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RESUMEN

En e! presente trabajo se presenta un método que permite la determinacion
simultanea de trazas de 9 plaguicidas organofosforados en muestras de agua potable.
Los plaguicidas que se estudiaron son: Metidation, Paratién-metil, Paration,
Malation, Fention, Fenitrotion, Isofenfos, Clorpirifos-metit y Clorpirifos,
compuestos muy utilizados en el pais y que se caracterizan por ser altamente
téxicos. El método propuesto se basé en la “tecnologia de precolumnas™ que
consiste en el acoplamiento en linea de la extraccion en fase sélida al andlisis por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). La extraccion y concentracion
de los plaguicidas presentes en la muestra se realizo en una precolumna de 13 x 4.5
mm d.i. empacada con una Nucleosil C18, fase estacionaria que retiene a los
compuestos no polares y moderadamente polares. El acoplamiento en linea de la
precolumna de extracciéon con la columna analitica (150 x 4.5 mm d.i, empacada
también con una Nucleosil C18) se llevo a cabo mediante una valvula de 6 puertos
similar al inyector manual de un cromatdgrafo de liquidos. La deteccion se realizd
por espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible a una longitud de onda de 220
nm. De esta forma se desarrollé un procedimiento, rapido y simple que permitio la
determinacion de estos compuestos en muestras de agua potable a nivel de trazas. El
limite de deteccién del método fue de 0.2- 0.4 pg / L, con coeficientes de variacion
inferiores al 6.4 %, utilizando voliimenes de muestra pequefios, y sin la necesidad de

realizar una limpieza preliminar (“clean up”) de la muestra.



INTRODUCCION

Los plaguicidas son considerados como el arma maés efectiva ¢ importante
contra el ataque y conirol de tas plagas que afectan los cultivos y los vectores
que causan enfermedades al hombre y a los animales, ademds son productos
faciles de almacenar, transportar y aplicar. Sin embargo, el uso indiscriminado
de estos compuestos ha dado origen a nuevas plagas y resistencia de las ya
existentes, ademas ha causado problemas de contaminacién ambiental sobre
todo en los paises en vias de desarrollo donde la regulacion para darles un uso
adecuado ain se esta implementando.

A pesar de que el agua es fundamental para los procesos vitaies, la
contaminacién de rios, mares y lagos se incrementa dia a dia debido a ia
industrializacion v al uso masivo de sustancias quimicas. La calidad de las
aguas superficiales que son la fuente de agua potable para una gran parte de la
poblacion mundial ha disminuido drasticamente y las aguas subterraneas
consideradas como no renovables también presentan trazas de contaminantes.

Los plaguicidas entran en contacto con ¢l agua durante las aplicaciones para
el control de insectos como por ejemplo los mosquitos en campaiias sanitarias
contra el paludismo (malaria), o bien al ser transportados por el viento o la
Hluvia a los cuerpos receptores de agua, cercanos a las zonas agricolas.

También, es comin que se transporten por la permeacion a traves del suelo



durante las aplicaciones aéreas, y por el desecho de aguas residuales que se
derivan de su produccion.

Desde el punto de vista quimico, los plaguicidas pueden clasificarse en
varias familias. Una de ellas es representada por los plaguicidas
organofosforados, compuestos ampliamente utilizados en México y en otros
paises ya que poseen buena accion plaguicida, son facilmente degradables y
tienen un efecto residual menor que el de los plaguicidas organoclorados
anteriormente muy populares. Sin embargo, su mecanismo de accion se lleva
acabo mediante la inhibicion de la enzima colinesterasa y es por ello que
presentan un efecto toxico muy agudo, y por lo tanto son considerados como
VENenos muy potentes para los seres vivos.

En nuestro pais, la regulacion sobre el uso de plaguicidas ain esta en
desarrollo, esto quiere decir que no se cuenta con leyes o reglamentos acordes
con los avances en materia de contaminacién que se dan en otros paises. Esto
se observa facilmente en la Norma Mexicana de Agua Potable (NOM-127-
SSA1-1996) en la cual sélo se consideran a los plaguicidas organoclorados y
algunos fenoxi-acidos (DDT, Dieldrin, Aldrin, Clordano, Lindano,
Hexaclorobenceno, Heptacloro, Epoxido de heptacloro, Metoxicloro y Acido
2,4-diclorofenoxiacético), a pesar de que los plaguicidas organofosforados son

utilizados cominmente desde hace varios afios.
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Los plaguicidas se encuentran presentes en concentraciones muy bajas en
las diferentes matrices ambientales (aire, agua y suelo), asi como en los
alimentos. De ello surge la necesidad de desarrollar métodos analiticos
sencillos y confiables que permitan su analisis a nivel de trazas. Los métodos
citados en la literatura para la determinacién de contaminantes organicos en
agua requieren de un tratamiento prelinnnar de limpieza, extraccion y
concentracion, seguido del andlisis por Cromatografia de Gases (CG) o por
Cromatografia de Liquidos (CL). La extraccion liquido-liquido es el método
convencional de enriquecimiento de trazas debido a su amplia selectividad
apoyada por la gran variedad de disolventes puros disponibles; sin embargo,
es una técnica muy lenta y laboriosa, en la cual se pueden formar emulsiones
facilmente, se utilizan grandes cantidades de disolventes organicos toxicos,
ademas de que la muestra se manipula constantemente y se tiene un alto riesgo
de contaminaciéon y pérdida. Estos inconvenientes, asi como el tiempo
empleado en el tratamiento de la muestra pueden minimizarse
considerablemente utilizando la extraccion liquido-solido, comunmente
Hlamada extraccion en fase solida (EFS), la cual se basa en la distribucion de
los solutos entre una fase sélida y 1a muestra acuosa.

La EFS puede realizarse en diferido (off-line en inglés), donde la

preconcentracion se realiza de manera independiente a la etapa del analisis, o
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en linea (on-line en inglés), cuando los compuestos que fueron retenidos en el
soporte solido son desorbidos y transferidos directamente hacia la columna
analitica donde se lieva a cabo la separacion. El acoplamiento en linea de la
EFS al analisis cromatografico, cominmente lamado “Tecnologia de
Precolumnas” es el método que presenta mayores ventajas para el manejo de
muestras acuosas ya que su manipulacion disminuye consideradamente y con
ello los riesgos de pérdida y/o contaminacion. De esta forma se obtienen -
resultados mas exactos ya que la cantidad total de los compuestos que fueron
extraidos es enviada hacia el sistema cromatografico de analisis. También es
importante considerar que permite contrarrestar la desventaja que tiene la
deteccion UV en sensibilidad con respecto a la deteccion especifica del
detector de Nitrogeno-Fosforo utilizado en cromatografia de gases, que €s por
lo menos 2.5 veces mayor, (Driss y col., 1993).

Por lo tanto, teniendo el interés de contar con un procedimiento analitico
alternativo a la cromatografia de gases para poder determinar a los plaguicidas
a concentraciones muy bajas, en el presente trabajo se persiguid el siguiente

objetivo:
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OBJETIVO

Desarroliar un procedimiento de preconcentracion 'y analisis en linea,

basado en la cromatografia de liquidos, que permita la determinacion

simultanea de trazas de nueve plaguicidas organofosforados en agua potable.

]



CAPiT‘{JLO 1. LOS PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y
SU ANALISIS

L.1, Plaguicidas Organofosforados

Durante muchos aiios el hombre ha tratado de desarrollar métodos eficaces
para combatir a las piagas que dafian a sus cultives o que le trasmiten
enfermedades. Durante las décadas de los 40 y 50, los plaguicidas
organoclorados tuvieron gran auge, debido a sus notables propiedades
insecticidas y bajo costo, sin embargo la preocupacion por su alta persistencia
en el medio ambiente, asi como su tendencia a la dispersion, bicacumulacion y
biomagnificacién causé que se buscaran compuestos alternativos de menor
persistencia, como los plaguicidas organofosforados, los cuales son efectivos
contra las plagas que se volvieron resistentes a los plaguicidas organociorados,
ademds de que son biodegradables y no se bioacumulan. Sin embargo,
presentan el inconveniente de que son sumamente toxicos, por lo que su
control en la naturaleza y los alimentos debe ser muy estricto.

1.1.1. Propiedades fisicoquimicas
Los plaguicidas organofosforados son ésteres derivados de acido fosforico,

la mayor parte de ellos son moderadamente solubles en agua, tienen un alto
coeficiente de reparto aceite/agua, baja presion de vapor y s¢ degradan

facilmente por hidrolisis, No se cuenta con referencias bibliograficas que
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indiquen efectos a largo plazo en el ambiente provocados por Compuestos
organofosforados, esto s¢ atribuye a que son sustancias poco persistentes y
que se degradan con facilidad, aunque es necesario realizar estudios al
respecto. El tiempo de vida media del Paration y el Malation es
aproximadamente de una semana (Albert, 1991).

En el Apéndice A. se muestra la estructura y las principales propiedades

fisicoquimicas de los nueve plaguicidas organofostorados en estudio.

1.1.2. Toxicidad
Los plaguicidas organofosforados tienen la capacidad inherente de causar

efectos adversos en los seres vivos, de dafiar su estructura o funciones y de
provocar su muerte. Su toxicidad depende, entre otros aspectos, de la
estructura quimica, de la magnitud y duracion de la exposicion, asi como de su
via de ingreso al organismo. Las principales vias de entrada al organismo son:
la dérmica, respiratoria y digestiva. Una vez que han entrado al organismo se
realiza su biotransformacion principalmente en el higado mediante enzimas
oxidasas, hidrolasas y transferasas. La eliminacion se realiza por orina y en

menor proporcion en las heces fecales.

Tabla 1. Toxicidad aguda ¢ Ingesta Diaria Admisible {(IDA) de los plaguicidas
organofosforados estudiados en este trabajo

Compuesto *DES0 [mg/Kg| IDA [mg/ Kg]
Clorpirifos 96-270 0.61
Clorpirifos-metil 1000-3700 0.01
Fenitrotién 250 (.005
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Compuesto *DL50 mg/Kgj IDA [mg/ Kg]
Fention 250 0.001
Isofenfos 20 0.001
Malation 5500 0.02
Metidation 44 0.001
Paration 15 0.02
Paration-metil ] 0.02

DLS0 = Dosis letal 50, Dosis que mata al 50 % de una poblacién de prueba, es una medida
de la toxicidad de los compuestos, *en rata, ruta oral a menos que se indique otra cosa.
IDA =Ingesta Diaria Aceptable, es una estimacion de la dosis de exposicién diaria que es
poco probable que preduzca un efecto nocive aiin cuando la exposicion se prolongue toda
la vida.

Fuente: CICOPLAFEST. 1997. Catilogo oficial de plaguicidas. SAGAR. México, D.F.
Los valores que se presentan en esta tabla, son muy bajos y es por ello que

estos compuestos son considerados como sumamente toxicos.

1.1.2.1. Toxicidad aguda

Los plaguicidas organofosforados acttan inhibiendo la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa (ACE), que se encarga de realizar la hidrélisis de la
acetilcolina (AC) que se genera en las terminales nerviosas y cuya funcion
principal es la de transmitir el impulso nervioso. Los efectos de la intoxicacion
se deben a la fosforilacion de la acetilcolinesterasa y a la acumulacion de la
acetilcolina en la sinapsis del nervio, por lo cual se generan gran cantidad de
impulsos a las células efectoras. En los animales superiores, las sinapsis
colinérgicas s¢ encuentran en todo ¢l sistema nervioso y por ello los sintomas
de envenenamiento ocurren en varios sitios y se manifiestan con: nauseas,

salivacion, vértigo, temblores, lagrimeo, miosis, convulsiones, coma y muerte.
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1.1.2.2. Toxicidad crénica

La exposicion cronica a plaguicidas organofosforados causa un aumento en
la produccion de enzimas (induccion enzimatica) encargadas de la
biotransformacién de sustancias quimicas, y a largo plazo dafios en los
6érganos que las producen. Esta induccion se lleva a cabo principalmente ¢n
higado, pero también en rifién, pulmon y glandulas adrenales. Ademas se han
detectado neurotoxicidad y alteraciones de conducta, como reduccion de la
concentracion, pérdida del lenguaje, depresion ansiedad e irritabitidad. Hasta
el momento, no se han hecho estudios sobre sus efectos de mutagenicidad,
teratogenicidad y carcinogenicidad en el hombre, aunque se sabe algunos
productos causan dermatosis.

1.1.3. Métodos de analisis en muestras acuosas
La cromatografia de gases en combinacion con un detector especifico, de

Nitrégeno-Fésforo (DNF) o bien un detector de espectrometria de masas, asi
como la cromatografia de liquidos con deteccién por espectroscopia  de
absorcion ¢n el ultravioleta-visible (UV), son las técnicas mas comunes para la
determinacion de trazas de plaguicidas en agua.

La mayoria de los procedimientos para la determinacion de plaguicidas en
agua utilizan la extraccion liquido-liquido para el enriquecimiento de trazas.

Sin embargo, el uso de la extraccion en fase solida, utilizando cartuchos,
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precolumnas o discos, ha ganado interés en los ultimos afios y probablemente

reemplace a los métodos convencionales de ELL, pracias a su simplicidad y

facil adaptabilidad al manejo de muestras acuosas.

La Tabla 2 muestra un listado de los procedimientos para la determinacion

de plaguicidas organofosforados que se han publicado recientemente, asi

€omo sus principales caracteristicas

Tabla 2. Caracteristicas de algunos procedimientos utilizados para la determinacion
de diversos plaguicidas, entre los cuales se encuentran organofosforados.

| Compuesto Andlisis y Métodode | Tipode | R(%) | LD [ Referencia
i estudiados deteccién extraccion muestra (ng /1)
; Clorpirifs
| gelx?;fig:}ﬁ;m LG Agua
o ’ Detector ELL con superficial, Keith y
Fentidn, junto con L . 70-130 03
o Fotométrico de | diclorometano suelo, col, 1991
otros 18 plaguoicidas flama diment
|(USEPA 8140) 5¢ 0s
| Plaguicidas que GC
contienen nitrdgeno Detector ELL con Barceld,
y fosforo Nitrégeno- diclorometano | Agua 70-130 1 0.1-4.5 1993
(USEPA 507) Fosforo
GC EFS
: Fention Isofenfos (en diferido) Apgua .
Mevinfos Atrazina Detector Cartuchos | superficial | 75-95 0.08- | Psathaki y
e Nitrégeno- 0.60 1col, 1994%
! Simazina . XAD-2y y potable
Fésforo Cig
Carbarnil, Paration, CL EFS
Paration-metil, (fase inversa) {en linea) Agua 81-100 | 0.03-02 Drss y
Fenitrotion Metil- y Detector UV precolumnas | potable ) TS col,1993%
Etil- Azinfos 254 nm C18 y PRP-1
EFS
.. ) CL (en diferido) .
lClorm?fos' lﬁﬂdaﬂno fase inversa Discos de Agrrua'al 75-100 { 6.01-05 (}?hcm;ky
As:)prg umzn.’ ol | Detector Arreglo extraccion supe t::}(::o; ) T 12388 *
razind, Zimazina de diodos laminar ¥ potable
C18

18




Compuesto Anilisis y Método de Tipo de R {%) LD | Referencia
estudiados deteccion extraccion muestra fL
e (ng/L)
Clorpinifos, CL EFS
Paration-metil, fase inversa (en linea) Agua Lacorte y
gg‘ﬁfu&mna Detecto; Arreglo | Precolumnas | superficial » 0.03-0.1 col., 1998*.
Propazina de diodos Cl8
Mevinfos,
Clorfenvinfos, CL EFS Agua L
Diazinon, Malation, fase mversa (en linea) . grflic ial 100 | 003-0.6 Ei] con]e’y
Fention, Fenitrotion, | Detector Arreglo | Precolumnas ype tab!a e la;;g.o ?
Paratién, Paration- de diodos Cl8 y potable
metil
Isoproturon, CL EFS ,
Carbaril, Simazina, fase inversa (en linea) u P::%f';acli | 100 01 }l";cho_n Y
Fenitrotion, Detector Arreglo | Precolumnas po tabla ) f;;;ﬁn’
Paratién, Linuron de diodos C18 y potable
. CL EFS .

Parz!oxon, 'Pargtlon- fase inversa (en diferido) Agua 0.26- Carapza. Y
metil, Fenitrotion, UV Cartuchos potabte y >80 057 Rodriguez,
Paratién, Gutién 260 nm Cl; 8 superficial ’ 1902 *

R = Rendimiento de extraccién; LD = Limite de deteccion; CG = Cromatografia de gases; CL =
Cromatografia de liquidos; ELL = Extraccién liquido-tiquido; EFS = Extraceién en fase solida
(liquido- sélide); UV = ultravioleta; USEPA= Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados

Unidos de América; (*) Métodos desarrollados en la Comunidad Europea.

En términos generales se puede senalar, que en la mayoria de los

procedimientos descritos en la tabla, la preparacion de la muestra se realiza

usando extraccion en fase solida, obtienendo los limites de deteccion mas

bajos cuando esta se realiza en linea.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América

(USEPA) se encarga de regular los niveles de plaguicidas en agua potable,

basandose en los Niveles Admisibles para la Salud (NAS) de cada compuesto

en particular. Estos niveles se seleccionan de acuerdo a la toxicidad de cada

plaguicida, por ejemplo: para la Atrazina son 3 pg /L, para Endrin 2 pg /1.,
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Diquat 20 pg /L y Paration-metil 2 pg /L. La Comunidad Europea es mas
estricta ya que establece niveles fijos para todos los plaguicidas (0.1 ug / L por
plaguicida individual y 0.5 pg / L por la suma de los plaguicidas presentes),
sin hacer distincién por su toxicidad, y es por elio que los métodos
desarrollados en Europa necesitan alcanzar limites de deteccién un orden de
magnitud por debajo de los que son desarrollados por la USEPA (Barcelo,
1993).

Los métodos oficiales que se emplean cominmente para la determinacién
de plaguicidas organofosforados son el USEPA 8140 y ¢l USEPA 507 los
cuales involucran la extraccion liquido-liquido y el analists por cromatografia
de gases, y son bastante robustos. Desafortunadamente, en México son pocos
los laboratorios que los tienen montados, y es importante mencionar que, en
parte se debe a que en la legislacion de nuestro pais no se considera a los
plaguicidas organofosforades. El campo de los plaguicidas es muy dinamico y
continuamente s¢ introducen en ¢l mercado productos nuevos. De ello surge la
importancia de generar constantemente nuevas metodologias de analisis que
permitan obtener informacion rapida y confiable de la presencia de sus

residuos en €l agua y otras matrices ambientales, asi comno en los alimentos.
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1.2..Aspectos generales de la Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia (CLAE).

La cromatografia es un método de separacion en el cual los componentes de
una mezcla son separados de acuerdo al equilibrio de distribucion del soluto
entre dos fases inmiscibles; una fase estacionaria (solida) y una fase movil
(liquida). En la Figura 1 se representa de manera muy simple el proceso

cromatografico.

. Compuests A
Flujo de disolvente

—__> - Compuesto B

g Compuesto C

A B C
—JUUK

Figura 1. Separacién de una mezcla de tres componentes por cromatografia

a)

b)

5]

La muestra se introduce en la fase mévil (a) y es transportada a lo largo de
la columna que contiene la fase estacionaria, los solutos de la muestra
experimentan interacciones repetidas (repartos) entre ambas fases (b). El
reparto entre las fases se Heva acabo por las diferencias en las propiedades
fisicoquimicas de los componentes de la muestra. Al final del proceso los

componentes emergen en orden creciente de interaccion con la fase

estacionaria (c).
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La cromatografia de liquidos de alto rendimiento (CLAE) es una
herramienta analitica no destructiva, ampliamente utilizada por su sensibilidad
v su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas. La CLAE no se
encuentra limitada por la volatilidad o la estabilidad de productos labiles,
permite la recoleccién de las fracciones separadas y es capaz de separar
compuestos ionicos, productos de origen natural, materiales poliméricos y
compuestos polifuncionales de alto peso molecular.

1.2.1. Pardmetros generales
1.2.1.1. Factor de retencién o capacidad { &’).

Es un parametro experimental muy importante que describe el
comportamiento de retencion de los compuestos. Para describirlo,
consideraremos que:

cuando un soluto (A) entra al sistema cromatografico, inmediatamente se
reparte o distribuye entre la fase mévil y la estacionaria, estableciendo un

equilibrio entre ambas fases.
A movil > A estacionaria
o —

La concentracion de A en cada fase esta, dada por la constante de reparto o

distribucion K que se define como:
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K=Cs /Cm,
Ecuacion 1
donde: Cs y Cm son las concemtraciones molares de soluto en la fase
estacionaria y mévil respectivamente. Cuando el méaximo del pico aparece en

la salida de la columna, la mitad del soluto se ha eluido en el volumen de

retencion Vg, mientras la otra mitad permanece distribuida entre el volumen

de la fase movil, Vp y el volumen de la fase estacionaria, V. Asi,

VeCu= VOt VsCs
Ecuacién 2
Combinando y reordenando las ecuaciones 1 y 2 obtenemos:
Ve=Vyt KV
Ecuacién 3
en donde se observa claramente que el volumen de retencion Vg esta
relacionado directamente a la constante de distribucion K.
El coeficiente de reparto k’ esta dado por la relacion de los moles de soluto
en la fase estacionaria entre los moles en la fase movil:
k'= CsVy/ CVi=K | Vs/Viml
Ecuacion 4
Si despejamos CsVs de la Ecuacion 2 y sustituimos ¢n Ecuacion 4

obtenemos:
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K=V ViV
Ecuacion 5
Y dado que el volumen de retencion se relaciona con el tiempo de
retencion fr y la velocidad de la fase movil (flujo) F como se muestra en la

siguiente ecuacion:

Vi=Fir
Ecuacién 6
El volumen de la columna disponible para la fase movil es:
Va=F 1y
Ecuacién 7

donde: t, es el tiempo requerido para que se lleve a cabo la elucién de un
sotuto que no es retenido en la fase estacionaria (tiempo muerto) y representa
el espacio vacio de la columna.
Sustituyendo Vg y ¥V en la Ecuacion 5 y reordenando, se obtiene:
kK'=1trt,/1p
Ecuaciin 8
Dicho de otra forma, el coeficiente de reparto es una medida del tiempo
transcurrido €n la fase estacienaria en relacion con el tiempo transcurrido en la
fase movil y se puede calcular experimentalmente mediante la Ecuacion 8. El

tiempo de retencion fr se mide desde el momento de la inyeccién hasta la
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elucion del maximo del pico y #g se determina inyectando un soluto no
retenido y midiendo su tiempo de elucion. |

Cuando k’ tiene un valor menor que la unidad, el analito eluye tan rapido
que no puede lograrse una separacion satisfactoria, si es mayor a 20 el tiempo
de elucién es muy largo, por lo cual para obtener una separacion optima se
requiere que el valor de k* se encuentre entre 1y 5 (Skoog, 1991). El factor de
capacidad se puede manipular para obtener mejores separaciones, variando la

composicion de la fase mévil o la fase estacionaria

1.2.1.2. Eficiencia

Una caracteristica importante de un sistema cromatografico es su eficiencia,
la cual tiene relaciéon directa con el ensanchamiento de banda que ocurre
cuando el compuesto migra a través de la columna expresado como una
cantidad adimensional denominada nimero de platos tedricos (V).

Cada plato tedrico representa el numero de veces que el soluto se reparte
entre las dos fases en su paso a través de la columna. El namero total de platos
teoricos de una columna representa el poder de separacion y se calcula con la
siguiente ecnacion:

N= 16 [tr/Wyf =5.54 [tr/W )%,
donde:

W, = Ancho del pico en su base, y

25



Wy = Ancho del pico a la mitad de su altura.
La eficiencia de la columna también se puede expresarse en unidades de
longitud, mediante el calculo de la ajtura de plato teérico (H).
H=L/N,
donde:
L = Longitud de la columna

Para una columna eficiente H es un nimero pequeiio.

1.2.1.3. Resolucién

La resolucion (Rs) es una medida cuantitativa de la capacidad de la
columna para separar dos analitos. El grado de separacion o resolucion de dos
bandas adyacentes se define como la distancia entre los picos (o centros) entre
dos solutes dividida entre el ancho (¥) promedio de los picos. Cuando la
retencion y et ancho del pico se miden en unidades de tiempo, la resolucion
puede calcularse con 1a siguiente ecuacion:

Rs=[tr, —tr;}/O5 | W:+ W, ]
donde: tr, y W2, corresponden al tiempo de retencién y anchura de pico del

compuesto mas retenido.
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1.2.1.4. Selectividad

Es la habilidad de una columna para discriminar y retener selectivamente a
los compuestos. La selectividad se expresa en términos del factor de
selectividad (&) que se define como:

a= Kk /k’;

Cuando (a) es igual a uno, los picos coinciden y no hay separacion entre
mas grande sea su valor mas facil sera la separacion, ei valor optimo para (a)
se encuentra entre 1.1-1.4 (Bidlingmeyer, 1992)

1.2.2. Instrumentacién
Los componentes basicos de un equipo de CLAE son: bomba de alta

presion, inyector, bucle o lazo de muestreo, reservorios para la fase movil,
columna analitica, columna de guardia para impedir la contaminacion de la
columna analitica por particulas pequefias y un detector conectado & un

dispositivo que permita ¢l manejo de datos (Skoog, 1991}
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Reservorios de
fase movil

Columna analitica

—_

> PC

Guardacolumna

Detector UV

Figura 2. Esquema de los componentes bisicos de un cromatégrafo de liquidos de alta

eficiencia

1.2.3. Técnicas

Existen varias técnicas de cromatografia de liquidos, que se diferencian por

la clase de equilibrios implicados en la transferencia de los solutos entre las

fases. Las mas comunes se mencionan en la siguiente tabia:

Tabla 3. Principales técnicas de Cromatografia de Liquidos

: Método Fase estacionaria Tipo de equilibrio

Liquido- sélido Solid Adsorcién sobre la
(adsorcidmn) olido superficie

Liguido-liguido Liquido adsorbido en un Reparto entre fases

| (reparto) solido inerte liquidas inmiscibles

Fase enlazada

Compuestos organicos
unidos quimicamente a una
superficic solida

Reparto v / o adsorcién

Pares de iones

Fase inversa en equilibrio
€on contraiones

Separacion de pares de

provenientes de la fase iones
movil
Intercambio i6nico Resinas de lptercamblo Intercambno_ de cationes o
1011C0O anwnes

Exclusion por tamaiio
(permeacion en gel)

Gel formado por polimeros
NO 10nic0s porosos

Retencion de las moléculas
segun su tamafio molecular

y geometria J
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Método Fase estacionaria Tipo de equilibrio

Sélido enlazado a un

Afinidad ligante de afinidad Adsorcion a ligantes
(anticuerpo o inhibidor bioselectivos
€nzimatico) .

La cromatografia de fase enlazada o quimicamente unida es la que mas se
usa en la actualidad ya que se pude aplicar a una gran variedad de compuestos,
presenta buena reproducibilidad en la retencion, se equilibra rapidamente y no
presenta reacciones irreversibles.

Los soportes con fase enlazada se preparan uniendo covalentemente a la
superficie de la silice una especie organica R, el enlace que se forma es del
tipo siloxano (Si-0-Si-R) y se caracterizan por ser muy estable a la hidrohsis
en un intervalo de pH de 2 a 7. Los empaques de fase enlazada pueden tener
carécter apolar o polar, dependiendo de los grupos funcionales unidos al grupo
siloxano. Se clasifican como de fase inversa cuando el recubrimiento unido
quimicamente tiene caracter no polar y de fase normal cuando el
recubrimiento contiene grupos funcionales polares. En la mayoria de las
aplicaciones se utilizan empaques de fase inversa, en los cuales el grupo R del
siloxano es una cadena C; (n-octilo) o una cadena C,g (n-octadecilo). Este tipo
de empaques combinados con disolventes muy polares (a menudo acuosos}) se

aproxima al sistema ideal y universal para la cromatografia de liquidos, ya que
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proporcionan retencion y selectividad optimas cuando los compuestos tienen
un caracter predominantemente alifatico o aromaético.

El mecanismo de accion mediante el cual ocurre la retencion de los solutos,
se debe principalmente a las interacciones hidrofébicas y al reparto, se piensa
que los grupos de hidrocarburo de cadena larga se alinean el uno junto al otro,

de forma perpendicular a la superficie del soporte, formando una estructura

similar a una brocha o cepillo. Algunos cientificos proponen que desde el -

punto de vista de las moléculas del soluto, la estructura de cepillo se comporta
como una fase estactonaria liquido-liquido ordinaria. Otros consideran que la
estructura de cepillo es una superficie modificada en la que tiene lugar una
adsorcion fisica de esta forma las moléculas de la fase moévil compiten
entonces con las del analito por una posicion en la superficie organica.

La Tabla 4 muestra algunas aplicaciones de la cromatografia de fase

enlazada:

Tabla 4. Aplicaciones de la cromatografia de fase enlazada. (Skoog, 1991)

Campo Mezclas tipicas
Productos farmacéuticos Antibioticos, esteroides, analgésicos
Bioquimica Proteinas, aminodcidos, lipidos
Alimentos Aditivos, antioxidantes, edulcorantes
Industria Guimica Colorantes, tensoactivos
Contaminantes Plaguicidas, herbicidas, fenoles
Quimica forense Drogas, alcohol en sangre, narcoticos
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1.3. Métodos de preconcentracion de muestras acuosas
Los compuestos organicos que se encueniran como contaminantes de

muestras acuosas estan a nivel de trazas (ug/L o ng/L) y por lo tanto no
pueden ser analizadas sin un tratamiento previo que consiste en:
o Extraccion de los analitos de interés que se encuentren disueltos en la fase
acuosa
o Concentracion de trazas
¢ Remocién de impurezas provenientes de ia mairiz
La preparacion de la muestra es el paso limitante del procedimiento
analitico ya que consume dos terceras partes de analisis, ademas de que
constituye una de las fuentes principales de error analitico (repetibilidad y
rendimiento).
Los métodos mas empleados para la preconcentracion y limpieza de
muestras acuosas son: extraccion tiquido-liquido y extraccion en fase solida.

1.3.1. Extraccién por disolvente (liquido-liquido)
La extraccion liquido-liquido (ELL) se basa en la distribucion de los

compuestos organicos en entre dos fases, cominmente una fase acugsa y un
disolvente organico inmiscible. Las principales ventajas de este tpo de
extraccién son: su simplicidad y facilidad de montaje en el laboratorio. Sin
embargo, no esta exenta de problemas practicos como la evaporacion de
grandes cantidades de disolventes toxicos, generalmente inflamables o la
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formacién de emulsiones. En este tipo de extraccion la muestra se manipula
constantemente por lo cual es factible la contaminacion o pérdida de los
analitos de interés si no se maneja adecuadamente, ademas de que existe un
riesgo para el analista al exponerse a compuestos toxicos 0 a sus vapores. Aiin
asi el método propuesto por la Agencia de Proteccion del Ambiente de los
Estados Unidos (USEPA) para la determinacion de plaguicidas
organofosforados, involucra la ELL de la muestra previo al andlisis por
cromatografia de gases (Barceld, 1993.)

1.3.2. Extraccion en fase sélida (liquido-sélido)
La extraccion en fase solida (EFS) es un proceso fisico, gue s¢ basa en la

distribucion de los compuestos entre una fase solida (adsorbente) y la muestra
acuosa. La EFS comunmente llamada extraccion liquido-sélido es un método
de preparacion de muestras que se aplica muy bien en el manejo muestras
acuosas y se rige por los mismos principios que la cromatografia de liquidos.

Los compuestos organicos son atrapados en un adsorbente empacado en un
cartucho, membrana o precolumna de extraccion a través de la cual se hace
pasar la muestra, los analitos retenidos se recuperan posteriormente durante un
paso de elucién, aplicando un disolvente organico adecuado.

La EFS puede realizarse en diferido cuando la preparacion de la muestra es
un procedimiento aparte del analisis cromatografico, o bien puede realizarse

en linea acoplando la preconcentracion al andlisis.
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1.3.2.1. Extraccion en diferido (“off-line”)

En los procedimientos en diferido, la extraccion de los compuestos se
realiza de manera independiente a [a etapa del andlisis cromatografico.

Las muestras son preconcentradas en cartuchos o discos empacados con
adsorbentes.

El proceso de preconcentracion comprende las siguientes etapas ( Figura 3):
1) Acondicionamiento del adsorbente.

2) Aplicacion de ia muestra.

3) Elucion de los compuestos interferentes (limpieza o simplificacion de la
matriz).

4) Elucién de los analitos de interés.

Durante la primera etapa de este proceso, se acondiciona el adsorbente con
un disolvente adecuado y posteriormente con agua, para prepararlo para
recibir la muestra. Durante la aplicacion, la muestra, los analitos y algunas
interferencias son retenidos por el adsorbente, aunque estas dltimas pueden
eliminarse haciendo un lavado con una mezcla de agua y disolvente organico.
Finalmente se lleva a cabo la elucion de los compuestos de interés aplicando
un pequefio volumen de disolvente organico el cual puede ¢vaporarse para
incrementar el factor de enriquecimiento. El proceso completo se esquematiza

en la Figura 3.
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Muestra
Adsorbente O interferencia

B Compuestos
de interes

Cartucho

Precolumna

Figura 3. Descripcién del proceso de extraccién en fase solida en diferido (off-line) en un
cartucho empacade con silice C18: (1) Acondicionamiento del adsorbente (activacién del
adsorbente con metanol y acondicionamiento con agua 3-5 ml. de cada uno); (2)
Aplicacion de la muestra; (3) Elucion de los compuestos interferentes (lavado con una
mezcla de agua y disolvente orginice); (5) Elucién de los analitos de interés

Este tipo de procedimientos aunque son sencillos y rapidos, aun poseen
ciertos inconvenientes como la manipulacién constante de la muestra, lo cual
podria originar pérdidas y/o contaminacion, ademas de que solo se¢ analiza una
alicuota del extracto concentrado lo cual disminuye la sensibilidad del

método. Estas desventajas son superadas por las metodologias en linea.
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1.3.2.2. Extraccion en linea (“on-line”)

Al acoplamiento de la extraccion en fase solida con el analisis

cromatografico se le conoce como “Tecnologia de precolumnas™; en este tipo

de procedimientos los solutos son primero retenidos en un soporte solido y

después eluidos directamente hacia la columna analitica para su separacion y

analisis.

El acoplamiento de la EFS al analisis cromatografico se realiza mediante

una valvula de seis puertos similar a la que se emplea como inyector manual

en el cromatégrafo de liquidos. La precolumna de extraccion se coloca en

lugar del bucle (Figura 4).

Valvula de
Preconcentracion

Bomba del
cromatografo

Preconcentracion

Desechos

Columna analitica
O
—
Detector UY
Bomba
auxtiiar
Muestra

Figura 4. Montaje experimental del acoplamiento en linea de la EFS al anilisis

cromatografico
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Durante ¢l paso de preconcentracion la valvula se encuentra en la posicion
de “cargar”; de esta forma se alimenta la muestra a la precolumna por medio
de la bomba auxiliar, mientras que la bomba del cromatografo envia fase
movil de los reservorios a la columna analitica para mantenerla en condiciones
de equilibrio Una vez finalizada la aplicacién de la muestra se realiza un

lavado con un pequefioc volumen de agua grado cromatografico para eliminar

la muestra que se encuentre en los intersticios de la precolumna de extraccion -

y en los capilares. Cuando la valvula se encuentra en la posicién “inyectar”,
los compuestos retemdos son eluidos de la precolumna por la fase mévil y
entran directamente en ‘la columna analitica donde se lleva a cabo la
separacion (Driss y col., 1993).

El acoplamiento en linea de la preconcentracion de la muestra al analisis
cromatografico es la estrategia ideal para minimizar los inconvenientes de los
procedimientos en diferido, son faciles de montar en tas condiciones del
laboratorio, son rapidos y la manipulacion de la muestra es minima por lo cual
no existe riesgo de contaminacion o pérdida de la muestra.

En los procedimientos en linea toda la muestra es analizada a diferencia de
fos procedimientos en diferido en los cuales se analiza sélo una alicuota

pequeifia, alrededor de 0.1- 10 % del extracto (Stan, 1995 ).
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Recientemente se han propuesto algunos métodos en donde se acoplan en
seric dos a tres precolumnas para realizar transferencias selectivas o el
fraccionamiento preliminar de los analitos de una muestra compleja. Por
ejemplo tenemos un método que permite la determinacion de fenil-ureas
(metoxuron, isoproturon, linuron y neburon) y triazinas (simazina, atrazina y
terbutilazina) a nivel de trazas en agua de rio (Coquart y Hennion, 1991), el
cual consiste en la preconcentracién de S00 mL de muestra, la cual se hace
pasar a través de dos precolumnas, la primera de ellas empacada con C18 que
actia como filtro de interferentes apolares vy la segunda empacada con
polimeros apolares estireno-divinilbenceno (PRP-1) que retiene a los analitos

de interés con altos rendimientos, permitiendo la determinacién cuantitativa

por debajo de los 0.1 pg/L.

Otro método que permite la determinacion de anilinas y sus derivados en
desechos industriales (Hennion y Scribe, 1993) realiza el fraccionamiento de
los analitos de acuerdo a su polaridad, por medio de tres precolumnas, la
primera de ellas empacada con C18 que retiene a los analitos no-polares, la
segunda empacada con copolimero PRP-1 que retiene a los analitos
moderadamente polares y la tercera empacada con un intercambiador de
cationes, retiene a los compuestos 0rganicos catiénicos, la muestra de agua

debe ajustarse previamente a un pH de 3 con acido perclérico, para que los
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compuestos se encuentren en su forma iénica. La elucién se realiza con un
gradiente de soluciéon amortiguadora/metanol y el analisis se lleva a cabo en
una columna analitica C18 v un detector de arreglo de diodos ebteniendo
limites de deteccion menores a los 10 pg/L, cuando se aplica 10 ml de
muestra. Por ora parte, también se han realizado preconcentraciones mas

selectivas combinando una fase PRP-1 y un intercambiador de cationes, para

analizar a metabolitos polares de la atrazina sin la necesidad de efectuar un

“clean up” (Coquart , Garcia-Camacho y Hennion, 1993} .

1.3.2.3. Pardametros fundamentales de la EFS

Los fenémenos fisicoquimicos involucrados en la EFS son los mismos tanto
para los ;;rocedimiemos en linea como en diferido. La EFS puede ser
considerada como un proceso cromatografico simple donde el adsorbente es
equivalente a la fase estacionaria y la muestra acuosa es equivalente a la fase
mévil. Los parametros fundamentales de la EFS son el volumen de fuga o de
fin de fijacion Vf de su nombre en inglés (breakthrough volume) y el

rendimiento de extraccion R.

1.3.2.3.1. Volumen de fuga o fin de fijacion.

Indica el volumen que puede ser manejado eficientemente para el

enriquecimiento de trazas sin que ocurra la fuga de los solutos, bajo
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condiciones de no saturacion. Esta fuga se lHeva acabo principalmente cuando
los analitos ya no son retenidos por el adsorbente. Este volumen puede
determinarse mediante el registro de la sefial de UV de una muestra acuosa
adicionada con trazas de un soluto (S) el cual tiene una absorbancia (Ao} (ver
Figura 5). Dicha muestra se hace pasar a través de la precolumna de
extraccion, la cual esta conectada directamente al detector del cromatdgrafo.
Mientras S se encuentre retenido por el adsorbente, el agua efluente se
encontrara libre de soluto y dard una lectura de absorbancia igual a cero,
después de cierto volumen (Vf), ocurre la fuga y S se encuentra en el agua
efluente. La curva obtenida se muestra en la Figura 5, en condiciones ideales
presenta forma bilogaritmica.

El volumen de fuga (Vf), se define como el volumen en el cual la
absorbancia alcanza el 1% de Ao y corresponde al volumen que puede ser
preconcentrado sin pérdida significativa del analito de interés. El volumen de
retencion en agua grado cromatografico (Vr) es el volumen donde esta situado
el punto de inflexion de la curva sigmoidal (corresponde al 50% de Ao) y el
volumen correspondiente a la maxima cantidad preconcentrada (Vm) es
considerada como 99% de Ao. La zona sombreada corresponde a esta

cantidad.
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Detector
Agua adicionada oy
con trazas de S

Absorbancia

Yolumen

Vi Vr Vm

Figura 5. Determinaciéon del volumen de fuga por andlisis frontal. Ao = absorbancia
inicial; Vf = volumen de fuga; Vr = volumen de retencion; Vm =Volumen
correspondiente a la mdxima eantidad preconcentrada; S = soluto de interés. El irea
sombreada representa la mixima cantidad que puede ser preconcentrada.

A pesar de que este método permite determinar ¢l VI de forma directa con
el trazo de las curvas, tiene la desventaja de ser lento ademas de que solo
permite la determinacion del Vf de un solo analito a la vez, y no todos los

solutos presentan la forma ideal.

1.3.2.3.2. Rendimiento de extraccién.

El rendimiento de extraccion se define como la relacion existente entre la
cantidad extraida, con respecto a la cantidad total aplicada a la precolumna. Se
obtienen rendimientos similares at 100 % cuando se trabaja con volumenes de
muestra iguales o menores a Vf, de esta forma la cantidad adicionada es

recuperada en su totalidad,
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Un método rapido y sencillo que permite la estimacion del rendimiento de
extraccion y el volumen de fuga de varios compuestos a la vez y que se realiza
en las mismas condiciones que se emplean para el andlisis cromatografico
consiste en la preconcentracion y analisis de diferentes volimenes de muestra,
adicionados con una cantidad constante (Cp) de los analitos de interés. Se
recomienda seleccionar un volumen pequerio (Vp) en ¢l que la fuga no ocurra,
(esto se puede verificar comparando las areas de los picos correspondientés al
volumen pequefio con las obtenidas por inyeccién directa de la misma
cantidad de los analitos de interés) y posteriormente ir incrementando el
volumen. No existe fuga mientras la cantidad concentrada permanezca
constante y las areas de los picos no se modifiquen. Una vez alcanzado el
volumen de fuga, la cantidad extraida es menor a la cantidad aplicada y por
consiguiente las areas de los picos disminuyen.

El rendimiento se obtiene dividiendo el area o la altura de los picos
obtenidos después de la preconcentracion con aquellas obtenidas para el
volumen donde la fuga no ocurre (Vp) o con las correspondientes a las

inyecciones directas.

1.3.2.3.3. Seleccion del adsorbente y del disolvente de elucion.

La seleccion del adsorbente adecuado depende del volumen de muestra asi
como de las propiedades de los compuestos que van a ser analizados (polares,
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no polares, ionicos), mientras que la seleccion dei disolvente de elucion se
basa en el mecanismo de separacion involucrado en combinacién con las
propiedades del adsorbente seleccionado. En la Tabla 5 se resumen las

caracteristicas de los adsorbentes utilizados para el mangjo de muestras

acuosas.

Tabla 5. Propiedades de los adsorbentes usados en EFS. ( Hennion y Scribe, 1993)

Adsorbente Mecamsngo de D:solve.n'te de COmpI:IeStOS
separacion elucion extraibles
Silice unida a grupos Disolventes No polares
alquilo Fase inversa organicos Débilmente
(C8vy C18) (metanol y acetonitrilo) polares
Copoli ) Aromaticos
opolimeros Disolventes
apolares ¢stireno- Fase inversa organicos no polares &
divinilbenceno (metanol y acetonitrilo) moderadamente
polares
Dlso!w_antes No polares a
Carbon de grafito | Fase inversa 0rganIcos relativamente
{metanol acetonitrilo y I
THF) polares
Compuestos
organicos
Intercambiadores de | Intercambio Agua cationicos y
iones i6nico ( pH ajustado} anionicos
( ajuste del pH de
Ia muestra)
Compuestos
Adsorbentes Intercambio de | Solucién acuosa Organicos que
cargados con metales ligantes complejante formen complejos
¢on metales

THF = Tetrahidrofurano

Los adsorbentes C8 y C18 son los mas usados en EFS, cromatografia

analitica y preparativa, son resistentes a la presion, no presentan adsorcion
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irreversible de los solutos, se obtiene reproducibilidad en la retencién ademas
de que se equilibran rapidamente con la fase mévil. Son estables en un

intervalo de pH alrededor de 2-7.
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. Equipos y reactivos.

El sistema cromatogrifico
El sistema cromatografico empleado estd equipado con los siguientes
modulos:
» Cromatografo de liquidos Perkin E!lmer con bomba binaria modelo 250
¢ Detector UV /Vis programable Perkin Elmer modelo 785-A
e Programa: PE Nelson 900 , serie de la interface 950 A/ 970
La determinacion de la longitud maxima de absorcion se realizdé con un
detector de arreglo de diodos modelo Polychrom 9065 y su software de
control y procesamiento de datos Varian Star Workstation, version 4.5 1989-
1996, Varian Associates , Inc., conectado a un cromatografo de liquidos
Varian que consta de una bomba terciaria Varian modelo 9010.
e Columna analitica de acero inoxidable de 150 X 4.5 mm d.i. empacada
con silice “Nucleosil” C-18, con un tamafio de particula de 5 pm.
¢ Precolumna de guardia de acero inoxidable Hichrom, de 13 X 4.5 mm
d.i. empacada con silice “Nucleosil” C-{8, con un tamafio de particula

de 5 um.
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Sistema de preconcentracion,

El sistema de preconcentracion acoplado en linea con el sistema
crornatografico, se intercald entre el inyector y la columna analitica (Figura 7),
las conexiones se realizaron con mberia capilar de acero inoxidable.

E! sistema consta de los siguientes accesorios:

 Valvula Rheodyne (Cotati , California), modelo 7000 de seis entradas y
dos vias

s Bomba isocratica Eldex modelo CC-100-S.

e Precolumna de extraccion de acero inoxidable Hichrom, de 13 X 4.5 mm
d.i. empacada con silice “Nucleosil” C-18, con un tamaiio de particula
de 5 pm.

Otros equipos y accesorios empleados son:

o Purificador y desionizador de agua Modulab Analytical, (U.S.FILTER,
USA))

» Sistema de filtracién por vacio (Sartorius)

e Membranas de Nylon (Cole Parmer, USA) de 47 mm diametro y un
tamaiio de poro de 0.45 um.

e Baiio de ultrasonido para desgasificar soluciones y fase movil Bransonic
Mod. 1210.

e Jeringa Hamilton de 0-100 uL
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Micropipeta de volumen variable 1-5 mL

Micropipeta de volumen variable de 100-1000 uL

Micropipeta de volumen variable de 10- 200 pL

Balanza analitica

Disolventes y reactivos.

Se utiliz6 como disolvente organico metanol grado HPLC de EM
SCIENCE (NJ,USA).

El agua grado cromatografico que se utilizé en la preparacion de la fase
mévil y para el analisis de “blancos” y “controles”, se obtuvo a partir de agua
destilada la cual se sometio a un tratamiento de ultrafiltracién, seguido por un
acabado con un lecho mixto desionizador y filtracion a través de una
membrana con un tamafio de poro de 0.22 um, en el sistemna Modulab-
Analytical. El agua obtenida cumple con los estandares de calidad propuestos
por the American Society for Testing and Materials (ASTM) correspondientes
del agua grado reactivo tipo 1 (Bidlingmeyer, 1992).

[os estandares de plaguicidas se compraron a ChemService. La pureza de
los estandares individuales es del 99%.

2.1.1. Preparacion de disoluciones estindar de plaguicidas.
Para la optimizacion de la preconcentracion y el analisis, se prepar6 una

solucion estandar de cada uno de los plaguicidas a una concentracion de 100
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ppm, utilizando como disolvente metanol. También se preparé una solucion
que contenia a todos los plaguicidas a una concentracion de 100 ppm. Dichas
soluciones fueron almacenadas a una-temperatura de 4°C.

Las soluciones de trabajo se prepararon haciendo diluciones de las
soluciones estandar para obtener una concentracion de 30 ppm.

2.1.2. Preparacion de las muestras.
Para la preparacion de las muestras se utilizo agua grado cromatografico y

agua potable de la red de distribucién de Ciudad Universitaria. Las muestras
de agua potable pueden contener particulas en suspension, por lo cual es
necesario desarrollar un paso de filtracion previo al enriquecimiento de trazas.
La filtracion se realizé con una membrana de Nylon de 47 mm diametro y un
tamafio de poro de 0.45 um acoplada a un sistema de filtracion por vacio
(Sartorius).

Se recomienda acondicionar la membrana con metanol durante 10 min,,
para activarla y posteriormente realizar un lavado con agua grado
cromatografico, de esta forma la membrana esta lista para recibir la muestra
acuosa. Una vez que ya se ha filtrado la muestra, s¢ realiza nuevamente un
lavado con un pequeilo volumen de metanol (las muestras no contienen al
final mas del 1% de metanol) para cluir a los compuestos que pudieran quedar

adsorbidos en la membrana.
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Este procedimiento se realizo tanto para las muestras adicionadas de agua

grado cromatografico como para las de agua potable.

2.2, Metodologia.
El estudio experimental consté de dos etapas principalmente: La

implementacion de la separacion analitica y la optimizacion de la
preconcentracion de acuerdo al diagrama que se muestra en la Figura 6.

2.2.1. Implementacion de la separacién analitica,

En esta primera etapa se seleccionaron las condiciones ptimas para la
separacion y deteccion de los plaguicidas. También se evaluaron algunos
parametros del sistema cromatografico como son linealidad y limite de
deteccion.

Se utilizé la técnica de cromatografia de fase inversa, ya que s¢ tiene una
fase estacionaria apolar, la elucion se llevo a cabo con unma fasc movil
constituida por mezclas de metanol/agua, aunque pueden utilizarse otros

disolventes organicos como el acetonitrilo.
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Implementacién de la separacién analitica

Seleccion de la
composicion de
la fase movil

Seleccion de la longitud de
onda éptima para la —)
determinacién simuitinea

Linealidad y
coeficiente de
vartacién

Limite de
deteccion

Optimizacién d¢ la preconceniracién

Rendimiento de extraccion en
funcion de! volumen de muestra
aplicado a la precolumna

(agua pura y potable})

Aplicacién a
—> muestras reales

Figura 6. Diagrama general de la metodologia

2.2.1.1. Determinacion de Ia longitud de onda (A) éptima para la deteccién
simultinea.

La determinacion de la longitud de onda maxima de absorcion de los
plaguicidas en estudio se realizo con un detector de arreglo de diodos
conectado a un cromatografo, mediante la inyeccion de soluciones estandar de

los plaguicidas a una concentracion de 30 ppm.

2.2.1.2. Composicién de la fase mévil.
La determinacion de la composicion de la fase movil se apoyd en la

elaboracion de la curva del factor de capacidad o retencion ( &) en funcién del
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porcentaje de metanol de la fase movil (se trabajé con mezclas de
metanol/agua). Se inyectaron individualmente las soluciones estandar de cada
uno de los plaguicidas variando el porcentaje de metanol, en el intervalo de 90
a 60 %. El comportamiento de retencion de los compuestos bajo estas
condiciones ayudé a optimizar un gradiente que permitio la separacion de fos

plaguicidas con la mejor resolucién y el menor tiempo de analisis.

2.2.1.3. Linealidad, precision y limite de deteccion del sistema
cromatografico

Una vez montada la separacion analitica se realizé el estudio de la
tinealidad con soluciones estandar de Ia mezcla de los nueve plaguicidas a
concentraciones 5, 10, 20, 30 ppm; cada solucion se inyecto por triplicado y se
calculd el coeficiente de correlacion (r).

La precision del sistema se evalud, mediante el analisis por triplicado de
una solucion estandar que contenia a todos las plaguicidas a una concentracion
de 30 ppm. Con los datos obtenidos se calculé la media (x), la desviacion
estandar (S) y el coeficiente de variacion (C.V.).

El limite de deteccion del sistema cromatografico se consideré como la
concentracion que dio una respuesta (altura del pico) 3 veces mayor al ruido

de la linea de base.
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2.2.2. Optimizacion de la preconcentracion.
2.2.2.1. Descripcién del montaje experimental para la preconcentracion y
anilisis en linea de los plaguicidas. -

El acoplamiento de la preconcentracion al analisis cromatografico se realizo
conectando el inyector manual del cromatografo de liquidos (valvula de seis
puertos) con otra similar que Hamaremos valvula de preconcentracion,
utilizando tuberia capilar.

La preconcentracion se efectué con el montaje experimental que se muestra

en la Figura 7.
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@ Bomba
Deseches Valvula de awxiliar

preconcentracion /

Colutana analitica

Bomba del
cromatigrafo

PC
Guardacolumna =
Detector
Desechos
Inyectar
Inyector «==«= Cargar
Manual

Figura 7. Montaje experimental de la preconcentraciin acoplada al analisis
cromatografico. Se utilizé una precolumna de 13 X 45 mm D.IL empacada con
Nucleosil C-18, con un tamaiio de particula de 5 pm.
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En la siguiente tabla s¢ muestra con detalle la posicién en la que se

encuentran conectados cada uno de los componentes del montaje experimental

en las diferentes valvulas que se representan en la figura anterior.

Tabla 6. Descripcion del acoplamiente de la preconcentracién al analisis

cromatografico
Puerto Vilvula del cromatégrafo Valvula de preconcentracion

i Valvula de preconcentracion Bomba auxiliar
2 Bomba del cromatografo Precolumna de extraccion

. ., Guardacolumna-columna
3 Bucle de inyeccion s

analitica

4 Desechos Valvula del cromatbgrafo
5 Desechos Precolumna de extraccion
6 Bucle de inyeccion Desechos

En la siguiente tabla se presentan la serie de operaciones que se pueden
realizar con el montaje completo de preconcentracion y andlisis asi como la
posicion que debe tener cada una de fas valvulas en las diferentes operaciones.

Tabla 7. Operaciones realizadas con el montaje de preconcentracion y andlisis y
descripcién de la posicién de las vilvulas.

. Bomba Vilvula ]
Paso Operacitn Preconcentracién | Cromatégrafo
Acondicionamiento
1 | dela precolumna de Preconcentracion Cargar Cargar
extraccion
Acondicionamiento
2 de 1a columna Cromatografo Cargar Cargar
analitica
Inyeccion directa de
3 estandares de Cromatdgrafo Cargar Inyectar
plaguicidas © i
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Bomba Vilvula

PasoT Operacion

Preconcentracion | Cromatégrafo

Aplicacion de la
muestra

4 Preconcentracién Cargar Cargar

Lavado de la
precolumna de
5 extraccion para | Preconcentracién Cargar Cargar

eliminar
interferencias ‘¥

6 | Eluci¢n y analisis | Cromatografo Inyectar Cargar

®Acondicionamiento con 5 mL de MeOH seguido por 10 mL de agua grado
cromatografico. Se puede realizar simultineamente con el paso 2.; ® Fase mévil
MeOH / Agua 60:40. Se puede realizar simultineamente con el paso 1; ) Gradiente de
elucién MeOH /Agua; ‘Y 10 mL de agua grado cromatografico

Con este montaje experimental se pueden realizar inyecciones directas de

estandares mientras se esta realizando la aplicacion de la muestra.

2.2.2.2. Rendimiento de extraccion en agua grado cromatogrifico y agua
potable.

La determinacion del rendimiento de extraccién en funcion del volumen de
muestra se realizo aplicando a través de la precolumna de extraccion,
diferentes volimenes (50 a 500 mL) de agua grado cromatografico y agua
potable (de la red de distribucion de Ciudad Universitaria), adicionados con
una cantidad constante de 1 pg de los plaguicidas en estudio, fa solucién final
no contenia mas del 1% de metanol. El rendimiento de extraccion se calculd
comparando ¢l area del pico obtenido de la preconcentracién de una muestra

de 50 mL con el area del pico obtenido al aplicar diferentes voliimenes a la
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precolumna. Se demostré experimentalmente que con un volumen de 50 mL,
no existe fuga de los analitos de interés ya que al preconcentrar esta sotucién
el drea de los picos es comparable con la que se obtiene al hacer una inyeccion

directa de una solucion estandar con 1a misma cantidad de los plaguicidas.

2.2.2.3. Precision del método en agua grado cromatografico y potable

La precision del método involucra la preparacion de la muestra y es por ello
que se determiné en agua grado cromatografico y en agua potable, mediante la
preconcentracion y andlisis en linea de 3 muestras de 200 mL, adicionadas con
tug / L de cada plaguicida. Cada muestra se analizé en forma independiente

por el mismo analista y en las mismas condiciones de operacion

2.2.2.4. Aplicacion del protocolo de preconcentracion y anilisis, a
diferentes muestras de agua potable comercial.

El protocolo completo de preconcentracion y analisis se aplicd a diferentes
muestras de agua comercial con la finalidad de evaluar el método. Los
ensayos se efectuaron preconcentrando 200 ml. de muestra sin adicionar y
adicionada con plaguicidas en concentraciones de 1 y 0.5 pg / L. Estas
muestras s¢ filtraron previamente usando una membrana de Nylon con un
tamaiio de poro de 0.45 pm acoplada a un sistema de filtracion por vacio

Sartorius, las membranas se acondicionaron antes de usar, con metanol

35



durante 10 min. y con agua. Al terminar la filtracion se recomienda realizar
nuevamente un lavado de la membrana con un pequeio volumen de metanol
(1-2 mL) para eluir a los compuestos que pudieran quedar retenidos en ella.

La preconcentracidn y analisis de los plaguicidas utilizando la metodologia
que se muestra de manera global en el siguiente diagrama (Figura 8), se

realiza aproximadamente en una hora y media.

Muestra (200 mL)
Acondicionamiente Lavado de la
—>
de la mambrana (1) membrana con MeOH
Aplicacién de la muestra Acondicionamiento
a la precolurmna l de la precolumna (2)

Lavado de la precolumna
para eliminar interferencias (3)
Ehucion y analisis p Acondicionamiento de
en h'n’:!a {5) [la columna analitica (4)

Figura 8, Diagrama de flujo de la metodologia para el andlisis y preconcentracién en
linea de los plaguicidas. MeOH = metanol; (1) metanol y agua durante 10 min.; (2) §
mL de MeOH seguide por 16 mL de agua grado cromatogrifice; (3) 10 mL de agua
grado cromatogrifico; (4) Fase movil MeOH / Agua 60:40; (5) gradiente de elucién
MeOH/Agua
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Implementacién de la separacion analitica.

3.1.1. Seleccion de la longitud de onda Optima para la deteccion
simultinea.

El espectro de absorciéon en la region ultravioleta de los plaguicidas en
estudio (ver Apéndice B), mostré que ia mayoria de los compuestos presentan
mas de un maximo y una longitud de onda méaxima de absorcién (A} comin
alrededor de los 200 nm (Tabla 8), sin embargo esta region no es muy
selectiva, ya que también muchos ofros compuestos pueden absorber
incluyendo ¢l metano! que se emplea como fase mévil, por esta razon se eligio
una longitud de onda mtermedia de 220 nm, ya que en estas condiciones la
mayoria de los plaguicidas dan la misma respuesta, excepto el Malatién, el
cual tiene una respuesta menor y ademas el metanol presenta menor absorcion.

Tabla 8. Longitudes de onda de maxima de absorcidn en la region UV para los
diferentes compuestos en estugdio.

Plaguicida A{nm)
Metidation 215
Paration-metil 204 y 274.1
Malation 200
Fenitretion 200 y 269.4
Paration 200y 274.8
Fentién 200 y 250.1
Isofenfos 205y 277
Clorpirifos-metil | 200, 227.9 y 288.7
Clorpirifos 200,228 y 288.8
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J.1.2. Seleccidn de la composicién de la fase movil
3.1.2.1. Optimizacion de¢l gradiente de elucion

Cuando se analizan muestras de agua superficial o potable, generalmente se
observa la elucién de un pico grande al inicio del cromatograma. Este pico,
constituido probablemente por materia organica (acidos htimicos y falvicos)
que se encuentra disuelta en el agua y que no fue eliminada durante la etapa de
limpieza interfiere en la deteccidon de los compuestos mas polares (Metidation,
Paratién-metil), los cuales eluyen a tiempos de retencion muy cortos. Por esta
razon, es necesario optimizar un gradiente en el cual los compuestos mas
polares eluyan alrededor de los 10 minutos.

La variacion de k' en funcién del porcentaje de metanol de la fase moévil
que se presenta en la Figura 9, muestra claramente el orden de elucion de los
plaguicidas en estudio. Se aprecia que a un porcentaje de disolvente organico
de 60% se obtiene la separacion isocratica de todos los compuestos; sin
embargo en estas condiciones los tiempos de retencién para los compuestos
menos polares (Clorpirifos y Clorpirifos-metil) son mayores a los 40 min., por
lo cual no se recomienda realizar la separacion en estas condiciones, siendo

necesario optimizar un gradiente de elucién para la separacion.
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Figura 9. Curva de k’ en funciin del % de metanol en la fase mévil. Columna de 150 x
46 mm d.i. empacada con Nucleosil C18, tamaiio de particula de 5 pm, flujo:
1mL/min., deteccién UV a 220 nm, volumen de inyeccién, 20pL.

El gradiente seleccionado fue el siguiente:

Condiciones Tiempo (min.) MeOH/Agua (v/v)
Elucion isocratica 0-17 60:40
Gradiente lineal 17-35 60:40 a 90:10

Flujo: ¥mL/min

y su forma se representa en la Figura 10.
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Figura 10, Perfil del gradiente de elucion empleado para la separacion de los
plaguicidas en estudio

Con estas condiciones s¢ logré la separacion de los plaguicidas con buena
resolucion y en ¢l menor tiempo de analisis. Ademas se evitd que los
interferentes de la matriz enmascararan a los plaguicidas mas polares como se
puedé observar en la Figura 11 que corresponde a la inyeccion directa de 20

pl de una solucion de 30 ppm de los plaguicidas en estudio.
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Figura 11. Inyeccién directa de 20 pl. de una solucién estindar de 30 ppm de los 9
plaguicidas en estudio; elucidn isocritica 17 min. 60% MeOH, gradiente lineal de
60% a 90% en 35 min; Columna analitica de 150 x 4.5 mm d.i. empacada con
Nucleosil C18, con un tamaiio de particula 5 um; flujo; 1 mL/min, deteccién UV a 220
nm. ldentificacion de los picos: I= Metidation, 2= Paratién-metil, 3= Malation, 4=
Fenitrotion, 5= Paration, 6= Fentién, 7= Isofenfos, 8= Clorpirifos-metil y 9=
Clorpirifos

3.1.3. Linealidad y precisién del sistema cromatogrifico
La linealidad es una medida del grado en que la curva de respuesta del

detector (area del pico) en funcion de la concentracion se aproxima a una linea
recta. Este parametro se evaluo para cada uno de los plaguicidas mediante la
construccion de las curvas de respuesta del detector en funcion de la
concentracion, la linea recta que mejor ajustd a los puntos se determmo por

regresion lineal en donde el coeficiente de correlacion (r), para una caso ideal
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debe ser igual a uno. Los coeficientes de correlacién obtenidos para los
plaguicidas se encuentran alrededor de 0.99 (ver Tabla 9), lo cual indica que
este metodo es confiable en el intervalo de concentraciones seleccionado.

Las curvas de calibracion de cada uno de los plaguicidas se muestran en el
Apéndice C.

Tabla 9, Datos de curva de calibracion.

Plaguicida Coef. correlacién a b
(r)
Metidatién 0.995) 25797 7087
Paration-metil 0.9909 24088 11622
Malatién 0.9979 7078 789
Fenitrotién 0.9943 21035 3860
Parati6n 0.9903 20215 42292
Fention 0.9919 24895 49358
Isofenfos 0.9915 27850 8132
Clorpirifos-metil 0.9979 23998 3957
Clorpirifos 0.9973 35330 | 29483

Ecuacién de regresidn y= bx - a; a= ordenada al origen; b= pendiente; r= coeficiente
de correlacion

El término precision se refiere al grado de concordancia entre los resultados
individuales, obtentdos al analizar varias alicuotas de una solucion homogénea
y se expresa en términos del coeficiente de variacion.

En la Tabla 10 se muestran [os resultados obtenidos a partir de 3
inyecciones directas de 20 uL de una solucion estandar que contenia 2 todos

los plaguicidas a una concentracion de 30 ppm (cantidad inyectada 600 ng)
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Tabla 10. Precisién del sistema cromatogrifico

Plaguicida C.V.(%)
Metidation 14
Paration-metil 26
Malatién 56
Fenitrotion 36
Paration 19
Fentidn 34
Isofenfos 1.6
Clorpirifos-metil 04
Clorpirifos |

C.V. = coeficiente de variacion, C.V. =8/X (100)
Los coeficientes de variacion obtenidos son iguales o menores al 5.6 %, lo
cual indica que el sistema es preciso.

3.1.4. Limite de deteccién del sistema cromatografico.
Se obtuvo una respuesta (en altura del pico) 3 veces mayor al ruido de la

linea de base, al inyectar 20 pL de una solucion de 5 mg/L, para todos los
plaguicidas, excepto el Malatién con una solucion de 10 mg/L. De esta forma:
5mg/L =5 ng/uL,
5ng X 20 pl = 100 ng

el limite de deteccion absoluto para los plaguicidas es de 100 ng inyectados
y 200 ng para el Malatidn, que como mencionamos anteriormente presenta
una absorbancia menor en todo el rango del UV.

Es posible obtener limites de deteccion del sistema cromatografico mas

bajos, cuando se trabaja a longitudes de onda especificas para cada compuesto
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(Figura 12). Por ejemplo, la respuesta (alturas del pico) del Paration-metil v el
Paration es aproximadamente del doble a 273 nm que a 220 nm, lo cual indica
que podriamos disminuir el limite de deteccion a la mitad y ain asi obtener
picos de buen tamafio. Lo mismo sucede para el Fention a 254 nm, y en menor

medida para ¢l Clorpirifos y Clorpirifos-metil a 287 nm.

64



mAl_ 7 ¢ 220 nm
) 8
125- 1 5 ‘
100- .2 35 .
75- . 4 ‘ i
30 | 3 | ‘
25 ER . N U
S DR ¥ —— e pa—
5 10 15 20 25 10
minutos
e 16 254 im
15- 4 |
50~ 1 i [ 7
. 3 9
25- o ‘ \ s
3 10 13 20 25 30 '
minutos
2
mAlU ' 5 273 nm
75-
4 9
50~ 1 6 7 g
3 .
25- L
e —— e SN .
5 10 15 20 ‘25 30
minutos
2 9
mAU 5 . 287 om
75- : 8l ;
4 ;
50~ 1 ) ¢ ;
25- 3
mlh: ‘\__J e N ,'. “'\_
3 10 15 20 25 30

minutos

Figura 12. Cromatogramas obtenides por inyeccion directa de 20 pL de una solucion
estdndar de 30 ppm de los 9 plaguicidas en estudio; deteccion UV, arreglo de diodos,
a) 220 nm, b) 254 nm, ¢) 273 nm, d) 287; ldentificacién de los picos: 1= Metidation, 2=
Paration-metil, 3= Malation, 4= Fenitrotion, 5= Paratién, 6= Fention, 7= [sofenfos, 8=

Clorpirifos-metil y 9= Clorpirifos
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3.2. Optimizacion de la preconcentracion

3.2.1. Determinacion del rendimiente de extraccion en agua grado
cromatografico y en agua potable

La optimizacion de la preconcentracion se efectud mediante el estudio de la
determinaciéon del rendimiento de extraccion en funcion del volumen de
muestra, en agua grado cromatografico y en agua potable de la red de
distribucion de Ciudad Universitaria.

El volumen de muestra que se puede aplicar a la precolumna se encuentra
intimamente ligado con el rendimiento de extraccion ya que conforme
aumenta ¢l volumen de la muestra s¢ flega a un punto en el que los
compuestos que pasan por la precolumna ya no son retemdos por el
adsorbente (volumen de fuga), y si se trabaja a volimenes mayores, el
rendimiento obtenido es menor al 100%. Mieniras no se llegue a} volumen de
fuga, la cantidad preconcentrada de cada analito es similar a la cantidad
aplicada a la precolumna, y por lo tanto las dreas de los picos obtenidos son
iguales a los obtenidos por inyeccidn directa de la misma cantidad, una vez
alcanzado ¢l volumen de fuga, las dreas de los picos disminuyen.

En el estudio se eligio el volumen de 50 ml. adictonado con 1 pg de
plaguicidas como referencia, ya que se comprob¢é experimentalmente que al
preconcentrar esta solucion el area de los picos es comparable con la que se

obtiene a! hacer una inyeccion directa de la misma cantidad de los plaguicidas.
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Se aplicaron hasta 500 mL de agua adicionada con lug de cada plaguicida,
teniendo rendimientos muy cercanos al 100% para todos los plaguicidas
(Tabla 11 y Figura 13 a) incluyendo los més polares. La precolumna de
extraccion es reutilizable siempre y cuando se regenere cada vez con metanol,
sin embargo después de seis meses de uso diario, se observé que los
plaguicidas mas polares del grupo (Metidatién y Paratién-metil), se fugaban
de la precolumna de extraccién a partir de los 200 ml. (Figura 13 b). Por lo
tanto es aconsejable revisar los rendimientos de extraccién periédicamente, o

por lo menos cada tres meses, si la precolumna se utiliza diariamente.

Tabla 11. Rendimiento de extraccion en diferentes volimenes de agua grado
cromatogrifico y potable, aplicados en ia precolumna de extraccién.

Compuesto Rendimiento (%) Rendimiento (%)
agua grado cromatografico agua potable
100mL [ 200mL | 300 ml | 500 mL | 100 mL | 200 mL | 300 mL

Metidatién 99 99 99 100 99 100 99
Paratién-metil 97 100 102 101 102 100 100
Malatién 99 100 99 100 103 104 10}
Fenitrotion 98 99 105 99 100 99 99
Paratifn 100 102 | 103 102 100 101 102
Fentién 100 106 100 106 100 100 100
Isofenfos 99 100 103 100 99 100 99
Clorpirifos-metil 100 100 107 100 101 100 10G
Clorpirifos 105 106 99 106 104 99 101

Precolumna de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18, tamaiio de particula de
5 um; columna analitica de 150 x 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C18, tamafio de
particula de 5 pm, fase mévil metanol-agua, gradiente 17 min. 60% MeOH, 60 % a 90
% en 35 min.; flujo: 1 mL/min, deteccién UV a 220 nm.
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Figura 13. Rendimientos de extraccién promedio, obtenidos al preconcentrar
diferentes volimenes de agua grado cromatogrifico adicionados con 1 pg de los
plaguicidas en estudio. (a) Precolumna nueva y con tres meses de uso diario. (b)
Precolumna con seis meses de uso diario. Condiciones igual que en Tabla 11.
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Para la preconcentracion de las muestras de agua, se considerd que un
volumen de 200 mL seria adecuado, ya que se puede determinar sin problemas
hasta una concentracion de 0.5 pg/L, para cada plaguicida excepto el Malation
con 1 pg/L, (el calculo tedrico de esta concentracién se realiza a partir del
limite de deteccion absoluto; asi, st tenemos 100 ng/ 200 mL = (.5 ng/mL =
0.5 pg/L). Este limite de deteccion del método es suficiente para controlar a
los plaguicidas en sus niveles admisibles para la salud (NAS) establecidos
para cada uno, considerando su toxicidad por la USEPA. El plaguicida mas
toxico de los estudiados en este trabajo es el Paration-metil y su NAS es de
2 ng/L (4 veces mayor que el limite de deteccion).

Si se aplicara una muestra de 500 mL, se podria detectar hasta 0.2 ug /L de
cada compuesto y 0.4 ug / L para el Malation

Los rendimientos obtenidos en agua potable fueron similares a los
obtenidos con agua grado cromatografico (ver Tabla 11) siempre y cuando,
previamente a la aplicacion en la precolumna, se filtre la muestra en una
membrana millipore de 0.45 um y se eluyan los compuestos adsorbidos en
ella, con un pequefio volumen de metanol (! o 2 mL, cuando se trabajan 200
mlL de muestra). De no realizqr esta operacion, los rendimientos pueden

disminuir hasta un 20 % con agua potable.
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3.2.2, Precision del método en agua grado cromatogrifico y potable

La precision de un método analitico es el grade de concordancia entre los
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento completo
(preconcentracion y analisis) se aplica repetidamente a una muestra bajo las
mismas condiciones de operacion y por el mismo analista.

La precision del sistema se diferencia de la precision del método en cuanto
a que esta ultima considera a la preparacion de la muestra.

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos al analizar 3 muestras
de 200 mL de agua grado cromatografico y potable de la red de distribucién
de Ciudad Universitaria, cada una adicionada con 1 ug de los plaguicidas en

estudio.

Tabla 12. Precisién del método en agua grado cromatogrifico y en agua potable.

Plaguicida C.V. (%)
agua grado agua potable
cromatogrifico

Metidation 1.8 33
Paration-metil 2.6 6.2
Malatién 43 5.9
Fenitrotion 3.8 6.4
Paratiéon 2.2 4.1
Fention 35 4.5
Isofenfos 3.1 52
Clorpirifos-metil 2.3 4.8
Clorpirifos 1.4 1.7
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Como se observa los coeficientes de variacion son inferiores al 6.5 %, por
lo cual se considera que el método es preciso.

3.2.3. Aplicacién del protocolo de anilisis y preconcentracién a diferentes
muestras de agua potable comercial.

El protocolo completo de preconcentracion y andlisis fue aplicado a
diferentes muestras de agua potable comercial (Electropura, Santa Maria y
Bonafont), con la finalidad de demostrar la capacidad del método para

determinar a los plaguicidas estudiados a nivel de trazas en diferentes

matrices de agua potable.

Se trabajaron 200 mL de muestra adicionada con estandares a
concentraciones trazas (1 pg/L) y sin adicionar (blanco). También se trabajo
una muestra “control” de agua grado cromatogrifico adicionada con
estandares {1 pg/L) por cada muestra de agua comercial. La Figura 14
presenta el cromatograma obtenido de la preconcentracién de 200 mL de agua

grado cromatografico adicionada con plaguicidas (control).
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tiempo (min )

Figura 14. Preconcentracién en linea de 200 ml. de agna grado cromatogrifico
adicionada con estindares de plaguicidas a una concentracién de 1 ppb (control),
Precolumna de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18. Condiciones de anélisis
e identificaciéu de los picos igual que en Figura 11,

En la Figura 15, Figura 16, y Figura 17, se muestran los cromatogramas
correspondiente al andlisis de 200 mL de agua comercial (Electropura, Santa
Maria y Bonafont) adicionadas con estandares y sin adicionar.

Se aprecia que las muesiras de agua comercial adicionada y la muestra
“control” presentan el mismo perfil de elucion, salvo por el pico de los
interferentes que sélo aparece en las muestras de agua comercial con un
tiempo de retencidon menor a 10 min., el cual no causa interferencia con los
picos de los compuestos mds polares que aparecen después de este tiempo.
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Figura 15. Preconcentracion en linea de 200 mL de agua comercial (Electropura) (a}
sin adicionar, (b) adicionada con estdndares de plaguicidas a una concentracién de 1
ppb. Precolumna de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18. Condiciones de
andlisis e identificacién de los picos igual que en Figura 11.
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Figura 16. Preconcentracion en linea de 200 mL de agua comercial (Santa Maria) (a)
sin adicionar, (b) adicionada con estindares de plaguicidas a una concentracién de 1

ppb. Precolumna de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18. Condiciones de
andlisis e identificacién de los picos igual que en Figura 11.
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Figura 17. Preconceatracién en linea de 200 mL de agua comercial (Bonafont) (a) sin
adiciouar, (b) adicionada con estdndares de plaguicidas a una concentracion de 1 ppb.

Precolumns de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18. Condiciones de anélisis
¢ identificacién de los picos igual que en Figura 11,
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Los picos de los plaguicidas se observan de buen tamafio con | png/L
preconcentrados, e igualmente con una concentracion mas baja como se puede
observar a continuacién en la Figura 18, que corresponde al cromatograma
obtenido de la preconcentracién de 200 mL de agua comercial adicionada con
0.5 pg/ L (cerca del limite de deteccién). Se observa que los picos se
diferencian facilmente del ruido de la linea base.

En ninguna de las muestras de agua comercial sin adicionar se detect6 la

presencia de Jos plaguicidas estudiados.
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Figura 18. Preconcentracién en linea de 200 mL de agua comercial (a} sin adicionar,
(b) adicionada con estindares de plaguicidas a una concentracién de 0.5 ppb.
Precolumna de 13 X 4.5 mm d.i. empacada con Nucleosil C-18. Condiciones de analisis

¢ identificacién de los picos igual que ¢n Figura 11.



CAPITULO 4. CONCLUSIONES

La determinacion de los plaguicidas organofosforados a nivel de trazas
puede realizarse por Cromatografia de liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) en
fase inversa con deteccion UV, utilizando el acoplamiento en linea de la
preconcentracién al analisis cromatografico. Esta estrategia  permiti6
contrarrestar la limitacién de la deteccion UV, menos sensible con respecto a
la deteccion especifica Nitrégeno-Fésforo utilizada en cromatografia de gases.

El empleo de la “tecnologia de precolumnas” permitidé minimizar
consideradamente la manipulacion de la muestra y con ello el riesgo de
contaminacién o pérdidas durante la etapa de preparacién de la muestra.
Ademas, se obtuvieron resultados exactos (el rendimiento de extraccion
obtenido es aproximadamente del 100 %), precisos (los coeficientes de
variacién obtenidos son menores al 6.5 %) y se desarroflé un método sensible
ya que los limites de deteccion obtenidos (0.2 a 0.4 ug/L ) son comparables
con los que se reportan en el método 8140 de la USEPA (0.3 pg/L), suficiente
para poder controlar a estos plaguicidas en sus niveles 1oxicos.

El método demostrd ser simple y réapido, ya que la preconcentracion y el
analisis se llevan acabo aproximadamente en una hora y media. Es de bajo

costo, la precolumna de extraccion puede utilizarse varias veces (su vida se
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prolonga aproximadamente hasta seis meses de uso diario); ademas de que su
adaptabilidad para el manejo de muestras acuosas es un indicio de gue podria
aphcarse a otros tipos de aguas como las subterraneas o las superficiales,
donde los plaguicidas pueden presentarse con mayor incidencia. Esto
facilitaria los programas de monitoreo ambiental necesarios para el control y
seguimiento de contaminantes.

Por lo tanto, a continuacién se presentan algunas recomendaciones para
darle segutmiento a esta linea de investigacion.

» Obtener las curvas de calibracion para cada uno de los compuestos,
utilizando el protocolo completo de preconcentracion y analisis.

e Realizar la validacion del métode de tal forma que quede establecido
en forma documentada y por estudios de laboratorio que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas.

e Realizar un muestreo formal para la aplicacién del método al agua
potable existente en el Distrito Federal y otros estados de la
Republica Mexicana, principaimente en aquellos que tengan
posibilidades de estar contaminados, y donde las fuentes de

distribucién se encuentren cercanas a zonas agricolas.
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» Considerando que los plaguicidas organofosforados no son muy
persistentes y pueden degradarse para dar origen a productos mds
10xicos, es importante desarrollar metodologias de analisis que sean
capaces de determinar a los plaguicidas y a sus productos de
dcgradlaci(')n.

» En el presente trabajo se presenté una propuesta para el analisis de
nueve plaguicidas organofosforados en agua potable, estos -
plaguicidas son muy usados en nuestro pais, aunque también es
importante considerar que en las zonas agricolas se usan una gran
variedad de compuestos siendo de suma importancia continuar con el

desarrollo de nuevas metodologias de analisis que los contemplen.
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Apéndice A, Estructura y propiedades fisicoguimicas de los plaguicidas en estudio.
Po P.e P. Vapor Solubilidad
PLAGUICIDA. ASPECTO. f°-C.] [°.C.l [mPa| Log Pow| Estabilidad. agua
{25°C) {mg/L}
Clorpirifos Se favorece la
c CHoCH Cristales hidrolisis al
2CH3
granulares 42-435 i 27 511 aumentar el p.H y 14
CHaCH3 blancos- por la presencia de
C | incolorops metales gue
PM. 350.6 formen complejos.
Clorpirifos-metil Hidrolisis en
c H3 . condiciones 4cidas
% Cristales | 455465 | - 56 430 ( pH 4-6) 5
Ha incoloros. ]
c ' y alcalinas
PM. 322.5 (pH 8-10)
Fenitrotion.
G H Liguido Relativamente
3 3 a -
oleogp café 34 140 18 3.43 estat_)It_a, en 21
H3 rojJizo. 145 condiciones
OzN d=132 normales.

PM. 277.2
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) Pe P. Vapor Solubilidad
PLAGUICIDA, ASPECTO. I°IC.1 i°-C-| [mPa] Log Pow| Estabilidad. agua
(25°C) {mg/L]
Relativamente
Fentién, estable en
on Liquido condiciones
CH3 | oleoso café, acidas.
jg/()\%cu a olora 75 348 0.74 4.84 Moderadamente 42
CHa mercaptano. estable en
PM. 278.3 d=125 condiciones
alcalinas
Estable a la luz
Isofenfos.
(qhan : Liquido
) wacHg | Oleoso 12| 390 0.44 412 Sufre 18
incoloro. ) ‘ fotodegradacion
NHCH(CH z)2 d=1.13
PM. 345.4
Malati6n. Se hidroliza a
po , pH >7 o pH<5,
H .
CH3 8 quuldo_ café 156- Estable en 145
CH amarilio. 29 5.4 2.89 C,
3 Ha d=123 157 solucion
: amortiguadora a
pH=5.26

PM. 330.36
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PM. 263.21

P P.c P. Vapor Solubilidad
PLAGUICIDA. ASPECTO. |°E} {°.C.] [mPa] Log Pow Estabilidad. agua
(25°C) [mg/L]
Metidation Estable a la
CHO,_ s O hidrélisis en
E \f’ Cristales 39240 ) 0.45 242 ‘medio heutro o 240
N cH.P incolores ligeramente acido,
2SPIOCH, )
menos estable a
PM. 301.96 pHlo3
Hidrélisis lenta en
Paration medio a‘CidO
Liguido ' _(pH 1-6) ‘
CH2CH3 amarillo 215 rapida en medio 1
i1 6.1 150 0.89 ) alcalino.
H2CH3 palido. 3383 . .
OzN d=127 Se isomeriza a
PM. 291.26 0,5-dietil- isomero
al caientar por
encima del30 °C.
Paratién-metil.
ok e
ristales.
H3 - 37-38 - 1.3 29 - 55
0N d=1.35

P.f.= punto de fusion; P. e.= punto de ebullicién; P. Vapor = presion de vapor; Log Pow = logaritmo del coeficiente de reparto

octanol/agua; P.M. = peso molecular; d= densidad
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APENDICE B

ESPECTROS DE ABSORCION EN LA REGION

ULTRAVIOLETA DE LOS PLAGUICIDAS EN ESTUDIO
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Spectrum Plot Report

Spectrum # 7
File: cstarmodulad4\star053.run

tR: 33.035min PuP (190->367 nm) = 207,528 nm
Name: CLORPIRIFOS

Instrument: Diode Amray Detect

Method: LG.MTH

Operator: yara

Run Date: 18-MAR-98 8:49 PM
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Hz

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

Absorbance Table
nm mALU nm mAL nm mAU nm mAU nm mAU
190 77.781 29 73817 268 10.953 306 5433 344 0263
195 192,185 234 s59.629 273 1732 3N 128 343  p292
200 192601 239 31385 278 25261 ME 0426 353 03
205 124722 244 10333 202 3072 320 0278 58 0375
;210 89443 249 4289 287 37883 325 0213 B2 0359 .
{25 53291 254 3334 292 8742 330 0.197 87 0401
.20 57820 258 4.187 297 29310 334 0232
| 224 89597 263 6649 302 15694 338 0.247

Channel Range: 190 to 367 nm  Absorbance Range: 0.1574 io 200.93 mAL

Max Wavelength (nm): 197.48 2197 28878
Percent of Max Abs.; 100.0% kTl 19.0%
Within Peak at 33.035 min  PuP = 207.53 nm
: 19&? X w7 | mAl |

~ 200

SL - 150
| +
- 100
!
228.0
‘l \ ) /\ ;
N, 4 i
- — '-" -~ 50
; | \ 2888
! K AT
| / \
1‘ \_,/ ’ -
+ - Q
1 . i B 1 : ’ ' 1 1 1 i ! 1 : ' : : 1 1 - : b | :
: 200 225 250 275 ‘300 125 350
. Wavetenath {(nm} :

_Print Date: 24 Mar 1998 18:00:47




Spectrum Plot Report

Specttum #7
File: cstarimodule04'wtar0s.un

R: 26.188 min PuP (190->367 nm) = 206 576 nm

Name: METILCLORPIRIFOS

Scan Rate: 10851 Hz Bunch: 4 Duts Rate: 2713 Hz
Detector Range: 190->387 nm  Valid Rangs: 190->367 nm
Spectrum Type: Within Peak  Correction Type: Basefine

Instrument. Diode Array Detect

Method: LG.MTH

Operator: yara
Run Date: 18-MAR-93 6:48 PM

Absorbance Table !
am mAL nm mAU nm mAL nm mAlLl nm mAL i
190 84594 229 49.402 268 7.560 306 3664 M4 0325
195 138027 24 26500 273 11,702 311 1020 348 0.5
200 130563 239 20344 218 16912 36 0446 153 037
205 84990 244 6925 282 22020 20 029 s8 0377
210 46168 248 1Mt 287 25.194 25 0294 62 0380
215 35428 254 2788 202 24375 330 0255 67 0411
{ 20 38630 258 3349 297 19345 334 0286
| 224 48809 263 4874 302 10058 338 0264
. Channel Range: 190 to 367 nm  Absarbance Range: 0.2555 to 143,09 mAU
| Max Wavelength (nm): 197.10 2787 288.72
i Percent of Max Abs.: 100.0% 34.9% 17.7%
Within Peak at 28.188 min _PuP = 206.58 nm
[ hso 367 [mAM
g '\z |
! : :
{1 197 128
i {.
N !
" -100
i -jTS 3 :
H H i !
1 \ : :
A | L
E\ 279 ieg
r i :
; S ! '
i y
- '\\ |
H : \ 288 7 iag
. ‘ ~
a
] 1 i L 1] )] i H i " I 4i i
: 200 225 250 275 300 325 350
* iWavelength (nm)

" Print Date: 24 Mar 1998 18:18:24
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Spectrum Plot Report

Spectrum #7
Fie: clatarimodule0d\star053.run

#2: 14493 min PuP (190->367 nm) = 218.166 nm

Name: FENITROTION
Instrument: Diode Amray Detect
Method: LG MTH
COperator: vara

Run Date: 18-MAR-98 648 PM
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2,713 Hz

Detector Range: 190->367 nmm Valid Range: 190->367 nm
Spectum Type: Within Peak Comection Type: Basefine

Absorbance Table

nm mAU nm mAl nm mAU - nm AL nm mAU
150 44831 29 14114 268 20812 306  9.190 4 260
195  60.705 234 11.332 273 20562 1 T A6 348 2402
200 52364 239 10.396 278 19602 M6 6.110 383 2193
205  4597% 244 11294 282 18137 320 5038 s 1935
210 35982 249 13.382 287 16417 3258 4478 82 1847
215 25476 254 15.944 292 145647 330 3592 367 14385
28  21.0M 258 182332 297 12819 3 323

24 17872 263 20067 302 10994 339 2843

Channel Range: 130 to 367 nm  Absorbance Range: 1.4853 10 61.012 mAU

Max Wavalength (nm): 195.78 269.29
Percent of Max Abs. 160.0% 342%
i Within Peak at 14,493 min PuP =218.17 nm
1840 367 .mAU .
o -60 |
1ff195.‘a _ ;
;o S
/ =
" i
|
Lk <40 .
\ |
L i30 !
‘ i
N 265.4 1
- \\\ . - 20 .
i "\ :
¥ |
L =10
5 \
___\—\———-.-_
0
f‘ 200 225 250 215 300 325 350

¢ 'Wavelength (nm)
Print Date: 24 Mar 1998 18:09:09
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Spectrum Plot Report

Spactum #7
Fiie: ¢'starmodule04'stard53.run
tR: 24.704 min PuP (190->357 nm) = 209.039 nm
Name: FENTION
Instrument: Diode Arvy Detect
Method: LGMTH
Coperator; yara
Run Date: 18-MAR-98 6:49 PM
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch:4 Data Rate: 2713 Hz
Detector Range. 190->367 i Valid Range: 190->367 nm
Spectum Type: Wihin Peak  Correction Type: Baseline

Ahsorbance Table
nm mAL am mAU nm mAaU nm mAU nm mAlU
190 60.140 229 20.112 268 9279 e o9 44 0223
195 00 184 234 21.943 273 6.565 k3R] 0271 348 0471
200 91742 239 27.110 278 5649 316 0.143 353 o224
205 89645 244 35487 282 5354 320 0088 358 0285
210 72644 249 42375 287 5174 325 0136 362 0288
215 43818 254 40396 282 4570 330 0122 36T 0273
20 26075 %8 27977 297 3486 334 D132
224 20.841 263 15.817 302 2.023 339 0210
Channel Rangs: 190 to 357 nm  Absorbance Range: 0.0879 to 103.55 mAU
Max Wavelength (nm): 19723 250.13
Percent of Max Abs.: 100.0% 412%
Within Peak at 24.704 min PuP = 209.04 nm
190 367 mAU

- -100

197.3

j. ! ..\ \ <25

[ | T RSN NS U T I S N S S A

| ‘200 225 250 ‘275 300 ‘325 356
{Wavelength (nm)

Print Date: 24 Mar 1998 18:11:35
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File: cstarvnodule04\stards3 run
R 26.025 min PuP (190->367 nm) = 200 904 nm
Name: ISOFENFOS

Spectrum Plot Report

Spectrum#7

Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Hz
Detector Range: 190-5357 nm

Vahd Range: 190->367 nm

Spectium Typs: Within Peak Corection Type: Bassline

Instrument. Diade Array Detect

Method: LGMTH

Operator; yara
Run Date: 13-MAR-95 6:45 PM

Absorbance Table
nm mAy nm mAU nm mAL) nm mAL nm mal)
190 89.229 229 37.5%0 %8 631 06 0335 344 0.320
195 184617 M 30,126 273 7497 I 02438 M8 0.365
200 165.139 229 21089 278 7902 316 0236 353 0332
205 107.880 244 12.892 282 7.10Q 320 0247 53 0.354
210 65.816 249 T.729 287 5.307 2s 0217 362 0.430
215 49.221 254 52585 292 3334 330 0.289 367 0.448
i 220 44283 258 4810 267 1644 34 0.300
| 224 41838 263 5.143 32 074 33g 0278
‘. Channel Range: 190 to 367 nm  Absorbance Range: 0.2172 to 190.89 mAU
Max Wavslength (nm): 196 .62
. Parcent of Max Abs.: 100.0%
; ‘ Within Peak at 26.025 min PuP = 200.90 nm
: [19q 387 mau
A
i heés
-
SE - 150
P
i i
I
: 1
;f . 0
LA
|
: \
\‘
T \\ -50
.\.
]
; 200 225 250 275 00 25 350
Wavelength (nr)
Print Date: 24 Mar 1998 18:13.47
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Spectrum Plot Report

Spectrum # 3
File: clstarmodule(4'star05).cun
R 11.57Smin  PuP (190->367 nm) = 204.818 nm
Name: MALATION

Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2.713 Hz
Detactor Rangs: 190->367 nm  Vaid Range: 130->367 nm
Spectrum Type; Within Paak Corraction Type: Baseline

Instrument: Diode Array Detect
Method: LG.MTH

Operator: yara

Run Date: 18-MAR-98 6:49 PM

Absorbance Table
nm mAL nm mAU nm mAU nm mAU nm mAU
190 11.885 29 5193 268  0.0%0 306 0023 344 0034
195 15.509 234 3646 213 0.109 M 0.025 348 0024
200 13.568 239 2470 278 0.128 316 0.002 353 -0.016
205 12,383 244 1628 282 0.145 320 0.019 358 0.052
210 11.661 248 101 287 0110 325 0.00% B2 -0.009
215 10.559 254 0570 292 0.064 330 0015 67 0.002
. 220 9,020 258 0271 297 -£.065 334 0.005
L 224 7.102 263 0.032 02 -0.052 339 0.034
, Channel Range: 190 to 367 nm  Absorbance Range: -0.1448 to 15.572 mAU
. Max Wavelangth (nm): 195.74
| Percentof Max Abs.: 100.6%
! WWithin Peak at 11.575 min  PuP = 204.582 nm
| 190 367 mAU
. ,ff\ ' -15.0
1
| i 1957
! *
]
Y \ 125
i N
il N\ -10.0
| o 5\
; | Y
: : 3
H ! K
ir i ) -75
! | \
i ! \
! 3
- ; -50
i _ N -25
: - 0.0
; i 1 i 1 : i
) 200 ‘225 259 273 300 325 350
‘Wavelength (nm)

- Print Date: 24 Mar 1998 17:50:02
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Spectrum Plot Report

Spectrum#t 7
File: cstarmoduled4\star0s3.run
R 7.809min PuP (199->367 mun) = 213.146 nm
Name: METIDATION
Instrument: Dicde Array Detect
Method: LG.MTH
Operator: yara
Run Date: 18-MAR-38 6:49 PM
Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Mz
Detactor Rangs: 190->357nm  Vaiid Range: 190->367 nm
Spectrum Type: Whthin Peak Correction Type: Baseline

Absorbance Table

nm mAaU nm mAL nm mAU nm mALl nm mAU
190 32541 29 26650 268 2695 s 0037 344 0103
195 29135 234 23381 273 1.287 311 0015 348 0127
200  37.650 239 21193 278 0551 316 0.047 353 0206
205 a2+ 244 18.918 282 0264 320 0074 358 0173
210 328442 249 15.088 287 0134 325 0088 362 0183
215 38884 254 12.244 292 0.091 330 0084 367 0.247
290 18404 258 B.414 287 0.061 334 0082

224 31565 83 5128 362 0.064 339 oaa

Channel Range: 190 to 367 nm  Absorbance Range: 0.0193 to 39,539 mau

Max Wavelength (nm): 196.55 212.89
Parcent of Max Abs.: 100.0% 98.8%

‘Within Peak at 7 809 min  PuP =213.15 nm

190 212.9 367 5 mAU
AN :

1965

.

v

a AN ‘20
! N\ :

* '
- _‘ 1 D

\—1_
0
R B 1 . ' . .
200 225 250 275 ‘300 325 350

“Wavelength (nm)
' Print Date: 24 Mar 1998 18:05:02
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Spectrum Plot Report

Specum #3
Fite: ¢lstarvmodule04'stards3.run
R 22210 min  PyP (190--367 nm) = 235.261 nm
Name: PARATION

Scan Rate: 10.351 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Hz
Detector Range: 190->367 nm Valid Range: 190->367 nm
Spectrum Type: Within Peak  Commection Type: Baseline

Instrument: Diode Array Detect
Method: LG.MTH

Operator. yara

Rusy Date: 18-MAR-98 6:49 PM

Absorbance Table
nm mAL nm mAU nm mALU 0] mAU nm mAU
190 32.013 229 11232 268 33.461 306 13.314 344 1.613
195 57.767 234 10220 273 34897 3n 9.706 us 1.406
200 51970 239 11.5M 278 34685 316 6.363 353 1154
205 41238 244 14,167 282 33073 20 4912 353 1.078
219 33611 249 17.729 287 30216 325 3.584 62 0.843
215  29.887 254 21993 292 26478 g 27M7 367 0758
20 24.166 258 28518 297 22099 334 2178
T 224 16.050 263 30.499 302 17.581 339 1.870
l Channei Range: 120 to 367 nm  Absorbance Range: 0.7584 o 58.621 mAU
I Max Wavelength (nm): 196.29 27478
i Parcent of Max Abs_: 100.0% 59.7%
‘ Within Peak at 22.210 min _ PuP = 23526 nm
Hg0 357 "mAU
\‘
\
196.3
L \ - 50
\
Pl 4 - 40
‘\ 2748
r \\ -30
\ / n
. \ 7 . -20
1 Y L
i "\‘ \_//
. - 10
i [T B T B S NS i : = ~
N ‘200 ‘225 ‘250 275 4] 25 50
_ iWavelangth (nm)
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Spectium Plot Report

| Spectum#7
iFile: clstatmoduled4stardsd.un

R 10.182 min PuP (190->367 nm) = 232.892 nm

| Name: METILPARATION

Scan Rate: 10.851 Hz Bunch: 4 Data Rate: 2713 Hz
| Detector Range: 190->367 nm
:Spectrum Type: Within Peak

Instrument: Diode Array Detect
Method: LGMTH

Operator: yara

Run Date: 18-MAR-58 6:49 PM

Valiid Rangs; 190->367 am
Correction Type: Basefine

' . Absorbance Table
Conm mALU nm mAU am  mAU nm mAL nm mAU
io1sD 52.163 229 13485 268 40619 306 15.339 344 2.062
, 185 T1.814 22X 12.523 73 42073 311 11.182 38 1.366
;200 62255 239 14303 278 41538 316 7979 353 1570
T 205 49,144 244 17.588 282 39.311 320 5.692 358 1446
210 39.362 249 21.989 287, 35861 325 4235 382 1.287
215 35,180 254 27179 s 7] 30.979 330 3301 87 1.083
220 28496 258 32630 297 25687 334 2700
224 18928 263 37.328 02 20325 339 2376
Channel Range: 190 to 367 nm  Absorbance Range: 1.0933 to 72.359 mAU
Max Wavelength (nm): 193.96 27401
Parcent of Max Abs . 100.0% 582%
. Within Peak at 10.162 min _PuP = 233.89 nm
.190 367 . mAal
- f -70
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Y 2741
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Clorpirfos

y=35331x - 20484

¥ =0.9946
r =0.9972
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Concentracion { ug /L)

35

Fig. C.1. Variacion de la respuesta del detector en funcién de la concentracién de Clorpirifos
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35

Fig. C.2. Variacion de la respuesta del detector en funcién de Ia concentracién de Clorpirifos-metil.

100




Fenitrotion

800000 -

:

¥ = 21035x - 3860.8

Unidades de drea
‘é

f =09837
200000 “' r=09943
0 ‘ )
4] 5 10 I5 20 25 30 33
Concentracién (ug /L)

Fig, C.3. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracién de Fenitrotion.
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Fig. C.4. Variacién de Ia respuesta del detector en funcién de la concentracién de Fentién.
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Isofenfos
1000000 -
800000 -
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% 600000
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= 400000
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0 5 10 15 20 25 10
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Fig. C.5. Variacién de la respuesta del detector en funcién de {a concentraciin de fsofenfos.
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Fig. C.5. Variacion de fa respuesta del detector en funcién de la conceniracion de Malation.
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Metidation
1000000 -
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Fig. C.7. Variacion de la respuesta de) detector en funcion de la concentracion de Metidatién,
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Fig. C.8. Variacién de la respuesta del detector en funcién de Ia concentracion de Paration.
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Paration-metil

800000 -
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Fig. C.9. Variacién de la respuesta del detector en funcién de la concentracién de Paratién-metil.
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