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RESUMEN

Metilbensulfuron (MBS) es una sulfonilurea de acción herbicida que se utiliza en bajas

dosis y que es degadable por hidrólisis qLrílnica y/o por acción de los microorganismos

del suelo. Err el presente trabajo se ha abordado el desarrollo de un método de extracción

de MBS en suelos chilenos. teniendo en cuenta sus diferentes naturalezas y propiedades

r r§,rwq u,r 1uv4r.

trn primer iugar se detinieron las mejores condiciones para su determinación analítica en

presencia de los principales produotos de degradación, pirimidinamina (PA) y

bencilsulfonamida (BS), mediante cromatografía líquida en fase inversa con detector de

arreglo de diodos (HPLC-DAD). Para ello, se establecieron los parámetros para la

separación en condiciones de elución isocrática de los tres comouestos emnleando como

f^^^ ..;.,:l /.:t L'-\l.l I 
^ -IJ ! n ^- .,-^ ^^1.,--^ ,"^-^*^-^., C. -.--. 4 ,.- Or\ o^\-¡¡{\ 't.¡r2r\, P¡¡ J.v. JJrrrrts./ i F¡¡¡ ow 

^.

250x4,6 mm. Dadas las dificultades de separación de los dos principales metabolitos y

del excesivo tiempo de retención obtenido para MBS, se estudiaron dit'erentes modelos

de calibración univariables en tres condiciones de solapamiento de sus señales

cromatográficas: severo, medio y leve. Las respuestas cromatográficas seleccionadas

¡nnci.tiprnn en Árer¡c v nltrrr¡< nrnvenientpc dc Ins crnrnatnorarne< nrioinalpc \. trmhién

r.ie su prirrrcra derivada. ialnbiér¡ se usó urr niodelo de caiibració¡¡ rnuií¡var¡ado, PC.ft

(Regresión por componentes principales), construido con todas las respuestas, el que se

comparado con los modelos univariables, en cualquier condieión de solaparniento,

presentó los mejores parámetros estadísticos y los menores errores en [a cuantificación.

xlv



También se desarrolló un método de separación en gradiente empleando una columna de

menor longiÍud y de mayor eficiencia (Zorbax SB-C8. 80'A.4,6x150 mm" iamaño de

partícula 5 mm) que permitió separar en todos los casos las señales provenientes de las

sustancias co-extraídas desde el suelo de las señales de los analitos de interés,

obteniénciose parámetros adecuados de calidad analítica a las dos longitudes de onda

estudiadas (234,9 y 264,9 r¡n),la ú!tima muy sensible para la determinación de PA. Los

limites de detección obtenidos a 234-9 nm füeron: 0,0229; 0,00705 y 0,0272 pg mL't.

para MBS. BS y PA respectivamente. Los límites de cuantificación en igual longitud de

onda fueron: 0,0765; 0,0230 y 0,0906 pg ml-l. Los valores de r2 para el intervalo cle

concentraciones 0,02-2,0 pg rnl- r fluctuaron entre 99,96 y 99.98 %.

l-Jn la segunda etapa, se estudiaron sólo para MBS sistemas de extracción con solventes

asistido por energía de ultrasonido y microondas. Para ello ñle necesario realizar dos

tipos de estudios previos: i) e.raluación de la capacidad de adsorción del he¡bicida de

tres sueios de diferentes características fisicoquímicas. los que fueron empleados como

matrices para establecer la factibilidad de aplicación del método ii) su comportamiento

de hidrólisis en ausencia de suelo. simulando las condiciones de extracciórr, en

diferentes temperaturas, tiempos y pH, se estableció que un límite de temperatrua de 60

oC, 5 minutos de extracción ;, un intervalo de pH entre 4 y 9 asegura la ausencia de

degradación del compuesto.

En el estudio de extracción asisiida por ultrasonido se sometieron cinco factores a un

diseño experimental "screening factor"; éste dio como resultado que la temperatura,

cantidad de muestra. cantidad de solvente y tipo de suelo tenían una importancia



significativa en la recuperación de MBS. Poste¡iormente se realizó una optimización por

medio de un diseño de "superticie de lespuesta" eu el suelo de mayor capacidad de

adsorción. se confirmó que la cantidad de muestra y temperatura eran significativos. y se

descanó de forma definitiva la in{luencia de la potencia sobre la recuperación. el

máximo obtenicio fue de un 84.5 %. En ei estudio cie los ihcto¡es propios de ia matriz

quedó establecido que un seuundo paso de extracción es necesario. como tamhién la

presencia de agLra (en una relación suelo: agLra 1:i. piv) 1 un tiempo de equilibrio de 30

minutos previo a la extracción. pala obtener recuperaciones del 100 9zo. con buelta

repetibilidad. independientemente del tipo de suelo I nivel de concentración del

L--k:^i ¡,.

En la cxtracción por microondas se cs¡a'oleció un proqrama ¡lc cxrracción a temperarura

y'presiiin controladas en tres pasos: 1) I minutos a -350 W (.{0 "C). 2) 3 nrinuios a 500 \\'

(temperatura variable) r' -3) 2 minutos a 0 \\¡. el estudio r1e hid¡ólisis en presencia de

suelo. tire reaiizado variando Ia ierrrperatura en ei secundo paso de prreg¡¿¡¡¿ j¿

estracción. conllrmando que un Iimire de 60" C asegLLra Ia ausencia de degradación de

\lBS. El esrudit ,le iL,-s t'ac¡ct':s proptos de la rnarriz er la e..;traccirin per:ritió que,.rn

sceunilo paso Lic exiraccir:n cs i¡neccsarjo- en cl.li.ihio iambién i-csuii:rron i-eicvantes

iirctores cor¡o ia relación suelo: asira (en una relación I : l. pr'r,) \ un tiempo de

equilibrio pi'cr'ío a ia erraccii¡n ije 30 miñuios. paia ascguiar recuperacioncs por sobi-e

un 80 !'0.

El trabaio erperirrental desarrollado en este seminario de título ha permitido erplicar

,,..' --"i- i. ¡1.,',.,--,,... ,,,-!¡r¡! ctl sLt ctlnt,.llttll cor'tstitL:\elt LIt lt\. cltce !o sólo elt ll

inresticación si¡bre i:r c:iii'acción cuarrirarive ¡ei iter¡iclc¿ \lilS riesde sucios

si



empleando técnicas no tradicionales. como microondas ,v ultrasonido. sino también ha

entreqado una serie de herramientas metodológicas de cómo abordar utr problerna de

naturaleza multit-actorial. integrando factores propios de la técnica de extracción y

lactores relacionados con el componamiento del compuesto al contaminar los sueios en

condiciones similares a 1as que ocurren en el medioambiente.

r', ii



ABSTRACT

Bensulf'uron-methvl (BSlvi) is a sulfbn.viurea of herbicide used in lorv dosages. [t can be

degraded bv chemical h¡drol"vsis and/or b¡' the action of microorsanisms present in

soils. This s'ork involves the develooment ol a method of extraction of N'lUS in Chilean

soiis selecterl according to their nature anci diiferent physicochemical propenies.

The bcst conditions tb¡'the analvlical dctetmination of BSI\4 and its nrain desr-adation

products. prrimidinamine (PA) and benzilsulfbnam ide (BS).rvere studied bl using

reverse plrase HPLC u'ith diode-array detection (DAD). Parameters fbr the sepaletion in

isocratic conditions elution n'ere established fbr tire three conrpounds b¡ using

CI-{:CN:H:O et pH 3-0 as the niobilc phr:e rr irh a Pheiromencx S¡,nerg1' 1 gm 80 "A.

25x-1.1¡ mrl columrr.

Due to the dil'flc,rlties to seDante the t\',o principil metabolites as rvell ¡s the irigh

fctentio¡) lirne cbtair,ed ib¡ BSlvi in isocratic conclilicns. ililcrcllr ollc .,irri¿i;it

caiibration modeis r,vcre stuoied unrjer three conditions ol orcriapping oi rire

chromatoeraphic signals: severe. i¡edium and licht. The chronralouraphic -<,-.lected

lesponses ,\ere ¡rccs and heiglrts oÍ-.,tained iioi¡r thc orisinal chront¿riQgraph and tlte iir'st

derivati,"'e. A ¡¡ultiva¡iable caliblation model u,as aiso irsed. PCR (Principal

ComL",onen¡s F.egression) uhich rras t,Lrilt u'ith :.i1 the res¡ronses. Tile c,.rnp:ri:¡,rr

\-,,--,\,,,';\.-;ri\'-..,1ih,..\ri^^'-...,.1.,,'.i,i'-,",,r;r.",,1.1-.,,,.i- ,^.-.. ,-.,,1'.',,



in every overlapping condition the multivariable model presented the best statistic

parameters and the fewer errors in the quantificatiori.

A gradient separation method was also developed using a smaller and efficiency column

(Zorbax SB-C8.80 'A.4.6x150 mm. particle size 5 mm). This column allowed. in all

^-.^. ¡L^.^^-.^+i^^ ^lr rL-.:*^1. ^f rL-.,.L"r--^^. ¡1,-+,,,^.- ^,,+.-^+-A f.^'- ,L^.^;lJ!Pu'ut,e,¡ u, t,,! r¡8,,s,r

from the signais obtained for the target substance. The anail,tical quaiity parameters

were appropriated at the two rvavelengths under study. 234.9 wtd 264.9 nm, the last one

being extremeiy sensitive for the determination of PA. l,imits the detection obtained at

234.9 nm were: 0.0229, 0.00705 and 0.0272 p,gml)t, for BSM, BS and PA respectively;

quantification limits at the same wavelensths: 0.07ó5. 0.0230 y 0.0906 pg ürL-¡: i
, o1,,-. l.^". ^^^^-Érrñr;^ñ .^--- ^Cn n1 1 O ..^ ,.l _l r-1..^,..-r^¡ t.-r...-^- oO OA ^-, OO oo

- v |¡É rrrL

o/;.

The second phase ofthe present work was focused on BSM and consisted ofthe study of

solvent extraction svstems assisted by ultrasound and microwave energy. Two

preliminary studies were undertaken: i) evaluation of the capacity of adsorption of the

herbicide in three soils with different ohvsical-chemical characteristics. The soils were

'.rsed as matrices tc eslab!!sh the applicability ol"the nrethod. ii) the h¡,drol¡,sis beha',,iour

of BSM in absence of soii, by simuiaring exrraction conditions under differenr

temperature, time and pH. No degradation of BSM was observed at the following

condition: temperature limit, 60 "C, time of extraction, 5 minutes and a pH range of 4 -

9.

x1x



The elfect of five experimental l'acto¡s on recoveries b¡r the ertraction technique assisted

b.v'' ultrasound energy rvas established through a screetring lactor experimental desigr.

The results ol this stud-v shorved the temperature. amount of sample. emourlt of solvent

and t¡'pe cfsoil played a significent role in the final recover¡r oIBSN'í.

SubseqLrenrly. an optimisation 5i¡flr" rras r¡ndenaken using surface lesponse

experimenlal design in the soil tith the larsest capacit¡, of adsorption. Tliis design

conflrmed thai ihe quantit)' of sample and iemperature rvere of significant importance

and discarded the effect of the poner on the recovery of the anal"rte. The maximum

obtained rvas 84.,i 9/o.As a result ol the lactors orisinated on the soil matrix it was

established rhat a second e:\tlilction rr¡s neecled. ln urJcr to obtain :ecoveries of

appro.rimatcly i00 9.,á and high rcocatabilitf ior cach soil and concentration range of

herbicide under studv. the extraction lnust be done as tbllou': in presence ol*ater in a

soil: ivater ratio irf l: I (ui'v.t rritir an equiJibrium time of l0 mintiies befbre ¡he

extraction.

For the study ofthe microrvar,e based techniqrie ii proÍlfam ofextraction rias estalrlished

,,,, 1,.. .,,.,,...i1..,1 ,..1 ^"-.-,',- ,, ,i,.-- '-^ l'''- ",,,-. ., :i,, \\ ,:rr a,

:, : '-i- ,, ,.. ., i, ,, i\' , ^-i..i^i ., .-; :. ' ,*t-.,, ., .,. ,. i. -t. . i,. ¡-^i, i.

stuci¡' in presence of scil rras cione.,errinq t','r'i'iileiariüra in ¡he second step i:f the

extraction program coniinning llrrt ¡ i!'mireijiiriic iil¡ir ,¡t 60 oC guarantecs ihe absence

ol,Jecomp.,sition of ihe BS\1.

In this technique s second e.\tractir.n sten \\.ls Llnneüessa!\. oll the rtther hand. l¿ctors

such rs tlle soii:.,rrler ratic rl.l. ,\') .r:tJ ; li:rc ,rl ::iuliil-',r'iull llr-,,ic'r.rs to ilte

e\fraciioir of -i0 min¡iies tre::ii¡niilc¡nl io aissurr- ieeolerics bcsiiics l Sii 9,n.

xx



The erperimental work developed expiains a series of phenomena that all together

tbcuses on to an investisation on quaniitative extracliorl ofthe herbicide tsS!1 t-r'om soil

applying non-traditional techniques. like microrvave and ultrasound. Tl.ris resea¡ch also

presents methodological tools that helps to solve a problem of multifactorial nature bt'

integrating factors that are ¡eiated to extraction techniqLres and factors tha¡ consider the

behaviour of the compound under natural conditioirs rlere iikel-v contaminations ol dte

soii occur.

\\i



I. INTRODUCCI

En e1 mr.¡ndo actual. la producción agrícola ha erperimentado un aumento significativo

para satist'acer las necesidades de la población mundial. En Chile se estirna

aproximadamente que el 45 o/o del rendimiento potencial de los cultivos es af'ectado y

destruido por enfermedades. plagas y maiezas (FAO, 1997). Para el control de las

malezas se requiere del uso de agioquímicos tales como los herbicidas: éstos las

eliminan de los cultivos de forma especíÍica. dando como resultado un mejor

aprovechamiento de los nutrientes -v disponibilidad de agua.

En la aplicación de los herbicidas existe la posibilidad de que una pane

incorpore al suelo interactuando de diversas formas. suf'riendo por

degradaciones de tipo química o microbiológicrr, dando como resuludo

productos. que muchas veces son ¡nás fóxicos que el herbicida en si.

de él se

ejernplo

nucvos

En el mercado existe una gran varieciad de estos productos. un grupo de agenles de uso

reciente son las sulfbnilureas. existiencio alrededor de 20 tipos de ell¡s. Se r¡san como

tratai].riento de pre y post emergencia. para el control de malezas anuales y pctennes. col.l

bajas dosis de aplicación. las que varían entre I 0- 100 s ha-i .

Las sullonilureas son comouestos polares. de baja toxicidad en mamíleros. no volátiles.

con prcsiones de vapor menores a i0-!0 mm Hg. que se compoñan como ¿icidos débilcs.



pues presentan un protón ionizable en el grupo amida adyacente al grupo sulfonilo. con

valores de pKa entre l-5, dando colno resultado que sus solubilidades en agua se

incrementen con el aumento del pH. En medio acuoso experimentan hidrólisis. cuya

velocidad iiepende de la temperatura 1'e! pH; así en suelos ccn pH ácido la velocidad de

hidróiisis es alta. Su adsorción en suelos es baja con valores de Kci menores a i.

dependientes iiel pH del suelo v el contenido de i.naieria orgánica. Es así corl¡o i;na

combinación de iaciores como: baja aclsorción y gran solubilidad en agua. en suelos

alcalinos v neutl'os pueden deseucadenar la Iixiviación de estos he¡bicidas baio

condiciones de mucha lluvia. Su persistencia en suelos es variable pudiendo alcanzat'

hasts alrededor de un año 1'cntre les condiciones que f-avorecen urt3 rnavor vid¡ meCia

se encuentran las bajas temperaturas. akos pH en suelos. pocas nrecii¡iraciones r hrtirt

actividad microbiana íSmith. 19931.

ivletil L¡e¡rsulfirlon inretrl J-i[[tJ. ó-J inreto.'.ipiridin-1- ii)anr irto-cat i¡ott-

i1]am inosulionii]metillbenzoato. \lBS). cLr)as principales características ie observan.t.l

le tabla i. es,.llr: suilbril'.1¡e:r tbtcsensii-.1e. de acción sisténric¡. cu¡os plcdr.rctos ce

hiriróiisis plincipaies son ia pirirridina¡¡ina i l-ar¡ jlo-i.ó-d imetoxipirinr iri ina. P.\) r ia

bencilsultbnamicia ll-metoricartronil-benciisu libnam ida. BS) tfigLira I ). Su modo ¡le

acciiin es el r"csultado rie ia inhibición de la acetoiactaio sintctrsr. rr¡r3 r'nzirÍ:i ciJi('in

ia biosín¡esis iie cadenas de an¡inoácidos ¡amiilcados. como ralina. leucina- e isi¡leucina

lBe)er )- coi.. 1988: Sabadie. 19q6).



Las metodologías instrumentales de extracción son de desarrollo reciente, entre éstas se

encuenfra la extracción empleando como t'uente energética ultrasonido y puede presentar

ventajas sobre el clásico método Soxhlet. como es el uso de bajos volúmenes de solvente

y tiempo necesarios para la extracción. La extracción por solventes asistida por

microondas (MASE) ha sido aplicada en iorma exitosa en la extracción de varias clases

de contaminantes orgánicos (PAHs, plaguicidas organoclorados, compuestos fenólicos,

PCBs, herbicidas fenilureicos, entre otros) en suelos y sedimentos, dando como

resultado extractos relativamerlte limpios, pudiendo así elir¡inar posteriores

procedimientos de "cleanup" para remover los compuesto co-e.rtraídos. antes del análisis

final. 1'a sea por cromatografia de gases con ECD, FID o MS o cromatografia líquida

con detección UV o por fluorescencia (Chee v col.. 1996. Llompart y col.. 1997.

Zuloata y col.. 1999. Molins y col.. 2000). También han sido descritas récnicas basadas

en el uso de ultrasonido" encontrando eficiencias de extracción satisfactorias.

combinadas con la simplicidad de uso y bajo consunro de soivenres. Babic y col. (1998)

lograron mediante el uso de ultrasonido Ia extracción de siete cornpuestos pefienccientes

a d!1érentes clases quín.:ices. determinando la eficiencia del r.nétodo mediante

cromatografía en capa fina con cvaiuación dens itor¡étrica. [-a técnica de ultrasonido

también ha sido utilizada en la determinación de una mezcla de piauuicidas de variada

naturaleza química (l-agana y coi., 2000). Técnicas como Ia extracción cn tluido

supercrítico requicrcn de equipamiento más sofisticado ¡, se describen recuperaciones

variables o poco eficientes. especialmente cuando los compuestos son adsorbidos en



suelos con mayor contenido de materia orgánica, como en el caso de atrazina y sus

derivados. estudiado por Steinheirner y col. (1994), o algunas sulfonilureas estudiadas

por Berglof y col. (1997).

En escasos estudios se presenta la problemática de optimización de los métodos de

extracción desde suelos teniendo en cuenta parámetros relacionados con la interacción

entre las propiedades fisico-químicas de éstos y las propiedades de cada plaguicida en

particular. Por otra parte, la presencia y significado de residuos unidos de plaguicidas y

de sus metabolitos y/o productos de degradación química o fotoquímica en los suelos,

tienen relación con la persistencia. degradación y disponibilidad biológica. En el caso

de suelos chilenos y en especial de aquellos derivados de cenizas volcánicas, con una

especial reactividad. comparada con la mavoría de los suelos del mundo. la e.rtraccibn

puede resultar dificil. debido a los altos contenidos de materia orgánica y de óxidos, que

proporcionan una carga variable que hará propicia Ia adsorción de herbicidas de carácter

ácido. Pol otra paúe, las bajas dosis de aplicación de MBS dificultan la detenninación

analítica de sus residuos. siendo esta última de gran importancia para el establecirniento

del destino ambiental del prcducto.

De acuerdo a lo anterior. en ei presente trabajo se pretende avanzar cn el dcsarrollo de

un método de extracción de NÍBS en suelos chilenos. ieniendo en cuenta su dif-erente

naturaleza v propicdades fisicoquímicas. cmpleando una estratcqia que pelmita dctinir

ias mejores condiciones para su determinación cromatográl'ica. en preserrcia de los

principales productos de degradación ¡, los parámetros ciptirnos para lograr la máxima



extracción a los más bajos niveles de concentración. El estudio contempla el uso de las

técnicas de extracción por solventes con ayuda de microondas y/o ultrasonido, además

de la determinación cromatográfica mediante HPLC con Detector de arreglo de Diodos

(DAD). Esta última se usará por sus capacidades para el control de la degradación del

ñrr¡dr'.tr¡ drrrcnta el micrnn nrn¡ncn .le er¿frr.^iÁn v nrrq cl ¡'nntrnl de la ¡nari¡'iÁn de

cornpussius c<¡-exiraírios desde cada urai.r'iz. Ei ssiutlir-¡ tiyi inétudu fue rcalizado

empleando muestras de tres suelos con contenido variable de materia orgánica y de

diferente origen, los cuales fueron caracterizados en su compofamiento respeclo a la

adsorción de MBS, mediante el establecimiento de las correspondientes isotermas de

adsorción.

a[¡la i : Caraeisr'ísli{.]as uiinlca5 u9 llryLil D§I15u r r ur ur I

Nombre común metil bensulfuron

Nombre IUPAC metil 2-[[[(4,6-dimetoxipiridin-2-il)amino-carbon-

illaminosulfbnillmetillbenzoato

El--..r^ -^r^^-l^ -

Masa ñIolar 410,4 g mol''

Solubilidad en agua I .l mg I (pH 5); 80 mg I ' (pH 7)1880 mg l-' (pH 8, 25 'C)

P¡'esión de vapor 2,8x10 r? Pa (25 'c)
Log ii¡1"- ¿.¡ r (pñ )ri u./o (pn ¡r: -r.u (prl Y. j) \.,

pKa 5.2
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Figura i: N{etil bensuli-uron y sus plincipales productos de degradación en cl suelo

NTARCO rg,ÓruCO

Entre las iiversas técnicas de extracción con scivcntcs desCe matrices arni,'icntaies

como los sueios asistidas por ia apiicacion de energia por medios instntmentaies.

terremos aqueiias i.i¿¡sada en el uso de uitiasonido 1 de nticr,ron.las (i"i,\SE). i.str:s

técnicas pe:miten la niigración dci analito dcsdc Ia r¡ratriz ha,<ta el ,iolrcnte por

ténónlenos de rr3nsport!'¡ dilirsión. aunque difieren en ios rnecanisnros parJ iosrar cste

iin puesto que se tr3ta Ce récnicas l-',asadas en i'enómer¡os energétlcos distirrtos.

I - ^,.^-,.i^ ¡ . *;.-, ^^;^- .,. --^",,i., ,I.-..,-,.-,,,,--,L,, ,^- ,,- ;-,--.,,1., l- .'..^,,,, ,.. .i ,

de iOri a 100(.1(l \{i iz proiiricida ilor radlacrL}n no ronizanle qrre crLisa tin nrovimienttr

nrolccular nor migiación Ce io¡rcs r. rcrtacirin dc dipolos. pcro ilo carrsa canri¡ios cir a

estructllra molecuiar de Ia r¡ateria. Tal moviniiento molecular calrsa un cellentamiento de

ia l]tLrestra et1 ir] cot'i!-) iienlpo (5-i5 i:rinutos). alcarlzánd!lse Liil c¿ic]liaiirlicnio

n'-/ocH9

'rru-l' \\<
\f,'CH.

4,6-dirn¿lhoxy-2-onlño-pyr!mrdr¡o



homogéneo a diferencia del calentamiento conductivo donde eriste formación de

gradientes de iemperatura. Cuando la energía de microondas penetra una nluestl'a. ésta

es absorbida a una velocidad dependiente del lactor de disipación de ésta. que a su vez

depen{ie tanto del factor de pérdida dieléc¡rica de la muestra ¡' de su constante

dieléctrica. 1a penetración es consicierada inilnita en materialcs Iransparentes a la energía

de microondas v cero en materiales retlexivos como los nietaies. Usualmente ia energia

de mic¡oondas que es dirigida a la muestra se pierde por dos mecanismos: condttcción

iónica y rotación de dipolos. La primera es un ilqio de coriente producida por los iotres

disueltos con prr¡ducción de calor al ser sometidos al campo magnético. debido I Ia

resisrencia del flujo iónico: la segunda es una alineación de les molécL:ias que presentan

un momento dipoiar permanente o inducirio. cuando el campo es removido el desorden

moiecular es i:estaurado con liberación de calor.

La energía iie iiiiiasonido es de menor magnitud qiie la de i¡icroonil¡s con Lrn inten'aio

de il'ecuencia cilc sc encucntra aircdcdc'r dc Ios i0 KHz. protlucrendo ur.r rnovirricnto

mecánico de i¡::roléculas conteuidas en un:r rnuestrs. El soivente cle ertrlcción ¡l ser

sometido a l:t ¡nergia de ultrasonido sufie un f'enómeno conccido comc ebullición iiír o

cavitación a coniccuencia de ia ener"sía vibrlcionai. que cr¡nsiste en ia lirrmacirin dc i¡nl

sran cantidil(j iie pequeñas bu|bLrjas ile vap,rr 14f) pm) que cuandr¡ cr¡ntlensrrn dejan irn

espacio vacio qrLe es oc,.:Dado por-ias molécuias rle solvente hío ariracentes. cuando

és1as alcanzan ei centro rje la c¿virjad chocan ¡ gran veiociclari r producen unlt onda de

choqLre quc re e\Íiende t'uera cie la bLrrbLrja colapsada. lirr:rándose ¿ sLr "cz r'rLievas



burbujas. Tal colapso es capaz de romper estructuras de la matriz y es responsable de la

migración del analito hacia el solvente.

Los efectos del ultrasonido han sido explicados para una serie de procesos en forrna

simple por Suslick (1989). Las ondas de ultrasonido consisten en ciclos de compresión

y expansión. Los primeros ejercen una presión positiva sobre el líquido manteniendo las

moléculas juntas. mientras que los ciclos de expansión ejercen una presión negativa que

provoca el alejamiento de éstas. Durante el ciclo de expansión una onda de sonido de

suficiente intensidad puede generar cavidades. debiendo estar asociada una gran presión

negativa para poder superar las fuerzas atractivas entre las moléculas. Para que se

produzca la cavitación deben haber pequeñas impurezas que reduzcan dichas fuerzss de

atracción. dando lugar a la formación de burbujas en la solución. Los burbujas formadas

en la cavitación son estables debido a los continuos ciclos de conrpresión ¡,'expansión.

sin embargo. si una burbuja crece rápidamente no puede absorber enersía tan

eficientemente y sin esta energía no podrá susteritarse a si misma. el Iíquido que la

rodea presiona y Ia cavidad implosiona. Los gases v vapores dentro de la cavidad estárr

cornprimidos. gene¡ando intenso calor Io que aun:entará la temperafura del líquidc que

rodea inmediatamente la cavidaci y sc crca una gota local calientc. Aun cuancjo la

temperatura en esa región es extrcmadamente alta. la región en si misma es muv

pequeña. de tal tbrma que cl calor se disipa rápidamente, N,luchos ten(rmenos pucdcn

ocurrir por acción del ultrasonido, como por ejemplo puede conducir a la tbrmacjón dc

H o de radicales OH. para tbrmar posteriormente H;O1 o bíen O;.



En relación con extracción se puede señalar que a través del ultrasonido se aceleran las

transiciones de lase y los equilibrios de distribución de la sustancia de interés entre el

extracto v el solvente de extracción son alcanzados más rápidamente.
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OBJETIVOS

General

. Desarrollo de un método de determinación de MBS en presencia de sus

principales productos de deeradación. en suelos de diferente origen y' composición,

basado en extracción con solventes empleando energía de microondas o ultrasonido y

HPLC con detección pol aneglo de diodos

Especificos

. Estudiar el comportamiento cromatográfico de MBS y de sus dos principales

productos de degradación a través de la interpretación de los parámetros

cromato$áfi cos, mediante HPLC-DAD

o Determinar los paráreros de calidad analítica Cel método seleccionado para la

determinación de \,fBS y sus productos de deqradación

. Estabiecer ei componamiento de adsorción de MBS lrente a tres suelos de

d istinto origen y composición

. Estudiar v optimizar las condiciones de extracc!ón con solventes :sistida ccn

microondas v u ltrason ido



II. MATI RIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES Y EQUIPOS

2.1.1 Materiales

. Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A.

. Tubos de centrÍt-uga plásticos cónicos de 50 mL Sterilin.

. Micropipeta de desplazamiento de aire 200-1000 mL Brand.

o Membranas para filtración Durapore, 0.22 pnt tamaño de poro.25 rnm de diálnetro.

hidrof;iica. blanca. lisa. 100/CX. MILIPORE.

o Sistema de fllt¡ación de propileno SWIN¡!EX.

2.1.2 Reactivos

. Agua calidad nanosrado.

¡ Acetonitrilo grado HPLC. J.T.Baker.

. ,Ácidc Foslóricc 85 %. P,4. l,4erk.

. HidróxiCo de Sodio sranular. P.A \,ierk.

. Ácido Clorhídrico 37 9,i,. PA Nlerk.

. CaCl:, granuiar 5- I 5 mm. >959á pureza. iVierk.

. Metil bensulÍuron (netil 2-[ [[(.1.6-ciimetoxipiriciin-2-iiirmino-carbon-

illanr inosuifbn illmetillbenzoato), pureza >99 9/o. C-'hern Service.

. Pirimiiinamina (2-arn inc-4.6-rlirnetoxipirirniriina). pureza > 99 9'ó.DLrpo;rl.

ll
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o Bencilsulfonamida (2-metoxicarbonil-bencilsulfonamida), pureza >99 %,Dupont.

o Helio Extrapuro 99.995 Yo pureza, 02 < 4 ppm. HzO < 2 ppm, AGA.

2.1.3 Soluciones

. Fases móviles

Solución de H¡PO¿ 8,7 x10-rM: se preparó una solución de H¡PO¿ 0.87 M disolviendo

l0 mL del ácido concentrado (85 9i, p/v) en 100 mL en H2O nanopure, luego se tomó [

mL de ésta solución y se diluyó a 100 mL.

Fase móvil pH 2,8 y pI{ 3: A un liro de H2O nanopure fueron agregadas alícuotas de la

solución I x l0'i M de H3PO! hasta ajustar el pH a 2.8 o 3 según corresponda.

o Soluciones madre

MBS: Se pesó 50,2 mg de MBS en una balanza analítica (precisión 0,01 mg). el analito

fue disuelto en CHiCN resultando una solución de 100.4 pg ml-'r.

PA: Se pesó 5.55 mg de PA en una balanza analítica (precisión 0,01 mg) ) se disoh'ió

en CHrC\ . resultando una solrrción cle 211 ¡g rnL-1.

BS: Se pesó 5.73 mg de BS en una balanza anaiítica (precisión 0.01 mg) v se disolvió en

CHTCN. resultando una solución de 219.1 pg mL-r.

. Soluciones contaminantes de MBS

A partir del estándar de 100.4 ¡ig rnl-l se prepararon soluciones conurninantes acuosas.

tomando dcl esrándar concentrado alícuotas dc 0.25: 0.5: I y 2 mL. -"- agrcgadas cada

éstas una en un maüaz de al'oro de 25 mL. y'¿foradas con HlO nanopure. resultando

soiuciones de I .004: 2.008: ,1.016 v 8.0-:2 ¡rg inl-1. respectivanreitte.
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o Solución de CaCl¿ 0.1 M

Se pesó I 1, I g de CaCll (exactitud 0,01g) en una balanza y se disolvió en H2O nanopure

. resultando una solución 0.1 M

Todas las soluciones fueron conservadas a -4 'C.

2.1.4 Equipos Menores

. Balanza Analítica 40SM-200AS Precisa.

¡ Balanza 4000 C Precisa.

. Equipo Purificador de agua NANOpure Ultrapure Water System Bamstead.

o Calefactor y agitador Heidolph GmbH.

. Centrífuga Function Line HERAEUS Instruments.

¡ Baño Termoregulado GFL.

. pH-metro equipado con un Electrodo KCI-AgCl. y rn icroprocesador plviX 3000i Ph

WTW.

2.1.5 Equipos mavores

o Cromatóg¡afo líquido de olta lesolucirin Waters con Bonrba tsinaria 600. Detector de

alreglos de diodos Waters 996. muesrreador aurol¡ático \Ya¡ers 7l7 Plus y'el

Softrvare pars col'rtrcl instrumental. adquisición y- procesalnienro de datos \iillenium

2010. Para el estL¡ciio de l¿rs condiciones v separaciótr cromatocráiicas se emplearon

dos tipos de columna en lase inversa: Zorbax SB-C¡. 80 "A.4.6 s 150 mm. ramaño de

partícula 5 mm. con una p[e-colu¡1rna Zorbax XDB C rs 4 ;t :i ntm; ] Lrlta columna

Phenomenex S¡.nergi .1 p 80 ".{. 250 x 4.6 mm. con una pre-columna Bondapack r}l

C rs 120 ,i. 3.9 x l0 mm de I 0 ¡Lm de rantaño de parrícula
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. Sistema de N{icroondas para Digestión Milestone MLS-1200 MEGA, equipado con

un sensor de presión y temperatura (ATC-300) y con dos rotores de polipropileno, de

6 y l0 vasos de TMF (Tetrafluormetharil), con sus respectivas tap¿ls y aros

protectores del mismo material, de 435 y 1595 psi de presión máxima,

respectivamente, 10 cilindros de PEEK,/GFM (Poliesterheton).

¡ Baño de ultrasonido Elma Transsonic Digital con control de temperalura y

potencia.

2.2 MÉTODOS

2.2.1 Estudio del comportamiento cromntográIico de MBS, PA y BS

Separación de MBS, PA y BS

Se estudió el componamiento cromatográfico isocrático. por medio del uso de diferentes

condiciones de tlujo y composición de la tlse móvil, tanto para MBS y sus derivados.

Para esto se usó una columna en fase inversa Phenomenex. se inyectaron en duplicado

20 pL de una solución de lpg ml-i que contenia los tres analitos en estudio. La fase

móvil estudiada fue u¡ra mezcla de CH¡CN y H:O (pH 3) cuya conrposició¡r varió entre

50. 60 y 70 % de CH3CN. Para cada una de Ias composiciones se varió el t)ujo entre

1.0:0.75: ¡- 0.5 mL min-i. La cuantificación se realizó a 230 nm ianto para \{BS como

para sus derivados.

Separación de PA v BS

Se estudió cl comportamiento cromatográÍico isocrático. por medio del uso cie diferentes

condiciones dc Í1ujo y conrposicióri de Ia fasc rnór,'ii, para los pi-ocirictos de degradación

PA v BS. Se inrecraron 30 pL de una soiución de I ¡rg mLi qLre conrenía los dos
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analitos en estudio. La f,ase móvil consistió en CH3CN:H2O (pH 3), la composición

varió entre 40. 45 y 50 % de CH3CN. Para cada una de las composiciones se varió el

flujo de la fase móvil entre 1,0 y 0,5 mL min-r.

2.2.2 Estudio de modelos de calibrrción en la separación isocrática de los productos

de degradación

Aplicación de modelos univariables

De acuerdo con los resultados del estudio anterior y a la sensibilidad de la separación de

los dos productos a ias condiciones cromatográilcas. se planteó el estudio de varios

sistemas de calibración que permitieran Ia determinación de Ios compuestos con algún

grado de solapamietrto. Se variaron las condiciones cromatográficas cambiando la

composición de la mezcla CH:CN:H:O entre 45. 50 y 53 % de CHsCN con el propósito

de obtener los dilerentes grados de solapamiento entre los productos. Estas condiciones

cubrieron un amplio intenalo de interferencia. desde totalmente resueltos hasta

fuenemente soiapados. El t)ujo de la lase móvil fue l.l mL min-r. Se estudiaron seis

tipos de respuesta: i) área y altura para cada compLresto del cromatograma original ii)

área .v.- altura máximas del cromatograma derivado y iii) ár'ea y altura mínimas del

crorner.ogramr cleriv¡Cc. Se utilizri r:ne mltriz ,.le iliseño *rperimenlll -i: .lel tipo

cuadrado Iatino (figura 2). Este diseño consideró la realización de dieciséis expe!'imentos

en total: ocho soluciones puras para cada uno de los productos de degradación. los

puntos 01. 02. 03 y 04 para BS y 10. 20. 30 ¡,40 para PA v cuatro ¡¡ezcias en la razón

1:l (PA:BS); también se ensayaron mezcias en la razón I :3 (puntos 12 ), 2-+,) ) en la

razón 2:l (püntos 2l y -{2). Las conce¡¡tiaciones analÍiicas ensay'adas tircion 0.5; 1.01 1.-5
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y 2,0 pg ml-r para ambos productos de degradación. Con los puntos del diseño

experimental se construyeron diferentes curvas de calibración de acuerdo a dos modelos:

o En el primero se consideraron solo las respuestas instrumentales de cada

producto de degradación puro.

o En el segundo se consideraron ias respuestas instrumentales de cada producto

puro más las correspondientes a las soluciones formando parte de las mezclas cor-r su

interferente.

En el primer caso se probó el poder predictivo de dicha curva interpolando las respuestas

instrumentales de un set correspondiente a las mezclas (calibración extema).En el

segundo caso la calibración y la predicción se realizaron sobre el conjunto total de datos

(calibración intema).

Estas curvas fueron evaluadas por parámetros estadísticos (r:. pendiente. etc.). erores en

las calibraciones v cálculos de excesos en éstas. los que se detallarán en el punro 2.2.5.

Las concentraciones analíticas empleadas en estos estr¡dios se encuentran en la figura 2
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Figura 2: Diseño experimental 52. mezclas ensayadas (azul). concentraciones de BS
(verde) y conccntraoiones de PA (amarilto) en ¡rg mL L

Aplicación de un modelo multivariado PCX

En este estudio. se utilizó la misma malriz de diseño experimental 52 descrita en el punto

anterior. considerando las r¡ismas concelrtraciones analíticas.S!n embargo, este diseño

fue ensayado en forma completa, es decir se amplió el número de muestras. dando lugar

a la realización de los veinticuatro experimentos en total (mezclas y soluciones puias de

ios productos de degradación) como oonsccuencia también se ampliaron [as razones de

PA: BS de l:4 hasta 4: l. Además, se incluyó una matriz de predicción que consistió en

cinco mezclas. cuyas relaciones PA:BS no coincidían a las ensayadas en el diseño

experimental, pero estaban comprendidas dentro de sus [ímites. Los modelos por PC?

se aplican en Química Analítica para puntos de calibración colineales, implican la

construcción de dos matrices, una de calibración del modelo y otra de predicción. En la

primera cada punto del diseño experimental 5? es descrito por una serie de variables. este

:"0 04 t4 2.1 34 11

t.5 0i

02

t3 -') -) 43

I l2 22 32 ll

0.5 0t ll ll 3t 4l

0 00 l0 
,20
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número de m variables dependientes (respuesta instrumental: área, altura, etc.), se

escribe como vector columna de dimensiones (m*l), estas son las llamadas variables del

bloque X. La segunda matriz queda descrita por variables independientes, en este caso

las concentraciones de PA y BS, esta son las llamadas variables del bloque Y, que

también es descrito como vectcr columna. luegc cada fiuestra es descritas comc filas y

se corresponde con un numero dado de variables X e Y. En la calibración se desea hallar

un modelo que relacione los dos conjuntos de datos X e Y.

El procedimiento matemático para la caiibración es el siguiente: primero se

descomponen la matriz X en una suma de ¿r factores (a <m/, mediante el análisis de

componentes principales. para predecir cuáles de dichos componentes son significativos

en el sistema. A continuación se realiza una regresión por mínimos cuadrados entre las

concentraciones v los componentes que se consideran significativos. Estos cálculos de

matrices son desarrollaron en ei programa estadístico The Unscrambler 8.0.

En este estudio solo se emplearon dos composiciones de fase mór,il. las correspond ientes

a 53 y -iQ % de CH¡CN. El f)u.jo de Ia l-ase móvil füe también de l.l rnl min'r.

En todas las determinaciones descritas en los puntos anteriores Ia temperatura de la

columna durante el anáiisis fue de 35 "C ¡-- Ia ci:antificación se realizó a li0 nm.

2.2.3 Parámetros de calidad analítica para la scparación en grudiente de MBS, P.{

YBS

Se empleó una columna Zorbar SB-C* en fhse inversa con un programa de eiución en

gradiente: al inicio Ia composición de !a fhse móvil t-ue HlO (pH 2.8)ICH:CN en la

razón 70:30. pers aumenlar Iinealnlente la concentración de CHrCN en un minuto hasra
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55 o/o. manteniéndose por 4 minutos para voh'er a Ia condición inicial en un minuto y

finalmente esta condición mantenida por 6 minutos. La velocidad de flujo fue 1,5 mL

min-r. Las concentraciones estudiadas en mezclas de los tres analitos fueron: 0,05; 0,1;

0,15; 0,2;0,25; 0,5; 1,0; 1.5 y 2.0 ¡rg ml-r. Se inyectaron 20 pL de cada solución en

duplicado. Para determinar el límite de detección (LOD). cuantificación (LOQ) y

sensibilidad analítica se consideram el rango de cotlcentración entre 0.05 y 0.2 ¡rg mL-r

y linealidad en el rango de 0,05 y 2,0 ¡-Lg ml-r, además, se determinó el intervalo lineal

de las curvas de calibración y la selectividad del método. Se trabajó con el área del pico

como respuesta cromatográfica. La cuantificación fue realizada a 234.9 y 264.7 nm.

dependiendo del analito.

2.2,4 Procesamiento de datos

Para el desarrollo de todas las experiencias anteriores se establecieron a tral'és del

software tres métodos de procesarniento de datos;

r el primero procesa los datos del cromatoqrama usanCc un solo canal a una longitud

de oncia de lJO nm. el que se integró en el ¡nodo vaiie-vaiie

¡ el segundo con dos canales a 2i4.9 nm .v 264.9 nrn. el que se integró en el I¡odo

valle-valle.

¡ eI tercero también con dos canales. ambos orocesados a ]30 n¡r. con'espondiendo ei

primero al cromaiograma original integrado en el modo "forced drop line" 1 ei se3r.rndo

a la primera deiivada de éste. que es ia dit'ercncial de la absorbancia corr lespecto al

tiempo dA/dt. La primera iierivada es una firnciórr bipolar que pasa ilor cero en el punto

correspondiente al máximo de Lrn pico L'n el cromatoq!'ar¡a original. dand,l un pico
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positivo y otro negativo. Estos se integÉron en los modos "reverse horizontal by peak" y

"allow negative peak".

Los parámetros instrumentales para el detector de arreglo de diodos fueron: adquisición

de espectros entre 200-300 nm, I espectto seg-r de velocidad de adquisición y 1,2 nm de

resolución espectral. Para la identiiicación de r\IBS y sus derivados sé construyó una

biblioteca con los espectros caractensticos para cada analito en particular. seg[tn las

condiciones cromatográficas de estudio.

2.2.5 Cálculo de parámetros cromatográ{icos, analíticos y errores en las

calibraciones

Cálculo de parámetros cromatográficos

. Índice de separacién (R)

Para medir la resolución de dos picos cromatográficos se usó el indice de separación

definido como:

í..- - c\
Á=1"' "'x100 (i)

,§,

Donde Sr es la altura del pico y S representa la altura del valle entre el primer y segundo

pico. Esta det-inición dada por la Eulopean Phalr::acopeia tiene la ventaja de corregir lcs

errores por asimetrías en ios picos. Los valores de R van desde 0 (totalmente solapados)

hasta 100 (totalmente resueitos).

¡ Número de platos teóricos (N)

Un pico cromatográfico rcpresenta ia distribucién de rnoléculas de un analito en utra

banda l, como éste elule de una colunrna. en general el ancho de banda es rrediclo a 1a

mitad de la :¡ltura del cico. [-:n níiinero .le lactcres iniependientes c*¡o inr ector-
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muestra. características del detector, temperatura y procesos de retención en la columna,

contribuyen a la dispersión de molécuias en una banda y a su ensanchamiento. Los

efectos acumulativos de pequeñas variaciones en estos factores, se describen en términos

estadísticos de variancia o, en el proceso de eiución. La teoría clásica cromatográfica

considera que los procesos de separación ocuren por una sucesión de equilibrios.

mientras ma-vor el números de estos. mayor es Ia eficiencia de la columna y menor el

ensanchamiento de la banda (variancia). La eficiencia de la columna comúnmente se:

( r\1
,v=161 -l {2)

\w,/

Donde rv es la ancho banda Ce un pico gaussianoa una altura de 0,134 h y tr el tiempo

de retención. Esta expresión considera que el 95 0/o de moléculas en una banda están

contenidas dentro de.lo. que corresponde a Ia intersección de las líneas dibujadas en la

tangente de los puntos de intiexión. otro criterio es considerar 6o a una ¿itura de 0.024 h

y N sé tlansfbnra en:

/ ,-- ,)
.V=i6l " ].r,

\ fr,l '- '

Donde At corresponde a la dif'erencia entre e1 tlnai y ei inicio de la integración de urr

pico y se obtiene directamente del cromatograma. Este criterio fue arplicado para el

cálculo en este tlabajo.

¡ Coeficiente rle absortividad molar (s)

Para caracterizar el comporiamiento espectral de PA y BS etr las condiciones

crornatográficas estudiadas y posteriorrnente ser empleado en la interpletcción ,.le los
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datos obtenidos en los modelos de calibración se calculó el coeflciente de extinción

molar.

Cuando un haz de radiación monocromática y paralela P6 pasa a través de una solución

de espesor b y una concentración c de una especie molecular, la potencia del haz

disminuye de Pc a P, debido a las interacciones entre los fbtones y las partículas

absorbentes.

Tomando en cuenta una transmisión rectiiínea, se tiene que Ia razón enlre la potencia de

radiación transmitida (o energía radiante que no es absorbida luego de pasar por la

muestra) y ia potencia del haz de radiación incidente se define como transmitancia:

'r_
1-

Po

La absorbancia de una disolución. en cambio, es el log en Lrase l0 del reciproco de la

transmitancia por lo que aunrenta a medida que aumenla Ia aienuación del haz de

radiaciórr radiante:

, - a - r^- Po
11 -t - ru57 (5)

La ley de Beer establece que la transmitancia clecrece en progresión geométrica a

medida que la concentración aumenta tanrbién en progresión geométrica para un paso

óptico dado. Reiaciona por lo taÍ)to. la absorbancia con la concentración del enalito de la

siguiente tbrma:

p
(.1)

D

-l=los"t =bxcx€ ,^,
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Donde b es la longitud del camino óptico recorrido, c la concentración de la especie

absorbente y e es la constante de proporcionalidad ltamada coeficiente de absortividad

molar. Para el cálculo se usaron los analitos puros, en cada una de las tres condiciones

de separación isocrática, empleando un valor de b de 1 cm. La absorbancia se obtuvo

directamente en el máximo del pico y el coeficiente de absonividad molar resultó del

valor de la pendiente de la relación entre A (variaLrle Y) y c (variable X), dividida por la

constante b. en el intervalo lineal.

Parámetros analíticos

En algunas técnicas no es posible llevar a cabo un blanco en las determinaciones

(cromatografía, voltamperometría. etc.). LIna estimación aproximada del límite de

detección estadístico puede ser calculado por la siguiente relación (Cuadros y col.-

1993):

LoD=3is' ''r'l f-] ,2,
\ ''/ tt--

Donde b,v Sy/x son la pendiente.'- la desviación estándar de la regresión. Pa¡a obtener

LOQ se cambia el valor 3 por' '10.

La sensibilidad anaiítica indica la menor variación de concentración que el métcdo

analítico es capaz de discemir se calcula por medio de la siguiente relación:

e ,,/
_ " \. /'i ./rcr - ,/b (ti)

La linealidad es ust¡almente meciida por el coefrciente de correiación (r). y- por el

coet'iciente de detenninación (rl. generalmente expresado como L'rorcentajc). No obstarte

valores de r alredeilor de unu iro necesariamente indican una.rita c¡iidad Je los'iatos



analíticos. Luego se puede usar una expresión matemática de la linealidad que es

definida como:

Donde 56y b son la desviación estándar de la pendiente y la pendiente, respectivamente.

Errores y excesos en los modelos de calibración

Para evaluar la habilidad de predicción de errores en los diversos modelos de

calibración desarrollados. se emplearan tres índices: rrnsecv. rrnsep v excesos de

calibración. Los dos primeros evalúan elrores en la predicción de concentración en los

modelos de calibración para un analito a la vez, el otro evalúa errores en forma

conjunta para ambos analitos y las correspondientes bases para el cálculo ,u" el

signilicado de cada uno de ellos son:

. rmsecv ( root mean squared prediction error based on cross-validation)

Dados n puntos Ce un set de calibración. se construyen n modelos de calibración, Para

cada uno de los modelos. se obtiene un punto diferente y el modelo sin ese punto es

usado para predecir el mismo. Finalmente. se obtienen n valores de predicción y el

valor de rmsecv queda dellnido como:

tineatidad =,-[]) ",oo * rrt

I -l- r . \r/,rsecl'= < ) t.r -.r l
tl 

='
( l0)

Donde X+, representa el valor predicho del i-esimo punto por el modelo sin usar ciicho

punto. X, represerlta el valor real correspondiente y n el rrúmero de puntos utilizado en el

rurodelo. El nl!'nor valor de nrsec',,¡:ara n rrodelos. itrdlcl que ésre plesenta Lrra nrejor

capaciduil rie predicción. Este tipo de índice puede consideralse conlo unr¡ caiiblación
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interna. pues cada uno de los puntos de predicción es calculado con un modelo diferente.

calculado a partir del mismo set de datos del modelo de calibración' Es asi como este

índice es muy optimista en la predicción de errores.

o rfisep (root mean squared prediction enor)

Un valor mas realista para Ia capacidad de predicción es obtenido usando este índice.

pues utiliza un set de datos de caiibración y un set de datos totalmente distinto para

propósitos de predicción: el vaior de ünsep se define como:

rmsep= ' 'É(, , -r, )'m i=l
(11)

Donde X+i representa el valor predicho del i-ésimo punto extemo por el modelo, X,

representa el conesporrdiente valor real y m el número de puntos utilizados para la

predicción. En este caso rodos Ios puntos son predichos utilizando el mismo modelo de

calibración. De nuevo un valor más bajo del rmsep. indica una mejor habilidad de

predicción.

o Excesos de c:rlibrrción

Con el fin de estudiar en forma conjunta los errores producidos para ambos analitos se

aplicó un concepto empleado para calcular los excesos enantioméritos obtenidos en una

separación cromatosrráflca (Verdú-Andrés v col.. 2001). A este método se ie denominó

excesos Ce calibración (EC) para un mcCelo dado y sc definió como la dif.:rencia cntre

la proporción de los dos analitos interferidos en una mezcia (solapacios). dir idido por Ja

suma entre ellos:
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(r2)

Donde Cp¡ ) Css representan las concentraciotles de PA y BS en pg mL-I,

respectivamente para cada punto del modelo de calibración. El EC se calcula tanto para

Ios valores predichos (encontrados), como para los valores reales (agregados). La

representación de ia reiación entre EC agregados versus EC encontrados, deberá

ajustarse a una Iínea recta con pendiente igual a uno e intercepto cero, si el modelo tiene

una alta capacidad de predicción.

2.2.6 Desarrollo de sistemas de extracción de MBS

En este punto. se abordarán una serie de e.rperiencias que convergerán en el objetivo de

desarrollar sistemas de extracción con solventes de MBS desde suelos. tanto empleando

la energía de ultrasonido como de microondas. tomando en cuenta los efectos de la

composición del suelo. en la extractibilidad de los residuos, debido a las dit'erencias en

su conrposición y en sus plopiedades tisicoquímicas, caractel'ísticas que transtbm.ran a

este tipo de sustlato ami¡iental. en una matriz conrpieja.

Se consideraron aspectos propios del herbicida. como son su estabilidad ft'ente a la

temperatura y pH y la influencia de par'árnetros relacionados con los equilibrios que

representan ei componamiento de adsorció¡r dei compuesto en el suelo. También se

contemplaron aspectos propios de Ia técnica de extracción a utilizar, por ejemplo.

volumen de solvenre. cantidad de muestra. Iemperatura de extracción. potencia aplicada

al sistema. entre otros. La separación cromatosráfica t'ue realizada en sradiente (a

66'= @:9*),,166
(Cr., +Crt)
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excepción de las isotermas de adsorción) empleando 20 pL como volumen de inyección,

temperatura de la columna 35 oC y cuantificación a 234.9 nm.

Estudios preliminares. Isoterm¿s de adsorción y comportamiento de hidrólisis

Con el propósito de estimar la capacidad de adsorción de MBS en los suelos. todos ellos

se caracterizaron por los valores de la constante de Freunlich (K¡); estos antecedentes

permitirán establecer la f'actibilidad del desarrollo de los sistemas de extracción.

Además. se estudió el comportamiento de hidrólisis de MBS en las condiciones de

extracción, en ausencia del suelo. con el tin de establecer los límites de temperatura que

podrán utilizarse durante el proceso. puesto que antecedentes bibliográficos indican que

éste presenta inestabilidad térmica (Smith. 1993) y experimenta hidrólisis en soluciones

acuosas la que es dependiente de la temperatura y el pH (Sabadie, 1996).

a) Isotermas tle adsorción

Una isoterma de adsorción. describe en forma gráfica Ia relación de concentración de

una sustancia (adsorbato) entre una f'ase acuosa (concentración de equilibrio) y'la

cantidad de ella que es adsorbida por unidad de masa de una superficie adsorbente (en

este caso el suelo). Estos estudios se realizan en condiciones constantes de presión.

temperatura y cantidad de adsorbente. La investigación ha lletado al planteamiento de

una serie de relaciones matcmá¡icas que describan los datos obtenidos del proceso dc

adsorción- una de estas representaciones puede hacerse por la ecuación de Freundiich.

ésta es una expresión empírica que se aolica a soluciones diluidas y tiene la sicuiente

fonna:
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Ir

-- K ,xC' ,..,/ tlJt
m

Donde Kr y l/n son constantes empíricas, x/m es la cantidad adsorbida en ¡tg g-l y C es

Ia concentración de equilibrio expresada en ¡tg mL'1. Esta relación no provee de una

interpretación mecanística a escala molecular del proceso de adsorción, sino que

representa una aproximación empírica para predecir la distribución de un compuesto

particular. entre dos fases (sólido-solución).

Suelos empleados

En este estudio se usaron lres suelos Chilenos previamente caracterizados y de diferente

orígen:

o Suelo Temuco (TEM): Suelo alofánico derivado de cenizas voicánicas (orden:

,Vedial. nesic, Entic Dlistrandepl), con un alto contenido de MO. de textura tianco-

limoso de la novena región.

. Suelo Quillota (QLT): Sueio no alofánico (orden'. Entic -Yenonbrepr). ca¡ un

contenido medio de \4O. de textura franco-arcilloso de la Quinta región.

. Suelo Pocuro (PCR): Suelo no alofánico ( orden: .l{oilic Fln:iaqucirt), con un

confenido bajo de iVlO. de textura ti'anco de la Quinta región.

Sus principales cal3cie! ísticas lisicoquÍmicas se encuentran en la tabla l.
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abla de los suelos

b Porcentaje en el sueio l.otal

" Esmec: esmeatita
d Area Superficial

Procedimiento

Se pesaron 2 g de suelo (precisión t 0,01g), las muestras fueron colocadas en tubos de

vidrio. a los que se agresaron 5 mL de una solución acuosa contaminante de MBS en

CaCl2 0.01 N,f. Las concentraciones de dichas soluciones fueron: 0.2: 0.4: 0.8: 1,2 y 1.6

¡rg ml-r para el suelo QLT ¡, 0.4: 0.8: 1,2, 1.6 y 2,0 ¡rg mL'¡ para los suelos PCR !'

TEM. Las muestras fueron incubadas por 16 horas a i0 + I oC con agitación constante.

en sistema de equiliblio en *batch". Transculrido el tiempo de incubación las muestras

fueron centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos. el sobrenadante fue tlltrado en una

membrana de 0.22 pm v recogido en viales para su análisis cromatográfico. Este se

realizó invectando 20 mL en condiciones isocr'áticas CH¡CN:H1O 6{):a0 (pH 2.8

a.i ustado con I-l¡POr).

b) Influencia de la temper"tura ),el pII sobre !¡ hidrólisis de !.1BS en medio

H2OiCH3CN

Se estLrdió Ia inflt¡encia de la remperarura y pH ei sobre Ia hidrólisis de MBS en

soluciones acuosas de conce¡riraciórl 5.2 pg nrl-r preoaradas a pH 3.i: 1.8: 6.9. 1,9.-1

(pH ajustado con sohrciones diluidas de IICI y NaOl I respectivamenre ). Un r¡l- cie cada

2
Suelo üto

("/")

pH C

(%)

CIC

mmol Kg-r

Filo"

(o/o)h

Esmec"

(\h

Area Supo

(r'g-')

PCR 1.7 7.2 0.8 t80 34 l8 55,5

QLT i.8 7,1 1.78 -tú 40 66,7

TEÑI 2t,6 6,3 b.b4 198.7

,¡cil
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una de las soluciones fueron mezclados con cinco mL de CH:CN e incubadas a cuatro

temperaturas diferentes en un baño termoregulado, éstas fueron: 25, 50,75 y 90 oC, en

tubos debidamente cerrados. Las muestras se incubaron por cinco y diez minutos,

enfriadas en un baño de hielo por diez minutos. filtradas y recogidas en viales para su

análisis cromatogralico.

l) Extr¿cción de MBS por ultrasonido

. Optimización de panámetros

La optimización de los parámetros en la extracción por ultrasonido de MBS pretende en

un primer paso conocer aquellos factores que son significativos en la recuperación. En el

presente trabajo se desarrolló un diseño experimental del tipo "screening fáctor" en dos

suelos de muv diferentes características fisicoquímicas (PCR v TEM)I a partir del

conocimiento de aquellos que resultasen significativos se dará un segundo paso que

corresponderá a una opfimización de éstos a través de un diseño experimental del tipo

"superficie de respuesta" en ei suelo de mayor complej idad (TEM).

Para los estudios antes mencionados se contaminaron las muestras de suelo directamente

en los iubos. con una solución acuosa de VtBS. al nivei de concentración de 2 ¡re e-l v

una reiación suelo:H3O l:1. piv). Las muestras tleron incubt¡das por dieciséis horas a

temperatura aurbiente. corr agitación constante. para asegura¡ Ia adsorción de MBS en ei

suelo. Una vez transcurrido el tiempo de incubación las muestras lueron exlraídas por

cinco minutos. seuún el protocoio del diseño experimental. enf'riadas en hielo por tres

minutcs. ccntrifugadas a 4000 rpm por l5 minutos, el sobrenadante t'ue filtrado y'

recogicio en r iales pare su análisis irom¡tosrátlco.
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Screening factor

Se sometieron cinco factores experimentales a un estudio estadístico, mediante un

diseño experimental factorial 2i. para encontrar aquellos que contribuyen

signilicativamente en la recuperación (variable de respuesta) de IV{BS desde los suelos.

La elección de estos factores y sus niveles se basó en el conocimiento de experiencias

con otros herbicidas y en antecedentes bibliográficos (Báez y col.. 2003). Se estudiaron

los sisuientes factores: tipo de suelo. temperatura del baño, potencia. cantidad de

solvente v cantidad de muestra. En la tabla 3 se presentan los factores y niveles

utilizados en el diseño y en la tabla 4 se resume la mafriz del diseño. Se utilizó el

paquete estadístico Statgraphics 4.0 para el análisis de datos y el rnétodo estadístico de

análisis t'ue ANOVA con un nivel de signiticancia del 95 %.

Para obtener la desviación estándar del diseño se hicieron duplicacJos de cuatro

experimentos. El diseño experimental fbctorial implicó Ia realización de 36 experiencias

en total. Ei orden asignado a cada unidad experimental fue aleatorio y así se trató en el

análisis estadístico de los datos. sin embareo. por razones de tipo práctico los

experirlenios se ordenaLon er1 cuatro bloques expetirnentales de acuerdo a Ia

temperatlrrs y potencia. éstos se rthsen,i]n en la toblc 5.

ab la i: Disr-ño experirnental screeninq ¡i'lctor'. Fac¡olcs v niveles er¡pleodos
\i1ei

Factor Símbolo I -l
Tipo de sueio D I¡\I

Temperarura de Extraccion {oC) i0 6i

Canridad de solvenre (mL) ln

Potencia .1

Cantidlrl de muesrra (g) C
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Tabla 4: Mariz de diseño experimenral
Niveles de Factores

Experimcnto

1

2

.+

5

6

3

9

l0

11x

1l

t3

1J

15

16

l;

t9

t0

tt
:l
li'
l'l Á

l_.

l6
ai
t8

t9

t0
.l

D

+1

+1

-t

-1

+l

-1

+1

-1

-l
1-1

+1

il
+1

-1

+1

-t

+1

-1

-1

-i

-1

-l

_l

_l

-1

.I

+1

-1

-t

-t

-1

-1
+l

+l

+1

-l

il

-1

+l

+1

-1

-l

-1

"l

-l

-l
-t

-l

-l

-l
-1

-l

-l

I

,l

E

fl

:1

-i

-t

-1

-1

il

-l
-t

-1

-t
I

-t

-1

-l

-I
-l
-1

-!

-l

-l
-l

'L

i

I

l

B

-l

-1

a1

-l
+1

+l

-I

].l

-1
+1

-1

,t

-1

,l

-t

l

-l

-1

-l

I

L

-¡

'i

C

-i
-1

+1

-i

i

+l

-l

it

-1

-t

+1

-1

-1

-1

-l

-1

-I
-1

-l

-l
-t

-l

I

l

'1

I

,i

x E:iperimeiitcs e:-i ili:r! icaio
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Tabla 5: Bloques del diseño
Bloques Numero de

ErDerimentos
Temperatura oC Po¡encia

1 t0 30'c 4

2 8 30 "c 8

3 9 60 'c .l

{ 9 60 'c 8

Metodología de superficie de respuesta

Una vez identificados los factores significativos en la recuperación, se llevó a cabo la

optimización en tres parámetros relacionados fundamentalmente con la técnica de

extracción, obteniéndose el modelo matemático que explica el sistema y los valores

óptimos para cada factor. El plan experimental elegido fue un diseño compuesto central

Centrado en la cara 23+ct con seis puntos en el origen. Este diseño implica la ejecución

de 20 experimentos, los cuales nacen del estudio de tres niveles para cada factor ¡nás los

seis puntos centrales. Esta optimización t-ue realizada sobre la matriz rrás compleja, el

suelo TEM.

¡ Estudio de Ia influencia de factores propios de la matriz

Se completó Ia optimización incorporando factores propios de Ia muestra de suelo y'del

cornportarnierlto del herbicida en éstos en tirnción de sus propiedades tisico-quírn icas.

Inlluencia de un segundo paso de extracción

Este estudio se realizó sobre muesi¡as de los suelos TElvl v PCR al nivel .t pg g'l.se

tomaron i g de suelo en duplicado los cuales fueron contaminados. extraídos 1'

analizados según el mismo protocolo anteriormente descrito. La primera y segunda

extracción f'ueron realizadas en las sisuientes condiciones experimentales: Temperatura

del baño de ultrcsonido 60 "C. potencia 8, cinco minutos de extracción.5 mL- ¡'1m1.- de
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extractante (CH3CN) en la primera y segunda extracción. respectivamente. Los extractos

obtenidos de la primera y segunda extracción fueron cuantificados en forma separada.

Influencia de la presencia de agua y de la relación suelo:agua

Se contaminó 25 g de suelo PCR seco, a un nivel de 4 pg g-'. con l0 mL de una solución

acuosa de MBS (concentración 10,32 pg ml-t), la muestra se agitó por una hora y luego

se secó en una edtufb a 30 oC por 16 horas. Una vez seca la muestra ésta fue molida y

homogeneizada en mortero de porcelana, guardada en un frasco de plástico v conservada

a -18 oC. Se determinó la humedad de la muestra de suelo antes de contaminar y

finalizado el procedimiento de contaminaciór.r. Se pesó 1" 2 y 3 g (precisión t 0.01g) de

suelo contaminado y depositado en tubos de vidrio: a cada una de las muestras se agregó

1.2 y 3 mL de H2O, respectivamente (relación suelo: H2O I : I , p/v) a otra muestra de I g

se le agregó 0.5 mL de H:O (relación suelo: H2O 2:1, plv). Paralelamente, se constituyó

otro set de muestras r1e 1,2 y 3 g a las que no se agregó agua. Las muestras t¡eron

extraídas v analizadas según el misrno protocolo anteriomente descrito. sin ernbargo. se

realizó una segunda extracción y en este caso los extractos fueron colectados en un

mismo tubo de ensay-o.

Influencia de un paso de equilibrio en medio acuoso previo a Ia extracción I'de la

concentración de MBS. Estudio de repetibilidad

Para este estudio se utilizaron los suelos PCR y QLT, cada una de las nruestras de suelo

lue contaminada a niveles inferiores. I ¡, 0.5 pg g'1. siguiendo el procerlimiento clescrito

en la sección ante or. adecr¡ando las concentraciones de las soluciones contaminantes.

En esta erperiencia -se insistió en ei estudio de la relacicin suelc¡: aqria (2:l _v 1:1. p/l)y
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se agrcgó al procedimiento un paso de equilibrio de 30 minutos previo a la extracción

con agitación. Se pesaron en quintuplicado 3 g de suelo de cada nivel de contaminación,

depositando la muestra en tubos de centrífluga cónicos de plástico, en los que se llevó a

cabo la extracción. La experiencia se llevó a cabo en seis bloques de acuerdo los que se

describen en la tabla 6.

Tabla 6: Bloques experimentales desarrollados en las condiciones experimentales
seleccionadas en el estudio

Bloques Suelos Nivel Suelo:H20

(ptv)

Equilibrio antes de la

Extracción

PCR y QLT u.) Ag g 2:1 No

). PCR y QLT u.) l¡g g ' l:l No

PCR y QLT 0.5 lrg g' 1:l Sí,30 ninutos

4 PCR y QLT I [g g'' 2:l No

) PCR y QLT I pg g'' l;l No

6 PCR y QLT I t(g g' l:l Si,30 minutos

En los bloques experimentales 1,2, I y 5 una vez agregada el H:O inmediatamente se

agregó el extractante, en cambio en los bloques 3 y 6 se agregó el H2O. se equilibró la

muestra por 30 minutos con agitación y Iuego se agregó el extractante. El procedimiento

general adoptado para esta experiencia t-ue el siguiente:

[. A cada muestra de suelo se agregó la aiícuota correspondiente de H1O.

2. Se agregaron 5 mL de Cll3CN. se agitó la muestra e inmediatamente se proceclió a la

extracción er1 el baño del ultrasonido. esceptuando los bloques -i y 6.

i. Ocunida la e.rtracción los tubos lueron enlriados en un baño de lrielo por tres

minutos y centrifugados por quince minutos a 4000 rpm.

,1. El sobrenaCante fue transferido cuantimtivamellre a un matraz de tfbro de I0 mL.
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5.

6.

Se sometió nuevamente a extracción pero esta vez con 3 mL de CH¡CN, repitiéndose

lasoperaciones3y4.

El suelo fue lavado con 1 mL de CH:CN y centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm,

agregándose el líquido sobrenadante al mafaz.

Se afbraron los extractos a l0 mL con CH¡CN.

Se flltraron las muestras para su posterior análisis cromatográfico.

2) Extracción de NIBS por microondas (MA§E)

o Estudio preliminar. Comportamiento de hidrólisis durante el proceso de

extracción

El patrón de calentamiento de una muestra por MASE del tipo no conductivo. por lo que

el solvente de extracción. alcanza su punto de ebullición en un corto tiempo (5-15

minutos) a diferencia del patrón de calentamiento conductivo (l-2 horas). Dado lo,

antecedentes bibliográficos acerca de la inestabilidad térmica de MBS y que

experimenta hid¡ólisis bajo ciertos inter!'alos de pH, se hace necesario estudiar en forma

dirigida y especifica el comportamiento de hidrólisis. bajo las condiciones de extracción

por MASE.

Procedimiento

Para este estudio se emplearon dos suelos Ce diferentes características fisicoquímicas:

PCR y TEM. La contaminación de las muestras al nivel ,l pg g-' lue realiza<la

directamente en los vasos de extracción. pesando I g en duplicado (precisión + 0.01g), a

los cuales se ie agregó I mL de una solución acuosa con¡aminante de VIBS de 4 ¡rg mL-

l: Ias muestras frreron c.quilihradas por aeitación por I hora antes dc la ertracción,

7.

8.
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La extracción fue realizada agregando 5 mL de CH;CN en cada vaso de extracción. El

programa de extracción consistió en Ues pasos:

l. 2 minutos a 350 W, y 40 "C

2. 3 minutos a 500 W. temperatura variable

3. 2 minutos de ventilación a 0 W

EI segundo paso de extracción fue realizado a 60. 70, 80 "C y sin control de temperatura.

cada uno de los cuales fueron designados como programas de extracción 1,2, 3 y 4,

respectivamente, en cada programa, se incluyeron ambas muestras de suelo en duplicado

con sus correspondientes blancos. Una vez transcurrido el programa, el rotor con los

vasos de extracción fue enfiiado en un baño de agua por 15 minutos, antes de ser

abiertos. Durante el proceso de extracción, fue registrada [a temperatura en el interior de

los vasos cada l0 segundos.

Luego las muestras fueron centrifugadas en los mismos vasos. a 4000 rpm por 15

minutos el sobrenadante fue tiltrado v recogido en viales para su análisis

cromatográfico.

o Estudio de la influenci¿ de factores propios de Ia matriz

Por analogía de los factores estudiados en la extracción por ultrasonido se decidió

explorar factores propios de la muestra de suelo y del comportamiento del herbicida en

éstos en función de sus propiedades fisicoquímicas. talcs como la influencia de una

segunda exlracción, la cantidad de muestra, el nivel de concentración. y el tiempo de

equilibrio arrtes de la extracción. Todos estos estr¡dios fireron reaiizados sobre muestras

de suelo contaminadas secas de suelos PCR I QLT, cuvo procedimienio de
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contaminación fue descrito en secciones anteriores. El programa de extracción utilizado

fue el i y CH3CN el solvente de extracción.

Influe¡cia de un segundo paso de extracción

Este estudio se realizó sobre muestras de suelos contaminados al nivel I pg g-1, se

pesaron lg de suelo en triplicado, a estos se le adicionó I mL de agua y a continuación

el extractante. Los volúmenes f'ueron 5 y 2 mL para la primera y segunda extracción.

Los eKtractos obtenidos de la primera y segunda extracción, fueron tratados de igual

forma que en experimentos antes descritos y cuantificados en forma separada. es así

como en todos los puntos subsiguientes el tralamiento de la muestras y el análisis

cromafográfico es realizado bajo las mismas condiciones experimentales.

Efecto del tipo de suelo, cantidad de muestra, nivel de concentración y tiempo de

equilibrio en medio acuoso antes de la extracción

Cada una de las muestras de suelo frre contaminada a niveles inferiores. I y 0.5 ¡rg g-1.

adecuando las concentraciones de las soluciones contaminantes. Se pesó l, 2 y 3 g de

cada uno de los suelos en duplicado con su correspondiente blanco de suelo, por nivel.

resultando en dos ciclos de estracción. Se adicionó una alícuofa de agua. antes de

agregar los 5 mL de extractante, manteniendo la relación suelo:H:O 1:l (piv), en

paralelo se lleva un set experimental de las mismas características- en el cual ¡l adicionar

la alícuota de agua se equilibro por 30 minutos con agitación antes de agregar el

extractante. en total la experiencia resultó en cuatro ciclos de extracción.



III. R-ESULTADOS Y DISCUSI

3.1 Estudio del comportamienfo cromatográfico de MB§, PA y BS

Separación de MBS, PA y BS

En la tabla 7 se presentan los resultados de los datos cromatográficos obtenidos tanto

para MBS y sus productos de degradación bajo diferentes condiciones de flujo y

composición de fase móvil. En dicha tabla se expresan los tiempos de retención y la

resolución lograda para los dos productos de degradación. Observamos que una

disminución del flujo de la fase móvil provoca un aumento en los tiempos de retención

para todos los analitos. Un menor flujo implica una mayor interacción analito-fase

estacionaria y una menor resistencia de la columna al paso de la f-ase móvil lo que se

traduce en una disminución de las presiones. Tal efecto también es observable ai

a¡rmentar ia concentración de CFI3CN en a fase móvil en el intenaio de composiciones

estudiadas. dado por una disminución de la viscosiCad de esta última ( ¡¡-s;¡¡¡:0,37 ¡,

¡¡12e= 1 a 20 "C).

-19
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Tabla 7: lnfluencia de la composición y flujo de la fase móvil en la separación de MBS,
PA
Composición

Cli3CN: iilO
Flujo mL min-' Presión

Ps¡

tR PA

min

tR BS

min

tR MBS

min

RPA RBS

50:50

1.1 1500 i.6l 3.35 8.66 65 ,{_§

0,75 950 5,26 5.61 11.36 63

0,j 600 7.89 8,t9 19,46 77

60: {0

I.1 t-r00 3,-;7 3,37 5.52 () 0

0,7s 830 4,8 7 +.ó / 8,l.l 0 0

0.5 ,130 7.20 7.20 12.07 0 0

70:30

I,1 I 100 'I 1 3,08 4,13 70 l3

0,7 5 690 -+.oo 4,4'7 6.06 75 21

0.5 i80 6.89 6.64 9,03 78

En una fase estacionaria apolar se presenta una mavor afinidad por compuestos aDolares

frente a una lase móvil relativamente polar, de aquí que se observe por ejemplo que para

cualquier comDosición y tlujo los dos productos de degradación PA. BS sean eltlídos

rápidamente ;- previo al MBS con tiempos de retención de 3.6i;3.85 ¡- 8.6ó minutos

respectivamente. En la composición 70:30 CH3CN:H1O el orden de elución de los

productos de degradación se inviefie respecto de las demás courposiciones en todos los

1'lujos. Al armentar la proporción tlel modificador orgánico (índice tie poiaridad

Pclr:cx=6-l) se aumenta Ia firerza de elución para los tres anaiitos. Ilevando A una

disminución de Ios tiempos de retención. así por ejemplo en ei caso de BS disminuy,e

desde i.S5 h¡>tai.OS minutosa un flujo Je l.l mL rnin'i.

En el intervalo de composicioncs y flujos estudiados se observó solapamienro entlc 1os

productos Ce clegradación de \iBS. El indicc. tle solrpamierrto (R) para PA v R,s
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calculado según la ecuación 1, varió desde 0 hasta 87 %y 0 hasta 77 % para PA y BS,

respectivamente, correspondiendo el valor cero al totai solapamiento de ios picos (total

interferencia). Pucsto que los datos fueron cuantificados a 230 nm y en esta longitud de

onda el rnáximo de absorción para PA es el doble que para BS a Ia misma

concentración. los valores de R resultan mayores para PA que para BS en todas las

composiciones y flujos. Sin embargo, se eligió dicha longitud de onda con el fin de

cuantificar lcs tres analitos si¡nultáneamente. En la figura 3 se presentan los espectros de

absorción de los dos productos de degradación. De los datos (tabla 7) se observa que la

disminución del flujo de la fase móvil y el aumento de la polaridad permiten una mejor

resoIución.

Figura 3: Espectros de absorción obtenidas en condicicnes isocráticas CH3CN:H:O (pH
3) 50:50 y flujo l.l mL min-r. PA (rojo) y BS (azul), ambos analitos en una
cconcentración de 1 ¡rg mL-l



Separación tle PA y BS

De acuerdo a los resultados anteriores se buscaron condiciones de flujo y composición

que permitieran una total resolución de PA y BS (tabla 8). Los valores de R fluctuaron

entre 62-100 %o y entre 42-100 % para PA y BS respectivamente, obteniéndose la

resolución total para ia fase más polar en un flujo de 0,5 mL min'1. Nuevamente los

valores de R para PA fueron mayores que para BS. Estos resultados, junto a los

anteriores. permiten concluir que la determinación simultánea de los tres compuestos.

con una buena resolución de los productos de degradación, llevarían a una excesiva

retención de MBS.

Tabla 8: Intluencia de la cornposición y flujo de la t'ase móvil en Ia separación de PA y

BS
Composicióo

CHsCN: H1O

Flujo mL min-' Pres¡ón

Psi

tR P-\

min

tR BS

min

R P.{ RBS

.l():61) i.1 1610 +.u3 l0r) IÜO

l).i 5.10 it.3I i t).5 0 l0r) 10()

-l-<: -<5 I.l .+,:8 9i

0.5 .il-1 8.:6 lu. i9 o7 9-i

5l):51) Li -.lu :.;l i.qj (rl

:s3 3.0 5 3.5r)

3.2 Estudio de modelos tle c¡libración en la separación isocrática de ios proiiuctos

cle degraclación

De acuerdo a los resr-¡ltados del estudio anterior v a Ia alta dependencia de la separación

de Ios dos proda¡ctos iieilte ri \,;i.i¿1ciot'lrs pe(lr,i.;laS e¡r las ct¡nclicitrneS !. r'onl iiiogt :l il c rrs.
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se planteó el estudio de varios sistemas de calibración que permitieran la determinación

de los compuestos con algún grado de solapamiento.

Aplicación de modelos univariables

Para estos estudios se buscó obtener tres grados de solapamiento de los picos variando la

composición de la lase móvil, éstos t'ueron: severo, intermedio y leve. Los tiempos de

retención observados para los compuestos puros en 53, 50 y 15 9to rie CHrCN fueron

3,54; 3.56 y 3,73 minutos para PA y 3.7?; 3,80 y 4.16 minutos para BS.

respectivamente.

En la tabla 9 se muestran Ios índices de separación de picos (R) para las mezclas de los

productos de degradación para las tres cornposiciones estudiadas. Para PA. el valor R

varió entre 0-24 %. 53-10 % y 94-96 %; para BS varió entre 0-30 %. I2-42 % y 84-96 %

en 53. 50 v 45 % de CHTCN. respectivamente.

Tabla 9: Porcentaje Ce resolución de los productos de degradación en distintas
iones de fase mór,il

*Los núnrertrs co¡ resporrdeit al ,1is.eio de 1a tigiira 3

Composiciófl 53: {7

CH¡C\:H¡O

50:50

CH.¡C\:H¡O CH-,C\:H¡O

\[uestra' R PA 91, R BS9I RP-\% R BS ol, R P{ or, It

ll J.9lLq0

l'! 0 0 ta

-r0

ll 0 , ;0 l: 96

i: 3u :! 9+i
-_rJ

;;
I 0.5
L-,----- ---i 0-l

le6i

rl. 1 ól 95



Dos tipos de modelos de calibración fueron construidos con las respuestas

instrumentales seleccionadas. El primero fue construido para los productos de

degradación puros (puntos 01,02,03, y 04 para BS y puntos 10, 20, 30 y 40 para PA,

figura 2) y el segundo incluye además las mezclas de éstos (puntos 11.22..33.41, 12,

24, 2l y.l2 del diseño experimental 52). Las respuestas f'ueron de dos tipos, las primeras

obtenidas del cromatograma original y las segundas obtenidas de la primera derivada del

cromatograma original sin suavizado; cuando el número de puntos de suavizado se

incrementa la amplitud de la señal disminuye fuenemente (Parilta y col.. 1994). En

ambos casos se midieron áreas -r-, alturas (sí provienen del cromatograma derivado se

denotan por lD). La primera derivada es una firnción bipolar que pasa por cero en el

punto corespondiente al máximo de un pico en el cromatograma oliginal. dando un pico

positivo 
-v" otro negativo. existiendo por Io tanto cuatro señales correspondientes a los

dos picos parcialmente solapados que posibilitan la cuantillcación.

Cada punto de caiibracirin es descrito por seis respuestas: área. aitura. área D mírxir¡a.

área lD minima. altura lD máxirna y altura lD mínimo para cada cnalito. En la figLrra 4

se rnuestrarl cuatlo cron]atograrlras coll sus corresporrdierltes crorlratogranias derivados

para la muestra l1 en todas l¿s g¿rrnposiciones de lbse uróvil (.1-5. 50 y 5-1 't'o de CH;CN)-

En esta muestra la mezcla se encuentra en la pro¡rorción PA:BS l:1. Tar¡bién se

encuenlra el crcmatosrarna de la muestra 42 cuva proporción es P.{:BS 2:1.

representando Ia conciición más severa de solapamicnrc, donde soio es posi'ole vistraiizar

en forma clara el primer márimo dei cromatosrama derivado. De esta forma al emplear

el segi¡ndo modelo de calibración el núl¡elo de pr¡ntos i¡ considcrar p:iia BS será

rariable. dependienclo de esta con.licitln.
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Los resultados de las calibraciones para los productos puros corresponden al modelo I y

los que inclu-"-en tanto los compuestos puros como formando parte de ias mezclas

corresponden al modelo 2. Los resultados obtenidos se resumen en las tablas l0 a 15. En

dichas tablas se encuentran los valores de la pendiente b y de la ordenada en el origen a

(con su correspondiente error estándar So y So, de la ecuación de calibración Y = bX + a.

donde Y es la respuesta instrumental, X Ia concentración (pg mL-l) y. finalmente. el

coeficiente de deteminación. rr y el enor estándar de la regresión. So1.
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dA/dt

0,0004

0,0000

0,0004

345
t(min)

45
t(min)

Figura 4: Cromatogramas originales y primera derivada de mczclas de pA y BS
ublelidus para dilcrerries eonrposioiorres dc fasu móvii. a,'o y u mczcia en razún i:i, ri
en la razón 2:l; a)C[I3CN/H2O,45:55 b) CH3CN/H2O,50:50 c) CH3CN/H2O,53:47
d)CH3CN/H2O, 53:47. F.ie de la ordenada corresponde al tiempo en minutos y el eje de
la abcisa a la absorbancia en mUA
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Tabla l0: Datos esradísticos Ce las curvas de calibración para Pirim idinarnina.

CF g¡, i1.g 5-j:4
P.\

Respuesta n htSb atS,, r_

e't

S¡,

Área 1' : 5766,i i 966 -7,+9 t i2ii 99.91 1212

-{ltüra I 5 5"154 ! 67 99.96 88

A¡ ea 'l) nrár I l 5625 i 57 :) a!: /: 99.97 75

Area 'D mifl I 5580tir6 87 t 1,.16
qq R- 15 -1

Altura ')D már I I1.12 I l-5 -.1 1 19 99.9.1 t0

llture rD mín I 6i6il i =6 99.f)8 6

Area lD g{i. !'-1 (;i98

Altura: 1l 58i3 ¡ -¡6 r6i69 99.q:

--\ rea 'D nri¡ f 57ll=49 -ii :61 99.91

-Lrca 'f) nri¡ 2 9 i05 t t l9:2 5-r8 i :519 16.-t; jió5

-\ltura 'D ¡nrir 2 13 ll50til -i ! 16 gg.8l l(;

.{ltlIri¡ ¡D min : !) 189 = i17 -i.i = i67 6:.8:

' runa Je ¡¡.rblr:i.,r F:lr:r p¡ 'duciJ¡ irrrJ5
' 
cur\ a de cri,:",ra.'ió,) Lllrc ad(¡tis incl,r\e l:rs ntt¿L'i.ls



48

Tabla I l: Datos estadísticos de las curvas de calibración para Pirimidinamina,
CF 50:50

PA

Respuesta It btsb atSl r

(%)

Svy

Area lo 54519 t 646 j,lli8t.l 99.96 852

Altura I 5435 t 56 I r70 99.91 13

Área 'D máx I l 5155 i l8 28 i22 99.99

Area 'D mín 1 5368 r 52 -64 1 65 99-9 t- 68

Altura 'D már I ) 1070r11 .4i 15 99.96 IJ

Altura rD nrin t 607 t) 0.059 1: 9q.9

Área :r' t3 5,1431 l- l169 -llli.l5l0 99.r9

Altura 2 5i l9 
= 

-16 -18 
= 60 99.9: 95

Area 'D máx l 1J 52.16:66 -15:86 99.E1 L:7

Arc¡ 'D mín 2 t.l .l189 
= 

671 - 194 i 87.1 77 q] l..i9l

Altur¡ rf) nrá\ f, r3 1087 ¡ ll -l-r - lo 99.89 :i

.{ltür¡ 'D inin: 6¡013 99.9 t'

" curva de calibraci¡n porl ororjuctos puros

" cL¡¡va de calib¡aciol .lue aijemás itlclu\ e Ias mezclas



Tabia 12: Datos cstadísticos dc las curvas de calibración para los Pirimidinamina'

H,O.15:55
P,\

SvuatS" r-

('t')
Respuesta I n btsb

Are¿ l' 5 i,1i?9181 I 192 a 1031 99,91 1069

Altura 1 .1370 r 1.l I i 55 99,98 :3

Área tD máx I 5 .1787 r -:9 68: 19 99.!)8 5l

Area rD mio 1 5 16ll ¡ l0l 1l r l?9 99.85 115

Altura 1D máx I ) 3t3i5 30 17 99.99 1

-{tturá ID mítr 1 509:5 I i1 99.96

\ tea -,: 
- 13 56051 i llli -tsl 1 .l76c .l-r 95

AItura 2 il:l: i9l -21 t 249 93.19 i97

Area rD máx 2 i3 511r1115 9 8.0rj 4.i5

Área 'D mí¡ 2 t3 4701 J 153 --15 i 199 cr 8.8"1 il7

Altur¡ rf) n¡ir l 911 : -l¿j -1 t17 9 8.-17 ,,-'i

Altura rD mío 2 t_l 530 rl7 ,) 8.3l _16

49

55

a cur\a de crliL.)rllaii,n plr: protlrrcliis purus

b crLr'ra de c¿iiflac:Lrl ,,lue e,.lcrras itlci,,l¡e ia.s mczclas
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Tabla i3: Datos estadísticos de las curvas de calibración para Benc ilsulfonamida.
L-I. 53:4

BS

Respuesta n btsb atS, r

l%)

Sv'

Area l' 3708,1a340 -990 t 428 99.97 119

AItura I 3496 +14 -7 t55 99.95

Area ¡D má¡ I ) 3456 !67 -82 t 8.1 99.89 88

Arex 'D mín I 3116: t24 177 :156 99.57 163

Altura tD máx I l 554 13 -0.32 ! 4.17 99.99 :

Altura lD min I l 439i8 ll 110 9e.86 1l

Área 2b u .r0148 t 3896 -12041 ,+020 95.51 5 636

A¡tura 2 ll i967 i 349 -s9 I,r85 91..17 686

.{rea 'D máx 2 l06i=ll7l i59 :r i6l7 i 8.i.1 1867

Area 'D min 2 3715 i i74 :98:5t9 9r.61 7__i j

Altura rD máx 2 l8r l.l i7 = 199 5 3.:-1 :-: ()

-{ltur¡ 'D mín l 1'11 x 26 7 ! ..7 9 7.:_l

' curva Je ci.rlibracior pari¡ produatos puros
'cr¡rra de calibracitin que ademár inclure las mezclas
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Tabla l4: datos estadísticos de las curvas de calibración para Bencilsulfonamida.
CF L I\: 50:50

BS

Respuesta n bt56 alS¡ r

(%)

S,&

-.Lre¿ l" 15852 :580 i05 r 730
qq q' t'64

Altura I 32?2 ! 53 5l r67 99-92 10

Área tD már t 31.18 i 59 67 !i4 99.89 78

Área 'D mín I 3t47 !71 -4190 99,8.1 94

Altüra 'D már I 502 i:6 3t8 99.95 I

AltDra 'D mí¡ I 384 :2 6!2. 99,99 )

Área 2b li i8.176 1 1478 -89 i t945 98.-+0 1097

Altu ra 2 r3 -;2i t' i81 96itrl 99.11

Are¡ 'D mdx 2 i1 l9l6 i 678 290 
= 

9{. .16.-;9 r332

Área 'D mín 2 ri 197ó : I -17 312 = 193 93..1l .i0ll

.{ltura jD 
már 2 li 376:¡i0 ).9 

= 
97 76.11 I:7

Altura¡D mín 2 li
-r 7l i9 ?i 112 99.-10 t9

' cun'a de calibraciól para pr'tductos puros
t'ct¡rva de calibración que además ilrclLrve las tnezclas



Tabla15:datosestadísticosdelascurvasdecalibraciónparaBencilsulfonamida'
^iÁ- au ,7-urrrlru)t! rv, ' '-Y '- "'

BS

Respuesta n blsb atS" Svrr'

('/")

Are¡ l' 36168 = 315 -194 = 409 99,98 129

Altura 1 ) 1336 i 19 1,1 i .19 99.9,1 5i

Área 'D máx I t622 r 86 349 t 108 99.68 3

Á.ea tD mín 1 l0ti 3 r 109 99.62 1,14

Altura rD máx I l 401 t 10 i l I 12 99.31 13

Altura 1D míIl I i20 = 10 99.68 1.1

irea lu 1.1 l7.llt-l = l613 l07l t ::{)l 97.3,1 l5 c9

Altura 2 I] 297i 1 1ii 98..-:7

Area 'D máx 2 1i 100 l+7 9E.1 7 134

Área 'D mín 2 1l 1983 llr i -2-sl i I -16 98.Ji) t.l l

.{ltura rD máx 2 1i t' 
= 

2.1
o( lÁ l4

Altura tD mín 2 i_l il9: l0 93.30

'' cr.¡r'.. a .le cliibtación c1'.te rLiemás illciú)'e i3s ez.l.rs

52

5:5 5

cuna de caiibracion parx prLrduaios oLlros
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Todas las calibraciones para los productos puros (modelo l), para las tres composiciones

de fase móvil, presenran un ajuste lineal, con altos valores de i (>99,62 %), indicando

que el modelo explica en un porcentaje alto la variabilidad en las respuestas en el

intervalo de concentraciones estudiadas. Los parámetros estadísticos obtenidos, permiten

señalar que todas las respuestas empleadas sirven con fines de calibración y por ello se

usarán como referencia para la evaluación del segundo modelo de calibración. que

incluye las mezclas de los compuestos con grado variable de solapamiento.

En dicho segundo modelo se busca incorporar a la calibración situaciones donde exista

un grado de interferencia en las señales con el fin de corregir en alguna medida los

errores al calcular las concentraciones de los productos en las rnuestras. Para PA. en la

condición severa de solapamiento (53 % de CH:CN, tabla 9) existen tles respuestas

instrumentaies cuvos parámetros estadísticos son inapropiados para fines de calibración:

área. área 'D ,ín y altura lD mín. Para el caso del área del cromatograma original el

modelo explica soio un 96.94 % de ia variabilidad y el error estándar de Ia regresión es

mucho ma1'or que el establecido para el primer modelo de calibración en área. De igual

fon¡a ocune en el cálculo de la pendiente v oidenada en el orisen, donde los valores de

error está¡rdar prácticamente se cua<Jruplican. Para Ias respuestas en área lD mín v altura

'D mir. ios vaiores de r: alcanzan a 26.17 .v 67.82 %. respectivalnenre. con elevados

valores del error estándar de la reeresión. per:diente y ordenada en el orisen. Tcdo ello

hace inviable ei uso de estas respuesras con fines de caiibración en presencia de

interferencia. Sin embargo, en el mismo modelo. al emplear altura. área lD máx v altura

lD rrár. Ios parámetios estadísticos son mu) similarcs a los conespondicntes al ¡nodelo

1 de calibración. En una co¡rdiciólt intermedia de solapaurieuto (,i0 9,,o de L II¡CN. tabla
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9) solo Ia calibración basada en el área rD mín. presenta el menor grado de ajuste al

modelo lineal |'z= n,%%). En el caso de área en el cromatograma original, aunque el

ajuste lineal parece adecuado, existe una gran imprecisión en Ia estimación de los

parámetros de la ecuación de regresión. El resto de las respuestas resultan apropiadas

con flnes de calibración.

Al analizar el segundo modeio para BS en la condición más severa cie interlerencia para

todas las respuestas se obtuvo valores de rl mucho más bajos que los correspondientes

al primer modelo de calibración. alcanzándose un valor de 38,34 % para el área 
lD máx

¡z un 58.23 9/o para la altura rD már. En todos los casos también se obtienen valores del

error estándar de los parámetros de regresión mucho mayores. En la condición

intermedia de solapamiento se produce una situación similar, aunque mucho menos

severa. En este caso solo la meilición de altura v altura lD mín servirían con fines de

calibrac ión.

En el cromatograma derivacio. en el primer pico positivo irD máx; v el sequndo

negativo ('D mín) en el cromatosrama derivado correspond ientes a PA y BS (figura,l)

las contribuciones de un analito soble el otro sorr ntínimas ltolque conespot'tden a la

primera y úiltima mitad del pico respectivo en el cromatogranra rtrigirral. por lo tanto son

las señales menos interliridas. Las ntitadc.s restanres eenelan picos altamcnre

irtert'eridos. siendo ia nlasnitud de esta intert'erencia proporcional ¡l aul¡ento del

solapamiento en ios picos. permitiendo expiicar Ios resultados antes expuesros.

En 1a condición de leve solapamiento tanto para PA como BS al emplear el segLrndo

modelo clc calibración. se produce ulr ievc desceuso en todos los valor.es de r: los .1Lie se

m¿trltienen en lonto al 98-99 9ó. con pequeño-§ clmbios en los par.árretros estctli-stico: Je
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la pendiente y ordenada en el origen, siendo más afectados los valores de área del

cromatogmma original. Este caso será discutido con mayor énfasis al evaluar los errores

de predicción de los diferentes modelos de calibración.

En los diversos modeios se observa que las pendientes de las curvas de calibración de las

áreas son mavores que las alturas, alcanzando éstas últimas un 10 % ccmo máximo Ce

las primeras. independientemente si provienen del cromatograma original o del

derivado. Los cambios en la magnitud de las pendientes (sean éstos aumentos o

disminuciones) entre los modelos I y 2 indicarán las posibles interferencias entre los

productos de degradación en las respuestas y como se observó estas tendrán una ma"vor

magnitud cuando el solapamiento es severo. En esta situación se observ'an los cambios

más signiticativos en las pendientes correspondientes al modelo 2 con respecto al

modelo I para BS; para PA sólo se observan disminuciones en el área iD mín y altura

lD mín. La pérdida de la pureza espectral en los productos de degradación producidos

por el solapamiento de ios picos provocan una sobre estimación en las respuestas de BS

y una subestimación en las respuestas de PA sólo en área lD mín y altura rD mín.

La hal¡ilidad de predicción de un modelo de calibración uo esrá necesarialnente

relacionada con la bondad de sus paÉrnetros estadísticos (r:. pendienre- etc.). por esta

razón este parámetro fue evaluado calculando los errores en las calibraciorres a trar,és de

las expresiones estadísticas rmsecv v rmsep (VerCú-.Andrés y col.. 2001). previanrente

definidos por el uso de las ecuaciones i0 y ll respectivamente. Los resuitados de ésre

estudio son resumidos en las tablas 16. I71 18, Los t.alores de rmsep, en seneral- son

rlavores qtre le-rs de msecv, el prinrero considera un setljc datos para el modelo d"'

c¿rlibracirln (compLiesLos pulos) ¡ Lrn set clistinto para la prediccitin tle errores (mezclas)
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siendo ésta una situación mas realista- en cambio en el segundo, la calibración ¡'

predicción son realizadas con el mismo set de datos. Ambos índices de predicción de

errores para las distintos modelos de calibración, siguen las mismas tendencias en todas

las composiciones, salvo para BS en 53 y 50 9i, de CH3CN en área rD máx y para PA

en 53 % de CH¡CN en área ID mín.

El uso de ios modelos I y 2 permitió cumplir con objetivos diferentes, en el primer caso

fue posible evaluar con mayor rigor la interferencia producida por el soiapamiento de

los picos. teniendo en cuenta que la calibración se hace sobre Ia base de un conjunto de

soluciones de analito puras. Por ello los errores de predicción resultan elevados (rmsep).

En el segundo modelo de calibración. al incluir tanto el conjunto de soluciones de

analito puras, como fbnnando mezclas con el interferente en distintas concentraciones y

proporciones se busca atenuar los errores de calibración. Por ello los errores de

predicción resultan menores (rmsecv).

En la condición más severa de solapamiento ei mejor valor en las predicción de error

para BS está en la altura rD mín lrmsep =0,201 pg ml'r). Para PA hay tres respuestas

con buenos valores de predicción: altura. altura 'D .á* y área ID máx (rmsep: 0.025:

0.032 y 0.021 trg ml'r). Grandes errores de preclicción se proclucen para BS en el

máximo del cromatosranra derivado (área y altura). en cambio para PA. cllo se produce

en el mínimo (área y altura). En la condición intermedia los valores son mucho menores

en todos los casos. sin embarso. para BS persisten sigr:ificativos errores de predicción en

el máximo del cromatoerama derilado. Esta situación se da para PA. soio en el árca rD

mín. De acuerdo a este análisis 1 e ios resultados anteriormente descritos. es posible
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descarfar de plano como señales útiles con fines de calibración aquellas que provienen

del máximo para BS y del mínimo para PA en el cromatograma derivado.

Tabla l6: Errores de predicciones para ambos analitos en la composición CH:CN:H:O
53 47

Tabla 17: Errores de predicciones para ambos analitos en la composición CH:CN:H:O
50:50

¡' rmsep mukiplicados por

Respuesta B§ PA
rmsecv "
pg mL'¡

rmsep
pg ml,-l

rmsecv

ltgmLr
rmsep

PgI¡lL¡

Area 171 238 11 lo

Altura 197 JJ¡ 19 25

.{rea 'D máx 1480 1 131 '19 21

Area 'D mín 222 2219 112,1

Altura 'D máx. 843 875

Altur| rD mín 124 201 596 632

u valores de rmsecv ¡, rmsep ,or i

Respuesta BS P.-\

rmsccv u

gg mL-t
fmsep

lrg mL-'
rm§ecv

¡rg rnL-'
rm§ep

gg mL'l

-{rea 92 48 a7

altu ra 62 /o to 26

Area 'D már óYb 831 JU 36

.\rea'D mín 115 io7 495

AlfurarD nriir 137 536 i1 13

Altur¿l'D min 58 31

lalo¡es de rmsecr'
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Tabla 18: Errores de predicciones para ambos analitos en la composición CH.;CN:H1O

.v rmscp multiplicados por

Sí bien se observa que los valores de predicción de errores se homogeneizan cuando el

solapamiento es leve (rmsep - 0.1 Fg ml-r). no son los mejores. además se debe

recordar que el parámetro estadístico r: estaba en tomo al 98 9á pala ambos compuestos.

en los dos nrodelos. Para al:alizar esta situación se deben considerar aspectos del

comportamiento cromatográfico de los productos frente a la lase móvil. EI cambio de

composición de ésta se traduce en cambios en Ia absortividad moiar (e) y en la eficiencia

de la columna 0,J). En la tabla 19 se muestran los valores de N y e para ambos

compuestos. La absortividad molar a 230 nm se incrementa frente a un aumento de ia

concentración de CH¡CN. siendo mayor para PA que para BS. Ello conduce, en

términos generales. a que los errores que se producen en la calibración para PA sean

menores. por !a menor contribución que tienen las señales de BS. interfiriendo entonces

en un menor grado. El valor de |l- también se incrementa. aumentcndo de esta lbrma la

etlciencia de la columna. además los valores cie N son mavores para PA que para BS. En

Respuesta BS PA

rmsecv o

pg mL-t
rmsep

pg ml--r
rmsecv

¡rg rrr L-r

rmsep

¡rg mL-l

Area 131 87 122

.{ltura 90 108 84 124

Áre¡ 'D ¡náx 94 91 95 138

Area 'D mín B4 88 71 71

.{ltr¡ra rD máx o, '101 90 128

Altura'D min 75 79 100

r.aio¡es de nnsecr.
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la figura 5 se obsenan los cromatogramas superpuestos para los productos de

degradación puros en las distintas composiciones. Así. al disminuir la concentración de

CH¡CN se produce un deterioro en la calidad de Ios datos cromatográficos

especialmente cuando se consideran las áreas. Estos electos también se ven en la

anterior figura 4 (a). En ésta, la eficiencia en la separación cromatográlica se propaga a

la primera derivada dei cromatograma. observando que aun cuando haya una mejor

separación de los compuestos al emplear una fase más polar. el cromatograma derivado

presenta una menor definición. io que impedirá realizar una buena integración de

señales.

a calculados para los producros de deeradación puros a partir de ia esuación 3
b caiculados para los producros de desradación puros a panir de la er-uación 6

Tabla l9: Número de plaros teóricos (N) v absortividad molar (e) para los productos dc
en ias ciistintas ones

Composición

CH3Cli:lllO

e " )[-' cm

PA BS PA as

53:Ji l-i{9 :090 8qq 3115

50:50 t+16 l0i 0 8-;7 , -.0

{5:55 22tt t7t7 '7 60 6raj
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AA
0,004

0,003

0,c04

0,003

0,001

0,000

0,002

0,00r

0,000

-_ CH¡CNrH,O=a5:55

' CH¡CN]H:O=53:47

-CHTCNTH^O=50:50

Figura 5: Cromatogramas originales cie los compuestos pulos en las tres composiciones
de fase móvil

Con el fin de establecer de nreior lorma la influencia de Ia interferencia cn la prediccitín

de los valores de concentración de ambos analitos conjuntamente se calcularon ios

excesos de calibración (EC) a partir de la ecuación 12. Las respuestas seleccionadas para

calcular los EC fuercn aqueilas que presentaban los menores valores de rmsep. se

empleó ei modelo I de calibración. h¡ndamentaimente porque éste da cuenta en lon¡a

exacta de los ertoles. Pala PA éstos fireron ár'ea" altura. altura lD nráx y ár'ea 
I D nráx ¡,

para BS fueron área" altura. altura lD mín .r- área 1D mín. Luego se lormaron ios pares de

respuestas resultando cuatro de ésias por composición. ejernplos de eilo son: ár'ee 'D

rnín de PA.v árealD máx de BS. área de PA.v área de BS. Se calculó tanto el exceso de

caiibración agregadc (ECa) ccmo el excesc de calibración encontracio iECe).

interpoiando en las correspond ientes cLrn'as de calibración las resprr..stas prorenieirter
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de las mezclas. El exceso de calibración puede alcanzar valores positivos o negativos

dependiendo de la proporción de PA:BS. esto tomando como referencia al primer

compuesto eluído en la mezcla. luego. si la cantidad de PA>BS se obtienen EC

positivos, si PA<BS se obtienen EC negativos y en tomo a 0 cuando ia relación es

PA:BS es aproximadamente 1:1. Los EC agregados variaron entre -33 y 33% en el

intervalo de relaciones PA:BS 2:l y l:2. respectivanrente. Luego sé graficó ECa versus

ECe en cada una de las calibraciones ensavadas siendo posible obsen'ar cual de eilas

presenta una mejor habilidad de predicción, Si ésta es buena, la recta de regresión tendrá

ordenada en el origen cero y una pendiente y un coeficiente de correlación l. Para

comprobar la presencia de errores sistemáticos se puede emplear un test de signiticancia

individual para la pendiente y ia ordenada en el origen, considerancjo corno hipótesis

nula H6 0r=l l' 0o=0, respectivamente. Sin embargo, considerar éstas pruebas de

hipótesis independientemente podría conllevar a conclusiones erróneas. debido a que no

tienen en cuenta la fuefte correlación negati.,,a que existe etrtre es¡os dos parámetros

cuando han sido calcuiados por mínimos cuadlados. situación que ha sido descrita ¡,

discutida en la literatura. Para hacer la cornparación considerando es¡a obsenación. se

construve una resión de contlanza conjunta para la pendiente v la orde¡lada en el orisen

a un nivei de significancia cr. Esta está desclita por una L.lipse trbicada en un plano. cura

ordenada corresponde a los vaiores de pendiente v Ia abscisa a Ios Ce la rtrdenada en el

origen. Los iímites de ia eiipse están detenninados por la magnitiid de los errores

experimentales ¡. el glado de confianza elegido. Sr: asutlte que el ntodelo de caiibració¡t

está libre de erroles sistenláticos si el purrto (Br- l. p,r-0) vace denlro .l¿ los límiLcs de I:t
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elipse (Hunter, J. S., 1981). La aplicación de este test a un nivel de significancia ct=O,05

dejó en evidencia que cuando existe un solapamiento severo el punto (0.1) está fuera de

la región de confianza para todos los modelos de calibración univariable estudiados

detectándose importanles errores sistemáticos que afectan ia exactitud. existiendo

diferencias significativas entre las concentraciones agregadas y los valores teóricos

esperados de ésta. En la situación intermedia sólo se detectaron errores sistemáticos en

los modelos construidos con áreas y alturas provenientes del cromatograma original. En

dicho caso los enores aleatorios resultaron de menor mag¡itud para la pendiente.

ordenada en el origen y regresión. por lo que la región de confianza descrita por la elipse

es más estrecha. En Ia condición de solaparriento leve todos los sistemas de caiibración

se encuentran en Ia regiórr de confianza conjunta. En las tabias 20. 2l 1' 22 se iesunlen

los datos estadisticos para el ECi en cada una de las composiciones estudiadas. De 
"'sle

estudio se puede concluir en tbrma ntás exacta respecto de la intluencia üe la

interferencia que ejerce la presencia de un compuesto en plesencir del otro cuanrlc, :e

trabaja soble ia base Ce calibraciones con las respuestas individuales.

Tabia 20: Datos estaciísticos para los excesos en las c¿iibr¿rciones cie los productos r.le

ión. Co ón Cii,C\:ll-C i3:.17
Respuesta bisb alSl S .,r

i'¡l,;)

I .-il I 
= 

0. !69 3.9-l : 3.-i I 9-+.-<6 ó.i

.{ito rrs 0.7J7 r 0.0:9 ll.r,r-i - 0.50 qqlt rir
i

Arc¡s'D 0.7i6 ¡ 0.061 I 1.661 t.:i 97.,i1 l.l I

.aliür':i§'D (-18.ir) i.g.)



ol1. cton :rizO 50:5t)
Respuesta btsb a-lS, r

("/")

Sv'

Areas 1.0'77 L0.025 7,16 r 0,60 e9.83 t,69

.{ ltu ras 0.941 t 0,001 2.1I r 0,19 99.96 0.53

Áreas'D rlQOl+AA7Á 3,75 r 1,78 Ai QR §0¿

Alturas'D 0,955 i 0,037 l,l7 r 0,88 99,r 0 2.48
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Tabla 21: Datos estadísticos para los excesos en las calibraciones tie los productos de

50:

Tabla 22: Datos estadisticos para los excesos en ias calitrraciones de los productos de
on, :F 45:5 5

Respuesta btsb atS! r

í"/,\

sr4

Areás 0.973 10_02 1.25 t 0.52 99,69 1,47

Altnras 0,989:t 0,02 -0.02 i 0.37 99.85 1,05

Áreas'D 1,030 I c,03 0,674 + 1.87 95,5 s 5.3 0

Altur¿s'D 1.002 r 0,05 -0,064 r l, r3 98,65 1 to

Aplicación de un modelo multivariado PCR

De todos los estudios de calibración realizados a parth del uso de modelos univarjrados

se observó que las variables de respuesta empleadas individualmente no dan cuenta de la

concenkación real del analito cuando se encuentra en presencia del otro analito

interferente, excepto para PA al usar la altura y la altura tD má" y árealD máx, cuando

e1 grado de solapamiento es severo. Por otra parte, el empleo de la combinación en pares

de las mejores Íespuestas para cada analito par-a la evali¡ación de errores (EC) permite

señalar que no es posible 1a determinación cromatográfica conjunta de 1os dos analitos

en solapamiento scvero, en ausencia de errores sistemáticos. Teniendo en cuenta los
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antecedentes logrados en las experiencias anteriores se procedió a aplicar el modelo

multivariado de calibración PCR, en la condición más severa e intermedia de

interferencia. ampliando el número de experimentos y ampliando la relación entre

ambos analitos" con el fin de construir un mejor modelo de calibración y extender su

posibilidad de aplicación a un mayor número de situaciones de grado de solapamiento.

En la tabla 23 se muestran los índices de separación de picos (R) para las mezclas de

ambos productos en los cromatogramas.

Para PA ei valor R varió entre 69-89 % y 3I-71 %; para BS varió entre 28-86 % y 7-69

% en 53 y 50 % de CH3CN, respectivamente. En la condición más severa se produjo una

interf'erencia total en las mezclas il y 4l que corresponden a relaciones PA:BS 3:1 y

4:1.

Con el diseño experimental 5r ensayado en lorma completa se volvieron a constrúir

curvas de calibración univariables siguiendo el criterio del modelo I de calibración

(cada compuesto por separado). con eilo se podría concluir acerca de la posibiiidad de

aplicar éstos en condiciones más extremas de combinación de concentraciones de los

analitos. Sobre estas culvas. se inteqrolaron Ias respuestas obtenidas de los lestantes

puntos del diseño (mezclas) considerándose para PA las siguientes señales: área. altura.

altura rD máx -v área rD máx y'para BS: área. altura. altura 1D mín y área 1D 
rr,ín.

Las mismas respuestas t-ueron empleadas en Ia aplicación del modelo multivariado PCR

conjuntamente- como variabies dependienres. Las variables independientes

correspondieron a las concentraciones de PA y BS; en este caso se conslru-"-ó la matriz

de calibración contemplando las concentraciones de Ias l6 mezclas. Tal matriz

corresponde a un mr>delo de calibración qLre considera combinaciones lineales entre las
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variables seleccionadas y un número definido de componentes principales. éstos fueron

uno y dos componentes sugeridos por el progama estadístico The Unscrambler 8,0.

Una vez construidos los modelos éstos se compararon graficando la concentración

agregada del analito versus la concentración encontrada en las dos composiciones de

f'ase móvil. empleando las l6 mezclas para los modelos univariables como muestras y en

el caso del modelo multivariado se emplearon las mismas que a su vez sirvieron para

construir el modelo de calibración. Estos resultados se resumen en las tablas 24 v 25.

Tabla 23: Porcentaje de resolución de los productos de degradación en distintas
de fase móvil

Erperimento

53247 50:50

PA: BSR PA O/" RBS% RPA% R BS '/.
l,,l -i2 69 ó9 86 I: -l

13 l9 63 72 8i l:i
1l 45 5i 75 78 l:2 .

l1 58 30 8l 65 l: I

21 l6 .i4 73 '11 1:2

2.3 51 .ll '?6 77 2: i
6l 36 79 6.r l:l

21 i1 E ü+ 1'¡ l:l
_1.1 40 78 ,10 3r -l

59 3l 19 6.1 l: I

32 66 l8 E] 54 3: l
31 86 29 3: l

-t4 57 l0 80 6-_i 1il
-13 66 :.r 82 i9 4: -1

ll ,11 85 l8 2:l
ll 89 .l: I

* Señales totalmente solapadas
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Tabla 24: Datos estadísticos para las distintas modelos en la composición CH:CN:H:O
53:47

a conesponde ,A.rea 'D máxima para PA y Area'D mínima para BS
b corresponde Altura rD máxima para PA y Altura rD mínimo para BS
c PCIR construido con un componente principal
d PCR construido con dos componentes principales

Tabla 25: Datos estadísticos para las distintas modelos en la composición CH;CN:H:O
50:50
Respuesta P-A BS

b r_ b a f'

.{rea t.0l -0.0427 0,9988 1.0299 0.0-105 0.998 7

{ltu ra r.0i75 -0.0182 0.9995 I .0009 0.0-:02 0.9994

Area'D 0.961 7 0.0.116 0.9959 1.026_i -0.0113 0.98.16

Altura rD b
1.02'1.1 -0,0296 0.9988 I .0072 0.0045 0.996.r

PCR I " 0,999r 0.00r 3 n ooo, 0,9989 0,0016 0,999

PCR 2 1.0002 0,00 r 0,9987 0,9981 0.00r 0.9q82

Area f) máxima P D mínimaa corresponde .Area D máxima para PA y Area 'D mínima para BS
b corresponde Altura rD máxima para P.A y Altura rD mínimo para BS
c PCR construido con un componente principal
d PCR construido con dos compo¡entes principales

Para todos las respuestas ensa),'adas se obtienen coeficientes de deten¡inación (r':)

>0.9954 y >0.9925 para PA y BS respectivamenre. éstos valores son superiores en la

Respuesta PA BS

b a
').r b a rl

.A.rea 1,0496 0,9954 i,055 8 -0,0201 o qq17

Altura 1.0208 -0,0133 0,9996 1,007,1 0.0719 0.9966

.A.rea rD I,0362 -0,0303 0,9914 0.9584 0,I585 0.9838

Altura 'D 
b 1,0362 -0,0162 n qqq, 0,986.1 0,0893 0,9951

PCRI. 0.9987 0.0018 0.9988 0,9953 0.0073 0,9952

PCR 2d 0,998s 0,003 0,99',77 r) qqs i 0,0054 0,9925

D rnáxima oara P \ y Area 'D rnrnima
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condición de solapamiento intermedia, indicando que existe una alta relación entre los

valores agregados y los teóricos calculados a partir de las curvas de calibración

individuales. La inspección de éstos resultados deja también en evidencia la bondad de

los modelos PC-R. para los que se presentan los valores de pendiente y ordenada en el

origen más cercanos a I y 0, respectivamente. El modelo con dos componentes

principales no produce mejores resuitadosi puesto que no todos los componentes

principales contienen la misma información y los primeros son los que describen la

mayor variación en los datos, que se asocia a la información mas relevante. mientras que

los últimos describen variaciones en los datos que pueden ser debidas a ruido o error

experimental. o a un sobre-ajuste del modelo y pueden ser descartados (Blanco y col.,

r 994).

Para los distintos modelos de calibración se calcularon los valores de predicción de

errores rmsep y para ello se utilizó Ia matriz de validación. Esta consistía en cinco

mezclas que no correspondían a ningún punto del diseño pero estaban comprendidas

entre los límites de éste (tabla 26).

De los errores de predicción para los modelos univariables obsenamos que pala las

áreas v alturas los valores de rmsep aumentan al doble al aumentar el solaparriento en

ambos productos de degradación. las restantes respuestas no presentan una tendencia

definida -v deben ser analizadas para cada analito y composición en particular: es así

como para PA las repuestas provenientes del cromatoqrama derivado presentan rmsep

pequeños (rmsep=0.01.1 ¡Lg ml-l altura ID máximo. rnrsep= 0.019 ¡rg mL-' área lD

máxima) e inferiores a las respuestas no derivadas (rmsep=9.653 ¡rg mL'l área- rmsep:
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0.051 ¡rg mL-1 altura) cuando el solapamiento entre los picos es severo, en cambio

cuando el solapamiento es menor. las diferencias en los enores rmsep tanto de las

repuestas originales y las derivadas se homogeneizan (rmsep en tomo a 0,03 pg ml--r)'

Para BS los errores rmsep siguen las mismas tendencias para las respuestas originales y

derivadas siendo éstas últimas inferiores. pero superiores a las obtenidas para PA en

todas las composiciones estudiadas.

Con respecto al modelo PCR l. para PA los valores de predicción de errores son 0.027

¡rg ml--l y pam BS 0,028 pg ml-r en la condición intermedia de solapamiento. En la

condición más severa. como era de esperar. los errores de predicción aumentan para BS

(rmsep=0,047 pg mL-¡), pero éste aumento es significativamente inf'erior a los

observados en las restantes modelos de calibración. Para PA Ia tendencia es la opuesta.

validación

rmsep x lu llg
b corresponde área rD rnáx para P.A. y área 

rD rnin para BS
c comesponde altura rD máx para PA y altura 1D mín para BS

También f'ueron calculados los excesos para los distintas modelos de calibración

ensayados en el diseño experimental 5: y se les aplicó el test conjunto de la pendiente y

la ordenada en el origen (a=0,05). Cuando existe un solapamiento severo el punto (0.1)

abla 26: errores de ambos analitos en Ia matriz de
Respuestr¡ 50:50

CH3C\: H¡O

53:.17

CH3C\:H1O

PA, BS" PA" BS,

Area 25 64 58 138

-{ltura 24 to 51

.\rea 'D 
o 30 '1 13 29 75

-.Lltura 'D " 37 40 14 58

PCR I 27 28

vaiores de rmsep x mL
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está fuera de la región de confianza para todos los modelos de calibración concordando

con los resultados encontrados en los estudios anteriores, en cambio en los modelos de

calibración multivariados (PCR I y PCR 2) el punto (0,1) se encuentra dentro de [a

región de confianza. Cuando el solapamiento es intermedio no se detectaron elrores

sistemáticos. En las tablas 27 y 28 se observan los parámetros estadísticos de los excesos

para las distintas metodologías de calibración. En la figura 6 se observan los gráficos de

los excesos y un "zoom" en torno al punto (0,0) en la condición más severa de

solapamiento, para las áreas, áreas derivadas y para el modelo multivariado PCR 1. En

estos gráficos se observa que existen desplazamientos en el sentido negativo de la curva

de aj uste de los excesos experimentales (ECa, exceso de calibración agregado versus

ECe. exceso de calibración encontrado, curva de color azul) con respecto de la curva de

ajuste de los excesos teóricos de pendiente I y ordenada en el origen 0 (curva de color

naranjo) para ambos modelos univariables: para el modelo construido con áreas. el

desplazamiento a lo largo de la curva de ajuste experimental. es mayor según aumenta la

cantidad de BS en la mezcla. indicando que la cantidad estimada por dicho modelo es

menor a la agregada en la mezcla. con lo que se obtiene un exceso de calibración

también menor al esperado (esto se observa en el primer cuadrante del plano canesiano)

v desplazamientos de todos los puntos en torno a (0.0) en el mismo sentido. En cambio

para el modelo del área derivada. esta tendencia es opuesta, pero con desplazamienlos en

tomo a (0.0) mucho mavores v con una menor precisión en el cálculo de la curva de

ajuste. Para el modelo PL'R I no se observan dilerencias significativas entre la curva de

ajuste experimental y la teórica de exceso, adcmás con mínimos desplazamientos en
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tomo al punto (0,0), concordando de esta manera con los resultados del test conjunto de

pendiente y ordenada en el origen.

Tabla 27: Datos estadísticos para los e§cesos en las calibraciones de los productos de

Clt.CN:H.O 50:50
Respuesta btsb atS" f

(%)

S,,

Area I,01r 0.01 -3.67 l:0.29 99,89 i,l8

Altura 0,98 t 0.01 1,10 :r 0.16 99.t)7 0,6s

Áreas 'D 0,961 0.03 -0.7.1 i 0.98 98,',71 3,9 r

Alturas'D 0. 9 t 0,01 -0.54 i 0,29 99.S9 t.t7

PCi I 1.00 t 0.0t 0.05 i 0.29 99,90 l,l5

PCR 2. 1.00 t 0.01 0,15 t 0,3E 99.3:

Tabla 28: Datos estadísticos para los excesos en las caiibraciones de los productos de

ción CH¡CN:l 5lr4
Rcspuesta bl:Sb a:lSo r_

(%)

s ,r.'

Area r,09 10.02 - r.66 i 0.0ó 99.60 1.06

Altura 0^9-§ i 0.01 .3.00 r 0,1 9 99.94 0.66

AlturastD 0.97 i 0.01 -3.C8 r 0.6 t 99.15 2. t5

Alturas 'l) 0.97 10,02 -3.03 t 0,61 99.51 2.r5

PCR 1 0.99 t 0.02 -0,1310.55 99,58 1,9{

PCR 2 0-9910.02 -0,08r 0,69 2,J6
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3.3 Parámetros de calidad analítica para Ia separación en gradiente de MBS' PA y

BS

Para los estudios posteriores de los métodos de extracción se optó por emplear una

columna Zorba.r SB-C3, 80 "A. 4,6 x 1 50 mm. tamaño de partícula 5 mm por su

estabilidad frente a pH extremos. sus especihcaciones en relación con la posibilidad de

separar con gran eficiencia compuestos de carácter básico, como es el caso de PA. y

lograr la separación de ios tres compuestos en corto dempo. La separación

cromatográfica obtenida por medio de elución en gradiente entregó una metodologia

analítica selectiva para lvÍBS y sus productos de degradación. estando ausentes las

interferencias debidas a otras especies contenidas en la matriz de la muestra. siendo el

tiempo de análisis de cada una de las muestm de diez minutos (incluyendo el tiempo de

estabilización para la siguiente inyeccitin). Los tiempos de retención para PA, BS y

MBS fueron 1"76: 2.71 y 6.6i minutos. respectivamente. En Ia Figura 7. se muestran los

cromatogramas ol'tenidos a 231p y 26.1.9 nm. comespondientes a los r¡áximos de NÍBS

y PA. El máximo de BS es 234.9 nrn. optándose por la elección del máximo de lvÍBS

para la obtención de la mejor sensibiiidad.

Los parámetros de c¿lidad analítica se observan en las tablas 29.30 r i1 para PA. BS y

lvfBS. respectivamente. La cuantiiicación de PA y NIBS es posible a las clos longitudes

de onda.23.l.9 nm r. 16¡{.9 nrr mientras que BS sólo es cuantiñcable a 2-1J.9 nrrr. Pa¡a

PA a 234.9 nm los valores de LOD. LOQ v sensibilidad analítica son aproximadamente

un tercio de los valores de éstos parámetros obtenidos a 264,9 nm; además la linealidad.

el coet'icieute de ccrrclación ¡,, deternrinación scn superiores en esta última longitud de
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onda. En cambio para lV{BS los parán.retros de calidad analítica son superiores a 234.9

0,010

10 min

Figura 7: Separación de P§. BS y lvlBS por eiución en qradiente (ver sección l.l.-i):
7,.=23.1"9 i'264.9 nm. toiios ios analitos al nivcl de concentración Jr'I ¡rg mL-r. Eic d..'Ia
ordenada coresponde al tiempo en minutos y el eje iie la abcisa a la absorbancia en

mUA

Para BS los parámetros de calidad analítica están en el orden de magnitud. pero

levemente ini-eriores a los obtenidos para PA a 264.9 rur. En la ligura ll. se obsenan

las cLrn'as rlo calibración en el rntervalo de concentraciones 0-l Lr{¡ mL-l v cunas dc

a
m

i = 234.9 nm

I = 264.9 nm
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calibración en el intervalo 0-0,2 gg ml--l para cada uno de los analitos, eo 234,9 y 264,9

nm. Del análisis de resuhados es posible respuestas instrumentales lineales con r2

superiores al 99,90 o/o en el intervalo de concentraciones estudiadas. Para los estudios

posteriores en este trabajo se seleccionó como método de separación la elución en

gradiente 8 ver secci y )"= 234,9 nm, pues permite detectar y cuantificar todos los

ana.litos en cuestión con buenos pa-r¿ímetros de calidad analitica.

T abla29: Parámetros de calidad analíti Pirimidinamina
Parámetro PA

).=l.ll.9 tr=264.9

b 156 (¡rg-t nrl-) 18i70 l: 97 108.16 r 97

a:S,, -868 
= 

99 -226 ! | l6

S"i i0i t -s6

LoD (pg mL-') x l0'r 21.2 8.i 5

LoQ (ug ml--r) x l0l 90.6 17 .8

r 0.99,r8 0.99q9

r'(%) 99.96 99.98

s.a 1pg mL r¡ xlo-r

Linealidxd ('l¿,) 99.Ji 99.i2
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Tabla 30: Parámetros de calidad analítica

bt S¡ (prg' mL)

LOD (¡rg mL-') xl

LOQ (¡rg mL-') x 1

s.a (¡rg mL ') x I

Tabla 3 l: Parámetros de calidad analíti Metil bensulfiron

Parámetro
[IBS

i:23.1.9 ).=26t.9

bi Sb (Ug'l mL) 31483 I 170 8219 t 69

at S" 6il r 130 l4t 1 75

Sv. ,i -i I 2t9

LoD (pg ml--r) x l0-l ?:.9 t9

LOQ (pg ml'r) x l0-3 7tí.5 il0

r 0.99e3 0"9995

r'(%) 99.9ó q9.90

s.a (lLg mL'r) x l0-r 8.r6 H.1

LinealidaC ('%) 99.J6 99. t5

Bencilsullonamida

Paránetro
BS

¡,=234,9

24536 r 64

at S" 529 r 63

Svr 192

7.05

r 0.9999

t' (./") 99,98

)§J

L¡nealidad (70) 99;7 4
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Calibracion PA 0-0.2 ug/ml
10000

8000

6000

4000

2000

o234.9 nm

D264.9 nm

0,1 ug/ml 0,2

Calibración PA 0-2 ug/rd

1 ].],gltil 2

10000

8000

6000

4000

2000

30
& 1 ugtml 2 3

Calibración BS 0-2 ug/ml

4000

3000

2000

1000

1 ug/ml 2

Figura 8: Curvas de calibración para PA, MBS a234,9 y 264,9 nm y BS a234,9 nm, en

los rangos de 0-2 y 0-0,2 pg ml-'r para cada analito, respectivamente

o 234.9

n 264.9 nm

Calibracióñ N4BS 0-0.2 ug/ml

40000

30000

20000

10000

303 or
9oS o 0.1 uo/mt 0.2 0.3

O234.9 nm

tr264.9 nm 2OOOO

Ca¡ibración BS 0-0.2 ug/ml
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3.4 Desarrollo de sistemas de extracción del MBS

Estudios preliminares. Isotermas de adsorcién y comportamiento de hidrólisis

a) Isotermas de adsorción

Para los tres suelos estudiados se obtuvieron Ias isotermas de adsorción para MBS

(Figura 9), éstas se ajustaron a la ecuación de Freundlich con valores de >0,9943' De

los valores de Kr se deduce que la capacidad de adsorción sigue el orden

TEIV{>QLT>PCR" coincidiendo con los valores de CIC y área superficial. siendo mayor

la adsorción para el suelo alofiinico (TEM) con un promedio de 8,8 % de MBS presente

en la solución de equilibrio; para los otros suelos estas cantidades son superiores: QLT

28-9 % y PCR 55.3 %. En Ia tabla 32 se muestran los valores de K1'. l/n y coeficientes

de determinación. respectivamcnte.

Las isotemras de adsolción obtenidas para ios suelos TEM y PCR conesponden a

isotemas tipo C segírn Ia clasificación de Giles y col. (Giles y col., 1960). con valores

de l,/n cercanos a 1- para las que se asume un mecanismo de panición según el cual la

molécu1a adsorbida es distribuida entre la fase intelfacial y la solución en equilibtio sin

un enlace especifico entre el adsorbato y el adsorbente. la liacción de sitios libres de

Tabla 32: Constante de Freundlich (K¡y lrir). coel-lcientes de correlación (r). K¿ y Kor'r

Ia adsorción de l\4BS
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adsorbente no decrece al aumentar la conCentración de adsorbato. lucgo la cantidad

adsorbida (vrn.¡ y la concentración de equilibrio (Ceq) siguen una relación lineal. Para el

suelo QLT se obtuvo una isoterma tipo f con una pendiente l/n<1. este tipo de isoteara

se caracterjza porque la pendiente dc curva disminuye al aumentar la coneentración; se

asume que hav una saturación de los sitios de adsorción. Tal comportamiento de

adsorción puede ser explicado por una alta afinidad del adsorbente por el adsorbato a

bajas concentraciones, [a cual disminuye cuando aumenta la concentración.

lsdeÍnG de aclsorc¡on

5-
a y = 24 689x0 

e8e6

4 #: 0 994s

r QLT

^ PCR

0.4
Ceq (ug /ml)

Figrrra 9: lsotermas de adsorción para los suelos PCR, QLT y TElv't

Ki representa adsorción a bajas concentraciones de equilibrio del absorbato (1¡rg mL-l),

y valores de 1/n<1 tienen un notable impacto en el coeficiente de distril¡ución Ka

(K¿:Cs/Ce) haciéndolo dependiente de la concentración de equilibrio y obteniéndose

valores de éste cada vcz menorcs al aumentar la concentración. Para el suelo QL'l'

( l/n-0,81) los valores de K¿ fueron obtenidos como Lln promedio de la relación.

IreH,l
)

cD2 ,, B" o

x- a

v = 4 4O66Xc 8'37

a'- Fl'= 0.9991  

R'?= 0.9978

r t, a.
r

6 1-.
0

¡l
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Para determinar la contribución del contenido de materia orgiínica (MO) en el proceso

de adsorción ftreron obtenidos los valores de Kor¡ (Koru:Kd/ 9'oMOx 100) para cada

suelo. Los valores de KoM obtenidos para el suelo TEM (KoM=117 cmig-r) en

comparación con los suelos PCR (Koy=124 cm3g-') y'QLT (Kor,r:l38 cmig-r) muestran

que la contribución de la fracción orgrinica al proceso de adsorción es alta en todos los

suelos estudiados.

Las s¡,rlfonilureas son ácidos débiles (pKa:5,2 para IvfBS) que exhiben una limitada

afinidad por algunos minerales de carácter básico (como la caolinita. sílica gel y

alúmina) y se ha descrito previamente una gran afinidad por superficies ácidas (como la

bentonita) para clorsulfuron (Shea. 1986) y'primisulfuron (Ukraincz¡rk y Ajwa.1996).

Cua¡do el pH de la solución del suelo sea mayor que el pKa predominará la forma

aniónica sobre la molecular. es el caso de los suelos QLT y PCR, la especie aniónica

debiera ser repeiida por las superficies del suelo carsadas negatil,amente, sin embargo de

acuerdo a ios datos obtenidos pareciera tener gran relevancia la adsorción del compuesto

por la materia orgánica. fundamentalmente a trar,és de puentes de H o t'uerzas de van der

Waals.

Tomando err consideraciórr ia baja solubiliriad del iv{BS en agua i30 nrg L'r 1pH 7. 15

"C), rn tiempo de vida ¡redia en suelos de i5 días. una estabilidad de hidrolisis DTy¡ de

143 días (Roberts. 1998) v r.alores de K¡6 (K6t1x I .721) >200 para Ios suelos en estudio.

indican que el potencial de lixiviación (Cchen ¡- col..l984) será moderado para los

suelos PCR )' QLT y bajo pata TEIv{.
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b) Influencia de la temperatura y el pH sobre I¿ hidrélisis de MBS en medio

HzO/CH¡CN

El objetivo de estos experimentos previos fue comprobar la posible de$adación de MBS

bajo condiciones similares a las que se presentarían en el estudio de los métodos de

extracción. El efecto de la humedad de las muestras de suelos sobre las recuperaciones

de dif'erentes clases de compuestos orgánicos mediante MASE ha sido descrito y por ello

es un parámetro frecuentemente optirrizado. Consecuentemente. la adición de agua a

muestras de suelo previamente secadas, con el objetivo de normalizar el contenido de

humedad. generará dif'erentes condiciones de pH, en función de las propiedades del

suelo. lo que podría afectar el comportamiento de degradación del herbicida durante el

proceso de extracción. Por otra parte es reconocido el hecho de que NÍBS es susceptible

a la hidrólisis ¡, ésta es dependiente del pH y la temperatura. Por ello se definieron las

condiciones lÍmites de tiempo, temperatura y pH que aseguraran la ausencia de

degradación durante el proceso de extracción.

Los resultados de los experimentos tomando en consideración estos parámetros son

mostrados en la tabla 3-1. A fin de obrener resultados comparables. ellos son expresados

como porcentaje de rec,.lperación con respecto a la señal de MBS en soluciones

incubadas a pH 5. 25 oC y 5 minuros. Se obtuvieron buenas recuperaciones con valores

>95 o/o a 25 ¡, 50 'C. sin evidencia cromatográfica de degradación. A 75 "C. los vaiores

son signiticativamente más bajos en todos los pH y palticularmente a n'layores tiempos

de incubación íFigura 10). Esla tendencia es también obsenada en Ia temperatura mas

alta de este estudio. sin ernbargo. la desaparición es mucho más intensa al considerar
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éstas condiciones y deben considerarse para una apropiada extracción de MBS desde los

suelos.

En la solución del suelo existen pH intermedios, de los cuales son representativos los

valores 4.8 y 6,9: donde en general se producen las mejores recuperaciones. De acuerdo

a 1os resultados se seleccionó la temperatura 60 oC. la que permitiría estudiar tiempos de

extfacción de hasta 10 minutos.

Tabla 33: Porcentajes de recuperación de MBS en soluciones acuosas-CH;CN a varios
H

Se han señalado aumentos de la reactividad de IvIBS con la disminución del pl:l para

este herbicida. La constante de velocidad de liidrólisis obtenida a pH 4 y- '{0'C es 2-5 y

4.5 veces mas grande que a pH 7 y 10 a la misma temperatr-lra. respectivamente (Berger

v Wolf.l996¡. El efecto de la temperatura para la catálisis ácida también ha sido

descrito. la constante de veiocidad a.i0 "C es 18 veces nrás gmnde que la obtenida a 22

"C. MBS es descrito como una sulfonilurea hidroiizable en ei enlace sulfonilo como

consecuencia de la carga positiva del carbono del grupo carbonílico. La figura i I

muestra crornatogramas obtenidos en los experimentos de hidrólisis en el tiempo de

incubación de 10 r¡inutos a 2-5 y'90 oC. En los análisis se obtuvo valores de pureza e

igualación de espectros apropiados. Llando picos espectralmente homogéneos para IvfBS

pH 50"c 75'C 90"c

f, mtn l0 min :! mln l0 min ! mlfl l0 min ! mrn l0 min

3.1
9',7 .3 91 .2 91.2 95.9 84,'.l 11,6 -<2.7

.1.8
r00.0 99.7 97.i 96.6 a¿1 '76.8 't6.t 3 5.5

6.9
99.0 98.s 96..1 s5.7 9.1.8 8 t.5 66.3 31.3

9.{
98.5 9t'.2 98.1 96.6 91.9 90.5 .r7.1
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y sus productos de degradación (cuando son observados), a excepción de PA a pH 3,1,

donde existe evidencia espectral de un compuesto coeluyente.

- tnnuencia oe ta temperattrra.r, f" r"-p"o"¡ó. oá

70

50

30

25 50 75

Temperatura oC

c0

'o

É

100

Influencia de la temperatura en la recuperacion de

s90
co

.5 zo,o

§

350
É

l\¡BS a diferentes pH, 5 m¡nutos

-,o 4,8

a 6,9

MBS a diferentes pH, 10 m¡nutos

u 3.1

o 4.8

a 6.9

l- t.

50 75
Temperatura oC

Figura l0: Efecto de la temperatura, tiempo y pH en la hidrólisis de MBS

En estas condiciones experimentales un vía de degradación más compleja es observada.

l,a ruptura del enlace sulfbnilurea seguido por una ciclación secundaria de la BS a IH-

2, 3-benzothiazin-4 (3H)-one 2,2-dioxidel ha sido descrita (Berger y Wolfe, 1996). La

misma vía de degradación bajo condiciones ácidas y básicas ha sido observada pala

distintas sulfbnilureas. formándose sacarina (Smith. 1993). La ruptura del anillo de PA

-. 

':i:.:,, 
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ó
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también ha sido señalada bajo condiciones ácidas de pH. A pH 9,.+ y 90 'C se observó

una gran disipación sin una significativa detección de los productos de degradación.

probablemente ambos experimentan una descomposición consecutiva a ésta temperatura.

La transformación de BS por ciclación es muy dependiente del pH" por ejemplo. casi

inmediata a pH 10. veranexo 1(Sabadie, 1997).

90oC pH 6.9
0,006

0,004

0,002

0,0c0

0246
90oC pH 9.4

0,004

0,002

0.000

0,006

0.004

c.002

c.000

0,006

0.004

0.002

68
(min)

Figura i I : Ciomatogramas obtenidos para la incubación a pHs 3.1 : 6.9 y 9.4 ¡* dos
ternperatr-iras 25 y 90"C. IvIBS:iV{etilbensultirron. PA=Pirimidinarninal
BS=Bencilsuifbnamida Eje de ia ordenada corresponde al tiempo en minutos y el eje de
la abcisa a la absorbancia en mUA

25'C pH 6.9
0.006

02468
90oC pH 3.1
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l) Ertracción de MBS por ultrasonido

. Optimización de parámetros

Screening factor

La tabla 34 muesÍa la matriz de resplresta para el diseño experimental screening f'actor y

la tabla 35 muestra los efectos de cada factor obtenidos del análisis estadístico ANOVA.

Tabla i,l: lv{atriz de del diserlo t'actor
E\perimento % Recuperación Experimento oZ Recuperación

I ,o:, l7 19.64

) 81.63 t8 8 r.36

3 85,91 l9

I 80,79 20 86,3 r

¡ 8i_6 2t

6 22 88.9 7

8.1.18 23" E -1.19

8 8 1.6-l 2.1"

9 l,< 80.t:

IO 8r.25 :ó 6i.06

ll 87. t3 2',7

t2 80.J6 :8 8 5.8

IJ ?9 73. gl

ll J+.UO JO {o nl

l5 ,16-42 JI 82.00

l6 8 5.76 32 7'7 .13

valores en duplicado
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Los porcentajes de recuperación de MBS fluctuaron entre un 67,06 y un 88,97 %

habiéndose estimado un error est¿índar a partir de los duplicados de un 2,43 %. Los

resultados encontrados se analizaron por análisis de vanarza (ANOVA) el que permitió

describir el sistema mediante un modelo lineal de primer orden. tal modelo aj ustado

explica un 79,23 % de la variabilidad y entrega un máximo operacional de 88,31 % en

la recuperación de NÍBS. A partir del análisis estadístico se obtienen los efectos

estimados de cada factor y de las interacciones. Es posible advertir que los factores

significativos fueron cuatro: cantidad de solvente (E), cantidad de muestra (C),

temperatura (A) y tipo de suelo (D), además de tres interacciones: AC (temperatura-

cantidad de muestra). AE (temperatura{antidad de solvente) y CD (cantidad de

muestra-tipo de suelo) a un n.ivel de signiticancia del 95 Yo. La significancia estadística

de cada efecto se obtiene comparando los cuadrados medios contra un estimado del error

experimental obteniendo los valores conespondientes de "p-value". Cuando éstob son

merloles que 0.05 el efecto ser'á signilicativo a un nivel de confianza de ul 95 9'0. En este

caso la hipótesis nuia es que el ei-ecto no es significativo y un menor valor de p-value es

mejor evidencia en confra de dicha hipótesis. En la tabla 35 se observan los factores y

las interacciones significativas obtenidas del análisis estadístico ANOVA y en la figura

12 en forma gráfica.

El factor cantidad de solvente fue muy significativo y su signo negativo indica que el

uso de una menor cantidad induciria a una mavor recuperación de lvfBS, tal ef-ecto puede

ser consecuencia de un mejor aprovechamiento de la energía de uitrasonido. También

tue muy signiticativo el t'actor cantiCad de muestra. pero su signo tue positivo.
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Tabla 35: Efectos de los factores obtenidos del an¿ílisis estadistico ANOVA y su

estadística
Factor Efecto p-value

(o= 0.05)

Signifirancia

Tipo de Suelo (D) -2,3256 0,0068 SignilicatiYo

Temperaturu (A) -2.8031 0,0011 Significativo

Cantidad de Solvente (E) -1.3719 0.0000 Significativo

Potercia (B) -0.6844 0.47 57 No Significativo

Cantidad de Muestra (C) 4,339¿f 0,0000 Significativo

AB 0.0294 0.972',7 No Sisnificativo

AC 2,1056 0,01,ú3 Significativo

.\D 0,9606 0.2635 No Signiticativo

AE -2,J956 0.0037 Significat¡Yo

BC 0.8869 0.i0t9 No Significativo

Bt) 0.7494 \o Sisnificatiro

BE t.033 I 0.105 3 No Signiticativo

CD - r,9r 1.1 0,0259 Signil'icativo

0.0169 0.9ó58 No Signiticativo

DE -0.0156 0.0817 Nü SigniÍicatiYo
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Gráfico Estandarizado de Pareto

E:cantsolv
C :cantmuestra

A:T

l2: Efectos significativos para el diseño de screening fhctor

De acuerdo a los datos obtenidos se optó por emplear en las siguientes pruebas 5 mL de

solvente. Respecto al suelo, se eligió aquel con mayor contenido de materia orgánica

para tenerlo como base para una posible optimización, debido al posible efecto negativo

de este factor sobre la recuperación, este comportamiento además es consecuente con la

capacidad de adsorción de los suelos con mayor contenido de materia orgánica,

demostrada en las experiencias de adsorción. Aunque la potencia no resultó un factor

significativo, su efecto podría estar confundido y por ello se optó por estudiar un

intervalo hacia los valores mayores; con respecto a las cantidades de muestra se

estudiaron los valores 1.2 y 3 g debido a Ia pequeña cantidad de solvente seleccionada.
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Finalmente, para el caso de la temperatura, se buscó establecer en el sentido de las

menores temperaturÍs. manteniendo como mínimo 40 'C. Así. el estudio basado en la

metodología de superticie de respuesta tuvo como sentido principalmente el de

conf,rrmar efectos. reduciendo el número de factores en juego, empleando la matriz de

mayor complejidad.

Metodología de superficie de respuesta

La tabla 36 muestra los factores y niveles codificados utilizados en el diseño de

optimización. La tabla 37 muestra la matiz de diseño experimentai aumentada con la

matriz de las respuestas observadas.

nivelesabla 36: Metodol de ede actores

Factor Sínrbolo

Nivel

I 0 +I

Temperatura (oC) C .10 _i0 60

Potencia 7 S 9

Cantidad de muestra (g) B I 2

La tabla 38 describe el análisis estadístico de la optimización instrumental mediante

ANOVA. Para la construcción del modeio matemático del sistema y la obtención de los

niveles óptimos. se deben considerar aquellos témrinos asociados a las interacciones de

segundo orden y los términos cuadráticos que sean significativos para el modelo. El

modelo lineal de segundo orden ajustado para obtener la superficie de respuesta

estimada fue:

R = §o +Z p,z,
,-l

+| §,,ti
¡= I
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Donde R es el % de recuperación de MBS. Pi son los paflímetros del modelo de los

factores individuales. p¡¡ son los parámetros de los términos cuadráticos, p¡ son los

parametros de los términos de las interacciones y e es un término que representa otras

fuentes de variabilidad, que incluyen efectos tales como mediciones de error en la

respuesta, fuentes de variación inherentes al sistema (ruido de tbndo), el efecto de otros

factores no considerados. etc. El tratamiento estadístico de e asume una distribución

normal. con ,¡aia¡zao2 y media p = 0. El coeficiente de determinación mostró que el

modelo explica un 57.98 oA dela variabilidad en Ia respuesta. Para probar la idoneidad

del modelo. se llevó a cabo el test de carencia de ajuste (Lack-of-fit) dando como

resultado un p-value menor que el nivel de significancia elegido (o=0.05). por lo tanto la

ecuación estimada no explica satisl'actoriamente los datos observados. Dado que en el

ANOVA se incluyó el test de la carencia de ajuste haciendo más sensibie el análisis, se

pudo discriminar la contribución de cada factor en la variabilidad de los datos. De

acuerdo a ello. resultaron significatir.cls nuevamente. Ia cantidad de muestra y la

temperatura en el mismo sentido descrito a través del diseño de screening factor. La

potencia resultó no significativa.

EI proceso de extracción asistido por energía de ultrasonido es básicamente un proceso

exotémico. por ello un autfento de la temperatura en e[ bario podría signilicar una

barrera energética e impedir el f'enómeno de cavitación que es el que finalmente induce

la ruptura de esrructuras y facilita el acceso del solvente de extracción. explicando de esa

ibrma su electo negativo. Por otra parte ulla temperatura extema mavor provocará una
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mayor inclusión de vapor en la cavidad debido a la mayor presión de vapor lo que

amortiguará la implosión bajando la temperatura del proceso.

Tabla 37: Metodología superficie de respuesta. Matriz de diseño y matriz de respuesta

observada
Matriz de Diseño Matriz de Respuesta

Experimento B C Yo Recuperación

I -l I I 86,95

2 -1 I I 82,55

1 -1 I I 84.65

,l I I I 85.43

5 1 1 I 7 6.i0

6 1 l I 79.92

i I l 85.82

8 I I l 80,81

9 U I 0 86.09

10 0 I 0 89.2i

0 U l 84, i6

0 0 I 8 8.06

t3 I 0 0 87,61

I 0 0 85,4jl

15 0 0 0 81.25

t6 0 0 0 86.27

0 0 0 s3.69

l8 0 0 0 8-i.78

l9 0 0 0 81.6 7

2tJ 0 0 0 85.96
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Tabla 38: Metodología superficie de respuesta. Efectos de los factores obtenidos del

análisis estadístico,{NOVA

En los figuras 13 y 11 se ohsen'an las superficies de respuesta obtenidas para la

recuperación en funciórr de: la potencia-cantidad de muestra y temperaturo-ciurtidad de

muestra- respectivamente. En ambos casos se obsen'a la influencia de la cantidad de

muestra: por ora pane ia respuesta independiente respecto de la potencia y la

dependencia negati\¡a respecto a Ia teülperatura.

Factor Efecto p-value Error Estimado

Temperatura (C) -3 ,6i 6 0,0r03 Significativo

Potencia (A) -0.430 0.6592 No Significativo

Cantidad de Muestra (B) r.92: 0.0245 Significativo

0.045 0.9807 No Significativo

AB -o ?i)l 0.5073 No Signiticativo

AC 0.187 5 0,6548 No Significativo

BB -3,055.1 0.r413 No Signiticativo

BC 2.218 5 0.0675 No Significativo

cc 0.2595 No Significativo

Lack of fit 0.0406 Significativo
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Superficie de Respuesta Estímada
TemperaÍura=0,0

=:fi*'
Cantidad de muestra

Figura 13: Superficie de respuesta: Recuperación v/s Potencia-Cantidad de Muestra

Figura 14: Superficie de respuesta: Recuperación v/s Temperatura-Cantidad de Muestra

Al observar los gráficos podemos advertir que no se aprecia un máximo bien definido,

Es importante advertir que se ha reducido la región operacional del sistema, es decir

aquella en la cual el método de extracción y los procesos fisicoquímicos son

teóricamente posibles de experimentar y obtener una respuesta observable, a una región

de interés. Esta última quedó definida a partir de los resultados del estudio de screening

factor. Por lo anterior el punto estacionario (óptimo) podría representar un máximo local

y no un máximo global.

Potencía
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. Estudio de Ia influencia de factores propios de la matriz

Debido a que los óptimos operacionales alcanzados no superaron en promedio un 84 %

se consideró continuar el estudio considerando factores propios de los equilibrios

existentes en el proceso de adso¡ción. De acuerdo a los resultados anteriores se

prosiguieron las experiencias empleando 3 g de muestra, 5 mL de solvente, la potencia 9

y 60 'C. dado que al utilizar mayor cantidad de muestra el et'ecto de la temperatura es

menor.

Influencia de un segundo paso de extracción

Los resultados de los experimentos obtenidos expresados como porcentaje de

recuperación de MBS, para los dos suelos con mayor y menor contenido de MO para la

primera y segunda extracción se muestran en la tabla 39.

Tabla 39: Porcentaie de recuperación del \4BS para la e\tracclon
Suelo Primera extracción '

('7o) recuperacién de MBS

Segunda extracción'

(96) recuperación de lM BS

,TIM
89_85 7.11

PCR 91,18

a prornedio de dupiicacios

Los resultados obtenidos muestran que una primera etapa de extracción es capaz de

recuperar un 89.85 % de N{BS desde el suelo TEM, éste presenta Lrna gran capacidad de

adsorcién (Kr:2.1.7 
"mlg-'; 

con un 91.24 % del herbicida presente en el sólido

(calculado a partir de los coeficientes de Ia correspondiente isoterme). una segunda etapa

recupera :urt7.7L Yo. indicando que ei reempiazo del extractante permite que el equilibrio

entre la cantidad adsorbida en el sólido se tár,orezca en el sentido de la desorción del
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IvlBS. Para el suelo PCR la tendencia es la misma. alcanzándose el 100% de

recuperación. siendo esperable debido a su menor capacidad de adsorción (Kr:2,23

cm3g-t) y con un porcentaje en el sólido de sólo un 44,72 % de la cantidad inicial.

Luego se observa que, a pesar de las diferentes capacidades de adsorción de los suelos

estudiados. es necesaria una segunda extracción para recuperar en forma totai el

herbicida.

Influencia de la presencia de agua y de la relación suelo:agua

Todos los estudios anterio¡es se realizaron por contaminación directa del suelo en los

propios tubos de extracción, con soluciones acuosas, manteniendo siempre una relación

suelo:agua 1:1 (p/v). Sin embargo ello. no constitu,ve una situación real para el análisis

de muestras contaninadas. las que nomralmente serán secadas para su conserv'ación.

Sobre ia base de estas consideraciones y teniendo en cuenta información de la Iiteratura

para otros contaminantes y de ia propia experiencia del laboratorio en otras técnicas de

extracción (Báez y col.. 2003), se procedió a estudiar el et'ecto de este parámetro en la

extracción por ultrasonido.

Los resultados de los factores estudiados son mostrados en la tabla 40. Cuando la

extracción se realiza sin la presencia de agua la recuperación de \,fBS es escasa. un 4,43

o/o cuando se utiliza 1 g de muestra. si se adicionan 0.5 y 1 mL la recuperación aumenta

a un 77.2 % y 93,9 ou'0. respectivamente. Este componamiento también es observ.able

cuando las cantidades de muestra son mavores.

Lo anterior se puede explicar en función de la incorporación de agua en las estructuras

laminares de los filosilicatos de las arcillas o en la propia maferia orgánica. tbmrando

parte del agua estructural del suelo y permitiendo un mejor acceso del solr,ente de
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extracción hacia los sitios de adsorción. Por otra parte también es posible favorecer el

fenómeno de cavitación pror.ocado por el ultrasonido con la presencia de agua

interactuando en la superlicie del suelo. Se desc¡ibe este eibcto en fltnción de una

distorsión de la cavidad provocada por el campo del ultrasonido, produciéndose una

marcada asimetría. lo que a su vez provocaría un jet (chono) de líquido dirigido hacia la

superficie que se movería a gran velocidad. erosionando la superficie sótida (Suslick.

1989). Ello junto con la implosión de la cavidad. las altas temperaturas y presiones

locales generadas favorecenan el proceso de desorción del compuesto, especialmente

pues en esas condiciones se fbrmaría temporalmente agua supercrítica, la que presenta

un carácter hidrofóbico con mejores propiedades para la solubilización de compuestos

en alguna medida apolares.

Tabla 40: Efecto de la presencia de H2O v la relación suelo:H1O en recuperación de
desdeMBS cl suelo PC R (nivcl de contaminación -{

Cantidad de suelo ( g) Cant¡dad de Agua( mL) sueloiH2O

p/v

o/o Recuperación

I .t..li

I 0.5 l:l 77.2

I I l:l 93.9

lf).:
2 ) l:l 98.0 t

3 14.5

3 l;l 99.2

a promedio de dupiicrdos

I
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Influencia de un paso de equilibrio en medio acuoso previo a la extracción y de la

concentración de MBS. Estudio de repetibilidad

Los resultados para los dil'erentes factores estudiados en la extracción se observan en la

tabla 41. Para el suelo QLT cuando la relación suelo:HzO es 2:1 (p/v) las recuperaciones

son las mas bajas y menores al nivel 0,5 pg g'r que al nivel 1 Fg g-1; tal efecto puede

explicarse porque durante el proceso de adsorción Ia probabilidad de encontrar un mayor

nírmero disponible de sitios activos será mayor cuando la cantidad de adsorbato es

menor. esto para una misma cantidad de sitios de adsorción. luego la desorción se

dificultaría mas a bajas concentraciones de1 herbicida. Cuando la relación suelo:H2O es

1:1 (p/v)aumentan las recuperaciones al nivel 0.5 pg g'', pero siguen siendo inferiores

con respecto al nivel I ¡rg g-'. Las .e"rperaciones de ambos niveles al incluir un periodo

de equilibrio (30 minutos) con agitación del suelo con agua antes de realizar \a

extracción son independientes del nivel de concentración y alcanzan niveles en tomo al

100 %. Pa¡a el suelo PCR el comportamiento fue similar.

De los resultados de la desviación estáldar relativa puede señalalse que en las

condiciones óptimas de extracción la repetibilidad es muy adecuada. con un valor

máximo de 3.89 9¡á , considerando que conesponde a la determinación de i muestras.
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Tabla 41: Porcentajes de recuperación del MBS para los suelos QLT y PCR, en ambos

niveles de concentración. diferentes relaciones suelo:HzO y con un tiempo de equilibrio
io a la ext¡accióna

Suelo QLT PCR

Nivel 0,5 ug 9' I ugg' 0,5 ug g-' r og g''

Suelo:H20

p/\

Rec o (%) Rec '(%) Rec ' (%) Rec o (%o)

2:l 6c^8 (5.39)' 75..+ ( 1.98) 78,2 (1,34) 83,1 (1,17)

l:l 7'1.1 (2,3s) 87.4 (i,42) 83.0 (2.8) 97,8 (1,19)

l:1. Eq " 99.: ( 1.61i 104 (1.81) r0r (3.89) 101 (2.68)

a Eq: Tiempo de equilibrio de 30 min antes de agregar el extractanle
b Rec: % de recuperación dei MBS
c desYiación estríndar para n=5

2) Extraccién de MBS por microondas (MASE)

o Estudio preliminar, Comportamiento de hidrólisis durante el proceso de

extracción

El efecto del contenido de humedad en las muesras dc suelo en la rccuperación de

varios tipos de conpuestos orgánicos mediante MASE ha sido descrito en la literatura

(Molins 1' col.^ 1997. Budzinski v coI..1999). Como se señaló anteriormente. la adición

de agua a una muestra de sueio seco para nonnalizar el contenido de iiumedad.

generando diferentes condiciones de pH en ñrnción de las propiedades del suelo puede

afectar el componamiento de hidrólisis del herbicida durante el proceso de extracción.

Los siguientes resultados se rei'ieren al compoftamiento seguido por \1BS en dittrentes

condiciones de extracción utilizando NfASE.

En 1a figura 15 se obsen'an los perfiies de temperaruras desarollados duranre los cuatro

programas energéticos de extracción desarrollados.
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Temperaturas generadas en cada programa de extracción

O

E

f-

o 60 óc

70 "c

80 "c

+

A

€ sin controlde
te mperatLrra

420 L- 
- 

-.,]320
tiempo (seg)

de extracción porFigura l5: Perfiles de temperatura generadas durante los programas
MASE

De [a figura l5 se desprende que él límite de temperatura establecido en el programa de

extracción es controlado en forma muy precisa. Las temperaturas alcanzadas en el

segundo paso del programa de extracción fueron 64, 72, 83 y 120 oC para los programas

1.2.3 y 4, respectivamente.

Los resultados de los experimentos de extracción en los suelos son mostrados en la tabla

42.
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Tabla .12:

extracción
Porcentajes de

N,lASE

a promedio de duoiicadcs
b promedio de duplicados

Los porcentajes de recuperación más bajos obtenidos en los programas 2. 3 y 4 con

respecto al programa i indican la posible degradación de MBS en las condiciones de

extracción. para ambos tipos de suelos. Se produce una total degradación de iv{BS

cuando no existe control de la tempcratura. con la evidencia cromatográtlca de la

detección a niveles traza de los prodr.rctos de degradación para los sueios estudiados. PA

v BS no Iile¡on detectados después de realizar la extraccitln en los programas 1 y 2 en

ambos tipos de sueios. En el suelo PCR a 80 oC (programa 3) (Figura 16) ambos

productos de degradación son observados. pero la pureza del primer pico eluido {PA)

demueslra ia co-eiución de algunos constituventes del suelo co-exraídos en el

procedimiento analítico. lo que se dcsprendió del cromatograma del blanco del suelo. el

que presenta ia rrrisma impureza al nlismo iiempo de retención.

recuperación de MBS en cada uno de los programas de
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Figura 16: Cromatopfamas del extracto del suelo PCR obtenidos por NÍASE en los
prograrnas 3 y 4 Eje de la ordenada comesponde al tiempo en nlürutos y el eje de la
abcisa a la absorbancia en mUA

Los bajos porcentajes de recuperación obtenidos para el suelo TEM pueden ser

expiicados por su alta capacidad de adsorción (Kr=24,7 cmr g-l; de N4BS y no por una

degradación hidrolítica originada en el ciclo de extracción puesto que no se encontró

evidencia cromatográflrca de degradación a estos niveles de contaminación. Sin

embargo. conviene resaltar que sólo se conoce el comportamiento de adsorción de N,[BS

1' no de los produclos de degradación. siendo posible que ha1'a habido una ligera

degradación v los productos inmediatatnente haber sido lueftemente adsorbidos ¡,no

extraÍdos desde la matriz. especialmente para el caso de PA.
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Estos resultados indican que la aplicación de ivLASE en la extracción de MBS es factible

y las diferencias encontradas en Ia recuperación del analito están relacionadas con el tipo

de suelo. indicando que es necesario optimizar condiciones, especialmente en suelos con

altos contenidos de materia orgiínica. Se decidió establecer como programa 1 de

extracción. pues este asegura la no-degradación del MBS.

Estudio de la influencia de factores propios de la matriz

Según la experiencia lograda con la aplicación de ultrasonido se procedió a explorar la

influencia de factores propios de [a matriz como son una segunda extracción en muestras

contaminadas secas. la cantidad de muesfra, el nivel de contaminación y el tiempo de

equilibrio previo con agua de la muestra conservada en seco.

Influencia de un segundo paso de extracción

Los resultados de los experimentos obtenidos para la primera y segunda extracción se

muestran en la tabla 4i. Estos muestran que una ¡rimera etapa es capaz de reclrperar

un 61.5 % de N1BS desde el suelo QLT. éste presenta una capacidad media de adsorciór'r

(Kr:4.41 c-3 g'l¡ con un71.1 oádel herbicida presente en el sólicio. En ambos tipos de

suelo una segunda etapa se hace innecesaria. puesto que sólo se recuperó alrededor de un

2 94 de LIBS. además implica una ma,vor manipulación de la muesfra q';e puede

favorecer la propagación de errores en la determinación analítica.



102

Tabla 43: Porcentaje de recuperación de MBS para la primera y segunda extracción
MA-§E

Suelo Primera extracción "
r¡Y-\ ra.nñava.¡Áñ .la MRS

Segunda extracción b

¡o¿r .a...^a,o-¡Án .la i¡¡lS

QLT 6l,s 1.9

PCR 71.2 1,9

a promedio de
h nrnmprlio dc tinlic¡rins

Efecto de la cantidad de muestra, nivel de concentración y tiempo de equilibrio en

medio acuoso antes de la extracción

I -^ ¡- l^. r--r^-^. ^,,^;^O,,.,- aÁ l- .-^,,^^.-^;Á- ¡- l^" ^-.1;r^..1 --^1a.. mi-.nn-.I¡c¡q!rw,eo 9v! rr,rrrJr !t' ¡q tw!vr,!,s!¡url

es ia cantidad de agua presente en la matriz, señaiándose en muchos casos la necesiciad

de adición de ésta previamente a la extracción, transformándose en un parámetro crítico

para la total recuperación. Así por ejemplo se describen recuperaciones muy variables

de linuron y otras ureas sustituidas al variar entre l0 y 70 o/o el porcentaje de agua

adicionada a una arena enriquecida con ácido húmico. con un claro descenso en las

..^"^."..i^^^" hr¡maloá ";..¡^ ..^^.""i^ ";^ .-h..^^ l. ^.a"ah^:e ¡^ al

menos un i09o para la obtención cÍe resuitarios cuanritativos (Molins y coi., 2000). Por

otro lado, en el estudio de un método de extracción de methabenzthiazuron, otra urea

que se une fuertemente a los suelos derivados de cenizas volcánicas, se señala que p¿üa

la obtención de adecuados porcentajes de recuperación es necesaria una relación suelo:

agua igual a l:l (Báez y col.. 2003).

I nc tacr¡ltorinc nh¡a¡iánc horá l.c r/.";ohlac a.t 'áioáoc ca ^hcañ,4ñ añ ldc t^Ál^. AA \t A<

sin equilibrio previo y con 30 minutos cie equiiibrio previo, respecrivamente.



Tabla 44: Efecto del tipo de suelo, cantidad de muestm y nivel de contaminación en la

de lvfBS. sin equilibrio antes de la
Nivel de corcenlr¿lción C¡ntidad de muestra

(g)

Rec " MBS (%)

PCR

Rec MBS (%)

QLT

0,5 ug g-' i 86,05 70,09

0,5 ug g 2 83.06 ?:5¿

0.5 ug g 79,59

l rgg' 1 7 5.40 66.44

I ugg /.r , tiJ

l rgg 81,06 74.60

r03

extracción

a Rec= Recuperación

Tabla 45: Efecto del tipo de suelo, cantidad de muestra y nivel de contaminación en la

Los porcentajes de recuperación en el suelo PCR son mavores que para el suelo QLT,

independientemente del nivel de concentración y cantidad de muestla estando este

comportamiento en estrecha relación con las distintas capacidades de adsorción que

presentan éstos suelos y que fue discutida en secciones anter-iores.

ón de MBS. con 30 minutos de antes de la extracción
Nivel de coricentración CaIltidad de muestra

G)

Rcc ' MBS (%)

PCR

Rec MBS (%)

QLT

0.5 ug g'' I 80.81 7 8.5

u,f,ugg' l 80.88 73.6

0,5 ug g 86,85 80.5 6

l rg g' I 80.58 72.72

l ugg 86.02 80.5 8

I ugg 89.-;8 82.67

a Rec= Recuperación
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Las menores recuperaciones se obtienen cuando no existe equilibrio previo con agua:

PCR: 75.40 % y QLT; 72,40 %. Como se dijo en párrafos previos- la presencia del agua

durante el proceso de extracción es fundamental y de 1os resultados obtenidos se

desprende por ejemplo que cuando existe equilibrio antes de la extracción. la

recuperación aumenta cuando se usan ma-vores cantidades de mueStra- Obteniéndose

recuperaciones de un 89.38 Yo y de un 82.67 %o para el suelo PCR y QLT'

respectivamente. en c¿§o contrario los resultados no siguen una tendencia clara y en

algunas situaciones la recuperación disminuye cuando aumenta la cantidad de muestra.

Como en ambas situaciones estuvo presente el agua en la extracción' las mayores

recuperaciones se obtuvieron por una mejor hidratación de la estructura del suelo y por

consiguiente un mejor acceso del solvente hacia los sitios de adsorción. Aunque los

mecanismos de extracción difieren respecto a los de la técnica de ultrasonido. la

absorción de ia energía de microondas por parte del agua da lugar a una elevación de la

temperatura y presión lo que permitiría la diiusión de los compuestos desde la matriz

hacia el solvente que la rodea. También se estima que la disminución de la polaridad de

ésta a ma-v-ores temperaturas produciría un aumento de la soiubilidad de compuestos

apolares (Xiong y col..l999 ). Por otra parte. el agua es un solvente que interactúa

fuertemente con las partícuias coloidales del suelo. siendo parte importante en los

lenómenos de adsorción-desorción y participa. como se señaló anteriormente. lormando

parte de la estructura del mismo. facilitando el acceso de la energia de microondas a los

espacios interlaminares de las arcillas y a los microporos de la materia orgánica, qr.re es

donde se encuentran prir'rcipalmente los sitios de adsorción.
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E1 trabajo experimental desarrollado en este seminario de título ha permitido explicar una

se¡ie de fenómenos que en su conjunto constituyen una avance no sólo en la investigación

sobre el herbicida MBS, sino también se ha entregado una serie de henamientas

metodológicas de como abordar dicho problema. Si bien se ha dado una interptetación a

muchos de los problemas pla¡teados en los objetivos, surgen inmediatamente proyecciones

en el mismo tema de investigación.

Dadas las bajas dosis de aplicación de IvfBS, una de las proyecciones es el desarrollo de una

etapa de preconcentración del herbicida en los extractos mediante el uso de fase sólida. con

el objetivo de detectarlo en los niveles en que se encontraría en el ambiente. También la

aplicabiiidad de los métodos de extracción con solventes asistidos tanto por ultrasonido y

microondas, debería ser ensayada en suelos de diversas caracferísticas encontrados a Io

largo del país.

Finalmente, con respecto a los productos de degradación se debería estudiar su

comportamiento de adsorción en los suelos y extractabiiidad según los sistemas de

extracción (ultrasonido y microondas). teniendo en consideración las dif'erentes

características fisicoquímicas de éstos.



IV, CONCLUSIONES

l. Todas los modelos de calibración ensayados son lineales ya sean estos

univariables como el multivariado" para ambos productos de degradación.

2. Un aumento en el grado de solapamiento en los productos de degradación,

provoca un aumento en los errores (rmsep, rmsecv y EC), si se usan modelos

univariables con e[ objetivo de la cuantificación, en cambio cuando se usa un

modelo multivariado (PC,R) disminuyen dichos errores.

Los errores en la cuantificación son más evidentes para BS que para PA, pues la

primera presenta un menor coeficiente de absortividad molar a 230 nm.

Las diferentes capacidades de adsorción del MBS. encontradas en los suelos

estudiados. es atribuible casi en su totalidad al contenido de materia orgánica de

éstos.

La degradación hidrolítica del MBS es mínima (<10 %) hasta una temperatura de

60 "C. entre los pH 4 y 9 y con un tiempo cte extracción de 5 minutos. esto con la

evidencia cromatográlica de la ausencia de los principales productos de

degradación.

Una primera etapa de extracción empleando ultrasonido permite recuperar sobre

un 80 9/0. es necesaria una segunda etapa de extracción para obtener

recuperaciones del 100 % del MBS.

J.

4.

5.

6.

lnA
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7. La presencia de agua en la relación suelo: HzO 1:1 (p/v) y un tiempo de

equilibrio de 30 minutos previo a la extracción son fundamentales para obtener

una total recuperación de MBS con resultados repetibles y exactos,

independiente del tipo de suelo y nivel de concentración.

El método dehnitivo de extracción requiere del uso de 3 g de muestra, 3 mL de

agua. 30 minutos de equilibrio previo a la exfracción, 5 mL de CH3CN, 5

minutos como tiempo de extracción. 60 "C como temperatura del baño del

ultrasonido y una potencia de 9.

9. Una segunda etapa de extracción al emplear microondas es innecesaria- pues no

se detecta una cantidad significativa de IvfBS al realizar dicho procedimiento.

10. El uso de una cantidad de muestra de 3 g, una relación suelo: agua de I : I (p/v) y

un tiempo de equilibrio de 30 minutos prer.io a Ia extracción, aseguran

recuperaciones por sobre el 80 %, independiente del tipo de suelo y cantidad de

muestra.

11. El programa de extracción detlnitir.o consistió en tres pasos: 2 minutos a 350 W,

y 40 oC, 3 r¡inutos a 500 W. 60 'C, 2 minutos de ventilaciór a 0 W; dicho

programa a temperatura y presión controlados asegura la ausencia de

degradación durante la ejecución de éste.

8.



108

ANEXO I

Esquema de la hidrólisis química de MBS

l= Iv{BS, 2= Bensulfuron,2= PA. 3= BS. La vía B del esquema esta referida a pHs

alcalinos y la vía A a pHs neutros y ácidos (Sabadie.,1997).

Parh B
COOH ^ oct].

S.r,-rn.-r',-E -'o.l
{ OCH¡

?

\-li-*.
5

-. _oc¡rr

,rn{')
ocHr

2

_CCOC;r r
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ANEXO 2

Cálculo de índice de separación (R)

Este Índice. se <.:alcula usando la ecuación 1 descrita en la sección 2.2.5:

R = 
q;O,.1oo 

(1)

Donde Sr es la altura del pico y S representa la altura del valle entre el primer y segundo

pico medidas directamente dei cromatograma en unidades de aitura (Lfv), por ejemplo

para la tabla 7 en la composición CH3CN:H2O 50:50 y flujo 1,1 mL min-r tenemos para

PA los siguientes datos:

5r:9967 Uv

s:3479 Uv

Reemplazando en la ecuación 1 tenemos:

* = \»eru',1+7ur) 
" 

r oo = os
9967Uv

Cálculo del número de platos teóricos (N)

El número de platos teóricos, fue calculado por medio de la ecuación 3, descrita en la

sección 2.2.5:

[*12
N=36[;;.,J (3)

Donde At corresponde a la diferencia entre el final y el inicio de la integración de un

pico y se obtiene directamente del cromato grarna y tr el tiempo de retención. Tom4ndo
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estos datos experimentales en cada nivel de concentración y composición. para obtener

un vaior de N, por medio de la aplicación de la ecuación 3. Finalmente se calcula un

valor promedio de N Por ejemplo en la tabla 19, para BS cn la composición

CI{3CN:H2O 53 :47. tenemos:

Cálculo del Coeficiente de absortividad molar (e)

Se calculó el coeficiente de extinción molar usando la ecuación 6 :

A=logPo -bxcxe 61

Donde b es la longitud del camino óptico recorrido, c la concentración de Ia especie

absorbente y a es la constante de proporcionalidad llamada coeficiente de absortividad

molar. Para el cálculo se usaron los analitos puros, en cada una de las tres condiciones

de separación isocrática, empleando un valor de b de I cm. La absor.bancia se obtuvo

pg rnl--r tR tntc¡o fi nal At (^u t :

0,5115 3,72 3,54 0,,13 '73,',19 2656

1,0230 3,13 4,02 0,47 63,84 1197

1,5345 3.74 3,54 .1,04 0,50 §i si :014

2.0480 3,73 3,5i 4.03 0,50 55,65 2003

0,sl l5 j,66 3,17 3.89 0,-12 77,09 22'¡3

Promedio=13.19
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directamefte en el máximo del pico y el coeflciente de absortividad molar lesultó del

valor de la pendiente de la relación entre A (variable Y) y c (variable X). dividida por la

constante b. en el intervalo lineal. Por ejemplo para PA en la composición 53:47

CH3CN:H2O. [a ¡elación entre al absorbancia y Ia concentración en el intervalo de

concentración entre 0.5-2,0 pg mL'r dio la sigrriente ecuación lineal de la recta:

A=0.0058c+0.00005 (l=0.9996)

Donde 1a pendiente corresponde al producto de e y b, despejando la ecuación para e,

multiplicando por un factor de 1000 y por la masa molar de PA se obtiene el siguiente

valor de e:

á=l0o0f - 
t 

lro.oor8x155gx mol-1 =899M-tctn'l
\crnx g )
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