y reproducibilidad del flujo

que genera. 4

c) Valvulas de inyeccion. Se utilizan para introducir la muestra al sistema
cromatografico. Generalmente se les integra un loop intercambiable de volumen
fijo que permite inyectar siempre el mismo volumen de muestra. Estas valvulas

tienen dos posiciones:

1. Posicidon de carga: ocurre el llenado del loop con la muestra a presion

atmosférica.

2. Posicién de inyeccion: ocurre la colocacion del loop con la muestra en la
corriente de la fase movil, con la subsecuente inyeccion en la parte superior de la

columna, sin interrupcion significativa del flujo.

d) Columna: es la parte mas importante de un cromatégrafo por ser el lugar donde
se realiza la separacion de los componentes. Estan construidas con una pared
gruesa de acero inoxidable para resistir las altas presiones y la accion quimica de
la fase mévil. Su interior es liso, de calibre uniforme y el relleno se retiene
mediante filtros de acero poroso. Generalmente a la entrada de la columna hay un
mandmetro que registra la presion y cuando se requiere trabajar en condiciones
isotérmicas, se puede realizar con circulacion de aire o camaras calentadas

eléctricamente.

La columna contiene el empaque necesario para que se realice la separacion
siempre y cuando la eleccidén sea la adecuada. La fase estacionaria puede ser de

silice en el caso de cromatografia de adsorcion, fases enlazadas para



cromatografia liquido-liquido, grupos funcionales de intercambio i6nico, geles de
porosidad especifica para cromatografia de exclusion o algun otro empaque

particular. ,

La mayoria de las columnas son de 10 a 30 cm, aunque hay mas cortas, entre 3 y
8 cm de longitud las cuales permiten obtener menores tiempos de analisis y
disminuir el consumo de disolventes. También es conveniente usar precolumnas,
antes de las columnas analiticas pues permiten retirar las impurezas del disolvente
y capturar los componentes de la muestra fuertemente retenidos, impidiendo asi la

contaminacion gradual de las columnas analiticas. 2 3

e) Detectores: son dispositivos que detectan a los compuestos separados en la
columna debido a que son sensible a diferentes propiedades fisico-quimicas de
los compuestos; por ejemplo, absorbancia, indice de refraccion, conductividad,

fluorescencia, entre otros.

El detector determina una muestra diluida en relacion a la inyectada que varia de
5 a 350 veces y que depende de la longitud y del diametro interno de la columna,

el volumen de la muestra, el numero de platos y el volumen de retencion. 1 4

Uno de los detectores mas utilizados son los fotdmetros y espectrofotémetros de
ultravioleta-visible que pueden ser de longitud de onda fijja como 254 nm, de
longitud variable o de barrido de longitud de onda. Estos ultimos emplean diodos
de estado solido, los cuales permiten la determinacién espectral continua en un
intervalo amplio de longitud de onda. Sus ventajas son inobjetables pues se evitan
los corrimientos dados por desajustes del sistema o6ptico y ofrecen mucha mas

informacion. 1 2.3 4

Estos dispositivos exigen una estabilidad térmica en la celda de flujo del orden de
0,01 °C y alta eficiencia en sus sistemas 6pticos y electronicos. Los disolventes de

la fase movil empleados deben de tener una absorbancia muy baja o nula.



4.2.3 Cromatografia de fase reversa

La eleccion del método en la cromatografia de liquidos depende de las
caracteristicas de los compuestos a analizar. Algunas veces se necesita combinar
varios meétodos para lograr una separacion adecuada. Una de las técnicas mas
utilizada es la cromatografia de fase reversa, la cual se emplea en un 75% de las

separaciones que se realizan. 2 3

La cromatografia de fase reversa emplea un empaque enlazado hidrofébico de
diferentes longitudes de cadena de 2, 8 6 18 atomos de carbono como fase
estacionaria y una fase movil polar constituida por mezclas de agua con algun

disolvente organico. Como aditivos se utilizan amortiguadores o sales. 1, 4
Las ventajas que proporciona esta técnica se resumen de la siguiente manera:

e Los compuestos no idnicos e ionizables se pueden separar en la misma
columna y con la misma fase movil.

e La adsorcion irreversible casi no ocurre.

e Lafuerza de atraccion entre la superficie no polar y el soluto es débil.

e La utilidad del agua como fase movil.

¢ Un modificador organico muy frecuente es el metanol.

e Se puede predecir el orden de elucién en funcién de la hidrofobicidad del
analito.

o El sistema requiere poco tiempo para llegar al equilibrio, al hacer un cambio

de fase movil.

La retencion de los solutos en este tipo de sistemas puede explicarse con el
modelo de Hovarth, segun el cual las superficies hidrocarbonadas de las
moléculas de soluto y de la fase estacionaria experimentan un efecto de repulsién
hacia el eluyente polar. Por lo anterior, para disminuir la superficie hidrocarbonada
en contacto con la fase moévil, se produce una asociacién entre el soluto y las

cadenas de la fase estacionaria. 1

10



Se tiene entonces que la retencion depende fundamentalmente de las siguientes

variables:

e Concentracién y longitud de las cadenas hidrocarbonadas en la fase
estacionaria.
e Superficie hidrocarbonada en el soluto.

e Polaridad de la mezcla que constituye la fase movil.

Los disolventes que se emplean frecuentemente en fase reversa, ademas del
agua y el metanol, son el acetonitrilo y el tetrahidrofurano. La eleccién del
disolvente o la combinacion de los mismos modifican la selectividad, que también
se ve afectada por el pH, los aditivos y por el modificador. Cuando se utiliza un
unico disolvente (o una mezcla de disolventes de composicion fija) al proceso de
elucién se le denomina isocratico; sin embargo, si un disolvente no permite una
elucion suficientemente rapida de todos los componentes, se puede usar una

elucion con gradiente. 4 3

Para la elucibn en modo de gradiente se utilizan dos o tres sistemas de
disolventes con una polaridad significativamente distinta. Una vez que se
comienza la elucion, se varia la relacion de los disolventes de forma programada,
a veces continuamente y a veces mediante una serie de etapas escalonadas,
dando como resultado un aumento gradual en la fuerza eluyente. Los equipos que
se utilizan para la elucion en gradiente permiten introducir los disolventes desde
dos 0 mas recipientes en una camara de mezclado a una velocidad que varia
continuamente y la relacion de volumen de los disolventes se puede modificar
lineal o exponencialmente con el tiempo. Con esta técnica se puede acortar el

tiempo de separacion sin sacrificar la resolucion. »

La cromatografia de fase reversa es empleada en sistemas que no tienen grupos
que establezcan puentes de hidrégeno, en compuestos aromaticos o alifaticos y
en series de diferente longitud de cadena. Algunos compuestos analizados por

fase reversa con las caracteristicas mencionadas son analgésicos,

11



anticonvulsionantes, corticoesteroides, hormonas, vitaminas y pesticidas

organofosforados u organoclorados. 1
4.3 Aplicaciéon de la cromatografia de liquidos para el analisis de pesticidas

Un buen ejemplo de aplicacidon de la cromatografia de liquidos es el estudio de los
pesticidas. La importancia de estos compuestos radica en el uso que se les da en
la agricultura para el control de plagas de animales y vegetales; sin embargo,
debido a sus caracteristicas fisico-quimicas y a su uso desmedido, ahora
representan una fuente de toxicidad potencial al entorno donde son utilizados. Por
lo anterior, es necesario contar con un método confiable para el analisis de
muestras que contienen estos compuestos, y es donde la cromatografia de

liquidos ha demostrado ser una técnica muy valiosa.

Los pesticidas existentes pueden ser clasificados en varios grupos de acuerdo a
su accién o a sus propiedades fisicoquimicas. Segun su estado fisico se clasifican
en: gases o0 gases licuados, aerosoles, polvos, cebos y tabletas, entre otros,
mientras que por su composicion quimica se clasifican en: arsenicales,
carbamatos, organoclorados, organofosforados, organometalicos, triazinas, entre
otros. Ademas se pueden clasificar segun su accién especifica, es decir, por el
tipo de organismos que atacan, por ejemplo: insecticidas, acaricidas, fungicidas,

nematocidas, desinfectantes, molusquicidas y herbicidas. 7

Los pesticidas pueden existir de manera inorganica u organica, siendo mas comun
los pesticidas organicos, ya que su potencial toxicolégico es mucho menor en

comparacion con los inorganicos. 7
4.4 Herbicidas

Dentro de los pesticidas de mayor uso en la agricultura se encuentran los
herbicidas. Un herbicida es una sustancia capaz de afectar a especies vegetales
con la finalidad de controlar su crecimiento o erradicarlas de un sitio especifico.
Por lo anterior, estos compuestos son usados para eliminar a las plantas

consideradas como plagas en los cultivos.
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Desde 1932 cuando fue introducido el primer herbicida organico (dinitro ortocresol)
comenzo a aumentar de manera considerable la investigacion y produccion de
estos compuestos. Por lo anterior, para la década de los 50’s la produccién del
maiz aumentd hasta un 811%, pues los herbicidas se convirtieron en herramientas
fundamentales para la agricultura. El ejemplo mas representativo de los herbicidas
es la familia de las triazinas, las cuales han sido la clase mas importante de

quimicos utilizados en la agricultura. g

Las triazinas han ayudado a controlar las plagas vegetales en mas de 50 tipos de
cultivos alrededor del mundo desde su descubrimiento en 1950 en un laboratorio
de Suiza. Estos compuestos son altamente selectivos con las plagas, ya que
afectan directamente el sistema bioquimico de las plantas pues son inhibidores del
fotosistema 2, el cual esta presente en el proceso de fotosintesis. Respecto a la
toxicidad presentan efectos dafiinos en concentraciones mayores a las partes por
billon (ppb); sin embargo, no se encuentran concentraciones mayores a las partes

por millon (ppm) en los productos obtenidos de los cultivos.

Dentro de los herbicidas triazinicos existen tres estructuras principales que se
diferencian por el sustituyente unido a la triazina, el cual puede ser cloro, un grupo
metoxi o un grupo metiltio. Dentro de los triazinicos clorados el compuesto mas
representativo es la atrazina (6-cloro-N-etil-N-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina)
que es utilizada para el control de malezas en cultivos de maiz, pifa, sorgo, entre

otros. g
4.4.1 Atrazina

El uso de la atrazina fue registrado por primera vez en 1958 y desde entonces ha
sido ampliamente utilizada para controlar o evitar el crecimiento de malezas en
distintos cultivos, especialmente el de pifia. Este compuesto ha sido el herbicida
mas utilizado en EE. UU., para controlar el crecimiento de pasto y plantas de hoja
ancha, ademas de que se ha utilizado para prevenir el crecimiento de hierbas a lo
largo de carreteras y lineas ferroviarias. A continuacién se muestra su estructura

molecular. g
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Figura 4.1. Estructura quimica de la atrazina.

En el medio ambiente la atrazina puede sufrir alteraciones en su estructura tanto
por procesos bidticos como abidticos. Estos procesos de transformacién dependen
del compartimento ambiental en el cual el compuesto es dispersado y
transportado. La atrazina puede permanecer en cualquiera de los tres
compartimientos: aire, suelo y agua, y su distribucion depende de sus propiedades

fisicoquimicas las cuales se resumen en la siguiente tabla. 1o

Tabla 4.1. Propiedades fisicoquimicas de la atrazina.

Parametro Caracteristica
Férmula Molecular CsH14N5Cl
Peso Molecular 215.7 g/mol
Punto de fusion 175-177 °C
pKa 1.7
Solubilidad en agua 33mgL'a25°C
Presion de vapor 2.89x 10" mm Hg a 25 °C
Constante de Ley de Henry 2.48 x 10 atm m> mol™
Coeficiente de particién octanol/agua (log Kow) 2.68
Coeficiente de adsorcion (Kd) 0.19-2.46
Coeficiente de particion en carbono organico (Koc) 25-155
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4.4.2 Distribucion de la atrazina

Solo una fraccidon de la atrazina (entre el 2.4% y el 14%) que se acumula en
suelos, se volatiliza y viaja por la atmdsfera hasta caer en distintas zonas junto con
las precipitaciones. 13 Lo anterior se observa en el valor de su constante de Henry,
la cual para los pesticidas si es menor a 1x10™ su potencial de volatilizacién es

bajo. 11,12

Por otro lado, la atrazina puede distribuirse hacia cuerpos de agua al ser
transportada por la lluvia o el agua residual alcanzando rios, lagos, mares y puede
traspasar hasta mantos freaticos, esto bajo los fendmenos de lixiviacion,
adsorcion, absorcion, arrastre superficial y degradacion. Una de las caracteristicas
fisicoquimicas de este compuesto que favorece este movimiento es su baja
constante de adsorcién, la cual indica que el compuesto se distribuye en mayor

proporcidn en el agua con respecto al suelo (materia organica). 11, 13

En cualquiera de los tres compartimentos la atrazina puede sufrir procesos de
degradacion. Aunque este compuesto es relativamente estable debido a que
presenta un tiempo de vida media de meses (tanto en suelo como en agua), en
suelos agricolas este compuesto bajo ciertas condiciones tiende a degradarse.
Como se menciond anteriormente, la atrazina es un compuesto altamente moévil en
suelos y a una profundidad de 25 cm generalmente, se empieza a acumular y a
degradar por via quimica o por accion microbiana dependiendo de factores como
son el contenido de materia organica, el pH, la temperatura, la humedad vy el tipo

de suelo. 13

El proceso de degradaciéon microbiana se ve favorecido en suelos con alto
contenido de materia organica en una relacién 1:4 6 1:5 (materia organica/suelo),
con un pH practicamente neutro (pH 6.5-7.5), con una temperatura mayor de 25
°C y con un contenido de humedad entre un 50 y 60%. Estas condiciones son
ideales para el desarrollo de bacterias del tipo Pseudomona sp., las cuales son las

encargadas de realizar la degradacion. Por lo anterior, sin estas condiciones las
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bacterias son incapaces de sobrevivir y por lo tanto la atrazina no se degrada por

esa via. 12. 14

Por otro lado, la degradacién por via quimica se ve favorecida en suelos donde la
humedad es muy alta, debido a que el proceso mas frecuente por el que se
degrada la atrazina es la hidrolisis. Ademas, la temperatura también es un
parametro a considerar en este proceso, pues la degradacion por via quimica no
corresponde solamente a un tipo de reaccion, sino a un conjunto de reacciones
secuenciales de tipo hidroliticas que estan asociadas directamente con los

procesos bioquimicos de las bacterias y plantas. 15

En general las condiciones para una buena degradacion quimica son contenidos
altos de agua en los suelos (humedad mayor al 50%), una temperatura ambiente

mayor a 25 °C y pH ligeramente acido. ¢

La diferencia entre una degradaciéon por via quimica y una por via microbiana
radica en el metabolito que se genera. La degradacion quimica de la atrazina
produce principalmente el metabolito 2-hidroxiatrazina (2-hidroxi-4-etil-6-isopropil,
1, 3, 5-triazina), mientras que por medio de una degradacién microbiolégica se
obtiene la desetilatrazina  (2-amino-4-cloro-6-isopropilamino-1,3,5-triazina).
Ademas de los compuestos anteriores, se reportan metabolitos secundarios como
el acido cianurico, desetildesisopropil (DIA), desetildesisopropil atrazina (DEDIA),
entre otros. A continuacion se presentan las propiedades fisicoquimicas de la 2-

hidroxiatrazina y de la desetilatrazina. 1o
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Tabla 4.2. Propiedades fisicoquimicas de 2-hidroxiatrazina y desetilatrazina.

Parametro 2-hidroxiatrazina desetilatrazina
Formula Molecular CgH15Ns50 CgH10CINs5
OH Cl
PN P
Estructura Quimica N| NN \’ N
A LA
éL NN N N
CHaCHHN" N~ " NHCH(CH), |‘| N7 NH,
Peso Molecular 197.2 g/mol 187.6 g/mol
Punto de fusion >310 °C 132-134 °C
pKa 5.15 1.65
Coeficiente de
particion octanol/agua 2.09 1.51
(log Kow)

En cuerpos de agua la atrazina tiende a degradarse por via quimica. Lo anterior se
debe a que la persistencia de atrazina en el agua esta influida por el anillo
triazinico, lo cual hace que este herbicida sea resistente al ataque microbiano. Es
por esto que la biodegradacion en el agua puede ser menos importante que la
degradacion quimica en este compartimento ambiental; sin embargo, la ruta

principal por la cual se degrada es la fotodegradacion. ¢

La fotodegradacion es la transformacion fotoquimica de una molécula causada por
la absorcion de radiacion ultravioleta (UV), visible (VIS) o infrarroja (IR). La
reaccion quimica que se produce bajo la influencia de la luz, puede darse en la
atmoésfera, en la superficie del suelo y el agua, y puede ocurrir de manera directa o

indirecta. 17,18
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La fotodegradacion directa, es la fototransformacion que comprende la absorcion
directa de la luz por el plaguicida en el agua y que puede sufrir transformacion. Por
otro lado, la fotodegradacion indirecta es un proceso donde la energia de la luz es
absorbida por otros constituyentes del agua y es transmitida al plaguicida para dar

lugar a la fototransformacion. g

Los estudios realizados bajo la luz solar natural mencionan que la fotodegradacion
ocurre de manera directa. Ademas, se sabe que este proceso aumenta en
presencia de fotosensibilizadores como acidos humicos, nitratos, carbono organico
disuelto y sales de hierro. En cuanto a los metabolitos que se generan, se han
encontrado los mismos que se producen en la degradacion biodtica y por

reacciones de hidrolisis. 16, 1s
4.4.3 Toxicidad y legislacion de la atrazina

La atrazina y los metabolitos que genera por su degradacion, tienen un potencial
toxicologico diferente, por lo que se tienen que estudiar los efectos e interacciones

que tienen estos compuestos con el medio ambiente y el ser humano. 1

La exposicidon humana a la atrazina puede darse en el ambiente laboral, cuando
los trabajadores se exponen al herbicida durante las actividades de produccion o
aplicacion. Esta exposicion puede darse por via inhalatoria o dérmica, y después

de su aplicacion, debido al consumo de agua contaminada. 1o 20

Los efectos que produce una intoxicacion aguda son irritacion severa de ojos, piel
(dermatitis), nariz y garganta. Por otro lado, los efectos crénicos que produce son
alteraciones en las funciones del corazén, higado y rifidon, ademas de problemas
en la reproduccion debido a que altera los niveles de hormonas relacionadas con
la ovulacion. También provoca defectos de nacimiento en humanos; por ejemplo,

piernas reducidas y otras malformaciones congénitas. 2o, 21

Los riesgos establecidos por el contacto con la atrazina pueden clasificarse segun

la fuente de exposicion en:
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) riesgos laborales,
) riesgos de exposicion ambiental,

C) riesgo en agua potable,
) riesgo en agua destinada a la agricultura,
) riesgo en alimentos y

f) riesgo residencial

En cada uno de los riesgos estudiados se han definido los parametros minimos o
limites permisibles de concentraciones de atrazina, sin embargo aquellos que
estan embebidos en el marco legal son los correspondientes al agua potable y de

uso agricola, asi como al de los alimentos. 1o

En la tabla 4.3 se muestra un listado de paises y su decision juridica en cuanto al

uso del herbicida.

Tabla 4.3. Paises y su normatividad en cuanto al empleo de la atrazina.

Region Pais Restriccion
EUA Restringido
Norteamérica Canada Permitido
México Permitido
Europa Italia, Alemania, Suecia. Prohibido
Bélgica, Irlanda, RU Permitido
Asia China, Indonesia, Pakistan Permitido
Oceania Australia Restringido
América Latina | Colombia, Cuba, Panama, Venezuela, Jamaica | Permitido

Con respecto a los limites permisibles en México sélo esta presente en la norma
NOM-127-SSA-1994 que define los parametros de calidad del agua potable y de
uso y consumo humano, asi mismo segun la NOM-010-STPS-1999 se establecen
los limites a los cuales deben estar expuestos los trabajadores de la industria
quimica; cabe resaltar que mientras varios paises establecen no solo limites para

el agua de uso y consumo humano, también tienen guias sobre las
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concentraciones del herbicida en agua subterranea, suelos de uso agricola y
suelos de uso residencial, sin embargo en México esas guias o normatividades no

existen hasta el momento. ,»

En la tabla 4.4 se muestra un comparativo entre los limites establecidos en agua

de uso humano con respecto a varios paises.

Tabla 4.4. Limite de atrazina en agua de uso humano.

Limite Concentracién (ug/L)

Herbicida | UE | EUA | OMS MEXICO
NOM-127 | NOM-010

Atrazina [0.1| 3.0 | 5.0 2.0 10.0

UE: Uniéon Europea, EUA: Estados Unidos de Norteamérica y OMS: Organizacién Mundial de la
Salud.

4.5 Lagunas de Montebello

Las Lagunas de Montebello se ubican en la regién Sur-Sureste del estado de
Chiapas en México junto a la frontera con Guatemala, abarcan una superficie de
6,425 ha y comprenden parte de los municipios: La Independencia y La
Trinitaria, a este ultimo pertenece el 95% de la superficie del parque al que
pertenecen las lagunas. Sus coordenadas extremas son 16° 04'40"y 16°
10' 20" Latitud Norte y 91° 37' 40" y 91° 47' 40" Longitud Oeste.

En la figura 4.2, se muestra el mapa de la localizacion de las Lagunas de

Montebello. o3
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Figura 4.2. Ubicacioén de las Lagunas de Montebello, Chiapas.

El clima y las condiciones geoldgicas de la zona, permitieron que se inaugurara el
parque de las Lagunas de Montebello en 1959, sin embargo a pesar de formar
parte del sistema nacional de parques, la actividad agricola continua en los

alrededores de la zona por los locatarios.

Debido a la agricultura se permitid el uso de pesticidas en la zona para el
mejoramiento de los cultivos, dentro de los que se puede mencionar a la atrazina y

el paraquat.

Debido a la hidrologia de la zona, el uso de los pesticidas trae consigo una serie
de fendmenos de concentracién en los cuerpos acuaticos (lagunas), por lo que las
consecuencias resultan de suma importancia, en el Diario Oficial de la Nacion en
2009, se anuncié un nuevo modelo de administracion del parque en donde la

SEMARNAT entré en vigor para atenuar estos problemas de contaminacion. 23
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4.6 Validacion de métodos analiticos

Un requisito sumamente importante para cada procedimiento analitico es que sea
aceptable para el fin que se pretende. A esta demostracion se le llama validacion
de un método analitico y sirve para asegurar que el método desarrollado para
determinar una sustancia especifica en una muestra produzca resultados
comparables para la gran mayoria de los analistas. Con lo anterior, se logra
obtener resultados coordinados y fidedignos entre diferentes analisis o

laboratorios. 5

En cada procedimiento existen fuentes de error que pueden afectar el resultado de
nuestra determinacién. Por |lo anterior, un punto crucial cuando se pretende validar
un método analitico es identificar dénde se producen los errores y como puede

evaluarse su magnitud. 3 5

Una manera de identificar un error es aplicar el procedimiento a muestras
repetidas o réplicas que se obtienen de la muestra original. En series de diferentes
analisis, la media aritmética es un resultado numeérico que podemos tomar como
resultado final del analisis y se obtiene con la suma de todas las medidas dividida

por el numero de las mismas. 3 3 5

La diferencia entre el “valor real” del analito y la media de los resultados analiticos
obtenidos en una serie de analisis se denomina error absoluto. Este tipo de error
tiene las mismas unidades que la medida realizada, incluyendo un signo (+ o -).
Cuando el error absoluto se expresa como un porcentaje de un resultado real se

denomina error relativo y no tiene unidades. 3 5 24

El error absoluto entra dentro de la categoria de errores sistematicos, los cuales
se originan por una causa fija. Un error sistematico (o error determinado) en un
analisis es o bien unicamente alto o bien unicamente bajo cada vez que se efectue

el analisis. El error sistematico total es denominado el sesgo de la medida. 5 24

Los errores sistematicos provienen del método analitico; su presencia o ausencia
y su magnitud determinan la exactitud de la medida analitica. La exactitud se

define como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor
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de referencia aceptado. Para decir que un resultado es exacto, el valor real y el
valor medio determinado experimentalmente han de ser iguales dentro de unos
limites especificados. Una baja o alta exactitud nos mostrara como el valor de la

media difiere del valor real. 3 5 24

La determinacion de la exactitud de un método es parte de su validacion. Por lo
anterior, los errores que causan inexactitud deben ser eliminados de la técnica
experimental, o al menos han de ser mitigados mediante un analisis correctivo.
Una manera de realizar lo anterior es mediante la calibracidén, que es un proceso

que relaciona la sefal analitica medida con la concentracion del analito. 5 26 25

La calibracién de un método se realiza cuando se ensayan muestras conocidas
con diferentes concentraciones del analito, las cuales se denominan estandares.
Si los resultados analiticos estan en consonancia con los estandares, se
confirmara la exactitud del método. Por lo anterior, cualquier analisis se debe
llevar a cabo primeramente con muestras estandares antes de verificar resultados

de muestras desconocidas. 24 25

Ademas de los estandares, se necesita otro tipo de muestra para realizar la
calibracion de cualquier método: el analisis del blanco. El blanco contiene todos
los componentes de la muestra excepto las sustancias objeto del anélisis
(analitos). La muestra blanco se somete a todos los pasos del procedimiento como
si fuese una muestra normal y los resultados nos permitiran elucidar las posibles

interferencias que afectan a la exactitud. 3 5

Los tres métodos mas frecuentemente utilizados para la calibracion son; la
realizacidon y el uso de una curva de calibrado externa, el método de la adicién de

estandares y el método del patrén interno.

Ademas de los errores sistematicos existen los errores aleatorios. Este tipo de
errores se originan debido a causas arbitrarias o indeterminadas. En un andlisis,
este tipo de errores producen valores a veces altos o0 a veces bajos, los cuales

tienden a distribuirse de una forma caracteristica a ambos lados del valor medio.
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Lo anterior, se puede observar con una curva de error Gaussiana o curva de

distribucion normal, donde el valor medio se encuentra en el pico de la curva. 5 24

Los errores aleatorios afectan directamente la precision reportada como
repetibilidad o como reproducibilidad del experimento, la cual se define como el
grado de concordancia mutua entre los datos que se han obtenido de una misma
forma. Para evaluar la precision de un método analitico se utiliza la desviacién
estandar que es una medida cuantitativa de la dispersion. Cuando la dispersiéon de
los datos obtenidos experimentalmente es pequeha decimos que la precision o

reproducibilidad es alta. 5 26 25

Otro parametro que se utiliza para evaluar la precision de un método analitico es
el coeficiente de variacion, el cual se obtiene al dividir la desviacion estandar por la
media. De ordinario, el coeficiente de variacién se expresa como un porcentaje de

la media y cuanto menor es, mas precisa es la serie de medidas. 24

Cada método analitico consta de numerosos pasos y cada paso lleva asociado
algun tipo de error (aleatorio y/o sistematico). Por lo anterior, cuanto mayor es el
numero de pasos involucrados, mas incierta llega a ser la medida real, pues cada
uno de los errores contribuye con su parte final. Como cada uno de los errores se
lleva hasta la medida final, a este proceso se le llama propagacién de error, y a su

tratamiento matematico se le llama propagacion de la incertidumbre. 5, 24

La propagacion del error es un punto muy importante a la hora de conocer qué
método de los posibles se ha de utilizar en el analisis. El error final puede
depender mas de una etapa del analisis que de otras. Por lo anterior, un analisis
de propagacion del error puede contribuir a planificar un método analitico para que

sea mas preciso.

Tanto los errores aleatorios como los sistematicos, se propagan en los sucesivos
pasos de un analisis. Sin embargo, aunque se debe saber como estimar y calcular
los errores, el objetivo debe ser minimizarlos o eliminarlos: los errores sistematicos
mediante calibracion, y lo errores aleatorios mejorando la reproducibilidad; por

ejemplo, mediante automatizacion. Por ejemplo, los automuestreadores de
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cromatografia mejoran la precisién en un factor de 3 a 10 veces comparada con la

que se obtiene manualmente. 3 5 24

Ademas de la precision y la exactitud, la validacion de un método analitico
comprende estudios de linealidad, la elucidacién de los limites de deteccion y de
cuantificacion, asi como la evaluacion de interferencias que pueden estar
presentes en las muestras reales mediante la determinacion de recobros. Estos

factores se describen a continuacion.

Linealidad: mide el grado en que la respuesta analitica respecto a la
concentracion (o cantidad) del analito, se ajusta a una funcion lineal. Por ejemplo,
para conocer la concentracion de un analito en una matriz, se evalua la linealidad
de la curva de calibracion con al menos 5 disoluciones estandar que generalmente
abarcan el intervalo de 0,5 a 1,5 veces la concentracién esperada del analito.
Cada patron debe prepararse de manera independiente y analizarse 3 veces con
este fin. Una medida superficial, pero frecuente, de linealidad es el coeficiente de
correlacion al cuadrado, R? (conocido como coeficiente de determinacién). Para un
componente mayoritario de un problema, un valor de R? por encima de 0,995 o
quiza 0,999 se considera un buen ajuste para la mayoria de los fines. Otro criterio
de linealidad es que la ordenada en el origen de la curva de calibrado debe ser
proxima a 0. Un grado aceptable de proximidad a O podria ser un 2% de la
respuesta del valor buscado de analito. En general, para que un método analitico

sea util, debe tener un intervalo lineal de, al menos, dos 6rdenes de magnitud. 3

Cuando se establece una franja de concentraciones dentro de las cuales son
aceptables la linealidad, exactitud y precisidon, se le conoce como intervalo de
validez. Por ejemplo para una impureza, un intervalo de validez aceptable es la
franja de concentraciones que da un coeficiente de correlacion = 0.995 (una
medida de linealidad), una recuperacién del 100 £ 2% (una medida de exactitud) y

una precision de + 3%. 3

Limite de deteccion: es aquella concentracion que proporciona una sefal en el

instrumento (y) significativamente diferente a la sefal del “blanco” o “ruido de
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fondo”. Este parametro se puede definir también como la concentracion del analito
que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco (yg) mas tres veces la

desviacion estandar del blanco (sg).
Limite de deteccion (LOD) = yg + 3sp

Por lo anterior, el limite de deteccion depende de la relacion entre la magnitud de
la sefial analitica y el valor de las fluctuaciones estadisticas de la sefial del blanco.
Generalmente el limite de deteccion se confunde con la sensibilidad del método;
sin embargo, la sensibilidad se define como la respuesta de un instrumento o un
método a una cantidad dada de analito o como la pendiente de la recta de
calibracion y, siempre que la representacion sea lineal, puede ser medida en
cualquier punto de ella. Por el contrario, el limite de deteccion de un método se
calcula con la ayuda prestada por la zona de la representacidon cercana al origen, y

utilizando tanto la pendiente como la ordenada en el origen. 5

Limite de cuantificacién: es la minima concentracion que se puede medir con
exactitud, a menudo considerada como la sefial del blanco (ys) mas diez veces la

desviacion estandar del blanco (sg).
Limite de cuantificacion (LOQ) = yg + 10sg

Una muestra cuya concentracion se encuentra en el limite de deteccidén se puede
distinguir de un blanco, pero la sefial de la muestra tiene tanto ruido, que no se
puede medir con mucha exactitud. El limite de cuantificacion, indica que la senal
es suficientemente intensa para medirse con mas exactitud. Por lo anterior, se
considera que una muestra entre los limites de deteccion y de cuantificacion se

encuentra en la regidon de deteccién, no de cuantificacion. 5

Recobros: este parametro permite la evaluacion de la presencia o ausencia de
interferencias de la metodologia desarrollada al someterla al analisis de muestras
reales, consiste en la adicion de concentraciones conocidas de los analitos de
interés en las muestras de trabajo, con su posterior cuantificacién y comparacién

con lo esperado.
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Los parametros descritos anteriormente indican si un determinado método

instrumental es 0 no adecuado para resolver un problema establecido. 2 3 5 24 25
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5. Metodologia

5.1 Instrumentacion
5.1.1 Equipo y materiales

a) Para la cuantificacién de 2- hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina se utilizd
un cromatografo de liquidos constituido por sistema de dos bombas binarias de
alta presion modelo 1525, un automuestreador modelo 717 plus y un detector UV-
DAD modelo 2998 todos ellos de la marca Waters. Como sistema de adquisicion

de datos se utilizé el software Empower 2 build 2154 de Waters Corporation.
b) Purificador y desionizador de agua, Milli-Q Modelo 185 de Millipore.

c) Balanza analitica con capacidad de 210 g y precisién de 1 mg, marca Ohaus

modelo Explorer.

d) Columna analitica Spherisorb ODS2 (250 x 4.0 mm, d.i) de 5 ym de tamano de
particula, Waters, Milford, MA, USA.

e) Filtros de nylon para jeringa de tamafo de poro 0.45 ym marca Sartorius.
5.1.2 Reactivos y disolventes

e Atrazina, pureza 98.9%, Chem Service.

e Desetilatrazina (DEA), pureza 99.5%, Chem Service.

e 2-Hidroxiatrazina (2-HA), pureza 99.5%, Chem Service.

e Acetonitrilo (AcCN), grado CLAR (99.9%), Honeywell.

¢ Metanol (MeOH), grado CLAR (>99.8%), Honeywell.

o Buffer de fosfatos de pH= 7.2, reactivo analitico (98.9%). Sigma Aldrich.
e Agua ultra pura, resistividad 18,2 MQ-cm a 25°C.
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5.2 Desarrollo del método cromatografico

5.2.1 Condiciones cromatograficas para la determinaciéon simultanea de 2-

hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina

Para este fin se utiliz6 como fase estacionaria una columna Spherisorb ODS2 de
250 mm de longitud por 4 mm de diametro interno, empacada con particulas de
tamano de 5 uym de la marca Waters, Milford, MA, USA. Para seleccionar la fase
movil se evaluaron las siguientes relaciones acetonitrilo-buffer de fosfatos 0.005 M
de pH 7.2, 20:80, 30:70, 40:60; 50:50, 60:40, 70:30 y 80:20 v/v, a un flujo de
1ml/min en modo isocratico. Los tres analitos se monitorearon en tres longitudes

de onda: 210, 220 y 230 nm. El volumen de inyeccién fue de 10 L.

5.2.2 Preparacion de la fase movil

a) Buffer de fosfatos 0.005 M. Pesar aproximadamente 0.72 g del reactivo analitico
de buffer de fosfatos pH 7.2 y llevarlos a un volumen de 1000 mL con agua
desionizada. Posteriormente pasar la disolucion resultante por un sistema de

filtracion Millipore utilizando membranas de 0.45 ym de tamano de poro.

b) Fase movil (AcCN — Buffer de fosfatos 0.005 M). Dependiendo de la relacion de
trabajo se prepararon 250 mL de fase mévil considerando cada una de las

proporciones anteriormente descritas.

5.2.3 Preparacion de las disoluciones patron de cada analito

Para llevar a cabo el desarrollo del método analitico todas las disoluciones fueron
preparadas con disolventes grado cromatografico, reactivos de grado analitico y
agua desionizada. Para cada uno de los analitos de interés se prepard un
estandar de alrededor de 1500 mg/L en metanol (disolucién patrén) y cada
disolucién fue transferida a un frasco ambar y conservada en refrigeracién para

evitar su degradacion. Finalmente todos los estéandares utilizados para el
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desarrollo del método, su validacion y los controles de calibracién fueron
preparados mediante la dilucion de los patrones disueltos en metanol con agua

desionizada.
5.3 Validacion del método

Una vez seleccionadas las caracteristicas cromatograficas de analisis, se procedio
con la obtencidn de los parametros analiticos de una validacion analitica, los
cuales son: linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de

cuantificacién, recobros.
5.3.1 Intervalo lineal

Para la determinacién de la linealidad del instrumento se prepararon de manera
independiente 3 curvas de calibracidon, que contenian atrazina y sus metabolitos
en concentraciones en el intervalo comprendido entre 0.01 y 200 mg L™, cada

disolucién fue analizada por triplicado. Cada curva se preparo en diferentes dias.
5.3.2 Precision

La precisidon del instrumento se evalud para dos niveles de concentracion: 0.5y 10
mg L”, cada uno de ellos fue preparado por triplicado. Estas disoluciones se
inyectaron por triplicado y el analisis de datos se realizé por medio del calculo del

porcentaje del coeficiente de variacion (% CV).
5.3.3 Exactitud

La exactitud del instrumento se evalu6 para dos niveles de concentracion: 7,5y 25
mg L™, cada uno de ellos también fue preparado por triplicado. Estas disoluciones
se inyectaron por ftriplicado y con los valores obtenidos se determind la
concentracion de los estandares utilizando la ecuacion de la recta obtenida de las
curvas patrén. Al término, las concentraciones se compararon con los valores

conocidos y mediante el porcentaje de error se evalud la exactitud del sistema.

30



5.3.4 Limite de deteccién

Para la determinacion del limite de deteccion se analizaron disoluciones de
atrazina y sus metabolitos en concentraciones a comprendidas entre 0.001 mg L™
y 0.05 mgL™" con el objetivo de encontrar la minima concentracién que tuviera una
senal significativamente diferenciable del ruido de fondo para los 3 analitos, esto
debido a que la inyeccion de un blanco de reactivos no generd ninguna respuesta
cromatografica en los tiempos de retencion de los analitos de estudio. La
concentracion seleccionada con este fin fue una de 0.01 mg L” para los tres
analitos. Posteriormente se determind la respuesta instrumental de 7 estandares
preparados de manera independiente y con los valores de area determinados se
calculé la media y el valor de desviacion estandar. Por ultimo, con la ecuacion
reportada por Miller y Miller se calculé el limite de deteccién en unidades de
absorbancia y con la ecuacion de la curva patrén comprendida entre 0.1 y 5 mg/L
correspondiente para cada analito, se realizd la conversion a unidades de

concentracion. »
5.3.5 Limite de cuantificacion

Para el calculo del limite de cuantificacidon se siguié la metodologia descrita para el
limite de deteccion, pero utilizando la ecuacion para el limite de cuantificacion

establecida por Miller y Miller.
5.3.6 Recobros
5.3.6.1 Muestras de origen ambiental

El método de analisis desarrollado fue evaluado en 13 muestras de agua
superficial de las Lagunas de Montebello, Chiapas, las cuales fueron muestreadas
en Agosto del 2014. Las muestras fueron tomadas en 5 de las Lagunas de
Montebello: Balantetic, San Lorenzo, Bosque Azul, Vuelta al Agua y Yalmus, y
para cada muestra se tomaron 2 L de agua superficial, a 1 m de profundidad. A las
muestras se les realizé mediciones en campo tales como: pH y conductividad

eléctrica con un medidor multiparamétrico de Hanna Instruments 9812. Las
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muestras fueron colocadas en una hielera durante el viaje y una vez en el

laboratorio fueron conservadas en refrigeracion a 4 °C.

Las muestras fueron previamente filtradas a través membranas de 0,45 ym de
tamano de poro, colocadas en frascos de polipropileno con tapa y conservadas

bajo refrigeracion a 4°C.
5.3.6.2 Analisis de muestras sin fortificar

Las 13 muestras de agua superficial se analizaron por triplicado usando la

metodologia antes descrita mediante la inyeccion directa de un volumen de 10 pL.
5.3.5.3 Analisis de muestras fortificadas con atrazina, DEA y 2-HA

Cada una de las muestras de trabajo se fortificaron en dos niveles de
concentracion (0.5 y 5 mg L™) con los tres analitos de interés. La preparacion de

las muestras fortificadas se describe a continuacion:

e muestra fortificada con una concentracion de 0.5 mg/L de 2-HA, DEA y
ATZ: 100 yL de un estandar de 10 mg/L de atrazina y sus metabolitos
fueron diluidos a 2000 uL con la muestra de agua de la laguna. Lo anterior
se realizd y analizé por triplicado para las 13 muestras de agua de estudio.

e muestra fortificada con una concentracion de 5 mg/L de 2-HA, DEA y ATZ:
200 uL de un estandar de 50 mg/L de atrazina y sus metabolitos fueron
diluidos a 2000 pL con la muestra de agua de la laguna. Lo anterior se

realizd y analizé por triplicado para las 13 muestras de agua de estudio.
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6. Resultados y discusion
6.1 Desarrollo del método
6.1.1 Seleccion de fase estacionaria

Se eligid trabajar con cromatografia en modo de fase reversa debido a la
naturaleza de los analitos de interés, siendo de los tres la atrazina el compuesto
menos polar y la 2-hidroxiatrazina el mas polar. La columna Spherisorb ODS2 de
250 mm de longitud X 4 mm de diametro interno, empacada con particulas de
tamafno de 5 um, permitid la retencion de estos tres compuestos con su

subsecuente elucion en tiempos de corrida relativamente cortos.

6.1.2 Seleccion de fase movil
En la siguiente tabla se muestran los tiempos de retencion de los analitos
obtenidos con las diferentes mezclas AcCN-buffer fosfatos que se evaluaron como

fase movil.

Tabla 6.1. Tiempos de retenciéon de la atrazina y sus metabolitos DEA y 2-HA

con diferentes fases moviles evaluadas.

Relacién AcCN:Buffer ] Tiempo de
fosfatos 0.005 M pH 7.2 Analito retencion (min)
2-HA 8.64
20:80 DEA 10
atrazina 30
2-HA 3.54
30:70 DEA 4.85
atrazina 14.2
2-HA 2.70
40:60 DEA 3.39
atrazina 7.29
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Relacion AcCN:Buffer ] Tiempo de
fosfatos 0.005 M pH 7.2 Analito retencion (min)
2-HA 2.38
50:50 DEA 3.04
atrazina 6.5
2-HA 2.22
60:40 DEA 2.51
atrazina 4.07
2-HA 1.9
80:20 DEA 219
atrazina 2.77

De acuerdo con los datos de la tabla 6.1 se observa que al aumentar el contenido
del buffer de fosfatos en la fase movil, los analitos se retienen mas, es decir tardan
mas tiempo en salir de la columna ya que se ve disminuida la fuerza de la fase
movil, provocando una mayor afinidad de los analitos por la fase estacionaria. La
composicién de la fase movil que se eligid fue la que contiene una relacion de
AcCN:buffer fosfatos 0.005 M pH 7.2 40:60 v/v, ya que con ésta, las sefiales
cromatograficas de los 3 analitos se encuentran lo suficientemente separadas
entre si, para poder ser analizadas sin traslapamiento con un tiempo de analisis
relativamente corto. Se seleccioné el valor de pH de 7.2 para garantizar que todos
los compuestos de estudio estén presentes en su forma no ionizada y que estos

puedan retenerse en la fase estacionaria de trabajo.

6.1.3 Seleccion de la longitud de onda de trabajo

Los experimentos de la evaluacion de la composicién de la fase movil fueron
monitoreados en tres valores de longitud de onda: 210, 220 y 230 nm, dichos

valores se encuentran en la zona del ultravioleta donde los tres compuestos
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presentan la mayor absorbancia. A continuacion se presentan los resultados

obtenidos.

Tabla 6.2. Valores de absorbancia de 2-HA, DEA y ATZ a diferentes valores

de longitud de onda.

Longitud de Absorbancia
onda (nm) 2-HA DEA ATZ
210 629506 585543 423450
220 672462 544612 793432
230 608946 508968 759867

Como se puede observar en la tabla, a una longitud de onda de 230 nm se tiene la

menor absorbancia por parte de los tres compuestos de estudio por lo que se

descartd trabajar con esa condicién. Por lo anterior, se decidio llevar a cabo el

monitoreo en 220 nm donde se presenta la mayor absorcién de luz para la 2-

hidroxiatrazina y atrazina.. Si bien en el valor de 210 nm se presenta la mayor

absorcion de luz por la desetilatrazina, a esta longitud de onda se corre un mayor

riesgo de que la matriz de estudio presente sefiales interferentes. En la siguiente

tabla se muestran las condiciones oOptimas de trabajo para la determinacion

simultanea de 2-hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina.

Tabla 6.3. Condiciones cromatograficas para la determinaciéon de la atrazina
y sus metabolitos DEA y 2-HA.

Columna Fase movil A (nm) Modo Flujo
Spherisorb ODS2 (fase
AcCN-buffer de
reversa) de 250 mm de . "
fosfatos 0.005 M 220 | Isocratico | 1 ml min’

longitud por 4 mm de

diametro interno

pH 7.2 40-60 (v/v)
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En la siguiente figura se muestra el cromatograma obtenido para estos tres

compuestos bajo las condiciones anteriormente descritas.

0.10 HA DEA

0.08 -
ATZ
0.06

Area (uA)

0.04 -

0.02 - L
0.00 _JM
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-
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T T

Figura 6.1. Cromatograma obtenido con las condiciones 6ptimas de trabajo

para una concentracion de 10 ppm de 2-HA, DEA y ATZ.

Mediante el cromatograma se obtuvieron los valores de tiempo de retencion (t;) de
los tres analitos y el tiempo muerto (to). Estos valores se utilizaron para calcular el

tiempo de retencion corregido (t';) mediante la siguiente ecuacion:
Tiempo de retencién corregido (') =t —to

Posteriormente para evaluar la eficiencia de la separacién entre la 2-
hidroxiatrazina y desetilatrazina, analitos mas comprometidos, se calculé el factor

de selectividad y la resolucién mediante las siguientes ecuaciones:

_ U2

Factor de selectividad (a) =

trry

Resolucioén (Rg) = 2= try)

Wp1+Who
Donde, el compuesto 1 es el primero que eluye (2-hidroxiatrazina), el compuesto 2
es el segundo en el proceso de elucién (desetilatrazina), Wy y Wy conrresponden
al ancho de la base de cada uno de los picos cromatograficos involucrados y todos
estan expresados en minutos. En la siguiente tabla se muestra un resumen de los

parametros cromatograficos obtenidos para cada uno de los analitos de estudio.
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Tabla 6.4. Parametros cromatograficos de 2-HA, DEA y ATZ.

Tiempo de
Tiempo Tiempo de
retencion, Selectividad | Resolucion
Analito muerto, t, retencion
t, . . s (a) (Rs)
(min) corregido, t’ (min)
(min)
2-HA 2.70 0.9 1.80
1.4 1.5
DEA 3.39 0.9 2.49
ATZ 7.29 0.9 6.39

6.2 Validacion del método

6.2.1 Linealidad

Las curvas de calibracion de los analitos de estudio se realizaron con disoluciones

de concentracion comprendidas en el intervalo entre 0.01 y 200 mg/L. Sin

embargo al evaluar el comportamiento de la linealidad con respecto al valor del

coeficiente de correlacion (r) y a la inspeccion visual de los graficos obtenidos para

los tres analitos, se encontré que existe un respuesta lineal de la absorbancia con

respecto a la concentracion en el intervalo comprendido entre 0.1 y 40 mg/L para

los tres analitos. Cabe mencionar que para cada nivel de concentracion el

coeficiente de variacion de los valores de area obtenidos de las tres réplicas fue

menor al 5 %. En la siguiente figura se presentan las curvas de calibracion para

los tres analitos.
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Curvas de calibracién para 2-HA, DEA y ATZ
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Figura 6.2. Curvas de calibracion obtenidas para la cuantificacion de 2-
hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina en muestras acuosas (A= 220 nm).

De acuerdo con el grado de inclinaciéon de las curvas obtenida (pendiente) se
puede afirmar que la sensibilidad del método presenta la siguiente tendencia:
ATZ> DEA> 2-HA. Es decir el método propuesto es ligeramente mas sensible para

la determinacion de atrazina (mayor valor de pendiente).

Posteriormente, se realizé un analisis de regresion lineal con los datos anteriores
para obtener la ecuacion de la recta que relaciona el area del pico cromatografico
con la concentracion de cada analito. Los parametros tipicos obtenidos por

regresion lineal para los analitos se presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 6.5. Parametros estadisticos para la determinacion de 2-
hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina.

Parametro/Analito 2-HA DEA ATZ

Numero de datos

15 15 15
(n)

Intervalo lineal

(mg L'1) 0.049-40 ppm 0.100-40 ppm 0.050-40 ppm

Pendiente

(m) 48600 + 1400 78000 + 3600 89410 £ 910

Ordenada al origen

(b) 5000 + 24000 19000 + 77000 -5000 +18000

Coeficiente de

.. 0.9990 0.9990 0.9999
correlacion (r) ] ] ]
‘s ‘. Area =48600 C | Area=78000C | Area=89410C
Ecuacion de regresién + 5000 + 19000 -5000

El criterio de aceptacion de un intervalo lineal considera que se debe de tener un
coeficiente de correlaciéon = 0.999, por lo que para los tres analitos de estudio 2-
hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina el criterio de aceptacion se cumple, se
puede decir que existe una respuesta lineal del detector con la concentracion para
los tres analitos hasta un valor de 40 mg L™ y dependiendo del compuesto el valor
de concentracion mas bajo donde existe dependencia lineal es 0.049, 0.100 y
0.050 mg L™ para 2-HA, DEA y ATZ respectivamente.

6.1.2 Precision

La precision del sistema de cuantificacion propuesto para la atrazina y sus
metabolitos fue evaluada en términos de repetibilidad para los niveles de
concentracion de 0.5y 10 mg L™. Los valores del coeficiente de variacién obtenido

para los dos niveles de concentracion se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 6.6. Coeficientes de variacion del area de pico para una concentracion
de 0.5y 10 mg L' de 2-HA, DEA y ATZ (n=3).

Concentracion | % Coeficiente de variacion (%CV)
(mg/L) 2-HA DEA ATZ
0.5 0.6 3.8 1.6
10 1.8 0.1 0.7

En los dos niveles de concentracion el coeficiente de variacion es menor al 5%
para los tres analitos de estudio, por lo que se considera un grado de precision
aceptable para la cuantificacion de estos tres compuestos. Lo anterior cumple con
lo descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (USP), la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) y la Sociedad Quimica de
América (ACS) donde se indica que para un equipo cromatografico el coeficiente
de variacién no debe exceder el 5% para concentraciones de trabajo del orden de
las partes por millén (mg L™). Por lo que se cuenta con un sistema de medicion de
2-HA, DEA y ATZ precis0.26, 27, 28

6.1.3 Exactitud

La exactitud del método se realizd para las concentraciones de 7.5y 25 mg/L y se
obtuvo mediante la comparacion de los valores de concentracion determinados
para cada estandar con ayuda de las curvas de calibracion externa y los valores
de fortificacion utilizados. El porcentaje de exactitud se calculd mediante las

siguientes ecuaciones:

Concentracion geterminada — Concentraciontesrica

% error = x
Concentraciongeterminada

% Exactitud = 100 + % error

40



Los valores obtenidos se muestran en la tabla 6.7.

Tabla 6.7. Determinacion del grado de exactitud del sistema de analisis para
atrazina, 2-HA y DEA para un nivel de confianza del 95% (n=3).

. Concentracion Concentracion o .
Analito tedrica (mg/L) determinada (mg/L) Exactitud

7.5 7.8 103.6

2-HA
25 26.0 104.0
7.5 7.8 104.0

DEA
25 23.9 95.5
7.5 7.8 103.5

ATZ
25 25.4 101.5

De acuerdo a las guias de validacion internacionales, para los intervalos de trabajo

determinados en el analisis de regresioén lineal, la exactitud global debera de estar

en un rango de 90 a 110 %. Por lo anterior, los resultados obtenidos son

aceptables. 29 30

6.1.4 Limite de Deteccion y cuantificacion

El calculo del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ) se realizé

utilizando 7 disoluciones con una concentracion de 0.01 mg/L para los tres

analitos. Con los datos obtenidos se calcularon el LOD y LOQ de acuerdo a lo

reportado por Miller y Miller (ver pag. 26) y con la ecuacion de regresion de las

correspondientes curvas de calibracion se obtuvieron en unidades de

concentracion. En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos.»
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Tabla 6.8. Limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) instrumentales
para el analisis de 2-HA, DEA y ATZ (n=7).

Analito Parametro mg/L Mg/L
LOD 0.049 49
2-HA
LOQ 0.063 63
LOD 0.010 10
DEA
LOQ 0.020 20
LOD 0.050 50
ATZ
LOQ 0.070 70

Para los tres analitos de estudio se obtuvieron valores de LOD y de LOQ del

mismo orden de magnitud, siendo para la desetilatrazina los valores mas bajos.

6.1.5 Recobros

Las muestras de estudio presentaron las siguientes caracteristicas:

- Incoloras y transparentes.

- No presentaron sobrenadante.

- Los valores de pH medido en campo se encuentran en el intervalo de 8.8 a
9.3.

- Los valores de conductividad eléctrica medidos en campo se encuentran en

el intervalo comprendido entre 520 y 743 uS.

En la figura 6.3 se presenta el cromatograma obtenido al realizar el analisis de una

de las muestras de estudio mediante la metodologia propuesta.
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Figura 6.3. Cromatograma obtenido al analizar una muestra de agua de las
Lagunas de Montebello.

Como se puede observar se tiene un cromatograma libre de senales en los
tiempos de retencidn en los que se esperan las sefales de la 2-HA, DEA y ATZ.
Para todos los casos el comportamiento de los cromatogramas obtenidos fue
similar. De acuerdo con estos resultados no se observa la presencia de sefales
que interfirieran para la determinacion de los tres analitos de interés en ninguna de

las muestras de estudio.

A continuacion se presentan los resultados de los analisis obtenidos por inyeccion
directa de las 13 muestras de agua provenientes de las Lagunas de Montebello,
Chiapas mediante la metodologia de analisis propuesta en el presente trabajo
(tabla 6.8), en donde se muestra que no es detectable la presencia de los analitos

de trabajo.
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Tabla 6.9. Concentraciones determinadas de 2-HA, DEA y ATZ mediante la
metodologia de analisis propuesta.

Analito
Muestra 22HA | DEA | A1z
Concentracion determinada (mg/L)

Muestra 1 ND ND ND
Muestra 2 ND ND ND
Muestra 3 ND ND ND
Muestra 4 ND ND ND
Muestra 5 ND ND ND
Muestra 6 ND ND ND
Muestra 7 ND ND ND
Muestra 8 ND ND ND
Muestra 9 ND ND ND
Muestra 10 ND ND ND
Muestra 11 ND ND ND
Muestra 12 ND ND ND
Muestra 13 ND ND ND

ND: no detectada.

Al realizar las fortificaciones de las muestras para dos niveles de concentracion
(05 y 5 mg/L), se realizaron las determinaciones cromatograficas
correspondientes y se calcularon los valores de recobro mediante la siguiente

ecuacion:

(CDETERMINADA — CEN MUESTRA SIN FORTIFICAR) X 100
CFORTIFICADA

%Recobro =

Para todos los casos la concentracién en la muestra sin fortificar resulté ser igual a
cero debido a que no se detecto la presencia de ninguno de los tres analitos en las

muestras originales. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.10.
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Tabla 6.10. Recobros obtenidos para 2-HA, DEA y ATZ en muestras de las
Lagunas de Montebello (n=3).

Analito
Concentracion 2-HA DEA ATZ
Muestra fortificado . . .
(mg/L) Concentracién Concentracién Concentracién
determinada | Recobro| determinada | Recobro| determinada |Recobro
(mglL) (mglL) (mglL)

0,5 0,6 114.5 0,7 132.5 0,6 126,2

Muestra 1
5 5,0 994 42 83.5 53 105,1
0,5 0,6 112.6 0,6 122.2 0,6 120,2

Muestra 2
5 49 97.3 4,0 80.5 5.1 101,8
0,5 0,6 112.2 0,6 129.0 0,6 127,0

Muestra 3
5 5,0 99.8 4.1 82.3 5,2 104,2
0,5 0,5 1054 0,6 120.3 0,6 120,8

Muestra 4
5 49 98.4 41 81,8 5.1 102,1
0,5 0,5 104 .4 0,6 120,6 0,6 120,0

Muestra 5
5 49 97.6 4.1 81,6 5,1 102,9
0,5 0,5 93.8 0,5 108,2 0,5 108.,4

Muestra 6
5 49 97.2 41 81,9 5,2 103,3
0,5 0,5 91.6 0,5 106,8 0,5 108,3

Muestra 7
5 49 97.3 41 81,4 5.1 102,1
0,5 0,5 90.9 0,5 104,6 0,5 105,4

Muestra 8
5 4.8 96.3 4.1 81,3 5,1 101,8
0,5 0,4 74.7 0,4 86,0 0,4 89,0

Muestra 9
5 5,0 994 41 82,8 5,2 103,7
Muestra 0,5 0,5 99.5 0,6 114,3 0,6 118,1
10 5 4,9 98.8 4,1 82,8 5,2 104,8
Muestra 0,5 0,5 102.5 0,6 115,9 0,6 116,4
1 5 4,9 98.5 4,1 82,8 5.2 104,3
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Analito

Concentracion 2-HA DEA ATZ
Muestra fortificado .. .. .
(mgl/L) Concentracién Concentracion Concentracion
determinada | Recobro| determinada | Recobro| determinada |Recobro
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Muestra 0,5 0,5 91.3 0,5 96,5 0,5 103,6
12 5 4,9 98.3 4,2 83,2 5.2 103,7
Muestra 0,5 0,4 89.5 0,5 103,6 0,6 113,5
13 5 4,9 97.8 4,1 81,8 5.2 103,2

Para los tres analitos de estudio se observan mejores valores de recobro cuando

la concentracion de fortificacion es de 5 mg/L, lo cual tiene sentido ya que al ser

una concentracion mas alta es mas facil su determinacion y preparacién. De

acuerdo con los resultados obtenidos, la metodologia desarrollada presenta un

buen desempeio para la determinacion de 2-HA, DEA y ATZ en las muestras de

agua de las Lagunas de Montebello, debido a que los valores de recobro en la

mayoria de los casos, se encuentran entre un 80 y 120 %.
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7. Conclusiones

a) El método analitico desarrollado para la cuantificacion simultanea de 2-
hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina por medio de CLAR-UV-DAD cumplié
con los parametros de linealidad, precisidon y exactitud, por lo que se considera un
método de calidad para la cuantificacion de estos analitos en los siguientes

intervalos de trabajo.

- 2-hidroxiatrazina: 0.049-40 mg/L

- Desetilatrazina: 0.100-40 mg/L

- Atrazina: 0.050-40 mg/L

b) Las condiciones 6ptimas de trabajo para el método analitico desarrollado son:

- columna cromatografica: Spherisorb ODS2 (fase reversa) de 250 mm de longitud

por 4 mm de diametro interno.

- fase movil: AcCN-buffer de fosfatos 0.005 M pH 7.2 40-60 (v/v),
- longitud de onda: 220 nm,

- modo: isocratico y

-flujo: 1 mL min™".

c) El método analitico desarrollado proporciona un tiempo de andlisis
relativamente corto y con buena resolucién, siendo la atrazina el compuesto que

cuenta con una mayor sensibilidad.

d) El método analitico desarrollado de acuerdo con los limites de cuantificacién
calculados permite medir concentraciones con exactitud a partir de 0.049, 0.100 y
0.050 mg/L para 2-hidroxiatrazina, desetilatrazina y atrazina respectivamente.

e) El analisis de las muestras de agua de las Lagunas de Montebello mediante el
método analitico desarrollado no mostré senales de atrazina y sus metabolitos en

los niveles de concentracion que pudieron ser evaluados por el método.
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f) El andlisis de muestras fortificadas muestran valores de recobro dentro de
especificacion, demostrando que el método analitico desarrollado presenta un
buen desempefo para la determinacion de atrazina y sus metabolitos en las

muestras de agua de las Lagunas de Montebello de trabajo.
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8. Perspectivas

El analisis de las muestras de agua obtenidas en las Lagunas de Montebello,
Chiapas mediante la metodologia desarrollada no mostré senales del herbicida
atrazina y sus metabolitos. Lo anterior, no descarta la posibilidad de que en este
cuerpo de agua existan zonas con presencia de estos compuestos, por lo que se
recomienda ampliar el numero de muestras de agua buscando cubrir una mayor
zona de estudio para asegurarnos de que no hay presencia de atrazina y sus

metabolitos en el agua.

Con la metodologia desarrollada se cuenta con una herramienta muy util, cuya
confiabilidad se ha comprobado en el presente trabajo para la busqueda de
atrazina y sus metabolitos en cuerpos de agua siempre y cuando las
concentraciones sean detectables por medio de la inyeccion directa. Sin embargo
debido a las regulaciones existentes para cuerpos de agua potable en México el
meétodo establecido no es lo suficientemente sensible, por lo que en esos casos es
necesario combinar la metodologia de cuantificacion propuesta con un método
apropiado de preparacion de las muestras con el cual se logre realizar la
preconcentracion cuantitativa de los analitos de interés. Por lo anterior, seria
conveniente utilizar el método combinado (preconcentracion-determinacion) en
otros tipos de cuerpos de agua, con la finalidad de estudiar la presencia de este
herbicida y sus metabolitos, para que en el caso de encontrar resultados positivos
se analice si pueden tener efectos negativos en la salud de las personas que

pudieran consumir esta agua.
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