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GLOSARIO

Colorimetro de resistencia dependiente de diodo remisor de luz simple:
Simple light diode-light dependent resistor (LED-LDR) colorimeter.
Cromatografia liquida de alta resolucion: High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Cromatografia de liquidos de ultra alta eficiencia: Ultra High Performance
Liquid Chromatography (UHPLC).

Dispersion de matriz en fase sdlida: Solid Phase Matrix Dispersion (SPMD).
Espectroscopia Raman de superficie mejorada: Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS).

Extraccion acelerada por disolvente: Acelerated Solvent Extraction (ASE).
Extraccion asistida por barra: Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE).
Extraccion en fase sdlida: Solid Phase Extraction (SPE).

Extraccion liquido liquido: Liquid-Liquid Extraction (CLE).

Extraccion por fluido supercritico: Supercritic Fluid Extraction (SFE).
Microextraccién en fase soélida: Solid Phase Micro Extraction (SPME).
Paraquat (PQ).
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RESUMEN

Se desarrollé y optimizo el protocolo de extraccion en fase soélida como método de
preparacion de muestra, para la cuantificacion del herbicida paraquat en muestras
acuosas mediante espectrofotometria ultravioleta. El acoplamiento de EFS a la
espectrofotometria ultravioleta permitio ampliar el intervalo de concentraciones en
el que es aplicable la determinacion de paraquat, el cual se encuentra comprendido
entre 0.005 y 30.0 mg/L, debido a que es capaz de concentrar el analito contenido
en la muestra 42.7 veces. Si bien los valores de recuperacion calculados por medio
de un balance de masa del procedimiento de extraccion en fase soélida se
encuentran entre 78.5y 85.1 %, se observo que la cantidad recuperada de paraquat
al término del protocolo de EFS, es proporcional a la concentracién del analito
presente en la matriz acuosa utilizada durante la etapa de carga. El método de EFS
propuesto, acoplado a la determinaciéon por espectrofotometria UV, se aplico a tres
muestras de agua residual procedentes del canal Tlamaco-Juandhd obteniendo
concentraciones de paraquat entre 0.12 y 0.14 mg/L. La metodologia de extraccién
en fase solida permitié determinar concentraciones mas bajas de paraquat y libres
de interferencias en el tipo de matriz de trabajo, en comparacion con el empleo de

la espectrofotometria ultravioleta de manera directa.



INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) estima que para el afio 2050 la
poblacion mundial pasara de 7,700 a 9,600 millones de personas (United Nations,
2019), lo que implica una mayor demanda de alimentos. Ademas, de considerar la
explosion demografica, el cambio climatico, la contaminacion y la degradacion de
las tierras de cultivo como algunos de los retos para la produccion alimentaria.
México es el 12° productor mundial de alimentos, donde se han detectado méas de
200 especies de plagas agricolas que amenazan con la productividad del campo
(SADER. Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

Los pesticidas fungen como elementos fundamentales en la produccion alimentaria,
pues permiten controlar malezas en los cultivos, evitando asi, la proliferacion de

plagas y enfermedades, reduciendo perdidas en la produccion.

A pesar de sus beneficios, su toxicidad y la persistencia de sus ingredientes activos
y metabolitos hacen que el uso de este tipo de sustancias puede resultar
sumamente riesgoso, tanto para los agricultores, como para al medio ambiente
(Barbash, Thelin, Kolpin, & Gilliom, 2001). Por estas razones, el monitoreo
constante de la concentracion de los pesticidas en diferentes matrices ambientales
resulta ser de vital importancia, siendo necesario el desarrollo de métodos analiticos

para analizar y evaluar este tipo de muestras.

El paraquat es un herbicida importante para controlar maleza en muchos entornos
agricolas, silvestres y urbanos; esté clasificado como moderadamente toxico (Clase
II) por la OMS (WHO. World Health Organization, 2020), ademas, es uno de los mas
utilizados en México (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico , Martinez-

Arroyo, Gavilan-Garcia, & Mendoza-Cantua, 2019).

Debido a su estructura quimica la determinacion puede realizarse mediante
espectrofotometria ultravioleta, pero al ser una técnica analitica no selectiva, con
bajos limites de deteccidn y sensible a variaciones ocasionadas por la complejidad
de la muestra (Harris, 2006), es necesario hacer un tratamiento previo con el fin de

purificar y preconcentrar el analito.



Dicho objetivo puede ser alcanzado de forma satisfactoria mediante la aplicacion de
un protocolo de extraccion en fase sélida (EFS). Este protocolo, debe garantizar que
la extraccion del analito sea cuantitativa y preferentemente libre de interferentes de
matriz, para ello es fundamental optimizar cada una de las etapas del proceso, a
través sus parametros esenciales, a saber. 1. Acondicionamiento, 2.
Equilibramiento, 3. Carga, 4. Lavado, 5. Elucion y 6. Regeneracion (Berrueta, Gallo,
& Vicente, 1995).



1. ANTECEDENTES
1.1 Plaguicidas

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidad para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), se entiende por plaguicida “cualquier
sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga,
incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos
agricolas o alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales para
combatir ectoparasitos” (Codex Secretariat (FAO/WHO), 2018 ).

1.1.1Clasificacién de los pesticidas

La correcta clasificacion de los plaguicidas auxilia en el empleo correcto de estos,
pudiéndose clasificar de acuerdo con su uso, por la plaga que controlan (ver tabla
1.1) (SADER. Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020), de acuerdo con
su formulacién, por su grupo quimico funcional (ver tabla 1.2) (SADER. Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020) y por su modo de accion o segun su grado
de toxicidad (Tabla 1.3) (WHO. World Health Organization, 2020), donde en cada

una se encuentra resaltada la clasificacion a la cual pertenece el paraquat.

Tabla 1.1. Clasificacion de los plaguicidas
considerando el tipo de plaga al que se aplica de
acuerdo con la Secretaria de Agricultura y Desarrollo

Rural.

Tipo ‘ Plaga objetivo

Acaricidas Acaros
Bactericidas Bacterias
Defoliantes Hojas de plantas
Funguicidas Hongos




Plaga objetivo

Herbicidas Hierbas, plantas
Insecticidas Insectos
Molusquicidas Moluscos
Nematicidas Nematodos
Rodenticidas Roedores

Tabla 1.2. Clasificacion de los plaguicidas segun su grupo funcional de acuerdo

con la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural.

Grupo funcional Caracteristicas

Son irritantes, suelen ser sélidos, insipidos e inodoros

Bipiridilicos
y muy solubles en agua
o Pueden incluir al microorganismo o sus metabolitos,
Bioldgicos ) .
siendo capaz de controlar una plaga en particular
Tienen un amplio rango de niveles de toxicidad a
Carbamatos

mamiferos y de propiedades biolégicas

Actlan por contacto, se acumulan en el tejido
Organoclorados _ o _ o
adiposo, persistiendo en la cadena alimenticia.

Pueden ser de contacto, sistémicos, fumigantes o
Organofosforados _ o )
estomacales, tienen mayor toxicidad a mamiferos.

_ ) Son mas toéxicos para los peces que, para los
Piretroides ) . .
mamiferos, reducen el apetito en los insectos




Tabla 1.3. Clasificacion de los plaguicidas segun su grado de toxicidad de acuerdo

con la Organizacion Mundial de la Salud.

LDso para ratas (mg/kg peso corporal)

Descripcién Oral
Extremadamente
la _ <5 <20 <10 <40
peligroso
Altamente
Ib _ 5-50 20 - 200 10 - 100 40 - 400
peligroso
Moderadamente
Il _ 50 -500 | 200-2000 | 100-1000 | 400 - 4000
peligroso
Ligeramente
1] _ > 500 > 2000 > 1000 > 4000
peligroso

El paraguat se encuentra clasificado, de acuerdo con su plaga objetivo, como un
herbicida dentro del grupo bipiridilico debido a su grupo funcional y esta dentro de
la clase Il (moderadamente peligroso) debido a su toxicidad.

1.2 Paraquat

EL paraquat es un herbicida de amonio cuaternario, refiriéndose especificamente al
cation 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo. Generalmente, suele encontrarse como sales de
bromuro, cloruro o metasulfonato como solido cristalino o en disolucion acuosa
(Aramendia , et al., 2006). El paraquat se sintetiz6 por primera vez en 1882, pero
su funciéon como pesticida se descubrié hasta 1955 y fue introducido al mercado,
junto con el diquat, compuesto de la misma familia, a partir de 1962 por la empresa
Imperial Chemical Industries (Kolberg, et al., 2012; Huang, Zhan, Bhatt, & Chen,
2019). En la tabla 1.4 se resumen sus principales caracteristicas fisicoquimicas

(ChemSpider , 2021) y en la Figura 1.1 se puede ver su estructura quimica.



Tabla 1.4. Caracteristicas fisicoquimicas del paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-dicloro
bipiridina) (ChemSpider , 2021).

Concepto Caracteristica
Formula molecular C12H1aN2?
Peso molar 257.2 g/mol

Estado fisico

Sdlido (cristales higroscopicos)

Temperatura de descomposicion > 340 °C
Solubilidad en agua 700 g/L
Solubilidad en metanol 143 g/L
Densidad 1.24 g/mL
Hidrolisis Hidroliza bajo condiciones alcalinas
Log Kow -4.5

Metabolitos de descomposicién

Monoquat, paraquat monopiridina, 4-carboxi-

1-metilpiridino

2CE

Fig. 1.1. Estructura quimica del paraquat

(Environmental Protection Agency, 2019).




Es un herbicida no selectivo de rapida accion, usado para el control de malas
hierbas en la agricultura (Watts, 2010). Es un herbicida de contacto, de amplio
espectro, el cual afecta Unicamente las partes verdes y no los tallos lefiosos de la
planta (Lott, Lott, & Doms, 1978). Presenta una rapida accion tanto en plantas
terrestres como acuaticas y debido a su naturaleza catidnica se queda retenido en
los coloides de suelo cargados negativamente, sin embargo, puede ser lixiviado
hacia los mantos acuiferos (Pateiro-Moure , Martinez-Carballo, Arias-Estévez, &
Simal-Gandara , 2008).

Su bajo costo y su eficiencia lo convirtieron en una opciébn muy popular para su
utilizacion en cultivos de cereales, forrajes, frutales, flores y hortalizas (Centro de
Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria
(CDRSSA), 2020). El paraquat (PQ) desvia el flujo de electrones del fotosistema por
lo que inhibe la reduccion del NADP*, produciendo el radical PQ™, el cual es
reoxidado por el Oz producido en los cloroplastos. Durante esta reoxidacion se
generan especies reactivas de oxigeno (ROS), como superoxido (O27), el
peroxinitrito (ONOO"), radicales perdxido (ROO) y el radical hidroxilo (OH™), las
cuales reaccionan con la membrana celular causando peroxidacion lipidica y
finalmente la muerte celular (Blanco-Ayala, Andérica-Romero, & Pedraza-Chaverri,
2014)
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Fig. 1.2. Ciclo Redox del paraquat (PQ) (Blanco-
Ayala, Andérica-Romero, & Pedraza-Chaverri, 2014)



El paraquat es ampliamente usado como desecante, defoliante y regulador de
crecimiento de las plantas, pero debido a su toxicidad este herbicida se ha prohibido
en 38 paises, incluyendo los 27 que conforman la Union Europea desde 2007, Sri
Lanka, Siria, Emiratos Arabes Unidos (Watts, 2010), Corea del sur (2012) (Bang,
Kim , & Lee, 2016), entre otros.

México cuenta con 90 registros sanitarios para productos con paraquat en su
formulacion (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania
Alimentaria (CDRSSA), 2020), ademas, entre 2010 y 2017 las importaciones de
paraquat en el pais alcanzaron un valor total de 78,988,391 y 91.179,834 ton, de
acuerdo con lo reportado por el SIAVI (Sistema de Informacion Arancelaria Via
Internet) y la base de aduanas, respectivamente (Instituto Nacional de Ecologia y

Cambio Climatico , Martinez-Arroyo, Gavilan-Garcia, & Mendoza-Cantu, 2019).

1.2.1 Toxicidad

La inhalacion es la via de exposicion mas comun para los seres humanos, debido
al modo de aplicacion, sin embargo, puede ingresar de manera tépica u ocular,
provocando intoxicacién debido a la acumulacién de radicales libres (Dinis-Oliveira,
Duarte, Sanchez-Navarro, Remiao, & Caravalho, 2008), siendo los pulmones el
organo diana (6rgano a aquel al que van dirigidos los efectos de una sustancia)
causando fibrosis, inflamacion y falla respiratoria (Blanco-Ayala, Andérica-Romero,
& Pedraza-Chaverri, 2014). Otros efectos al organismo pueden ser dafios al
corazon, falla renal, dafios al sistema nervioso central, higado y musculos (Watts,
2010).

La ingesta de paraquat es fatal ya que no existe un antidoto efectivo, generando
inmediatamente una sensacién de ardor en el tracto respiratorio, provocando
vomitos, nauseas, diarrea, fibrosis pulmonar, pérdida de electrolitos y liquido de
manera inmediata, lo que deriva en la muerte (Tsai, Satatys of herbicide use,
regulatory management and case study of paraquat in Taiwan, 2018). La dosis letal
media de paraquat en humanos (LDso) es de 25 mg/kg y para animales de 110 - 150
mg/kg de peso corporal. En pacientes de intoxicacion, se reporta que una
concentracion en plasma menor a 2 ug/mL tras 4 horas de haberse ingerido y una
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concentracion menor a 1 pg/mL después de 24 horas, indican altas probabilidades

de supervivencia (Luna, Di Bernardo, Garcia, Ovalles, & Calderon, 2008).

También, se ha reportado que el paraquat tiene efectos neurotdxicos, pues puede
causar lesiones irreversibles en neuronas, generando un mayor riesgo en
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer (Li, Liu,
Kuang, & Xu, 2019). Ademas, algunos estudios sugieren que puede afectar el
complejo mitocondrial, debido a la interrupcion del transporte de electrones,
derivando en a problemas degenerativos, motrices y de desarrollo en peces (Wang,
Souders, Zhao, & Martynuik, 2018).

La Autoridad de Gestion del Riesgo Ambiental de Nueva Zelanda describe a este
herbicida como “muy tdxico para el medio ambiente acuatico” y la US EPA como
“‘extremadamente activo y toxico para las plantas y animales” (Watts, 2010). La
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA, 2014) no muestra
los niveles maximos de paraquat en agua potable, esto debido a que este herbicida
es de uso restringido, sin embargo, muestra la del diquat cuyo nivel maximo es 0.02
mg/L (EPA US. Environmental Protection Agency, 2014). Asimismo, el gobierno de
Canada establece como maxima concentracion aceptable (MAC) 0.01 mg/L (10
ug/L), de dicloruro de paraquat o 0.007 mg/L (7 ug/L) del catién (Goverment of
Canada, 1986). La cuantificacion del herbicida se realiza por cromatografia de

liquidos con deteccién UV (EPA US. Environmental Protection Agency, 1997).

1.2.2 Métodos de remocion de paraquat en agua

Debido a los efectos nocivos mencionados con antelacion, la comunidad cientifica
ha dirigido sus investigaciones en el desarrollo e implementacion de diferentes
mecanismos que permitan la remocion y/o eliminacion de forma parcial o total del
paraquat en el ambiente. Dentro de los mecanismos que han sido disefiados se
puede considerar: 1) los procesos de oxidacion avanzada tales como la fotocatalisis,
y el proceso Fenton, 3) la fitorremediacién, 4) la 6smosis inversa y 5) la adsorcion,
que utiliza diversas matrices porosas para la fijacion de estos (Kamga, 2019;
Ahmad, et al., 2010).
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La adsorcion en materiales porosos se ha investigado ampliamente debido a su
simplicidad, alta eficiencia y bajo costo operativo; evaluando y desarrollando una
extensa cantidad de materiales para este fin (Shetty, et al., 2020). Particularmente,
cuando se habla de biosorcion, se hace referencia al uso de biomasa viva o0 muerta
para la recuperacion de especies idnicas disueltas en agua. Un claro ejemplo es lo
seflalado por Mehmandost et al., 2020, quienes utilizando tallos de plantas
Heracleum Persicum, cuya lignocelulosa (materia seca vegetal) posee grupos
funcionales cargados negativamente, lograron remover el paraquat en agua hasta
en un 82.2 % (Mehmandost, et al., 2020). Asimismo, este tipo de materiales
macroporosos cuentan con areas superficiales especificas de 50 m?/g promedio, lo
qgue les confiere una mayor capacidad adsortiva. En cuanto al tipo de biomasa a
escala de laboratorio, se ha evaluado la capacidad adsortiva de una vasta gama de
biosorbentes, principalmente: plantas, algas, hongos, artropodos, bacterias y

levaduras; (Ramirez Lemus, 2002; Kamga, 2019)

En la tabla siguiente se enlistan diferentes sorbentes utilizados para la remediacion
de paraquat, asi como investigaciones sobre el empleo de distintos bioadsorbentes

para la remediacién de otros contaminantes (tabla 1.5).
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Tabla 1.5 Adsorbentes utilizados para la remediacién de paraquat y otros contaminantes en soluciones acuosas.

_ Porcentaje
_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
Nanoabsorbentes
magnéticos de
] _ (Fernandes,
nucleos de Soluciones .
) Soares, Trindade,
magnetite acuosas Paraquat 257 mg/g 30 -90 pg/mL 78 -95 % ) )
_ _ o & Daniel-da-Silva,
funcionalizado con sintéticas
o 2017)
conchas siliceas
biohibridas,
2,2,6,6-
Tetrametilpiperidina | Soluciones 05 _ 25
1-oxil (TEMPO) acuosas Paraquat 100 mg/g ' / L - (Tu, et al., 2019)
mg/m
nanofibras de sintéticas g
celulosa oxidadas
Membranas de Soluciones (Cocenza, A. de
alginato y acuosas Paraquat 37.79 umol/L/g 5 —200 pmol/L - Morae, Beppu, &
quitosano sintéticas Fraceto, 2012)
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Porcentaje

_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
) _ (Leite, T. dos
Resinas de Soluciones ) _
_ Reis, Robaina,
amberlita XAD-2y acuosas Paraquat 20 mg/g 25-10mg/L --
S Pacheco, &
XAD-4 sintéticas
Cassella, 2013)
_ _ (Junthip,
Textil recubierto _
i Soluciones Jumrernsuk,
con polimero de
_ ] acuosas Paraquat 4.5 -23.7 mg/g 10 — 250 mg/L - Klongklaw,
ciclodextrina o
o sinteticas Promma, &
anionico
Sonsupap, 2018)
) Soluciones
calix[n]arenas 0.05-2 (Shetty, et al.,
acuosas Paraquat 411 - 419 mg/g -
(n=4,6, 8) o mmol/L 2020)
sintéticas
131,58y 101,01
Laminas de 6xido | Soluciones _ mg/g )
d ¢ de dobl Azul de Nilo y 10 — 20 mall (Alipour &
e grafeno de doble | acuosas i —-20mg - .
o o Paraquat (respectivamente) Namazi, 2007)
oxidacion (GO) sintéticas
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Adsorbente

Matriz

Porcentaje
_ Intervalo de
Contaminantes - > de
adsorcion concentracion

Capacidad de

adsorcion

Referencia

recubiertas por
polidopamina
Polimero de _
_ ] Soluciones )
ciclodextrina (Junthip, Jatupol,
_ acuosas Paraquat 20.8 mg/g 25 -200 mg/L 78.3 %
reticulado con o 2019)
o o sintéticas
acido citrico
; . (Danish,
Carbén de piedra _ .
. ] Soluciones Sulaiman,
de datil activado 34.48 — 55.56
) acuosas Paraquat 75 - 125 mg/L - Rafatullah,
(Phoenix o mg/g )
_ sintéticas Hashim, &
dactylifera)
Ahmad, 2010)
Céscara de arroz Soluciones
. (Hsu & Pan,
modificada con acuosas Paraquat 317.7 mglg 36 — 120 mg/L 99 % 2007)
acido metacrilico sintéticas
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Adsorbente

Matriz

Contaminantes

Capacidad de

adsorcion

Intervalo de

concentracion

Porcentaje
de

adsorcion

Referencia

Aserrin de Ayous Soluciones (Nanseu-Nijiki,
(Triplochiton acuosas Paraquat 9.47 mg/g 1-69/L - Dedzo, &
schleroxylon) sintéticas Ngameni, 2010)

_ 82.2y93.2
Tallos de Soluciones 347.8y 275.4 24y 19 mg/L
_ _ % (Mehmandost, et
Heracleum acuosas Paraquat y diquat mg/g (respectivamen _
_ o } (respectiva al., 2020)
Persicum sintéticas (respectivamente) te)
mente)
Carbon activado de o
) ) Agua (Sielinchi & Thue,
Ayous (Triplochiton Paraquat 60 mg/g 100 — 400 pg/L 87 %
potable 2014)
schleroxylon)
Carbon activado de
Sapelli Agua (Sielinchi & Thue,
Paraquat 88 mg/g 100 — 400 pg/L 90 %

(Entandrophragma potable 2014)

cylindricum)
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Adsorbente

Matriz

Contaminantes

Capacidad de

adsorcion

Intervalo de

concentracion

Porcentaje

de

adsorcion

Referencia

(Brenes-Guilléna,

Cianobacterias _ 30-300y 100
_ Soluciones Fuentes-
filamentosas Paraquat y 24.4y 66.8 mg/g -500 mg/L )
) acuosas ) ) ) - Schweizer,
termofilas o Bromacil (respectivamente) | (respectivamen L
sintéticas Garcia-Pineres, &
Letolyngbya 7M te) _ )
Uribe-Lorio, 2019)
Pesticidas:
Terbumetron,
Sustrato de _ (Boudesocque,
. Agua Desetil 2x10-7-3x .
lignocelulosa _ ) 1-8g/kg - Guillon, &
] residual terbumetron, 10~ mol/L. _
(salvado de trigo) ) Aplincourt, 2008)
Dimetomorfo e
Isoproturén.
) ) Soluciones
Carbon de fibra de _ (Sharma, Kumar ,
acuosas Atrazina - 50 — 100 pg/L 90 %
coco o & Joseph, 2008)
sintéticas
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Porcentaje

_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
Soluciones
] ) _ 85.9-86.3 | (Sharma, Kumar ,
Carbon de aserrin acuosas Atrazina - 50 — 100 pg/L
o % & Joseph, 2008)
sintéticas
Soluciones (Akhtar, Igbal,
Salvado de arroz _ 0.0082 + 0.1 (3.2-32) x 10°°
) acuosas Triazofos 98+1.3% Bhanger, &
(Oryza sativa) o mmol/g mol/L
sintéticas Moazzam, 2009)
i Soluciones (Akhtar, Igbal,
Céscara de arroz _ 0.025+0.1 (3.2-32) x
) acuosas Triazofos 94+1.2% Bhanger, &
(Oryza sativa) o mmol/g 10-5 mol/L
sintéticas Moazzam, 2009)
(7.5-7.7) x 103y
Cenizas volantes de Agua Pesticidas: DDDy | (6.5-6.7) x 1073 (Gupta & Ali,
i _ 2.0 £ 30.0 pg/L 93 %
azucar residual DDE mg/g 2001)
(respectivamente)
o (Alam, Dikshit, &
Macro hongos Agua Pesticidas: 2,4-D | 0.08 y 0.087 mg/g _
) ] _ ) ) 0.5-7.5 mg/L - Bandyipadhyay,
(sojar caju) residual y atrazina (respectivamente) 2000)
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Porcentaje

_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
Macro hongos Agua i (Sudhakar &
) ) _ Endosulfan 1.575 mg/g 5 -50 mg/L 90.4 % o
(sojar caju) residual Dikshit, 1999)
Membranas de _ Azul de metilo, 4,3,6y50 100, 65, 25
Soluciones _ ] i )
Sargazo Spp naranja de metilo, mg/L y 95 % (Lépez-Mirando,
acuosas -
(S. natans y S. o rojo de metilo y (respectivamen | (respectiva et al., 2020)
_ sintéticas
fluitans) Pb (I1). te) mente)
(Coelho, Resende
Soluciones _ de Andrade,
Algas Sargassum clorhidrato de 0.1-35 _
- acuosas - 93 % Carlos da Silva, &
filipendula o propranolol mmol/L o
sintéticas Adeodato Vieira,
2019)
Soluciones 116.6 y 207.3 _
Sargassum (Tabaraki &
acuosas As () y As(V) mg/g 50-200 mg/L - S
glaucescens o } Heidarizadi, 2018)
sintéticas (respectivamente)
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Porcentaje

_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
Biomasa de Soluciones (Esmaeili,
Sargassum acuosas Hg (1) 147.05 mg/g 7 -1000 ng/L 95.1 % Saremnia, &
glaucescens sintéticas Kalantari, 2015)
_ Soluciones (Esmaeili,
Biomasa de _
o _ acuosas Hg (1) 3.503 mg/g- 7 -1000 ng/L 90 % Saremnia, &
Gracilaria corticata o )
sintéticas Kalantari, 2015)
(Bermudez-
) _ Gonzalez,
Alga café Soluciones i
Rodriguez-Rico,
(Sargassum acuosas Cr (VD) 196.10 mg/g 10 -50 mg/L 84 % )
_ o Guibal, Calero de
muticum) sintéticas
Hoces, & Martin-
Lara, 2012)
Alga café Soluciones (Soleymani,
(Sargassum sp) acuosas Co (I 80.27 mg/g 300 mg/L - Khani,
cargado con 0.1 sintéticas Pahlavanzadeh, &
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Porcentaje

_ _ Capacidad de Intervalo de _
Adsorbente Matriz Contaminantes - > de Referencia
adsorcion concentracion >
adsorcion
mol/L Manteghian,
Mg(NOz)2-6H20 2015)
Soluciones (Barquilha,
Sargassum sp. acuosas Ni (I1) 71.66 mg/g 0.5 -7 mol/L 70 % Cossich, Tavares,
sintéticas & Silva, 2018)
Soluciones ) (Verma, Kumar,
Sargassum Pb (II), Cd (II) y Ni 367.94,103.5y _
. acuosas - - Balomajumder, &
filipendula o ({0)) 34.3 mg/qg,
sintéticas Kumar, 2018)
Soluciones 10 — 50 mg/L, 81.2%,
acuosas 10-1000y 10 81.7%y
. . (Wang, Shan, &
Sargassum horneri | sintéticas | °Sr, ®°Co y *Mn - -1000 pg/L 84.2%
_ _ Pang, 2021)
(respectivamen | (respectiva
te) mente)

20




Tal como se puede ver en la tabla, se han realizado diferentes esfuerzos por
encontrar mejores materiales, capaces de remover paraguat de matrices acuosas,
como los Calix [n] areno (Shetty, et al., 2020), textiles recubiertos con polimero de
ciclodextrina aniénico (Junthip, Jumrernsuk, Klongklaw, Promma, & Sonsupap,
2018), carbon activado preparado de residuos de madera (Sielinchi & Thue, 2014),
Membranas de alginato y quitosano (Cocenza, A. de Morae, Beppu, & Fraceto,
2012), entre otros. Aunque también se pueden encontrar el uso de algunos
biosorbentes para la remocion de paraquat, como el aserrin de madera de samba o
Ayous (Kamga, 2019; Nanseu-Njiki, Dedzo, & Ngameni, 2010) o Cianobacterias
filamentosas termofilas Letolyngbya 7M con capacidad de adsorcion de 24.4 mg/g

(Brenes-Guilléna, Fuentes-Schweizer, Garcia-Pifieres, & Uribe-Lorio, 2019).

Se han reportado algunos otros biosorbentes utilizados para la remocion de otros
herbicidas como Macro hongos (sojar caju) para en 2, 4-D y atrazina en agua
residual con una capacidad de adsorcion para cada uno de 0.08 y 0.087 mg/g,
respectivamente (Alam, Dikshit, & Bandyipadhyay, 2000), otro ejemplo son las
membranas de Sargazo Spp (S. natans y S. fluitans) utilizadas para la remocién
colorantes toxicos (azul de metileno, naranja de metilo y rojo de metilo) y metales
como el plomo (Pb?*) (L6pez-Mirando, et al., 2020), como se puede notar en afios
recientes se ha estudiado la capacidad bioadsorbente del sargazo para
contaminantes especificos como clorhidrato de propranolol (Coelho, Resende de
Andrade, Carlos da Silva, & Adeodato Vieira, 2019), estroncio (°°Sr), cobalto (°°Co),
manganeso (**Mn) (Wang, Shan, & Pang, 2021) y zinc (Zn?*) (Zhou, et al., 2012),

por mencionar algunas investigaciones.

En la biomasa de algas pardas, como lo es el sargazo, el principal mecanismo de
biosorcién reportado es el intercambio i6nico que implica uniébn quimica y
atracciones electrostaticas a través de varios grupos funcionales presentes en su
superficie (Verma, Tewari, & Rai, 2008). En estos casos, la unién de metales
cationicos depende directamente de la presencia de grupos hidroxilo, carboxilo,
amino y sulfato, que son grupos superficiales predominantes de las algas pardas

(Ungureanu, Santos, Boaventura, & Botelho, 2018). Estos grupos funcionales estan
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presentes principalmente en lipidos, polisacaridos y proteinas en su superficie
celular (He & Chen, 2014). Los acidos carboxilicos son los grupos de sitios de unién
méas abundantes en las algas pardas porque la pared celular esta formada
principalmente por &cido alginico (alginato) un copolimero lineal de acido
manuronico y acido gulurénico residuos, que son responsables de la quelacién de
iones de metales (por ejemplo, Cd?*, Pb?*, Zn?*, Cu?*, Ca?*, etc.) (R. Santos,
Ungureanu, Volf , R. Boaventura, & S. Botelho, 2018). En general, los mecanismos
de biosorcion son complejos, y estan sujetos a diferentes factores que pueden
interferir con la eficiencia del proceso en términos de cinética y equilibrio, entre ellos:
pH, concentracion de iones, temperatura y tiempo de contacto (Ahmad, Bhat, &
Buang, 2018; Bilal, y otros, 2018).

Debido a la naturaleza cationica del paraquat (figura 1.1) y considerando las
investigaciones previamente mencionados, como un analogo a un cation metalico,
se propone la evaluacién de la remocion de paraquat de matrices acuosas
empleando como biosorbente al sargazo. Y evaluando su efectividad mediante el
método de extraccion en fase solida acoplado a su determinacién por

espectrofotometria UV, propuesto en el presente trabajo.

1.2.3 Métodos de determinacién de paraquat

Considerando la importancia de cuantificar el paraquat ya sea para diagnosticar su
toxicidad, el destino ambiental o bien la eficiencia de remocion de diversos
materiales, la determinacién del herbicida en diferentes matrices es imprescindible.
Los herbicidas de bipiridilo (quats) se suelen determinar por cromatografia liquida
de alta resolucion (CLAR) en fase reversa, sin embargo, debido al caracter catidnico
de estos compuestos es posible su cuantificacidn por medio electroforesis capilar
(EC), aunque también se ha reportado el uso de cromatografia de liquidos acoplado
a masas (CL-MS), electrodos selectivos, espectrofotometria UV y visible, entre otras
técnicas (Carneiro, Puignou, & Galceran, 2000; Lara Sandoval, Garcia Colmenares,
& Chaparro Acuiia, 2015; Colin, 2017; Pateiro-Moure , Martinez-Carballo, Arias-
Estévez, & Simal-Gandara , 2008).
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La US EPA para la determinacion de paraquat y diquat en agua potable recomienda
el método 549.2 de cromatografia de liquidos de alta eficiencia de pares iGnicos en
fase reversa con detector de arreglo de diodos, absorbiendo en 257 y 308 nm
respectivamente, la extraccion se hace utlizando cartuchos C8 (EPA US.

Environmental Protection Agency, 1997).

La determinacion de paraquat puede hacerse mediante espectrofotometria visible,
esto al hacer reaccionar al catién con un agente reductor como ditionito de sodio
(Na2S204), glucosa (CeH120s), acido ascorbico (CeHsOs), borohidruro de sodio
(NaBHya), entre otros, produciendo asi una especie radical color azul, la cual absorbe
a 394 nm. Aunque estas reacciones son cuantitativas, esta técnica presenta algunos
inconvenientes como la inestabilidad del radical en presencia del oxigeno,
perdiendo intensidad en el color, mayores tiempos de preparacion de muestra y el

uso de mayor cantidad de reactivos (Colin, 2017; Chuntib & Jakmunee, 2015).

— pr— Ditionito
+ + de sodio + _ VA A
HSC_N\ / \ /N_CHS Medio H3C_N\\/:/>7IC\. L xN_CH3

basico

Fig. 1.3. Reaccion de derivatizacién de paraquat con Na2S204 en medio basico (Colin,
2017).

El paraquat también absorbe en la region ultravioleta a 258 nm, por lo que su
determinacién puede hacerse de manera directa por espectrofotometria ultravioleta,
reduciendo asi los tiempos de andlisis y los costos al usar menor cantidad de
reactivos. En la siguiente tabla se hace un recuento de algunos métodos reportados

para la determinacion y cuantificacion del paraquat en diferentes matrices.

23



Tabla 1.6. Métodos para la determinacion y cuantificacion de paraquat en distintas matrices.

Técnica

Matriz

Preparacion de muestra

Recobro
(%)

Referencia

Cromatografia de liquidos de

alta eficiencia acoplada a Tejido Extraccion asistida por % 2 nafmL (Winnik, et al.,
. : ng/m -
espectrometria de masas | cerebral | microondas. 2009)
(CLAE-MS)
] _ Sistema  automatizado de
Electroforesis capilar con y .
» _ extraccion en fase sodlida
deteccion ultravioleta (EC- 80-85 | 0.3 pug/L -
(ASPEC XL) con cartuchos de
UV)a2l4nm Silica 60. (Mallat, Barzen,
Agua de Abuknesha,
rio Fluoroinmunoensayo, la Gauglitz, &
muestra se coloca con 4
Inmunosensor oOptico (Rlver _ _ 0.06 Barcelo, 2001)
anticuerpos anti-paraquat - -
ANAlyzer, RIANA) po/L
marcados con Cy55 vy
ovoalbdmina.
Cromatografia de liquidos Digestion MeOH/5% EDTA (Pateiro-Moure ,
. Suelo 98 — 108 | 10 pg/kg | 20 pg/kg )
con deteccién UV (258 nm) (70/30). Martinez-
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Técnica

Matriz

Preparacion de muestra

Referencia

Carballo, Arias-

Extraccion asistida or| 102- 100 2 imal-
. p 50 pg/kg Estévez, & Simal
microondas. 112 na/kg Gandara , 2008)
Digestion MeOH/5% EDTA (Pateiro-Moure ,
98— 108 | 1.0 ug/kg | 2.0 pg/kg ]
. o (70/30). Martinez-
Cromatografia de liquidos _
lad Suelo Carballo, Arias-
acoplada a masas . -
Extraccion asistida or 102 - 4 imal-
. p 3.0 uglkg | 7.5 pglkg Estévez, & Simal
microondas. 112 Gandara , 2008)
Derivatizacion: Se realiza la
Sistemadeinyeccion en flujo reduccion del paraquat en (Luna, Di
continuo con deteccidn ori medio béasico con glucosa, 97.9 — 0.4 1.0 Bernardo, Garcia,
rina
espectrofotométrica (600 formando un producto | 102.1 pg/mL pg/mL Ovalles, &
nm) coloreado, determinable por Calderon, 2008)
espectrofotometria visible.
Voltamperometria de onda Extraccion soélido- liquido con
_ (Lara Sandoval,
cuadrada, electrodo de acetona y  diclorometano
) i i Papa ] 93 50 pg/g | 150 ug/g Garcia
trabajo de carbdén vitreo, (CH,Cl;) 'y posteriormente

Ag/AgCl como electrodo de

extraccion sohxlet con CH,Cl,.

Colmenares, &

25




Técnica

Matriz

Preparacion de muestra

Referencia

referencia y como electrodo

Chaparro Acuia,

auxiliar uno de platino 2015)
Precipitacién de las proteinas
L . . (Van Dijik,
. con acido tricloroacético y )
Cromatografia de gases | Plasma i y 0.03 Ebberink, de
) después la reduccion del 70 -
acoplada a masas sanguineo _ mg/L Groot, & Maes,
paraquat con borohidruro de
) 1977)
sodio.
Se precipitan las proteinas con | 87.3 — 0.1 0.2
Sangre o
i o acetonitrilo para 94.9 mg/mL mg/mL o
Cromatografia de liquidos _ (Tsao, Lai, Liu,
lad posteriormente hacer Liu, & Lin, 2016)
acoplada a masas iu, & Lin,
P orina | €xtraccion liquido-liquido con 88.9 — 0.1 0.2
CH,Cl,. 108.4 mg/mL mg/mL
Espectroscopia Raman de
superficie mejorada | Jugo de | Extraccion en fase sélida| 94.7 — 0.02 0.1
) (Luo, et al., 2018)
combinado con | manzana | (CNWBOND WCX). 114.8 pg/mL pHg/mL

nanoparticulas de oro
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Técnica

Matriz

Preparacion de muestra

Referencia

Cromatografia de liquidos de Frijol Tras moler y homogeneizar la
ultra alta eficiencia (Vigna muestra con agua, se hizo 20— 103 0.02 (Pizzutti, et al.,
acoplando a un | unguiculat | extraccion sélido—liquido con mg/kg 2016)
espectrometro de masas a) MeOH/HCI 0.5 mol/L (6:4).
Cromatografia de liquidos de _ » .
o Aceite de | Extraccion con N- (Aramendia , et
alta eficiencia acoplada a _ 96-112 | 4 pg/kg
oliva Hexano/HFBA 10 mmol/L. al., 2006)
masas
Sistema colorimétrico de _ ) ]
. . ) ) Extraccion  solido  liquido
inyeccion de flujo simple _
cartucho con resina de _
detectado por un colorimetro Agua ) _ o (Chuntib &
_ _ ] intercambio  i6bnico Dowex | 72-85 | 0.5 mg/L
de resistencia dependiente natural Jakmunee, 2015)

de diodo remisor de luz

simple

50WX8-100 y la reduccion de
paraquat con NaxS;0.,

27




1.3 Métodos de preparacién de muestra

Cuando se desea analizar muestras de origen ambiental, farmacéutico, biomédico
o alimentos, es necesario realizar algun tipo de preparaciéon de muestra, resultado
de que los analitos de interés se encuentren en muy pequefias cantidades y/o a la
complejidad de la matriz (Pico, Fernandez, Ruiz, & Font, 2007). Actualmente, se
han desarrollado numerosas técnicas de preparacion de muestra, las cuales pueden
ser usadas de manera individual o en forma secuencial, considerando la
complejidad de la muestra, su naturaleza, la de los analitos y las técnicas

instrumentales disponibles para su analisis (Berrueta, Gallo, & Vicente, 1995).

El concepto principal de un método de preparacion de muestras es convertir una
matriz real a un formato de muestra que sea adecuado para su analisis, los objetivos
de estos métodos son (Smith, 2003; Buszewski & Szultka, 2012):

e La eliminacion de las interferencias graves de la muestra para aumentar la
selectividad de las etapas de separacion y deteccion.

e ElI aumento de la concentracion y la sensibilidad del analito
(preconcentracion).

e Convertir el analito en una forma méas adecuada para detectar, determinar
y/o separar (derivatizacion).

e Aplicar técnicas mas reproducibles que no dependan de las variaciones de
la matriz de la muestra.

e Reducir el tamafio de muestra necesaria.

¢ Reducir las operaciones manuales y mejorar el potencial de automatizacion
0 técnicas en linea.

e Trabajar con metodologias amigables con el ambiente (quimica verde), con

menor o nulo uso de disolventes organicos y menor generacion de residuos.

En la siguiente tabla (Tabla 1.7) se presenta la descripcion y algunas de las
caracteristicas mas importantes de ciertos métodos utilizados para la preparacion

de muestras.
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Método de

Tabla 1.7. Caracteristicas de algunas técnicas de preparacion de muestras.

Descripcion

Caracteristicas

preparacién

Derivatizacion

El analito en la muestra se hace reaccionar con un
agente (derivatizante) para producir una especie
guimica que presenta una propiedad mas adecuada
para su analisis. Las reacciones de derivatizaciéon
suelen ser reacciones

guimicas simples de

rendimiento cuantitativo (Falaki, 2019).

Se suele usar mayormente en cromatografia de gases
para aumentar la volatilidad y disminuir la polaridad de los
compuestos, estabilizar compuestos inestables a altas
temperaturas, mejorar la separacion o mejorar el
comportamiento de los compuestos frente a detectores

selectivos (Falaki, 2019).

Extracciéon
liquido-liquido
(ELL)

El soluto es repartido entre dos fases inmiscibles,
generalmente, una fase acuosa y la otra un disolvente
organico, la separacién se basa en la distribucién del
analito entre las fases y depende principalmente de su

afinidad por una de ellas (Harvey, 2000).

Su eficiencia se determina por la constante de equilibrio
de distribucién del soluto entre las dos fases (Harvey,
2000).

organico y muestra, generando gran cantidad de residuos

Requiere grandes volimenes de disolvente

y es posible la formacion de emulsiones (Mitra, 2003).

Extracciéon en
fase soélida
(EFS)

La muestra liquida se hace pasar a través de un
sorbente solido, el cual se encuentra confinado dentro
de una columna, donde queda retenido el analito, que
posteriormente es eluido con el disolvente o la
disolucion apropiado (Ozdemir, Yalgin, & Kiling, 2021).

Se puede acoplar en linea a un sistema de cromatografia
de liquidos o gases (Pico, Fernandez, Ruiz, & Font, 2007).
Proporciona mayores factores de concentracion que ELL
y se es utilizada para almacenar analitos sorbidos o como
vehiculo para su derivatizacion quimica (Mitra, 2003).
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Método de

preparacién

Descripcion

Caracteristicas

Micro-
extraccion en
fase sélida
(MEFS)

Los analitos se extraen de manera directa con el uso
de una fibra de silice fundida de diametro pequefio
recubierta con una fase estacionaria polimérica
adecuada o en la superficie interna de un tubo capilar,
gue después se extraen con un disolvente adecuado
(CL) o mediante calor (CG) (Falaki, 2019).

Se puede acoplar a sistemas cromatograficos facilitando
la automatizacion, con alta capacidad de concentracion,
selectividad y realizar analisis de trazas. Es utilizada para
extraer compuestos organicos semivolatiles, siempre que

la muestra esté relativamente limpia (Mitra, 2003).

Extraccion
asistida por
barra

Se utiliza una barra de agitacion recubierta con una
fase sorbente, se coloca en la muestra (liquida) para
separar al analito, durante un periodo de tiempo
considerando el volumen de muestra y la velocidad de

agitacion, hasta llegar al equilibrio (Mitra, 2003).

La barra de agitacion se desorbe térmicamente en CG o
usando disolventes en CL (Picd, Fernandez, Ruiz, & Font,
2007), puede ser acoplada a la extraccion por sorcion de
espacio de cabeza (Head Space), tiene menores factores
de preconcentracion con la MEFS o la EFS (Falaki, 2019).

Extraccion
ultrasénica

(Sonicacion)

Utiliza vibracion ultrasonica para asegurar un contacto
mas eficiente entre la muestra y el disolvente (Falaki,
2019). El disolvente utilizado debe ser adecuado para
los analitos en la muestra (Mitra, 2003).

Es una técnica rapida, pero la eficiencia de extraccion no
es tan efectiva como con otras técnicas. Ademas, la
irradiacion ultrasonica puede descomponer compuestos
volétiles (Falaki, 2019).

Extraccion por
fluido

Los fluidos supercriticos son sustancias que se

encuentran por encima de su temperatura y presion

Debido a las propiedades de los fluidos supercriticos
como su alta difusividad y baja viscosidad, extraen de
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Método de

Descripcion

Caracteristicas

preparacién

supercritico

criticas, son una interfaz entre gas y liquido, poseen

manera selectiva distintos analitos sin pasos de limpieza

(EFSC) propiedades que facilitan la extraccion de organicos de | adicionales utilizando pequefias cantidades de muestra
muestras sélidas (Mitra, 2003). (Rissato, Galhiane, Knall, & Apon, 2004).
Ext . Utiliza disolventes a altas temperaturas, 100- 180 °Cy | Es mas efectiva que EFSC, a presiones mas altas
xtraccion

acelerada por

disolventes

presiones, 1500 - 2000 psi,

porcentaje de extraccion de compuestos organicos en

para aumentar el

muestras sélidas (Falaki, 2019).

aumenta la penetracion del disolvente en la muestra, a
temperaturas mas altas se mejora la transferencia de

masa y la solubilidad del analito (Mitra, 2003).

Dispersion de
matriz en fase

soélida

La muestra es dispersada sobre un soporte sélido, tras
un paso de limpieza para eliminar los interferentes de
matriz. Se eluye con minimos volimenes de disolvente

o disolucion (Pico, Fernandez, Ruiz, & Font, 2007).

Implica un menor consumo de disolventes y generacion
de residuos. Es utilizado en matrices con alto contenido

de grasas (Pic6, Fernandez, Ruiz, & Font, 2007).

QUEChERS
(Quick, Easy,
Cheap,
Effective,
Rugged, and
Safe)

Proceso de dos etapas: extraccion y limpieza. En la
primera se usa MgSO4 para reducir el contenido de
agua en la muestra o NaCl o NaC2H30; anhidro. En la
segunda se utiliza PSA (amina primaria/secundaria)
para la eliminacion de acidos organicos y de pigmentos
polares (Gonzalez-Curbelo, et al., 2015).

Es utilizado para el analisis multi-residuo de pesticidas en
alimentos y productos agrarios. Es un método robusto que
ofrece altas recuperaciones, resultados precisos, rapidez
de tratamiento, pequefios volimenes de disolvente. Se
encuentran a la venta kits especializados para analitos y

matrices especificas (Gonzalez-Curbelo, et al., 2015).
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1.4 Extraccion en fase sélida (EFS)

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas del paraquat la extraccidén en fase sélida
(EFS) resulta ser un meétodo adecuado para su extraccion, purificacion y

preconcentracion.

La EFS fue introducida en 1970 como una solucién para los inconvenientes que se
presentaban durante la extraccion liquido-liquido, reduciendo los tiempos de
preparacion, sobre todo cuando se tienen métodos automatizados, se pueden
manipular muestras pequefias (50 — 100 pL), resultando en menores volumenes de
disolvente, ademas de que se evita la formacion de emulsiones (Berrueta, Gallo, &
Vicente, 1995).

La extraccion en fase sdlida se refiere a la disminucidon de los constituyentes
quimicos de una muestra liquida que fluye a través de un adsorbente sdlido,
guedando retenidos el analito o un conjunto de analitos en su superficie, para su
posterior recuperacion mediante su elucion (desorcion), con una disoluciéon o
disolvente adecuado. (Mitra, 2003). Generalmente, este adsorbente se coloca en un
pequefio cartucho de plastico, similar al de una jeringa, donde posteriormente se
hace pasar un volumen conocido de la muestra, aplicando presion, por vacio o por
centrifugacion. Los adsorbentes utilizados son sustancias porosas, por los cuales
los analitos seguirdn la ruta de difusiébn a través los poros hasta alcanzar su
superficie y reaccionar por un mecanismo especifico (Buszewski & Szultka, 2012;
Christian, 2009). Este adsorbente debe ser elegido de acuerdo con las
caracteristicas fisicoquimicas del analito. Tal como lo reportan las guias de
extraccion en fase sélida de Waters, donde indica que se debe realizar un balance
hidrofilico-lipofilico para la seleccién del cartucho, asi como considerar el area
superficial especifica, el tamafio promedio de poro, el volumen total y el tamafio de
particula promedio, ademas de la funcionalizacion del copolimero organico (Waters
Corporation, 2010).
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Fig. 1.4. Balance hidrofilico-lipofilico para la adecuada
seleccién del cartucho de extraccion en fase sélida (Waters
Corporation, 2010).

Una de las ventajas de esta metodologia es que se puede trabajar en diferentes

formatos, dependiendo de las necesidades del método analitico. A continuacion, se

enlistan algunas de las maneras en las que se puede operar.

Cartuchos para EFS: se trata de una jeringa de polipropileno o de vidrio de
entre 1 a 6 mL, en donde se encuentra empacado el adsorbente, este se
encuentra dentro de dos fritas con un tamafio de poro de 20 um, las cuales
pueden ser de teflon, polietileno o acero inoxidable (Buszewski & Szultka,
2012).

Discos: el extrayente se encuentra dentro de discos de PTFE
(poli(tetrafluoroetileno)) o de fibra de vidrio de 47 mm de didmetro. La menor
area transversal y la disminucion de la profundidad, permite mayores flujos
para manejar muestras grandes con bajas concentraciones de analito
(Christian, 2009).

Precolumnas: de acero inoxidable para resistir altas presiones, se llaman
sistemas en linea porque suelen estar conectados a un sistema de
cromatografia de liquidos, tanto como para preconcentracion o limpieza de
la muestra previo al analisis. Su diametro esta entre 2 y 4.6 mm y longitudes
de 2 a 15 mm (Berrueta, Gallo, & Vicente, 1995; Buszewski & Szultka, 2012).
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e Microcolumnas: Suelen tener flujos entre 1 a 10 uL/min, debido a que el
caudal se ve muy limitado debido a su reducido diametro interno (Zwir-Ferenc
& Biziuk, 2006).

1.4.1 Tipos de sorbente en extraccion en fase solida (EFS)

La seleccion adecuada del adsorbente es fundamental para obtener una EFS
eficiente, este debe ser elegido tomando en cuenta las caracteristicas
fisicoquimicas del analito y la naturaleza de la matriz. El proceso de sorcion debe
ser reversible, es decir que los analitos después de ser adsorbidos puedan eluirse
facil y completamente de las particulas sélidas. Los adsorbentes para extraccion en
fase sélida también debe ser porosos, con una gran superficie de contacto, estar
libres de impurezas lixiviables, tener gran estabilidad frente a la matriz de la
muestra, a los disolventes o disoluciones de lavado y a la elucion y regeneracion,

ademas de tener buen contacto superficial con la solucién de muestra (Mitra, 2003).

En la siguiente tabla se resumen algunos tipos de sorbentes utilizados en extraccion

en fase solida.

Tabla 1.8. Tipos de adsorbentes utilizados para EFS.

Tipo de sorbente | Caracteristicas | Interaccion

Fase normal (fase
Polares:

Silica (SiO2)x,
alimina (Al203),

silicato de magnesio

estacionaria polar-fase movil | Interacciones  polares, como
no polar) para analitos de alta | puentes de hidrégeno, dipolo -
polaridad contenidos en | dipolo, 1™ - 1T, dipolo -dipolo
matrices no polares (Mitra, | inducido (Mitra, 2003).

(MgSiO3)
2003).
Fase reversa (fase
No polares: _ , Fuerzas de Van der Waals o
estacionaria no polar—fase _ y _
C8, C18 o fases . _ fuerzas de dispersion (Mitra,
o _ movil polar) para analitos de
poliméricas mixtas 2003).

baja polaridad, hidrofobicos,
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Tipo de sorbente

Caracteristicas
disueltos en matrices de
acuosas (Mitra, 2003).

Interaccion

Carbono
grafitizado
Graphitized carbon
blacks (GCBs) y
porous graphitic
carbons (PGCs)

Compuestos organicos muy
polares y solubles en agua de
muestras (Mitra,

2003).

acuosas

En los GCB los sitios de adsorcion
polar surgen de complejos de
oxigeno. Los PGC poseen una
superficie plana y homogénea, en
capas de carbonos donde los
electrones p  deslocalizados
seleccionan entre analitos planos

y no planos (Mitra, 2003).

Resinas de
intercambio i6énico
RCO,, RNH3*, SOg,

Para analitos de naturaleza
ionica (Mitra, 2003).

El grupo funcional cargado en el

sorbente se asocia con el

contraibn con carga opuesta

mediante interacciones
NR4* iy .
electrostaticas (Mitra, 2003).
Polimeros sintéticos con sitios
de reconocimiento generados o
o Puede ser por reconocimiento de
artificialmente que se unen de ]
Molecular la forma o mediante enlaces de

imprinted polymers
(MIPs)

forma especifica a una
molécula plantilla. Muestras
muy complejas.

& Martin-Esteban,

(Tamayo,
Turiel,
2007).

hidrégeno, interacciones idnicas e
hidr6fobas (Tamayo, Turiel, &
Martin-Esteban, 2007).

Considerando lo anterior, debido a la naturaleza catidnica del paraquat, es posible

utilizar resinas de intercambio idnico para el protocolo de extraccion en fase sélida,

gue contengan acido sulfénico o grupos funcionales de acidos carboxilicos unidos

a silice. La resina de intercambio cationico mas comiunmente utilizada es Dowex 50-

X8, la cual es un intercambiador de &cido fuerte con un poliestireno divinilbenceno,
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con la que se han reportado resultados positivos para la recuperacion y

preconcentracion de paraquat (Colin, 2017; Waters Corporation, 2010).

Las fases de intercambio i6nico dependen més del pH, la fuerza idnica y la fuerza
contraiénica que de la fuerza del disolvente. (Waters Corporation, 2010; Agilent
Technologies, 2018). A pesar de su selectividad para compuesto organicas dotada
por el por el co-polimero de la resina, puede existir interferencia en matrices con
una composicion compleja y alto contenido de iones (Divjak, Goessler, Haddad, &
Novic, 2003). Una caracterizacion de las muestras explicaria problemas en la

retencion del analito en el cartucho debido a la naturaleza de esta.

1.4.2 Parametros de extraccion en fase sélida (EFS)

Tras determinar el modo en que se realizara la extraccion en fase sélida y haber
seleccionado el adsorbente adecuado considerando las propiedades fisicoquimicas
del analito y la naturaleza de la matriz, se deben seguir las siguientes etapas en un
experimento de EFS: 1. Acondicionamiento, 2. Equilibramiento, 3. Carga, 4. Lavado,
5. Elucion y 6. Regeneracion (Berrueta, Gallo, & Vicente, 1995). En el proceso de
extraccion en fase soOlida se debe optimizar cada uno de estos parametros

considerando el sistema que se trabajara.

Acondicionamiento  Equilibramiento Carga Lavado Elucion Regeneracion
C2
QO
@i
|:| Adsorbente _ _ — _ _ _ _ .
Q sitios especificos Q S So S, N
P an QOQ S o Qo Qo
) BN 23S > O > O
Q Analito oo oo go oo co
S S D
S So 0| o 0| o 0] N}
[

@ Interferente [l

O O

Fig. 1.5. Secuencia tipica de extraccion en fase solida (EFS).
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1.4.2.1 Acondicionamiento y equilibramiento

En el acondicionamiento se hace pasar un disolvente por el cartucho, comunmente
un disolvente orgéanico, el cual acondiciona la superficie del sorbente, que permite
gue se la resina se hinche, ya que los grupos funcionales del sorbente se solvatan
y eliminan las impurezas, lo que resulta en un mayor niamero de sitios disponibles

donde pueda realizarse la retencion.

En el equilibramiento, se hace pasar un liquido similar a la matriz de la muestra,
esto con el fin de eliminar del sorbente el disolvente utilizado para la activacion del

sorbente.

1.4.2.2 Carga

En esta etapa se hace pasar por el cartucho la muestra ya sea por gravedad, por
centrifugacion o con ayuda de un sistema de vacio o bomba de flujo peristaltico.
Con esto se espera que los analitos queden retenidos en el sorbente, propiciando
la separacion, es importante sefialar que muchos otros componentes de la muestra

pueden quedar atrapados en la resina.

Es necesario que el volumen de carga se optimice considerando las caracteristicas
de la muestra, sobre todo en el caso de muestras de origen ambiental donde la
concentracion del analito es baja, pues si el volumen es excesivo, el analito de
interés puede comenzar a fugarse debido a que la capacidad del sorbente ha sido

saturado.

1.4.2.3 Lavado

Tras hacer pasar la muestra en el cartucho y considerando que no solo el analito
puede estar retenido en el cartucho, es necesario hacer pasar un disolvente o una
disolucién con la capacidad de eluir del cartucho solo estas sustancias indeseables,

sin remover el analito o los analitos de interés.
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1.4.2.4 Elucion y regeneracion del adsorbente

En la etapa de elucion o recuperacion del analito, se hace pasar una disoluciéon
acuosa o algun disolvente organico apropiado, que sea afin al analito, en un
volumen conocido mucho menor al volumen inicial de muestra, esto con el fin de
desorberlo de manera cuantitativa de la resina y garantizar el mayor factor de

concentracion posible para su posterior cuantificacion.

Generalmente para la extraccion de paraquat se eligen eluyentes disoluciones
salinas de acido, con el fin de lograr que el coeficiente de reparto del sistema fase
sélida/disolvente o disolucién favorezca la elucién (por ejemplo, NH4* > K* > Mg?* >
Na*). El cloruro de amonio se indica en algunas fuentes como el disolvente mas
adecuado para la elucion de herbicidas de tipo cuaternarios (Colin, 2017; Pic6, Font,
Moltd, & Maries, 2000).

La regeneracion es el paso final de la metodologia de extraccion en fase sélida, en
éste, mediante un disolvente adecuado se busca restablecer las caracteristicas

iniciales del sorbente.

1.5 Espectrofotometria UV

La espectrofotometria ultravioleta-visible, es una técnica de andlisis cuantitativo
fundamentada en la interaccion de la energia electromagnética con la materia
(Centro Nacional de Metrologia. CENAM, 2008). La radiacién electromagnética se
puede explicar como una forma de energia radiante que se propaga en forma de
ondas transversales, la cual se puede describir en términos de longitud de onda (A),
gue es la distancia que ocupa un ciclo completo, o en términos de frecuencia (v),
gue se explica como la cantidad de ciclos que pasan por un punto fijo por unidad de
tiempo. La unidad de longitud de onda de la radiacion electromagnética varia desde
algunos angstroms hasta metros (Christian, 2009).

En la figura 2.3 se pueden observar las diversas regiones del espectro
electromagnético. La region ultravioleta (UV) se extiende desde los 10 hasta los 380
nm, dentro la regién UV se encuentra el ultravioleta cercano de 200 a 380 nm y por

debajo de 200 nm se conoce como la region del ultravioleta al vacio, pues en estas
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longitudes de onda el aire absorbe radiacién en manera considerable, por lo que los
instrumentos deben trabajar en condiciones de vacio. La region visible (Vis)
comprende la region del espectro que es visible por el ojo humano y ésta abarca de
380 a 780 nm (Christian, 2009).

<— Mayor frecuencia (V)

10 10% 10 10'% 10" 10" 10" 10" 10¢ 10° 10 10’ 10" v (Hz)
| ] | [} 1 1 ] | | | |
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Fig. 1.6. Regiones del espectro electromagnético (Khan Academy , s.f.).

Cuando una molécula absorbe un fotén, la energia de la molécula aumenta,
entonces, de este modo la radiacién visible y UV hacen que los electrones pasen a
orbitales de mayor energia, por lo que se dice que ha pasado a un estado excitado.
(Harris, 2006). La espectrofotometria UV-Vis se fundamenta en medir la radiaciéon
monocromatica absorbida por un elemento o molécula responsable de dichas

transiciones (Centro Nacional de Metrologia. CENAM, 2008).

— | )

Materia Espectro de
absorcion

Fig. 1.7. Interaccion de la radiacion con la materia (Centro
Nacional de Metrologia. CENAM, 2008).
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La cantidad de radiacion monocromatica que absorbe una muestra obedece a la ley
de Beer-Bouguer-Lambert, conocida como ley de Beer (Christian, 2009), ésta
establece que, bajo ciertas condiciones, la cantidad de energia electromagnética
monocromatica absorbida por un elemento, es directamente proporcional a la
concentracion de la(s) especie(s) que absorbe(n) y a la longitud de la trayectoria de
la muestra para un conjunto de condiciones instrumentales establecidas (Centro
Nacional de Metrologia. CENAM, 2008).

A=¢bc (Ec. 1.1)

Donde; A es la absorbancia, también conocido como densidad Optica, es un
pardmetro adimensional. El coeficiente de absortividad molar o coeficiente de
extincion, &, es una caracteristica de la sustancia que nos dice cuanta luz absorbe
a una longitud de onda determinada y se expresa en unidades de (L/mol*cm), la
longitud de paso éptico o espesor de la celda b, se expresa en cm, mientras que c,

la concentracion de la muestra, ¢, cuyas unidades son (mol/L) (Harris, 2006).

La ley de Beer se aplica a la radiacion monocromatica, funcionando mejor con
disoluciones diluidas, de concentraciones menores o iguales a 0.01 mol/L. También
puede explicarse a través de la relacion entre la intensidad de la luz transmitida o
energia radiante I y la energia radiante incidente I,, la cual es una funcion del
espesor de la celda b a través del medio absorbente (Centro Nacional de Metrologia.
CENAM, 2008);

A =log® (Ec. 1.2)

Entonces, la transmitancia (Ec. 2.3) es la fraccién de luz incidente que pasa a través

de la muestra (Harris, 2006);
T =L (Ec. 1.3)
Iy
Por lo qué, la absorbancia se puede definir como;
A= —logT (Ec. 1.4)
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Los compuestos aromaticos y heterociclicos, debido a sus enlaces conjugados,
absorben fuertemente la radiacion ultravioleta. En ocasiones, cuando un compuesto
no absorbe en la region del UV-Vis, se puede emplear un reaccién de derivatizacion,

que dé lugar a un compuesto que si absorba en esta region (Christian, 2009).

Los espectrofotometros son instrumentos que descomponen la radiacion
policromatica en distintas longitudes de onda, estos tienen en su sistema un
monocromador que permite la seleccion de la longitud de onda con una alta
resolucién. Por otro lado, un fotocolorimetro utiliza sélo sistemas de filtros para
seleccionar un intervalo de longitudes de onda con una menor resolucion que el

espectrofotometro (Centro Nacional de Metrologia. CENAM, 2008).

En la siguiente figura se presenta un diagrama de bloques de espectrofotdmetro.

— Amplificador y
Fuentede | | Monocromador |_,| Compartimiento Detector registrador y/o
energia de muestra Computadora

Y
Y

Fig. 1.8. Diagrama de los principales componentes de un espectrofotémetro (Centro
Nacional de Metrologia. CENAM, 2008).

Estos instrumentos necesitan de: 1) una fuente de radiacion continua en las
longitudes de onda de interés; 2) un seleccionador de una banda angosta de
longitudes de onda del espectro de la fuente (un monocromador); 3) una celda para
contener la muestra durante el andlisis; 4) un detector que convierta la energia
radiante en energia eléctrica y 5) un amplificador o registrador que pueda interpretar
la respuesta del detector (Christian, 2009). En la siguiente tabla se profundiza un

poco Mas sobre las caracteristicas de estos componentes.
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Tabla 1.9. Caracteristicas de los principales componentes de un espectrofotdbmetro.

Componente

Fuente

Caracteristicas

Para la region visible se utiliza la lampara incandescente de filamento
de tungsteno, es una fuente continua de 320 a 240 nm. Para UV, se
utiliza un tubo de descarga de H, o de D, a baja presion, es continua
de 160 nm a 380 nm (Christian, 2009).

Seleccionador

Los filtros de absorcion absorben de manera selectiva la radiacion
dentro de la region visible del espectro, tienen anchuras de banda de
entre 30 y 250 nm, el mas comun es una pieza de vidrio coloreado. Los
filtros de interferencia usan interferencia constructiva y destructiva para
aislar un intervalo estrecho de longitudes de onda. Tienen anchos de
banda de entre 10 a 20 nm (Skoog, Holler, & Nieman, 2001).

Los monocromadores realizan barridos espectrales, son lentes o
espejos que enfocan la radiacion por medio de redes de difraccion
(rejillas), prismas o filtros que producen la separacion angular de las
longitudes de onda de la radiacién policromatica (Christian, 2009). Una
vez que la radiacion de la fuente incide sobre la rendijilla de entrada, se
convierte en un haz de rayos paralelos, mediante un espejo céncavo,
que inciden sobre una rejilla o prisma que dispersa la luz en las
longitudes que la componen, incidiendo en un segundo espejo que
enfoca solo una banda estrecha de longitudes de onda a la rendija de
salida del monocromador (Harris, 2006). Para la region UV-Visible las
rejillas tienen entre 15 000 y 30 000 lineas por pulgada (Skoog, Holler,
& Nieman, 2001).

Contenedores
parala

muestra

Para la region UV se utilizan celdas de cuarzo o silice fundido (SiOy),
mientras que en el visible se usan de vidrios de silicato o de plastico
(Skoog, Holler, & Nieman, 2001). Generalmente se utilizan prismas
rectangulares huecos de 1 cm de ancho entre sus paredes internas
(Christian, 2009).
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Componente Caracteristicas

Transductor o

detector

Su respuesta es una funcion de la longitud de onda de los fotones
incidentes (Skoog, Holler, & Nieman, 2001). Los fototubos, emiten
electrones hasta un colector con carga positiva, produciendo una
corriente proporcional a la intensidad de la radiacion. Los de tubo
fotomultiplicador, son mas sensibles y requieren radiacion de menor
intensidad, se componen de un catodo fotoemisor y una serie de
dinodos, cada uno de potencial mas positivo, se libera un electrén
primario que choca con el primer dinodo, causando la liberacion de
electrones secundarios que se aceleran al siguiente electrodo liberando
mas electrones, hasta alcanzar 10 etapas de amplificacion, los
electrones se colectan en el &nodo. Los de grupo de diodos, consisten
en cientos de fotodiodos de silicio, sobre un chip o cristal de silicio, su
lectura es por descarga periédica y tardan entre 5y 100 ms en leer todo
el conjunto, pueden registrar todo el espectro simultdneamente, desde
UV hasta IR cercano (Christian, 2009) (Christian, 2009).

Amplificador

La sefial eléctrica, generada por el transductor se envia a un
procesador de sefial el cual es un computador que muestra la sefial del

transductor en forma que pueda ser facilmente interpretable por el

analista (Harvey, 2000).
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1.6 Aguaresidual de la Zona Metropolitana del Valle de México

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) esta conformada por 59
municipios del Estado de México, 1 del Hidalgo y 16 alcaldias de la Ciudad de
México cuenta con una extension territorial de 7 866 km? (OECD. Organisation fro
Economic Co-operation and Develepment, 2015) y segun el Censo nacional en la
zona habitan mas de 21 millones de personas (INEGI Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia , 2020).Esta pequefa extension y la alta tasa de habitantes
hacen que la ZMVM sea una de la cuarta metropolis con mayor densidad
poblacional a nivel mundial de acuerdo con la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econémicos (OECD. Organisation fro Economic Co-operation and

Develepment, 2015).

En la ZMVM, la generacion de aguas residuales diarias es de aproximadamente 52
m3 st (Chavez, Maya, Gibson, & Jiménez, 2011) y de acuerdo con la SEMARNAT
la generacion anual asciende a los 1, 255.8 millones de m® afio! (SEMARNAT.
Secretaria de Medio Ambiente y Recuersos Naturales, 2014) y esta directamente
relacionada con la poblacién. Las aguas residuales se dividen en dos: 1) Las.
Municipales/Domésticas procedentes de comercios, escuelas y hogares de
localidades tanto urbanas como rurales, cuya agua se recolecta en el sistema de
alcantarillado y 2) las aguas residuales industriales, que son generadas, captadasy

distribuidas a través de procesos industriales de cualquier indole.

El sistema de drenaje profundo de la ciudad de México esta compuesto por un tanel
de drenaje profundo principal (Emisor Central) conformado por 9 interceptos
adyacentes, que en conjunto son los encargados de conducir las aguas residuales
de la zona centro y poniente de la metropoli a lo largo de 150 km de longitud,
transportando hasta 120 m? s de agua residual (CONAGUA Comision Nacional del
agua, 2018; Brefia, 2003).

Las aguas residuales han sido utilizadas para irrigar (via inundacién) mas de 80,000
ha de cultivos, de maiz, alfalfa, cebada y sorgo, entre otros por mas de 100 afos;
dentro del Valle del Mezquital en el estado de Hidalgo (Figura 1.8), el cual, esta
situado a 80 km al Norte de la ZMVM, siendo el esquema de redso de agua mas
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longevo en el pais y probablemente en el mundo (Siebe & Cifuentes, 2015). El Valle
del Mezquital esta catalogado como una zona semiarida con una temperatura media
anual de 17 °C y una precipitacion promedio variable de 700 mm en el sureste a
400 mm en el norte, durante de la época de lluvias (junio-septiembre). Motivo por el
cual, el riego con agua residual es indispensable para mantener los altos
rendimientos de produccion agricola en la zona centro del pais (INEGI Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia , 2020; Siebe & Cifuentes, 2015; Chavez, Maya,
Gibson, & Jiménez, 2011).

Lineas estatales dela Zona
Metropolitana del Valle de México

mmm Ciudad de México
mmm Estado de México

= Estado de Hidalgo

Distribucion del agua residual del Area Metropolitana de la CDMX

Ruta 1 E | Ruta 2
‘ Canal de agua residual

' =P  Tinel de drenaje profundog E -— Tlamaco-Juandhé

% Agua Residual Region 1 % Agua residual Region 2
9 Planta de tratamiento de @ Pie de monte
agua residual [ T A

Fig. 1.9 Mapa de la Ciudad de México y los distritos de riego del estado de Hidalgo
(Chavez, Maya, Gibson, & Jiménez, 2011; Rodriguez Varela, 2019)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general Desarrollar una metodologia extraccion en fase sélida para la

determinacién y cuantificacion de concentraciones a niveles de traza de

paraquat en muestras de agua de origen ambiental mediante

espectrofotometria UV.

2.2 Objetivos particulares

Revision bibliografica sobre los métodos de recuperacion de paraquat en
muestras de agua, asi como métodos de bio-remediacion con sargazo como
biosorbente.

Evaluar la estabilidad del estandar de paraquat en disolucién acuosa durante
un periodo de cinco meses.

Desarrollar y optimizar una metodologia de extraccién en fase sélida (EFS)
para la extraccion, purificacion y preconcentracion de paraquat en muestras
de agua residual cruda. Aplicar la metodologia de extraccion en fase sélida
en muestras de agua residual provenientes del canal Tlamaco-Juandho.
Evaluar el impacto de la adsorcién del paraquat en el protocolo de extraccion
en fase solida al percolar agua residual con un elevado contenido de cationes

mayoritarios.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Material y equipo

A W DN P

© 00 N O

. Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution®, modelo 201.
. Celda cuadrada de cuarzo de 1 cm de paso optico.
. Purificador y desionizador de agua Mili-Q marca Millipore®, modelo 185.

. Balanza analitica con capacidad de 210 g y precision de 1 mg, marca

OHAUS®, modelo Explorer.

. Para la determinacion de aniones y cationes mayores, en las muestras de

estudio, se utilizé un cromatoégrafo de liquidos de alta resolucion constituido de
dos bombas binarias modelo 1525, un automuestreador modelo 717 plus y un
detector de conductividad modelo 432, todos ellos de la marca Waters®, una
columna catidnica metroSep C6 250 de 250 x 4.0 mm de Metrohm®,
empacada con particulas de didmetro de 5 um y una columna anionica IC-Pak
Anion HR marca Waters®, de 4.6 x 75 mm, empacada con particulas de 5 um

de diametro.

. Extraction Manifold, marca Waters®.

. Bomba de vacio, Marca Pall, 115 V, 60 HZ de una fase.

. Bomba auxiliar HPLC, Scientific Systems®, Serie I.

. Cartuchos Oasis® MCX 6 cc Marca Waters® con 150 mg de adsorbente.

10. Micropipetas, Thermo Scientific™, modelo Finnpipette™ F1, de 10 - 100 pL,

100 - 1000 pL y 1 - 10 mL,

11. Matraces volumétricos de 10.0 y 500.0 mL, clase A marca PYREX®.

12. Filtros de nylon de 0.45 pm de tamaiio de poro Millipore®.

3.2 Reactivos y disolventes

o g0k~ w0 DN kE

Cloruro de amonio (NH4Cl), estandar analitico, Sigma Aldrich®.

Dicloruro de paraquat, PESTANAL grado analitico, Sigma Aldrich®,

Agua ultrapura de resistividad 18.2 MQscm a 25 °C.

Acido clorhidrico, grado reactivo analitico, Sigma Aldrich®.

Metanol CHROMASOLV® Plus, grado HPLC (= 99.9 %), Sigma Aldrich®.
Acetonitriio CHROMASOLV® Plus, grado HPLC (= 99.9 %), Sigma Aldrich®.
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7. Butanol grado HPLC (= 99.9 %), Sigma Aldrich®.

8. Disolucién 0.02 M de acido dipiridin carboxilico Sigma Aldrich®.
9. Acido bérico, grado reactivo analitico, Sigma Aldrich®.

10. Tetraborato de sodio, grado reactivo analitico, Sigma Aldrich®.
11.Gluconato de sodio, grado reactivo analitico, Sigma Aldrich®.

12. Acido nitrico, grado reactivo analitico, Sigma Aldrich®.

3.3 Metodologia

3.3.1 Condiciones analiticas para la determinacién de paraquat mediante

espectrofotometria UV

Para la determinacion de paraquat por medio de espectrofotometria UV se
selecciond la longitud de onda en donde el analito present6 la maxima absorbancia.
Para ello, se realizé un barrido de longitudes de onda en el espectrofotometro en el
intervalo comprendido entre 200 y 400 nm, empleando una disolucion de 20 mg/L
de paraquat en NH4Cl al 2.5 % (m/v), haciendo uso de una celda de cuarzo para el
analisis.

3.3.2 Preparacion de la disoluciéon de cloruro de amonio al 2.5 % (m/V)

Las disoluciones patrén de paraquat se prepararon utilizando como disolvente una
disolucion 2.5 % (m/v) de NH4Cl. Para esta, se pesaron 12.5 £ 0.2 g de NH4Cl, se

disolvieron en agua desionizada y se llevaron a un volumen final de 500.0 mL.

3.3.3 Preparacion de la disolucién de cloruro de amonio saturada

Dentro de los eluyentes utilizados para el protocolo de extraccion en fase sélida, se
utilizé una disoluciébn de cloruro de amonio saturada, considerando que la
solubilidad del NH4Cl es de 39.5 g por 100 g de agua (20 °C) (National Library of
Medicine (National Center for Biotechnology Information), 2021), se pesaron
aproximadamente 97.5 g de NH4Cl,se disolvieron en agua desionizada y se llevaron
a un volumen final de 250 mL (= 7.3 mol/L), se colocé una barra magnética y se

mantuvo agitacion en una parrilla sin calentamiento, de manera gradual se fueron
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adicionando pequefas cantidades de la sal, hasta observar que la formacion de

cristales la disolucion.

3.3.4 Preparacion de la disolucién patrén de paraquat

Se prepar6 una disolucién patron de paraquat de concentracién aproximada a 500
mg/L, en NH4Cl 2.5 % m/V, a partir de dicloruro de paraquat, PESTANAL grado
analitico. Con esta disolucién se prepararon todos los estandares y las muestras
utilizadas en el presente trabajo.

La disolucién anterior, se almacend en un frasco de vidrio &mbar bajo refrigeracion

(4 °C), por no mas de dos meses contados a partir de su fecha de preparacion.

3.35 Evaluacion de la estabilidad de la disolucién patron de paraqguat

Con el objetivo de evaluar la estabilidad del paraguat en la disolucién patrén
preparada en el laboratorio, aproximadamente, cada dos semanas a partir de su
elaboracion se preparé un estandar de 20 mg/L del analito en cloruro de amonio
saturado. Se determindé su absorbancia a 258 nm, utilizando como blanco la
disolucion de NH4Cl saturado. Posteriormente, mediante el uso de pruebas de
significancia (F-Fisher y t-Student para varianzas homocedasticas), se realizd la

comparacion de los valores medios de absorbancia obtenidos.

La seleccién de fechas de preparacion de los estandares se realiz6 de forma
aleatoria a lo largo de un periodo de cuatro meses, procurando obtener al menos

tres mediciones del estandar por cada mes evaluado.

3.3.5 Determinacion del intervalo lineal medicion directa espectrofotometria
uv

Se determind el intervalo de concentraciones en el que el analito presenta una
respuesta lineal de absorbancia en funcion de la concentracion, esto a traves de la
elaboracion de curvas de calibracion preparadas por triplicado y de manera

independiente, considerando 7 niveles de concentracion en el intervalo que
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comprendido entre 0.2 mg/L a 40 mg/L, en cloruro de amonio saturado, debido a

gue es el eluyente del procedimiento de extraccion en fase solida.

La medicion de dichos estandares se realizo utilizando el método descrito en el
apartado 3.3.1, siendo el blanco la disolucion de cloruro de amonio saturado y
midiendo las disoluciones estandar en orden creciente de concentracion. Previo a
la medicion se enjuagaba la celda con el blanco y posteriormente con un poco del

estandar a medir.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia para cada uno de los estandares de
paraquat se graficaron en funcion de la concentracion, se realizo la regresion lineal
para generar la ecuacion de la recta y el valor de su coeficiente de correlacion (r),
con la anterior y mediante su inspeccién visual se determiné el intervalo lineal.
Posteriormente se obtuvo el gréfico de residuales para verificar que no existia
alguna tendencia y garantizar su linealidad. Por ultimo, se realizaron pruebas de
significancia, prueba t-Student, a la pendiente y la ordenada al origen de la ecuacién

de la recta.

3.4 Optimizacién del protocolo de Extraccion en Fase Sélida (EFS)

Establecidas las condiciones experimentales éptimas para la cuantificacion de
paraquat por espectrofotometria UV, como método de preparacion de muestra se
optimizo el protocolo de extraccion en fase sélida.

Para las etapas de acondicionamiento, equilibramiento del protocolo de extraccion
en fase solida, se consideraron las condiciones establecidas por el fabricante y lo
reportado por Colin, A. en 2017. Adicionando un paso de regeneracién con acido
clorhidrico de concentracién 1 mol/L y agua desionizada para restaurar los sitios
activos de la resina catidnica del cartucho y asegurar la extraccion de los residuos
de disolventes utilizados durante el protocolo de EFS, para de esta forma hacer mas
eficiente el uso y el rendimiento de cada cartucho.
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En la tabla 3.1 se muestran los volumenes y las disoluciones que se utilizaron para
estos pasos durante todos los experimentos de extraccion en fase solida (EFS)

realizados en el presente trabajo.

Tabla 3.1. Condiciones de trabajo para las etapas de acondicionamiento,
equilibramiento y regeneracién del protocolo de extraccién en fase sdlida
(EFS) para el cartucho Oasis® MCX 6 cc de Waters.

Etapa ‘ Volumen Disolucion

Acondicionamiento 10 mL Metanol grado HPLC (MeOH)
Equilibramiento 3mL Agua desionizada
1° 50 mL Agua desionizada
Regeneracion 2° 20 mL Acido Clorhidrico 1 mol/L
3° 35 mL Agua desionizada

En la tabla 3.2 se presentan los pardmetros del protocolo de extraccion en fase
sélida que se optimizaron en el presente trabajo, donde también, se consideré lo

reportado por Colin, A. en 2017 como antecedente.

Tabla 3.2. Parametros optimizados en cada etapa del protocolo de EFS.

Etapa Parametros evaluados

Lavado Disolucién de lavado

Composicion del eluyente
Elucion

Volumen de eluciéon

Volumen de carga

Carga
Velocidad de flujo
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La optimizacion de los parametros en cada una de las etapas descritas en la tabla
3.2 se realizaron utilizado el sistema presentado en la figura 3.1, percolando como
disolucién de carga, a un flujo de 2 mL/min, 500.0 mL de una disolucion de paraquat
en agua desionizada de concentracion 0.4 mg/L.

Fig. 3.1. Sistema de extraccion en fase

sélida (EFS) utilizando una bomba auxiliar
de HPLC.

3.4.1 Evaluacién de la disolucién de lavado del cartucho

Para verificar que el disolvente de lavado no tuviera la fuerza elutrépica necesaria
para movilizar al paraquat retenido en el cartucho de extraccion. Se evalué una
disolucion de &cido clorhidrico 0.1 mol/L como disolvente de lavado. Para ello, se
adicionaron 5 mL de HCI (0.1 mol/L) al cartucho con un flujo de 2 mL/min. Una vez
percolada por el cartucho, se tomd una alicuota de 2 mL y se analizé
espectrofotométricamente UV (A = 258 nm) con base en la metodologia descrita en
el apartado 3.3.1. Analogamente, las condiciones de acondicionamiento,
equilibramiento y regeneracion se muestran en la Tabla 3.1. Esta evaluacion se

realizd para tres ciclos del protocolo de extraccion.
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3.4.2 Determinacion de la composicion del eluyente

Con el fin de determinar el mejor eluyente para el protocolo de extraccion en fase
solida, se tom6 en consideracion lo reportado por Pico et al. 2000, y por Colin A.
2017. Donde se utiliza al cloruro de amonio como el principal componente de las

disoluciones.

Con las condiciones reportadas en la tabla 3.1 y como disolucién de carga 500.0
mL de concentracion 0.4 mg/L de paraguat en agua desionizada, equivalente a 200
pg de paraquat y 5.0 mL de HCI 0.1 mol/L para el lavado del cartucho, se procedio
con la evaluacion de dos disoluciones de NH4Cl de diferente composicion (tabla 3.3)
para obtener la elucién cuantitativa del analito. Se empled un volumen de eluyente
de 10.0 mL y una velocidad de flujo de 2 mL/min. Al igual que para las etapas de
carga y lavado, los efluentes recolectados a la salida del cartucho provenientes de
la etapa de elucién también fueron analizados por espectrofotometria UV, bajo las
condiciones descritas en el apartado 3.3.1. Con la concentracion de paraquat
determinada en el efluente proveniente de etapa de elucion, se calcularon los ug de
paraquat al final del proceso y finalmente, al considerar la masa de paraquat
inicialmente cargada se determiné el porcentaje de recuperacion del protocolo de
EFS de acuerdo con la ecuaciéon 3.1. Se tomaron los resultados de tres

experimentos de EFS independientes.

Tabla 3.3. Eluyentes evaluados para la recuperaciéon de paraquat en el
protocolo de EFS.

Eluyente ‘ Composicion

2.5 % ml/v
NH4CI

Disolucién saturada
(= 7.3 mol/L),

masa de paraquat eluida

% Recuperacion = x100 (Ec. 3.1)

masa de paraquat cargada
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3.4.3 Evaluacién del volumen de elucidén

Para determinar el volumen de la disolucion de NH4Cl saturado necesario para
extraer la mayor cantidad de paraquat retenido en el cartucho, se decidi6 eluirlo con
diferentes volumenes indicados en la tabla 3.4, manteniendo como volumen de
carga 500.0 mL de agua desionizada con 200 pg de paraquat. Para estos
experimentos se consideraron las condiciones descritas en los puntos 3.4.2y 3.4.3
para las etapas de acondicionamiento, equilibramiento, lavado y regeneracion del
cartucho de EFS.

Tabla 3.4. Volumenes de NH4Cl saturado evaluados para la elucién de

paraquat en el protocolo de EFS.

Volumen de Cantidad de Volumen de NH4Cl saturado
carga (mL) paraquat (ug) (mL)
10.0
12.0
500.0 200
13.0
15.0

La elucion con los diferentes volimenes se realizé de manera consecutiva, es decir
se inicio percolando 10.0 mL de cloruro de amonio saturado a través del cartucho,
el efluente recuperado (efluente 1) se analiz6 de acuerdo con lo descrito en el punto
3.3.1, a continuacion, se percolaron 2.0 mL méas de cloruro de amonio saturado a
través del mismo cartucho, el efluente resultante (efluente 2) se mezclé y
homogeneiz6 con el efluente 1, la mezcla resultante también fue analizada.
Posteriormente se percolaron, de manera independiente, 1.0 y 2.0 mL mas de la
disolucion saturada de NH4Cl, para generar el efluente 3 (13.0 mL) y el efluente 4
(15.0 mL), los cuales también fueron analizados por espectrofotometria UV. Cada

uno de los experimentos anteriores fue realizado por triplicado.
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Cabe sefnalar que para trabajar los protocolos de EFS en este momento del
desarrollo experimental se implementé el uso de un sistema de extraccion colectiva
(extraction manifold) y una bomba de vacio (Fig. 3.2), con el cual se pueden cargar
de manera simultanea hasta 20 cartuchos de extraccion en fase solida, agilizando
asi el tiempo de preparacion de las muestras. Con el sistema manifold se realizaron
las etapas de carga y regeneracion del cartucho, mientras que las de
acondicionamiento, equilibramiento, lavado y elucién se continuaron haciendo con
la bomba auxiliar de HPLC (Fig. 3.1).

Fig. 3.2. Sistema de extraccion en fase sélida (EFS)

utilizando un sistema de extraccidn colectiva, Waters®

con cuatro cartuchos Oasis® MCX 6 cc de Waters®.
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3.4.4 Determinacion del volumen de carga de la muestra

Se evalud el volumen de carga para optimizar el protocolo de extraccion en fase
sélida, promoviendo tres condiciones principales: 1) determinar menores
concentraciones de paraquat, 2) evitar la fuga del analito durante la etapa de carga
y 3) obtener el mayor factor de concentracion posible. Para ello, se propusieron
250.0 y 500.0 mL como volumen de carga, los cuales se prepararon a 7 niveles de
concentracion por triplicado y de forma independiente (Tabla 3.5). Las disoluciones
se sometieron al proceso de extraccion en fase solida y se cuantificaron por

espectrofotometria UV (A = 258 nm).

Con los resultados obtenidos de absorbancia para cada uno de los niveles de
concentraciones evaluados en ambos volumenes, se determinaron los porcentajes
de recuperacion (Ec. 3.1), su error asociado y su desviacion estandar relativa.
También, se obtuvieron los graficos de concentracion de paraquat recuperada tras
el protocolo de extraccidén en fase sélida (mg/L) en funcion de la concentracion de
paraquat inicial (mg/L) y mediante regresion lineal se establecio la ecuacion de la
recta para cada volumen donde, el valor de la pendiente obtenida corresponde al
factor de concentracion del método de EFS. El factor de concentracion obtenido del
grafico se compard con el factor de concentracion obtenido con la ecuacion 3.2
(Waters Coporation, 2008), donde m, corresponde al valor de la pendiente de la
recta del intervalo lineal de la medicion directa espectrofotometria UV y mggg, al
valor de la pendiente de la recta obtenido tras graficar la correlacién entre la carga

inicial y la absorbancia medida tras el proceso de extraccion en fase sélida.

Factor de concentracion = manS (Ec. 3.2)

Ademas, se obtuvieron los graficos de cantidad recuperada de paraquat tras el
protocolo de EFS (ug), en funcion de la cantidad inicial (ug), para cada uno de los
volimenes evaluados, asi como, la ecuacion de la recta, mediante regresion lineal.
Donde: el valor de la pendiente corresponde a un factor representativo del
porcentaje de recuperacion del método dentro del intervalo de concentraciones

evaluado.
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Tabla 3.5. Concentraciones y volumenes de los blancos de muestra de paraquat
preparados para determinar el factor de contraccién del protocolo del EFS.

Volumen [ Concentracién| Cantidad Volumen Concentracién | Cantidad

de carga |[inicial (mg/L) en masa de carga |inicial (mg/L) | en masa

(mL) (h9) (mL) (h9)
0.005 1.25 0.005 2.5
0.01 2.5 0.01 5.0
0.025 6.25 0.025 12.5
250.0 0.05 12.5 500.0 0.05 25.0
0.1 25.0 0.1 50.0
0.4 100.0 0.4 200.0
0.8 200.0 0.8 400.0

3.4.5 Evaluacién del flujo de carga

Con la finalidad de optimizar la velocidad de flujo para realizar la carga de la muestra
del protocolo de EFS se evaluaron las siguientes velocidades de flujo: 2 mL/min, 3
mL/min y 5 mL/min. Se consideraron las condiciones de trabajo descritas
previamente, para las etapas de acondicionamiento, equilibramiento, lavado (5.0 mL
de HCL 0.1 mol/L) y regeneracion del cartucho de EFS (Tabla 3.1). Se emple6é como
volumen de muestra para la carga del cartucho 500.0 mL de agua desionizada
fortificada con 200 pug de paraquat y como eluyente 10.0 mL de la disolucién de

cloruro de amonio saturada.

Los efluentes provenientes de la etapa de elucion fueron analizados por
espectrofotometria UV, bajo las condiciones descritas en el apartado 3.3.1,
utilizando como blanco la disolucion de NH4Cl saturado. Con la concentracion de

paraquat determinada en el efluente proveniente de etapa de elucion y

57



considerando el volumen de 10.0 mL, se calcularon los pg de paraquat al final del
proceso Yy finalmente, al considerar los 200 pg de paraquat inicialmente cargados
se determino el porcentaje de recuperacion del protocolo de EFS de acuerdo con la
ecuacion 3.1. Se trabajé por triplicado cada protocolo de EFS en cada una de las
tres velocidades de carga de la muestra.

3.5 Aplicacion en muestras de origen ambiental
3.5.1 Muestras

Las muestras fueron recolectadas entre los meses de abril-octubre del afio 2019 en
el canal de irrigacion Tlamaco-Juandhd, derivado del Tunel Emisor Central, en el
pueblo de Tlalhuelilpan, dentro del Valle del Mezquital, en el estado de Hidalgo,
México. El protocolo de toma de muestra se basé en lo sefialado en la norma
mexicana NMX-AA-003-1980-Aguas Residuales. Muestreo (Secretaria de Comercio
y Fomento Industrial, 2021) y con los procedimientos para recoleccion de muestras

de aguas residuales de la US EPA (U. S. Environmental Protection Agency, 2021).

NUEVA
REEORMA %

Fig. 3.3. Imagen satelital del canal Tlamaco-
Juandhg, lugar de muestreo (Google Earth,
2021).
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Las muestras se tomaron arrojando al canal de irrigacion una cubeta de acero
amarrada a una soga en tres puntos de muestra a lo largo del canal. Posteriormente
se tomd y transfirid 1 L de muestra a una de las botellas de vidrio. Finalmente, las
muestras fueron transportados hasta el laboratorio en una hielera, donde se
refrigeraron a 4 °C para su posterior andlisis. Antes de tomar la muestra
representativa, la cubeta se lavo 10 veces con la matriz correspondiente al punto de

toma de muestra.

Fig. 3.4. Fotografia del canal de agua residual

Tlamaco-Juandho (Rodriguez Varela, 2019).

3.5.2 Caracterizacion de muestras ambientales

A las muestras ambientales utilizadas para el presente trabajo se les determinaron
los siguientes parametros: conductividad (A), pH, sélidos totales disueltos (TDS),
ademas de la concentracion de cationes mayores por medio de cromatografia
i6nica, lo anterior con el fin de determinar si la naturaleza de la muestra

representaba un interferente en la retencion del analito en el cartucho de EFS.
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3.5.3 Cuantificacion de paraquat en muestra ambientales

Previo al protocolo de extraccion en fase sdlida las muestras de agua residual deben
ser filtradas, para evitar que los sélidos suspendidos en la muestra tapen el cartucho
de extraccion en fase soélida, haciendo dificil percolar la muestra a través de estos.
Se utilizé un equipo de microfiltracion de vidrio al vacio de la marca MFS (Micro
Filtration Systems), con una membrana de poliamida de tamafio de poro de 0.45 pum

y un area de filtrado de 9.6 cm? marca Sartorius®, mostrado en la figura 3.5.

Fig. 3.5. Sistema de filtracién con una

membrana de poliamida de 0.45 pm

Debido a que para el procedimiento de extraccion en fase sélida se necesitan 500.0
mL de muestra, es necesario filtrar aproximadamente 2 L de cada muestra. Una vez
filtrada la muestra, se inicia el protocolo de EFS, para esto es necesario
acondicionar y equilibrar el cartucho (tabla 3.2), posteriormente, se cargaron 500.0
mL de la muestra filtrada, se percolaron 5.0 mL de HCI 0.1 mol/L para lavar el
cartucho y se eluyo con 10.0 mL de cloruro de amonio saturado. Esta disolucion se
analizo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.3.1. Antes de cargar
otra muestra en el cartucho este se reacondicion6 con las condiciones descritas en
la tabla 3.1.

60



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Espectro de absorcién del paraquat

Con el objetivo de determinar el maximo de absorcion del paraquat en la region del

ultravioleta, a una disolucion de paraquat de 20 mg/L se le realizdé un barrido de
longitudes de onda en el intervalo de 200 a 400 nm.

En la figura 4.1 se presenta el grafico obtenido, en este se pueden observar dos
maximos de absorcion, uno en 204 nm y el otro en 258 nm. Se decidié desarrollar
la metodologia de cuantificacion midiendo en la longitud de onda del pico de mayor

absorbancia, que es el de 258 nm, debido a que esta longitud de onda es 0.4
unidades de absorbancia mas sensible que la de 204 nm.
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Fig. 4.1. Espectro de absorcion de una solucién estandar de

paraquat de 20 mg/L en el intervalo de 200 a 400 nm.

4.2 Evaluacioén de la estabilidad de la disolucidon patron de paraquat

A continuacion, se presentan los resultados de la absorbancia obtenida para las
soluciones estandar de 20 mg/L de paraquat en NH4Cl saturado (tabla 4.1),
preparados a partir de una disolucion patrén del analito, durante un periodo de

aproximadamente cinco meses a partir de su fecha de elaboracién (03/07/2019),
periodo en que se realizo la parte experimental.
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Tabla 4.1. Absorbancias medidas a una solucion estandar de paraquat de
20 mg/L preparado en distintas fechas.

Fecha Absorbancia ‘ Fecha ‘ Absorbancia

25/07/2019 1.776 27/09/2019 1.689
30/07/2019 1.752 30/09/2019 1.655
12/08/2019 1747 02/10/2019 1.725
14/08/2019 L1773 07/10/2019 1.673
19/08/2019 1.806 16/10/2019 1.649
22/08/2019 1.823 07/11/2019 1.698
30/08/2019 L1773 11/11/2019 1.706

Considerando los datos de la tabla anterior se graficaron las absorbancias
agrupadas por el mes de su elaboracién (Fig. 4.2), en el cual se puede observar la
presencia de dos grupos en los valores de las absorbancias medidas, el primero
entre los meses 7 y 8 (grupo 1), que corresponden a julio y agosto, mientras que el
otro entre los meses 9, 10y 11 (grupo 2), correspondientes a septiembre, octubre y

noviembre.
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Fig. 4.2. Absorbancias medidas a una solucién estandar de paraquat de 20

mg/L agrupadas por meses.

A partir de la figura 4.2 no se puede determinar una tendencia clara que indique la
degradacion del analito, por lo que, se obtuvo la media grupal de cada grupo y se
decidi6 evaluar la diferencia entre ambos mediante pruebas de significancia usando,
la prueba f-Fisher (anexo 1.1) para establecer la homocedasticidad o
heterocedasticidad de las varianzas y posteriormente, la prueba t-Student para

comparar las medias entre grupos (anexo 1.2).

Con las pruebas de significancia se determinaron diferencias estadisticamente
significativas entre el valor medio de las absorbancias de los grupos 1y 2. Ademas,
se compararon los valores de la media de cada uno de los grupos con el valor de la
primera medicion del estandar de 20 mg/L, mediante una prueba t-Student,
correspondiente al 25/07/2019 (anexo 1.3 y 1,4). Los resultados obtenidos indican
que solo la media del grupo 1 (to = 0.2510 < tc = 2.4469, al 95 % de confianza) es
estadisticamente igual a la absorbancia del estandar preparado el 25/07/2019,
mientras que para los meses del grupo 2 (to = - 8.7233 < tc = - 2.4469) existe
diferencia estadistica entre las medias. Esto indica que la concentracion del analito

en la disolucion patrén cambio, considerando lo anterior no es recomendable el uso
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de la disolucién patron una vez que ésta cumpla mas de dos meses de haber sido

preparada.

4.3 Intervalo lineal medicion directa espectrofotometria UV

Los resultados utilizados para la elaboracion de las curvas de calibracion en el

intervalo de concentraciones de 0.2 a 40.0 mg/L de paraquat se presentan en la

tabla 4.2, la concentracion se encuentra corregida considerando la pureza del

estandar de paraquat y el volumen medido con las pipetas.

Tabla 4.2. Valores de absorbancias obtenidos a 258 nm para los

estandares de paraquat comprendidos en el intervalo de 0.2 a 40 mg/L.

1 2 3 Media S
0.20 0.018 0.018 0.022 0.019 | 0.0023
0.40 0.031 0.031 0.034 0.032 | 0.0017
1.00 0.091 0.092 0.122 0.102 | 0.0176
10.04 0.898 0.908 0.891 0.899 | 0.0085
19.99 1.776 1.798 1.736 1.770 | 0.0314
30.04 2.639 2.68 2.594 2.638 | 0.0430
40.00 3.199 3.223 3.180 3.201 | 0.0215

Con estos resultados se obtuvo el grafico de absorbancia en funcion de la

concentracion de paraquat (mg/L) (Fig. 4.3).
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Fig. 4.3. Curva de calibracién de paraquat en el intervalo de concentraciones
de 0.2 a 40.0 mg/L por espectrofotometria ultravioleta (A = 258 nm).

Una vez realizada la inspeccién visual del grafico de calibraciéon, se observo una
falta de linealidad del sistema para concentraciones mayores a 30 mg/L, por lo que

se decidi6 establecer el intervalo lineal entre 0.2 y 30.0 mg/L de paraquat.

Al considerar como intervalo lineal, al comprendido entre las concentraciones de 0.2

y 30 mg/L, se obtuvo el grafico de calibracion mostrado en la figura 4.4.
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Fig. 4.4. Curva de calibracién de paraquat en el intervalo de concentracion de

0.2 a 30 mg/L obtenido por espectrofotometria ultravioleta (A = 258 nm).
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Mediante regresion lineal se determiné la ecuacion de la recta (Ec. 4.1), asi como
el coeficiente de correlacion (r) el cual fue de 0.9996, que cumple con lo establecido
por la Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura (CCAyAC) de la
Secretaria de Salud (2011), donde la regresion obtenida se considera lineal cuando
este es mayor a 0.98. En la tabla 4.3 se resumen los parametros de regresion
obtenidos.

Absorbancia (uA) = 0.0878 (%;“) Concentracion (%) + 0.0069 (uA) (Ec. 4.1)

Tabla 4.3. Parametros estadisticos de la regresion lineal de la curva de calibracién

de paraquat mediante el empleo directo de la espectrofotometria UV.

Parametro Valor

Intervalo lineal (0.2 - 30.0) mg/L
Pendiente (m)* (0.0878 + 0.0009) uA-L/mg
Ordenada al origen (b)* (0.0069 + 0.0147) uA

A (uA) = 0.0878 (uA-L/mg) Concentracion (mg/L)
+ 0.0069 (uA)

Ecuacion de la recta

Coeficiente de determinacion 0.9997
Coeficiente de correlacion 0.9996
N 18

*El error asociado a la pendiente y la ordenada al origen se determiné considerando

el estadistico t-Student al 95 % de confianza con n-2 grados de libertad.

Con los resultados obtenidos es posible afirmar que el sistema es lineal en el
intervalo de concentraciones de 0.2 a 30.0 mg/L y que en valores de concentracion
mayores la linealidad se pierde, por lo que, de ser necesario, se debera realizar una

dilucion de las muestras con concentraciones mayores de paraquat, mientras que
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para concentraciones menores a 0.2 mg/L es preciso realizar la preconcentracion

para lograr determinarlo.

También, se obtuvo el grafico de residuales (Fig. 4.5); los residuos parecen
aleatorios, lo cual indica que el modelo de regresion se ajusta bien, estos son mas
pequefio cuando la respuesta analitica, y, es pequefia, lo cual indica que para

valores de concentraciéon mas altos el residual es mayor.
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Fig. 4.5. Gréfico de residuales para la curva de calibracion de paraquat en el

intervalo de concentraciones de 0.2 a 30.0 mg/L.

La sensibilidad del sistema, que equivale a la pendiente de la recta (Ec. 4.1), es de
0.0878 uA-L/mg. La prueba de hipdtesis sobre este parametro indic6 que es
estadisticamente diferente de cero, por lo tanto, existe dependencia entre las
variables x y y (anexos 2.1y 2.2). Lo anterior confirma que el sistema es capaz de
detectar una respuesta especifica para disoluciones de distinta concentracién de
paraquat comprendidas dentro del intervalo lineal. Con respecto al valor de la
ordenada al origen, el cual es de 0.0060 + 0.0147 uA, es posible afirmar que no

presenta errores sistematicos, ya que el intervalo incluye el valor de cero.
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4.4 Optimizacion del protocolo de extraccion en fase solida (EFS)

El paraquat en disolucidn acuosa se encuentra como una especie cationica, lo que
permite que su retencién en adsorbentes en los que la adsorcion esta conducida
principalmente por intercambio catidnico (Calderbank & Yuen, 1965). Tal es el caso
del cartucho de extraccion en fase solida Oasis MCX de 6 cc de Waters®. Este
adsorbente estd compuesto por un copolimero de N — vinilpirrolidona — Divinil
Benceno funcionalizado con el anion SOs (Waters Corporation, 2010). Bajo este
contexto, este tipo de adsorbente proporciona el mejor medio de retencién para
purificar y concentrar las trazas de paraquat presentes en muestras ambientales

acuosas de elevada complejidad, tal como se muestra en la figura 4.6.

Fase adsorbente MCX o @
Mixed-mode Cation

Exchange

Modo de
intercambio
cationico fuerte

|
aUas

Fig. 4.6. Estructura de la resina del cartucho Oasis MCX de Waters®.

4.4.1 Evaluacion de la disolucion de lavado

Con el objetivo de determinar la capacidad de retencion del cartucho de extraccion
durante la etapa de carga y lavado, se analizaron mediante espectrofotometria UV
a A =258 nm los efluentes recolectados en ambas etapas de extraccion, empleando

como disolucion de lavado HCI 0.1 mol/L. En la Tabla 4.4, se presentan las
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absorbancias medidas a cada una de las disoluciones (A), asi como la
concentracion de paraquat asociada y la cantidad en masa, donde se muestra que
no fue posible determinar una sefial asociada al analito, en ninguno de los efluentes
de ambas etapas. Esto indica que todo el paraquat suministrado al cartucho durante
la etapa de la carga es retenido cuantitativamente y, ademas, la disolucion de HCI

no provoca su extraccion durante el lavado.

Tabla 4.4. Resultados de los analisis de paraquat de las disoluciones resultantes de
las etapas de carga (500.0 mL) y lavado (5.0 mL) del protocolo de EFS (Flujo: 2

mL/min).

A mg/L | ug A mg/L | pg A mg/L | ng

Carga (200 ug) | 0.002 | ND | ND | 0.000 | ND | ND | 0.000 | ND | ND

Lavado
(HCI 0.1 mol/L)
* ND: No detectado.

0.001 | ND ND | 0.000 | ND | ND | 0.003 | ND ND

4.4.2 Determinacion de la disolucién eluyente

Como resultado de la fuerte retencién de paraquat en cartucho de extraccion, es
imperativo encontrar una disolucion de elucion adecuada, que con el menor
volumen posible permita extraerlo de forma cuantitativa. Asimismo, esta disolucion
debe ser compatible con el método instrumental utilizado durante el analisis. Con
base en lo reportado por Colin, A. (2017), las disoluciones de cloruro de amonio
(NH4Cl) brindan los mejores porcentajes de extraccion, lo cual es congruente con lo
reportado por Agudo et al. (1997), quiénes encontraron al ion amonio como el cation
preferente para eliminar el paraquat de la arcilla con diferentes eficiencias NH4* >
K* > Ca?* > Mg?* > Na* (Agudo, Rios , & Valcarcel, 1993). Con base en lo anterior

se decidi6 evaluar dos disoluciones con diferente composicién de NH4Cl.
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Los porcentajes de recuperacion obtenidos al evaluar las disoluciones de NH4Cl al
2.5 % m/v y saturado se muestran en la Tabla 4.5. Como se puede observar, la
disolucién de cloruro de amonio al 2.5 % m/v no es capaz de extraer el analito de
manera cuantitativa, mientras que, la disolucién de cloruro de amonio saturado si,

ya que los valores de recuperacion obtenidos son superiores al 80 %.

Tabla 4.5. Evaluacion de dos composiciones de eluyente para la recuperacion

de 200 pg de paraquat de un cartucho de EFS a un flujo de 2 mL/min.

Volumen de Cantidad de paraquat | Recuperacion

Eluyente - .
elucion (mL) determinada (ug) (%)
10.0 0.6 0.3
NH.CI
10.0 0.5 0.2
2.5% m/v
10.0 0.7 0.4
10.0 173.4 86.7
NH4CI
10.0 162.9 81.4
Saturado
10.0 169.9 85.0

*Los porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la ecuacion 3.1.

De acuerdo con los resultados, es necesario utilizar una disolucion extractante
altamente salina, que permita aumentar la fuerza de elucién para desorber el
paraquat del cartucho. El uso de una disolucién saturada de NH4Cl como eluyente
permite extraer el paraguat con recuperaciones comprendidas entre 81.4 - 86.7 %,
las cuales son consideradas como aceptables para concentraciones entre 0.1y 1
mg/L, de acuerdo con diferentes guias de validacién nacionales y autores i.e., 70-
110 % para la CCAYAC (Comisién de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura
(CCAYAC), 2011) y 80-110 % para lo recomendado por Taverniers (2004). No
obstante, es necesario que en estudios futuros se evallen diferentes disoluciones
que tengan la capacidad de eluir el paraquat del cartucho con porcentajes de
recuperacion cercanos al 100 %.
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4.4.3 Determinacion del volumen de elucién

Una vez determinada la composicion del disolvente de elucién, se establecio el
volumen de elucién. Para ello, se evaluaron de manera aditiva y por triplicado,

cuatro volimenes, mostrando sus resultados en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Efecto del volumen de NH.Cl saturado para la elucién de 200 pg de paraquat
contenidos en un volumen de carga de 500.0 mL.

0 o Cantidad de Cantidad de Cantidad de
paraquat Rec. paraquat Rec. paraquat Rec.
determinada (%) determinada (%) determinada (%)

(H9) (Hg) (H9)

10.0 165.4 82.7 167.3 83.7 166.0 83.0
12.0 162.5 81.3 166.6 83.3 165.5 82.8
13.0 162.0 81.0 166.0 83.0 162.9 81.4
15.0 159.6 79.8 165.6 82.8 162.3 81.2

*La cantidad de paraquat determinada se calculdé con la ecuacién 4.1 y el volumen de
elucion.

**|_os porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la ecuacion 3.1.

De acuerdo con los resultados, la aplicaciéon de un mayor volumen de la disolucién
de NH4Cl saturado no promueve una mayor desorcion del paraquat del cartucho
durante la etapa de elucion, ya que los volumenes de elucion evaluados no exhiben
una diferencia sustancial entre los porcentajes de recuperacion, los cuales estan
comprendidos entre 79.8 - 83.7 % en todos los casos. A causa de ello, se decidié
utilizar 10.0 mL de NH4ClI saturado como volumen de elucion, lo que permitiria, por
un lado, reducir el volumen y el tiempo de extraccion y por el otro, propicia una
mayor concentracion del paraquat.
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4.4.4 Determinacion del volumen de carga

La optimizacion del volumen de muestra que sera cargado a través del cartucho
durante el protocolo de extraccion en fase sélida debe garantizar: 1) que el paraquat
contenido dentro de la muestra sea retenido por el cartucho en su totalidad, es decir,
gue el analito no se fugue durante la etapa de carga, 2) demostrar que la adsorcion
del analito al cartucho es independiente de la concentracion del volumen cargado,
dentro del intervalo lineal de la curva de calibracion y 3) debe permitir
preferentemente un mayor volumen de carga, de modo que al eluir el analito del

cartucho en un volumen menor, este pueda ser concentrado en mayor medida.

En las tablas 4.7 y 4.8 se reportan la cantidad de paraquat recuperada (Cantidad
PQEers, Hg) Yy los porcentajes de recuperacion (% Rec.) para los siete niveles de
concentracion, en 250.0 y 500.0 mL de carga, después de aplicar el protocolo de
extraccion en fase sélida y eluir el analito con un volumen constante de 10.0 mL.
Los resultados demuestran que el volumen de carga es un factor que influye

sustantivamente en la determinacion del paraquat en matriz acuosa.

En una primera instancia cuando el volumen de carga es de 250.0 mL (Tabla 4.7)
no es posible observar una respuesta analitica en las concentraciones mas bajas
i.e., 0.005y 0.01 mg/L, ya que no se observa la sefial correspondiente al analito. No
obstante, en el intervalo de concentraciones comprendido entre 0.025 - 0.8 mg/L los
porcentajes de recuperacion oscilan entre 64.0 - 81.1 %, por lo que se consideraron
aceptables dentro de los niveles de trazas establecidos por Taverniers, et al. 2004,
donde para concentraciones entre 0.001 y 0.1 mg/L el intervalo de % de recobro

aceptables se encuentra entre 60 - 115%.
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Tabla 4.7. Resultados de cantidad de paraquat recuperada (1g) y % recuperacion las

disoluciones de paraquat tras el procedimiento de EFS con 250.0 mL como volumen de

carga. Elucion con 10.0 mL de NH4Cl saturado.

Conc. Cantidad

PQinicial ~ PQinicia SN Cantidad Cantidad

(mg/L) (L) POLes (1) % Rec. | de PQers | % Rec. | de PQers |% Rec.

(ha) (hg)

0.005 1.25 ND ND ND ND ND ND
0.01 2.5 ND ND ND ND ND ND

0.025 6.25 4.11 65.8 4.0 64.0 4.23 67.6
0.05 125 8.70 69.6 8.9 71.2 8.71 69.7
0.1 25.0 17.89 71.6 18.3 73.2 18.35 73.4
0.4 100.0 75.18 75.2 76.89 76.9 78.19 78.2
0.8 200.0 161.86 80.9 162.21 81.1 157.64 78.8

*Los porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la ecuacion 3.1.
**ND: No detectado.

Por otro lado, al utilizar un volumen de carga mayor (Tabla 4.8) es posible observar

una respuesta del analito para todas las concentraciones evaluadas en el intervalo

0.005 - 0.8 mg/L. Asimismo, los porcentajes de recuperacién determinados para

todos los niveles de concentracion fueron superiores al 75% vy estuvieron

comprendidos dentro del intervalo 79.4 - 85.1% siendo aceptables para los niveles

de concentracion de mg/L de acuerdo con lo sefialado por Taverniers, et al. 2004.

Utilizando este criterio, todos los niveles de concentracion evaluados al cargar 500.0

mL muestran porcentajes de recuperacion aceptables.
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Tabla 4.8. Resultados de cantidad de paraquat recuperada (1g) y % recuperacion las

disoluciones de paraquat tras el procedimiento de EFS con 500.0 mL como volumen de

carga. Elucion con 10.0 mL de NH4Cl saturado.

Conc. Cantidad

o e Cantidad Cantidad Cantidad

(mg/L) () de PQers | % Rec. | de PQers | % Rec. | de PQers |% Rec.

(h9) (19) (hg)

0.005 2.5 2.20 88.0 2.21 88.5 2.19 87.6
0.01 5.0 4.4 87.4 4.3 85.1 4.1 82.9

0.025 125 9.9 79.4 9.7 77.5 10.0 80.3
0.05 25.0 20.5 82.1 20.4 81.6 20.4 81.6
0.1 50.0 39.4 78.8 38.1 76.1 40.3 80.7
0.4 200.0 170.2 85.1 167.7 83.8 163.9 82.0
0.8 400.0 340.4 85.1 337.7 84.4 337.1 84.3

* Los porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la ecuacién 3.1.

Los resultados anteriores denotan que existe una dependencia entre el volumen de

carga aplicado y la concentracién de paraquat que es posible determinar en los

niveles de concentracion de 0.005 y 0.01 mg/L. A causa de ello, es fundamental

utilizar un mayor volumen de carga para obtener una respuesta analitica en los

niveles de concentracion mas bajos, debido a que el analito se preconcentra de

forma mas eficiente.

Para corroborar esta observacién, se construyé un grafico de la concentracion

cargada de paraquat vs la concentracion recuperada, a lo largo del intervalo de

concentraciones evaluado para ambos volimenes de carga, en donde la pendiente

de la recta representa al factor de concentracion experimental FCexp (Fig. 4.7).

74



40 y = 42.324x - 0.094

R2=0.9998
35

30
25
20
15

10

. y = 19.971x - 0.207
R? = 0.9978

Concentracion de PQ recuperada (mg/L)

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracion de PQ cargada (mg/L)

Fig. 4.7. Determinacion del factor de preconcentracion del protocolo de EFS para
paraquat propuesto para los volimenes de 250.0 mL (@) y 500.0 mL (®).

En este grafico se aprecia un ajuste lineal de la concentracion recuperada en funcién
de la concentracién de paraquat cargada, que para el caso de 250.0 mL se observa
dicho comportamiento entre los 0.025 - 0.8 mg/L y un factor de concentracion
experimental (FCexp Recta) de 19.98. Mientras que, en el caso de 500.0 mL este
presenta un comportamiento lineal en todo el intervalo analizado (0.005 - 0.8 mg/L)
con un factor de concentracion experimental (FCexp) de 42.32.

Estos valores coinciden con los obtenidos al utilizar la ecuacién 3.2 (ver anexo 3),
mostrados en la tabla 4.9. Esto implica que, al cargar un volumen 500.0 mL es
posible concentrar al analito 2.1 veces mas en comparacion con el volumen de
250.0 mL. No obstante, los FCexp para ambos volumenes son menores a los
esperados, es decir; si el volumen de muestra cargado es de 500.0 mL y es eluido
con 10.0 mL, se esperaria un factor de concentracion para el método de 50,

mientras que con 250.0 mL seria de 25, tal como se muestra en la Tabla 4.8.
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Tabla 4.9. Determinacion del factor de concentracion experimental para los

volimenes de 250.0 y 500.0 mL de muestra, tras el protocolo de EFS.

Volumen de carga FCexperimental FCexperimental
., FCesperado
(mL) Recta Ecuacion 3.2
250.0 20.3 20.0 25
500.0 42.7 42.5 50

Los porcentajes de recuperacion determinados y los factores de concentracion
experimentales menores a los esperados, sugieren que existe una pérdida del
analito entre el 15 y el 18 % durante el proceso de extraccion (Tabla 4.8). Esta
pérdida, puede deberse a la elucién incompleta del paraquat, ocasionada por la

fuerte afinidad del analito con la fase adsorbente del cartucho de extraccion.

A pesar de que, en el protocolo de extraccion en fase sélida, la elucion del paraquat
es incompleta; el analito puede ser analizado de forma cuantitativa, ya que los
porcentajes de recuperacién son repetibles y proporcionales a la concentracion de
paraquat de la disolucion utilizada en la etapa de carga del protocolo de EFS
empleado. Esto se puede reafirmar a partir de la construccién de curvas de
recuperacion, en donde la pendiente de la recta representa el factor de recuperacion
global del protocolo de extraccion dentro de un intervalo lineal evaluado. En este
tipo de gréaficos esta contrastada la concentracion de paraquat cargada (variable
independiente) contra la concentracién de paraquat recuperada después de aplicar
el protocolo de extraccion (variable dependiente), en la tabla 4.10 se muestran los
valores que se graficaron en la figura 4.8, una magnitud de 1.0 representa un

porcentaje de recuperacion del 100 % dentro del intervalo evaluado.
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Tabla 4.10 Concentracién de paraquat cargada (Ciciai, mg/L) y la concentracion de
paraquat (mg/L) recuperada tras el procedimiento de EFS con 250.0 y 500.0 ML como
volumen de carga. Elucion: 10.0 mL de NH4Cl Saturado.

250.0 mL 500.0 mL

Cinicial c Cers Cers Cers Cers Cers
PQ " PQMo/L)PQ(mglL)) PQ  |PQ (mg/L) PQ (mglL)
PQ (mg/L)

(mg/L) (mg/L)
1 0.005 ND ND ND 0.10 0.11 0.12
2 0.01 ND ND ND 0.25 0.24 0.24
3 0.025 0.22 0.21 0.22 0.63 0.62 0.59
4 0.05 0.63 0.70 0.65 1.47 1.52 1.46
5 0.1 1.79 1.66 1.83 3.94 3.81 4.03
6 04 7.52 7.69 7.11 17.02 16.77 16.39
7 0.8 16.19 16.22 15.76 34.04 33.77 33.71

*ND: No Detectado.

**Los valores de concentracion fueron calculados a partir de la ecuacion de la recta de la
curva de calibracion de paraquat para el intervalo de concentraciones entre 0.2-30 mg/L
(Ec. 4.1).
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Fig. 4.8. Cantidad recuperada de paraquat (Cers PQ, ug) en funcion de la cantidad
inicial (Cinicia PQ, 1) para (a) 250.0 mL y (b) 500.0 mL como volumenes de carga.

A traves de la aplicacion del método de minimos cuadrados, se determinaron las
magnitudes de la pendiente y la ordenada al origen de cada gréafico para ambos
volimenes de carga; siendo las ecuaciones 4.2 y 4.3 las correspondientes para

250.0 y 500.0 mL de carga, respectivamente.
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CersPQ = 0.8156 Cpo(ug) —3.2282 (ng)  (Ec. 4.2)
CersPQ = 0.8541 Cpo(ug) — 34552 (ug)  (Ec. 4.3)

Las pendientes determinadas para ambos voliumenes de carga aplicados (Fig. 4.8)
exhiben magnitudes superiores a 0.8 lo cual indica porcentajes de recuperacion >
80 % a partir de en el intervalo de concentracion de 0.025-0.8 mg/L para un volumen
de 250 mL y 0.005-0.8 para un volumen de 500 mL. El porcentaje de recuperacion
determinado para todo el intervalo es congruente con los porcentajes calculados y
reportados para cada nivel en la tabla 4.7. No obstante, la pendiente
correspondiente al volumen de carga de 500 mL es estadisticamente superior a la
obtenida al utilizar 250.0 mL (Anexo 4, a = 0.05 al 95 % de confianza); fortaleciendo
la asercion de que al cargar un volumen de 500.0 mL se obtienen mejores

porcentajes de recuperacion a lo largo del intervalo evaluado.

Con base en los resultados anteriores, se pudieron determinar dos condiciones
experimentales fundamentales durante la etapa de carga, las cuales son: 1) el
utilizar un mayor volumen de disolucion de carga permite concentrar de forma mas
eficiente al paraquat, sin propiciar la fuga del analito durante la etapa de carga y 2)
dentro del intervalo de concentraciones evaluado, el protocolo de extraccion
desarrollado mostré porcentajes de recuperacion constantes y proporcionales a la
concentracion del analito, motivo por el cual, es posible aplicar la metodologia

desarrollada para un analisis cuantitativo.

Bajo este contexto, se eligieron 500.0 mL como el volumen de carga mas adecuado
para implementar el protocolo de extraccién en fase sélida. En la Tabla 4.9 se
reportan los porcentajes de recuperacion promedio (% Rec) con su error asociado
(Ec. 4.4), el cual se determiné considerando la t-Student, para n-1 grados de
libertad, a dos colas al 95 % de confianza (t = 4.3), asi como la desviacion estandar
relativa (% DER, Ec. 4.5), para cada uno de los niveles de concentracion evaluados

para el método.

Error = (Ec. 4.4)

ala
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%DER = x100% (Ec. 4.5)

Rilw

Tabla 4.11. Porcentajes de recuperacion determinado para la

metodologia de extraccion en fase solida.

Concentracion

% Recuperacién

(mg/L)

0.005 83.6+11.1 0.51
0.01 85.1+5.6 2.62
0.025 79.1 + 3.46 1.76
0.05 81.8+ 0.7 0.35
0.1 785+57 2.92
0.4 83.6+3.9 1.89
0.8 846+1.1 0.52

*DER: Desviacion estandar relativa.

4.4.5 Evaluacién de la velocidad de carga de la muestra

Como parte de las condiciones por optimizar en el protocolo de extraccion, es
indispensable evaluar la velocidad de flujo durante la etapa de carga, pues si la
velocidad es muy alta el tiempo de contacto entre el analito y los sitios activos del
material adsorbente no sera suficiente para favorecer la interaccion entre ellos,

promoviendo asi, la fuga del analito durante esta etapa.

En la tabla 4.10 se presentan los porcentajes de recuperacion promedio después
de evaluar tres flujos por triplicado. Los porcentajes de recuperacion para 2.0y 3.0
mL/min fueron practicamente iguales. En contraste, los resultados en ambos flujos
fueron ligeramente menores a los obtenidos para 5.0 mL/min, los cuales fueron de
alrededor del 88.4 %.
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Sin embargo, a pesar de que existen ligeras diferencias entre los flujos evaluados,
la retencion del analito en la fase adsorbente del cartucho no varia sustancialmente;
por lo que se puede considerar que la adsorcion del paraquat durante la etapa de
carga es independiente de del flujo aplicado. Asimismo, los porcentajes de
recuperacion fueron aceptables de acuerdo con los criterios establecidos por la
Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura (CCAYAC, 2011).

Tabla 4.12. Efecto de la velocidad de flujo de carga, para un
volumen de carga de 500.0 mL de una disolucion 0.4 mg/L de

paraquat eluidos con 10.0 mL de NH4Cl saturado.

Flujo de carga | Cantidad de paraquat | Recuperacion

(mL/min) determinada (ug) (%)
2.0 161.5 80.8
3.0 163.4 81.7
5.0 175.1 884

* La cantidad de paraquat determinada se calculé con la
ecuacion 4.1y el volumen de elucion.
** |_0s porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la

ecuacion 3.1.

Con la finalidad de disminuir el tiempo de preparacion de la muestra y considerando
gue las etapas de carga y regeneracion son las que involucran el mayor tiempo del
protocolo de EFS, se decidi6 utilizar un sistema de extracciébn automatizado,
manifold de Waters®, acoplado a una bomba de vacio (Fig. 3.2). Mientras que, para
los pasos que requieren una mayor precision, es decir: lavado, elucién,
acondicionamiento y equilibramiento se continuara trabajando con la bomba auxiliar

de HPLC (Fig. 3.1) con una velocidad de carga de 2 mL/min.

Considerando lo expuesto desde el apartado 4.4.1 hasta el 4.4.5 en tabla 4.11 se

resumen las condiciones Optimas para cada una de las etapas involucradas en el
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protocolo de extraccién en fase sélida para muestras acuosas de paraquat y su

posterior determinaciéon mediante espectrofotometria UV.

Tabla 4.13. Condiciones 6ptimas del protocolo de extraccidn en fase sdlida para la

cuantificacién de paraquat por espectrofotometria UV.

Etapa EFS Volumen (mL) Disolucion

Acondicionamiento 3 Metanol, grado HPLC
Equilibramiento 3 Agua desionizada
Carga 500.0 Disolucién de analisis
Lavado 5.0 HCI 0.1 mol/L
Elucion 10.0 NH4Clsat
1 30 Agua desionizada
Regeneracion 2 20 HCI 1 mol/L
3 20 Agua desionizada

4.5 Ejemplos de aplicacion en muestras de origen ambiental
4.5.1 Caracterizacion de las muestras

Se caracterizaron tres muestras del canal Tlamaco-Juandho, tomadas con una
distancia de 3 Km entre ellos: SC-01 (0 Km), SC-02 (3 Km) y SC-03 (6 Km). Los
resultados se muestran en las tablas siguientes, cromatografia catidnica (tabla
4.14), de manera analoga, las magnitudes correspondientes al pH, la conductividad
eléctrica y los sélidos totales disueltos (TDS) son mostrados en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.14 Resultados de cromatografia catidnica para las muestras de agua

Muestra

residual del canal Tlamaco-Juandhd.

Concentracién (mg/L)

sc-01 177.0 33.8 32.2 37.1 24.3
SC-02 177.5 34.7 32.1 37.8 24.3
SC-03 177.2 327 325 37.8 24.2
*LD (mg/L) 0.4 0.2 0.3 0.4 0.2

*LD. Limites de deteccién para cationes (Galindo Zavala, 2016)

Tabla 4.15. Resultados de, pH, conductividad y TDS, para las
muestras de agua residual del canal Tlamaco-Juandh@.

Muestra ‘ pH ‘ A (uS)

TDS (ppm)
SC-01 (0 Km) 7.4 1553 774
SC-02 (3 Km) 7.3 1539 769
SC-03 (6 Km) 7.4 1535 769

Los resultados de las Tablas 4.14 y4.15 muestran una homogeneidad en las
magnitudes de los pardmetros quimicos y fisicoquimicos evaluados en los tres
puntos de monitoreo seleccionados a lo largo del canal Tlamaco-Juandhé (6 Km
totales). En este sentido, se puede considerar que la matriz de agua residual
utilizada para evaluar el protocolo de extraccidon no cambia sustancialmente durante
el trayecto evaluado. Aunque las muestras de trabajo presentan valores de
conductividad elevados debido a la alta presencia iones en la muestra, la alta

contribucion catiénica, principalmente por la presencia de sodio, no afecta la
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retencion del paraquat, por la competencia por los sitios de adsorcién del cartucho
de EFS bajo las condiciones de trabajo empleadas, mientras que los valores de pH
encontrados en la muestras no afectan la estabilidad del paraquat ya que a este pH
el paraquat no se degrada, pues es inestable en condiciones alcalinas (ChemSpider
, 2021).

4.5.2 Cuantificacion de paraquat en muestra ambientales

Con el objetivo de evaluar la aplicabilidad del protocolo de extraccion y
cuantificacion desarrollado en el presente trabajo, el método se aplic6 en una
muestra de agua residual cruda proveniente del canal Tlamaco-Juandhé. La
muestra fue analizada por triplicado en forma independiente. Se filtr6 previamente
de acuerdo con lo descrito en el apartado 3.5.3. Las concentraciones de paraquat

determinadas en las muestras reales son mostradas en la Tabla 4.16.

Tabla 4.16. Resultados obtenidos de la cuantificacion de

paraquat en una muestra de agua residual

Absorbancia Concentracion
(A = 258 nm) (mg/L)
SC-01 0.018 0.13
SC-01 0.017 0.12
SC-01 0.019 0.14
Media 0.018 0.13
S 0.001 0.01

Como es posible observar en tabla anterior en el triplicado de la muestra de agua
residual fue posible determinar paraguat en concentraciones 0.13 mg/L. Los valores
determinados se encuentran dentro del intervalo lineal determinado tras acoplar el
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método de extraccion en fase solida (EFS) con la cuantificacion por
espectrofotometria UV (0.005 — 30 mg/L).

Aunado a esto, no se observo ningun efecto que provocara un efecto matriz
significativo. Es decir, las concentraciones de los cationes mayoritarios (Tabla 4.15)
en las aguas residuales no compiten sustancialmente por los sitios activos de
adsorcion del sorbente polimérico del cartucho de extraccion. En este sentido, se
demostrd que la metodologia de extraccidn en fase sélida desarrollada, acoplada a
la determinacion mediante espectrofotometria UV, tiene la sensibilidad necesaria
para cuantificar al herbicida en condiciones ambientales y con una matriz de elevada
complejidad. No obstante, sera necesario validar el protocolo experimental con el

fin de brindar resultados completamente confiables.
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5. CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia de extraccion en fase sélida como método de

preparacion de muestra para la extraccidon, preconcentracion y purificacion de

paraquat de muestras acuosas. El método fue capaz de concentrar un analito de

forma cuantitativa con porcentajes de recuperacion superiores al 80 % dentro del

intervalo de concentraciones 0.05-0.8 mg/L, en este sentido, el protocolo de

extraccion desarrollado puede ser aplicado para el andlisis cuantitativo del analito

mediante espectrofotometria UV en el intervalo de concentraciones de 0.005 — 30

mg/L.

5.1 Conclusiones particulares

De acuerdo con la informacién bibliografica presentada y los resultados
experimentales en el presente trabajo, el protocolo analitico desarrollado en
este trabajo de investigacion servira como base para optimizar y validar una
metodologia EFS-espectroscopia UV para determinar paraguat en agua
residual. Con el objetivo de evaluar el rendimiento de la remocion de paraquat
empleando sargazo como un material biosorbente en muestras de agua
residual fortificadas.

La concentracion de la disolucién patrén de paraquat no es estable durante
largos periodos de tiempo, por lo que no es recomendable el uso de la
disolucién patron una vez que ésta cumpla mas de dos meses de haberse
preparado.

La metodologia (EFS-espectrofotometria UV) propuesta en el presente
trabajo fue capaz de determinar la concentracion de paraquat de 0.13 + 0.01
mg/L en una muestra de agua residual proveniente del canal Tlamaco-
Juandho en el pueblo de Tlalhuelilpan, dentro del Valle del Mezquital, en el
estado de Hidalgo, México

El método extraccion en fase soélida no exhibié interferencias entre el
paraquat y los cationes mayoritarios contenidos en el agua residual cruda,
por lo que no se observo fuga de paraquat durante la etapa de carga de

muestra.
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ANEXOS

1. Pruebas de hipotesis sobre estabilidad de la disolucién patrén de paraquat
1.1 Prueba F de Fisher (Verificacién de homocedasticidad)

En latabla A.1 se muestran la absorbancia medida para cada uno de los estandares
de paraquat en cloruro de amonio saturado (20 mg/L) evaluados, asi como la media
y la desviacion estdndar de los datos agrupados, de acuerdo con el mes de su

preparacion.

Tabla 0.1 Absorbancia, media y desviacion estandar de los estandares de

paraquat agrupados.

Grupo 1 Grupo 2

Fecha Absorbancia Fecha Absorbancia
25/07/2019 1.776 27/09/2019 1.689
30/07/2019 1.752 30/09/2019 1.655
12/08/2019 1.747 02/10/2019 1.725
14/08/2019 1.773 07/10/2019 1.673
19/08/2019 1.806 16/10/2019 1.649
22/08/2019 1.823 07/11/2019 1.698
30/08/2019 1.773 11/11/2019 1.706

Media (x) 1.779 Media (x) 1.685
Desviacion 0.027 Desviacion 0.028
estandar estandar

Mediante la ecuacién 0.1, de cada grupo de datos, donde el grupo 1 es de los meses
de julio y agosto y el grupo 2 de los meses de septiembre, octubre y noviembre.
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Hy:s? = s3

Se obtiene mediante la ecuacion 0.2 el valor de F,

st
F,=< (Ec. 0.2)

Donde s; = 0.0274y s, = 0.0276, se compara con el valor de F. obtenido de

tablas, para los correspondientes grados de libertad y con un factor de cobertura
a = 0.05.

_ o274
07 0.0276)2
Sity =6Yy1, =6; F, =5.820 (Dos colas)

Como Fo< Fc se acepta Ho.

La desviacion estandar de ambos grupos de datos no es estadisticamente diferente.
Por lo tanto, se tiene varianzas homocedasticas.

1.2 Prueba t-Student para varianzas homocedasticas

Para varianzas homocedasticas; se obtiene una varianza para ambos grupos de

datos (Ec. 0.3) y un nuevo numero de grados de libertad (Ec. 0.4), para obtener to
(Ec. 0.5) y buscar el valor critico en tablas con el valor de a deseado.

2 _ (n1—1)s3+(ny—1)s2

DD (Ec. 0.3)

t=Mm—1)+ (n,—1)=n,+n, —2 (Ec.0.4)

ty = ———2_ (Ec. 0.5)

1
2ol
A patrtir de lo anterior, considerando x; = 1.7786 para el grupo de los meses de julio

y agosto, mientras x, = 1.6850 para el grupo de septiembre, octubre y noviembre,
entonces;
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Hy:%, =%; a = 0.05

Hi:xq{ #X%; t=74+7-2=12 t.=2.1788 (Dos colas)
7 —1)(0.0274)? + (7 — 1)(0.0276)?
§2 =( )( )e+( )( ) — 0.0008
7-1D+(7-1)
1.7786 — 1.6850
to = 7z = 63696
[0 00075531 (1+1)]
: 777

Como to > tc, se rechaza Ho al 95 %
La media de ambos grupos de datos es estadisticamente diferente.

1.3 Prueba t-Student sobre la media del grupo 1

Se buscé determinar que la media del grupo 1 es estadisticamente igual de al valor
de la primera absorbancia medida para el estandar de 20 mg/L, por lo que se hace

una prueba de t-Student. El valor de t se obtiene a partir de la ecuacion 0.6.
to = (Ec. 0.6)

Donde ¥ = 1.7786 es la media del grupo 1, uy la media de referencia, en este caso
u=1776, n=7y s =0.0274. Los valores criticos se obtienen de la tabla de
distribucién t de Student, con un valor a = 0.05 y considerando los grados de libertad,

T.

_ (1.7786-1.776)V7
o 0.0274

Ho: x = u to = 0.2510

Hi:x > u Sit=5ya=0.05; t. = 2.4469 (Dos colas)

Como to < tc se acepta Ho,

No existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias.
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1.4 Prueba t-Student sobre la media del grupo 2

Se espera determinar si el valor de la media del grupo 2 es estadisticamente igual
de al valor de la primera absorbancia medida para el estandar de 20 mg/L, por lo
gue se hace una prueba de t-Student. El valor de t se obtiene a partir de la ecuacion

0.6. Donde x = 1.6850 es la media del grupo 2, u = 1.776, n =7y s = 0.0276.

Ho: % = t, = LOBSTLTTONT _ g 7933
0.0276

Hiix > u Sit=6ya=0.05; t, = 2.4469 (Dos colas)

Como to< - tc se rechaza Ho,

La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.
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2. Curva de calibracioén

2.1Prueba t-Student sobre la pendiente de la curva de calibracién

Se busco determinar que la pendiente de la recta de la curva de calibracion era
estadisticamente diferente de cero, por lo que se hace una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con una media de referencia, en este caso 0. El valor de

t se obtiene a partir de la ecuacion 0.6.
Donde x = 0.0878 es la pendiente, y=0,n = 18 y s = 0.0004.

_(0.0878-0)V18
- 0.0004

Ho: ¥ = u to = 931.2596

Hiix > u Sit=16y a = 0.05; t, = 1.7459 (Una cola)

Como to > tc se rechaza Ho,

La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.

2.2Pruebat-Student sobre laordenada al origen de la curva de calibracién

Se busc6 determinar que la ordenada al origen de la recta de la curva de calibracién
era estadisticamente diferente de cero, por lo que se hace una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con una media de referencia, en este caso 0. El valor de

t se obtiene a partir de la ecuacion 0.6.
Donde x = 0.0069 es la ordenada al origen, u =0y n =18y s = 0.0069.

_ (0.0069-0)V18
- 0.0069

Ho: ¥ = p to = 4.2426

Hiix > u Sit=16y a = 0.05; t, = 1.7459 (Una cola)

Como to > tc se rechaza Ho,

La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.
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3. Factor de concentracion de lametodologia de extraccion en fase solida para
250.0 y 500.0 mL como volumen de carga, eluidos con 10.0 mL de NH4ClI

saturado calculado con la ecuacién 3.2

Haciendo uso de la ecuaciéon 3.2, se determiné el factor de concentracion para el
protocolo de EFS con 250.0 y 500.0 mL como volumen de carga, donde m,
corresponde al valor de la pendiente de la recta del intervalo lineal de la medicion
directa espectrofotometria UV (m = 0.0878) y mggs, corresponde al valor de la
pendiente de la recta obtenido tras graficar la correlacion entre la carga inicial y la
absorbancia medida tras el proceso de extraccion en fase sélida, tal como se

muestra en la figura 1.

Factor de concentracion = manS (Ec. 0.7)

3.500

3.000

y=3.735x-0.0143
2.500 R? =0.9996

258 nm)

2.000

1.500

1.000

Absorbancia (uA, A

y =1.7534x-0.0113

0.000
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Concentracion de PQ (mg/L)

Fig. 0.1Absorbancia (A = 258 nm) medida tras el protocolo de EFS en funcién de la

concentracion inicial para los volimenes de 250.0 mL (®) y 500.0 mL (®).

En la figura anterior se muestran la recta y su ecuacién obtenida para ambos

volumenes, 250.0 y 500.0 mL, respectivamente;
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Absorbancia (ud) = 1.7727 (%L) +00236(%2)  (Ec. 0.8)

Absorbancia (uA) = 3.7713 (%) + 0.0365 (%) (Ec. 0.9)

Recordando que m = 0.0878, el valor obtenido para la pendiente de la recta del
intervalo lineal y las pendientes obtenidas previamente es posible obtener el valor
del factor de concentracion para cada uno de los volumenes, tal como se muestra
en el siguiente ejemplo:

Mgps 17727

m o088 201902

Factor de concentracion,sg omn =

Tabla 0.2 Factor de concentracion para cada una de las rectas
(250.0 y 500.0 mL de muestra) tras el protocolo de EFS

MEFs
m Intervalo |yglumen de Factor de
lineal (%;) carga (mL) (“A'L) concentracion
mg
250.0 1.7534 20.0
0.0878
500.0 3.7315 42.5
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4. % de recuperacion global para la metodologia de extraccion en fase sélida
con volumenes de carga de 250.0 y 500.0 mLPrueba F de Fisher

(Verificacion de homocedasticidad)

De la figura 4.8, cantidad de paraquat recuperada en funcion de la cantidad inicial,
para 250.0 y 500.0 mL, se obtienen, mediante regresion lineal los valores para la
pendiente y la desviacion estandar para cada uno de los casos. Para evaluar la
homocedasticidad de las pendientes, se considera lo siguiente;

Hy:s? = s2 Hy:s? #+ s2

Donde s; = 0.0034, para el volumen de 500.0 mL y s, = 0.0054, para el volumen

de 250.0 mL, considerando la ecuacién 0.1:

B (0.0034)2 03964
%7 (0.0054)2 "
Sity =19y 1, =13; F, = 2.014 (a = 0.05,dos colas)

Como Fo< Fc se acepta Ho.

La desviacion estandar de ambos grupos de datos no es estadisticamente diferente.

Por lo tanto, se tiene varianzas homocedasticas.
4.2Prueba t-Student para varianzas homocedasticas

Tras obtener los parametros de regresion lineal de los graficos de la figura 4.8 y
considerando que se trata de varianzas homocedasticas, considerando las

ecuaciones 0.3, 0.4y 0.5;
Ho:Xy = X;
Hi:x{ + X, a = 0.05

t=21415-2=34 t,=2.03 (Dos colas)
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Si, x; = 0.8541y s; = 0.0034, para el volumen de 500.0 mL, ademas x, = 0.8156,

y s, = 0.0054, para 250.0 mL, entonces;

(21— 1)(0.0034)% + (15 — 1)(0.0054)?

2 — -5
@1-D+(15-1) = 188x10
,___ 08541-08156
o [1 88x10-5 (i + i)]l/z o
00X 21715

Como to > tc, se rechaza Ho al 95 %

Las medias de ambos grupos de datos son estadisticamente diferentes.
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