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1. INTRODUCCION

Actualmente existe un gran numero de metodologias para determinar iones
disueltos en aguas [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. La deteccidn de iones en solucién del orden
de partes por billbn ha sido posible gracias a los desarrollos de nuevas
metodologias de muestreo y extraccion de analitos, asi como la construccion de
instrumentos analiticos con sistemas de separacion y deteccion mas sofisticados y
eficaces [8]. La electroforesis capilar (CE), por ejemplo, es una técnica de
separacion de iones basada en sus diferencias de movilidad a través de una
solucion buffer contenida en un capilar, cuando se aplica un campo eléctrico muy
intenso, del orden de varias decenas de kilovoltios [9, 10, 11]. Desde su
introduccidn, la CE se ha utilizado ampliamente en la separacion y cuantificacion
de analitos de origen bioquimico (carbohidratos, purinas, nucleoétidos,
oligonucledtidos, proteinas, etc.) [12]. Desde 1985 se ha venido utilizando para el
monitoreo de iones (organicos e inorganicos) presentes en diferentes matrices

acuosas (aguas industriales, aguas residuales, aguas potables, etc.) [7].

En una primera fase, en este trabajo se hizo uso de la electroforesis capilar, en el
modo electroforesis capilar en zona (CZE), para analizar las siguientes especies
disueltas en matrices acuosas, a saber: los aniones cloruro, nitrito, sulfato, nitrato,
fluoruro y fosfato, y los cationes amonio, potasio, sodio, magnesio, litio, estroncio,
bario y calcio. A excepcion del caso del ion nitrito, la determinacién de iones
presentes en agua se llevé a cabo con unos limites de deteccion por debajo de los
valores de concentracidon maximos permitidos por los entes reguladores del agua
potable en Colombia. En segunda fase, se analizaron sustancias neutras

(triazinas) mediante electroforesis capilar en fase micelar (MEKC).



La CE se destaca por ofrecer una separacion rapida, con bajos niveles de
deteccion de masa. Sin embargo, los limites de deteccion de concentracion
pueden constituir una desventaja analitica frente a otras técnicas, puesto que son
muy altos [13, 14, 15]. Para remediar esta circunstancia, se ha utilizado una gran
cantidad de metodologias de “concentracion en linea” o stacking, con lo cual estos
limites se han logrado disminuir en varios 6rdenes de magnitud. El proceso de
stacking consiste en aumentar la densidad de masa de analitos en el extremo del

capilar sobre el cual se lleva a cabo la inyeccion de la muestra.

Lo novedoso de este trabajo fue que el analisis de triazinas (simazina, atrazina,
ametrina, prometrina, terbutilazina y terbutrina) presentes en agua se llevo a cabo
por primera vez mediante la técnica de stacking: inyeccion electrocinética con
stacking de analitos neutros en condiciones de conductividad continua (EKSI-NA-
CCC) en linea con MEKC (electroforesis capilar en fase micelar). Los limites de
deteccion no alcanzaron los valores maximos permitidos para estas sustancias en
aguas potables, pero debido a su comodidad, la metodologia aqui implementada
puede ser utilizada en monitoreos de aguas naturales donde se sospeche de

vertimientos de pesticidas en concentraciones mayores a 20 ppb.

Finalmente, se analizaron muestras de agua potable procedentes de acueductos
de Bucaramanga y su area metropolitana. Para analizar los iones se utilizaron

metodologias con el modo de electroforesis capilar en zona. En todos los casos,

se hallé la presencia de los aniones CI'*~ NO, , SO?” y NO!™; y los cationes K'*,

Na'", Mg*" y Ca”' en concentraciones bajas. Para las triazinas, simazina,
atrazina, ametrina, prometrina, terbutilazina y terbutrina, se utilizd6 microextraccion
en fase sélida, como método de preconcentracion de muestra, seguido de EKSI-
NA-CCC en linea con MEKC para la separacion y analisis. Ninguna triazina fue

detectada.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1. GENERALIDADES

Las naciones han consensuado mecanismos para controlar serios impactos
ambientales: como el aumento sensible de la contaminacién, el calentamiento
global, la disminucion de la base productiva de los recursos naturales y el aumento
de la pobreza, principalmente, en el cual prima la racionalidad econémica sobre la
ambiental. A pesar de haber observado algunos acercamientos para atenuar la
problematica las perspectivas parecieran no ser muy halaglefias, como lo
muestran algunas estadisticas ambientales: mas de mil millones de personas
beben aguas insalubres, mientras que 2.400 millones carecen de servicios
sanitarios adecuados, y se preve que, dentro de 25 afios, unos 3.000 millones de
personas sufrirdn condiciones de escasez de agua, si el consumo y la

contaminacién quimica continuan con las tendencias actuales [16].

Entre los numerosos agentes quimicos que afectan la calidad de las aguas las
triazinas merecen especial atencién, ya que su uso, como cualquier otro téxico,
esta asociado a un riesgo [17]. En Colombia hay desarrollo de la industria
agroquimica que los gobiernos se han encargado de fortalecer, con politicas que
favorecen su mercado, contradiciendo su compromiso de promover los mercados
verdes y la produccién limpia sostenible, consignado actualmente en la Ley 812 de
junio de 2003 del Congreso de Colombia que aprobo el Plan de Desarrollo 2003 —
2006. Ademas, la orientacién de nuestra agricultura esta obedeciendo mas a los
patrones e intereses de capitales norte americanos, con un alto costo energético e
impactos negativos, en detrimento de la soberania alimentaria, el equilibrio

ambiental, la justicia social y la calidad de vida de los nacionales [18].



No solo las triazinas sino también los DTS (sélidos disueltos totales) afectan la
calidad del agua. Estos, en altas concentraciones, causan efectos fisioldgicos,
corrosivos y mal sabor. Los DTS y la conductividad son parametros que
generalmente se usan para indicar la magnitud de iones disueltos en el agua. El
término DTS es asociado con las sales inorganicas (cloruros, sulfatos, nitratos,
sodio, potasio, calcio, magnesio), cantidades pequefias de materia organica y

otros materiales presentes en agua [19].

2.2. EL AGUA EN COLOMBIA

En Colombia el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial [20] es el
ente encargado de gestionar los recursos naturales en conjunto, las cuencas y los
acuiferos en particular. Ademas, es el encargado de velar por la disponibilidad y
las limitaciones de calidad del agua y asi evitar problemas en los seres vivos o

sobre actividades industriales.

De igual manera, se sabe que la proteccion ambiental esta sobre la agenda de
muchos paises. Nuevas reglas y regulaciones son impuestas para monitorear en
aguas, aire, suelos, etc., un gran numero de iones; compuestos peligrosos, como
las triazinas, y sustancias organicas en niveles de concentracion muy bajos, que
llegan a las aguas de forma natural, por compuestos antropogénicos, y/o de forma
artificial, por degradacion de productos industriales, desechos de actividades

urbanas o de agricultura [21].

Cabe resaltar que Colombia es afortunada geograficamente respecto a la
disponibilidad del agua, ya que se encuentra ubicada en una zona donde
convergen grandes masas de aire humedas que llegan desde la Amazonia y

desde los océanos Atlantico y Pacifico, pero, sus fuentes hidricas son



contaminadas diariamente por actividades humanas y no existen registros
periodicos de tales efectos. Esto se debe, en gran parte, a que no se tienen las
herramientas necesarias para conocer el comportamiento ambiental de la industria
colombiana [22, 23].

Los impactos sobre la calidad del agua, por parte de las industrias, corresponden
a la contaminacion por vertimiento tanto de sustancias toxicas para los
ecosistemas y los seres humanos como de impurezas de todo tipo que pueden
causar problemas en los sistemas de enfriamiento, calefaccién, generacion de

vapor, manufactura [24].

En resumen, las sustancias tdxicas, segun la normatividad vigente en Colombia
(decreto 1594 de 1984 del Codigo de Recursos Naturales y de Ley Sanitaria), son
aquéllas que, emitidas bien sea en forma rutinaria o de manera accidental,
alcanzan niveles de concentracion en los que pueden causar algun tipo de dafo
en la salud. Esta definicién abarca numerosas sustancias. Por lo tanto, cientificos
de diferentes areas (analitica, ambiental), entidades ambientalistas y politicas
trabajan en la reglamentacion e implementacion de metodologias que mejoren el

desarrollo tecnoldgico sin afectar la calidad del medio ambiente.

Actualmente, existe una serie de decretos que agrupan las caracteristicas
organolépticas, microbioldgicas, fisicas, quimicas y de uso para los diferentes
tipos de agua. Por ejemplo, el decreto numero 475, de marzo 10 de 1998,
establece las normas técnicas de calidad de agua potable. Este decreto también

define los diferentes tipos de agua: cruda, para consumo humano y potable.

Ademas, en el congreso de la republica existe un proyecto de ley (Proyecto de ley
365 — Camara de 2005, por el cual se establece medidas para orientar la
planificaciéon y administracion del recurso hidrico en el territorio nacional) que

busca racionalizar el uso del agua, de manera que los beneficios socioeconémicos



y ambientales derivados de las politicas e inversiones publicas y privadas que se

desarrollen sean siempre superiores a sus costos.

Vale decir que ninguna norma colombiana especifica sobre las metodologias que
se deben utilizar para realizar los analisis quimicos y monitorear la calidad del

agua. Esto permite a los laboratorios tener libre albedrio para tal efecto.

2.3.  ANALISIS QUIMICO

La determinacion y analisis de diferentes especies quimicas (iones inorganicos,
triazinas) disueltas en agua son de gran interés en industrias, clinicas, ciencias

forenses, agricultura, acueductos, entre otros [25].

Para llevar a cabo los analisis quimicos existen varias metodologias que van
desde las antiguas técnicas de quimica mojada, las cuales son tediosas y dificiles
de reproducir [7, 26], hasta los novedosos métodos instrumentales (HPLC,
cromatografia liquida de alta resolucidon; IC, cromatografia idénica; CE,
electroforesis capilar; HRGC, cromatografia de gases de alta resolucion; GFAAS,
espectroscopia de absorcién atémica con horno de grafito) [1] con los cuales se
obtiene alta reproducibilidad, selectividad, sensibilidad y bajos limites de deteccion
de los analitos. Generalmente, los métodos instrumentales no son competitivos
entre si [2, 27], pero cada uno presenta ciertas ventajas y desventajas que

dependen del tipo de analito, la matriz de la muestra, etc.

Por ejemplo, algunas ventajas que tiene EC, son:

e Comparado con GFAAS, se gasta menos tiempo para analizar de

forma rutinaria varios cationes disueltos en aguas [4].



e Comparado con IC, cada analisis tiene menor costo [2, 4].

e Solo se requieren pequefios volumenes de muestra y ademas los

capilares cuestan menos que las columnas de HPLC [28].

Y algunas desventajas que tiene EC, son:

e Cuando la deteccion de los cationes se realiza en forma indirecta,
utilizando la absorcién UV (ultravioleta), no se alcanzan limites de
deteccion tan bajos como los logrados en GFAAS [29, 30]. La Tabla
1 muestra algunos limites de deteccion conseguidos en GFAAS y en
CE.

e Cuando las concentraciones de las especies en la matriz son muy

altas cada pico pierde resolucion [31].

En general, conocer las ventajas y desventajas de las técnicas analiticas es muy
importante ya que le permite a la industria o alguna entidad en particular
seleccionar la metodologia idénea para el analisis quimico que por una u otra
razon requiera. Algunas de estas razones pueden ser, asegurar que el agua
contenga una determinada concentracion de iones y/o especies quimicas, que
puedan causar o evitar algun beneficio [32]; evitar la contaminacion ambiental,

evitar cambios en los procesos ambientales.



Tabla 1. Limites de deteccidon logrados con absorcion atémica y electroforesis

capilar para diferentes iones

LIMITES DE DETECCION

ION GFSAA® CE—UV?®
(ppm) (ppm)

Fluoruro - 0,03
Cloruro - 0,01
Fosforo 0,04 -

Fosfato - 0,04
Nitrito - 0,02
Nitrato - 0,02
Sulfato - 0,01
Potasio 0,00002 0,08
Calcio 0,00005 0,02
Sodio 0,0005 0,02
Bario 0,00004 0,34
Magnesio  0,000004 0,02
Litio 0,0003 0,02
Amonio - 0,06
Estroncio 0,06 0,15

a

Espectroscopia de absorcion atdmica basada en la atomizacion con llama y
electrotérmica [30].
b Deteccion UV indirecta [33, 34, 35, 36].



2.4. ELECTROFORESIS CAPILAR

2.4.1. Generalidades

CE (electroforesis capilar) es una técnica de separacion que actualmente esta
adquiriendo cada vez mayor importancia en la industria. Fue introducida a
principios de la década de los 80 por Jorgenson et al. [9]. La separacion se basa
en el principio de electroforesis, el cual se describe en términos generales como la
migracion de las sustancias, cargadas eléctricamente, en una solucion conductora

bajo la influencia de un campo eléctrico [10].

La separacion de las sustancias se lleva a cabo en el interior de un tubo capilar,
normalmente de silice fundida, lleno de una solucién tampén. Una fuente de
alimentacion de corriente continua suministra un elevado potencial, varias decenas
de kilovoltios (kV). Gracias a la conductividad eléctrica del tampdn se origina una
diferencia de potencial entre los extremos del capilar. Cada sustancia introducida
en el capilar se desplaza por su interior a una velocidad que depende de su carga
eléctrica global, su estructura y el potencial aplicado, que son los principales
responsables de la separacion. Los dos extremos del capilar se sumergen en dos
viales que contienen el tampdn. En estos viales también estan sumergidos los
electrodos conectados a la fuente de energia. Al aplicar el potencial se crea un
flup de cargas positivas que van del anodo al catodo: el EOF (flujo
electroosmético). Al inyectarse la muestra, por el extremo del capilar
correspondiente al anodo, el potencial hace que los analitos cargados
positivamente (cationes) migren hacia el catodo: primero los mas cargados y de
menor tamafo, luego los menos cargados y de mayor tamafo; poco antes de
llegar al extremo del catodo seran captados por el detector. Los analitos neutros
no se veran influenciados por el potencial;, pero se moveran hacia el catodo

arrastrados por el flujo electroosmaético —a la misma velocidad que este— y por



tanto seran detectados después de los cationes. Por ultimo, los analitos cargados
negativamente (aniones) migraran hacia el anodo; pero el flujo electroosmético
puede arrastrarlos, a todos o a algunos de ellos, hacia el catodo. Se detectan al
final del analisis, después de los analitos neutros. Los aniones mas cargados y de
menor tamafo son los ultimos en llegar. Pero cuando lo que interesa analizar es
anionico, se puede invertir la polaridad del sistema (polaridad negativa), de
manera que los analitos y el flujo electroosmoético se desplacen del catodo al
anodo [26, 37, 38]. La separacién electroforética depende, en gran medida, de las
cargas de los analitos y, por consiguiente, estd muy influenciada por el pH del
tampon; ya que cambios en el pH pueden convertir analitos neutros en cargados o
viceversa, variando asi su movilidad [39]. Ademas, el pH del tampdén también
puede modificar la superficie interna del capilar [39, 40], causado variaciones en

los tiempos de salida.

Por sus caracteristicas de funcionamiento basadas en la carga de las moléculas,
la electroforesis capilar, se divide en los siguientes modos: CITP (isotacoforesis
capilar), CIEF (isoelectro enfoque capilar) y CZE (electroforesis capilar de zona)
[38]. Cada una de ellas es adecuada para el analisis de sustancias id6nicas o
facilmente ionizables, tales como cationes y aniones organicos e inorganicos,
acidos organicos, aminoacidos, siendo de las pocas técnicas que permiten el
analisis de moléculas de elevado peso molecular, como las proteinas [41, 42]. Los
compuestos neutros se analizan en un tampdén con un sistema micelar que
transporte los analitos. Los compuestos neutros son separados segun su
interaccion con las micelas. Este procedimiento es un hibrido, entre la
electroforesis y la cromatografia, introducido por Terabe et al., en 1984 [43].
Recibe el nombre de electroforesis capilar en fase micelar, abreviado como MEKC

(micelar electrokinetic chromatography).

Para establecer un método que permita separar y cuantificar una serie de analitos

en una matriz determinada, se deben optimizar las diferentes condiciones que
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influyen en la separacién hasta obtener la selectividad y sensibilidad deseadas.
Las principales condiciones a optimizar son: la forma de deteccién, el voltaje
aplicado, la temperatura del capilar, el volumen de muestra inyectado, la longitud
del capilar, el electrolito de separacion, el pH del electrolito de separacién, entre
otras [44, 45, 46].

Por otro lado, cuando se trabaja con electroforesis capilar en zona, se debe estar
conciente que el sistema de separacién deja de ser homogéneo después de que la
muestra es inyectada. Esto es, una vez que los analitos entran al capilar, crean
una variacion en la concentracion del buffer de separacion. EIl sistema retiene,
como efecto de memoria, esa heterogeneidad, la cual se propaga con el tiempo y
al pasar por el detector se registran como zonas del sistema (0 zonas propias del
sistema) [47]. En deteccién indirecta, éstas zonas, que algunos autores llaman
ondas del sistema [48, 49], son registradas como picos positivos 0 negativos.
Aunque su apariencia no puede ser pronosticada o explicada facilmente, siempre
estan presentes en el sistema de separacion [47]. St&dry et al. [50] reportaron que
dichas zonas se debian, principalmente, a la zona de inyeccion o a la zona del
agua. Otros autores como Gebauer et al. [51, 52], expusieron que su existencia,
también, se debia a la presencia significativa de iones hidroégeno, iones hidroxido o
mas formas iodnicas en el sistema de separacién. Ademas, cada zona del sistema
tiene su propia movilidad y se comporta de la misma forma cuando existe o no
algun analito con el mismo tiempo de retencion. Pero, la presencia del analito
puede generar el fendomeno conocido como resonancia, que es analogo a los
sistemas eléctricos o mecanicos [53]. En la practica, cuando existe resonancia y

el sistema de deteccion es indirecto, no es posible cuantificar los analitos [50].
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2.4.2. Detectores

En EC, se usan la mayoria de los detectores (fluorescencia, radioactividad,
conductividad) utilizados en HPLC. Pero, los detectores de fotometria UV-VIS
(ultravioleta visible) tienen mayor demanda [44], porque muchos solutos absorben
en la region UV; ademas, los detectores UV son faciles de conseguir y tienen bajo
costo [54].

En todas las formas de electroforesis capilar se utiliza basicamente el mismo
sistema que consiste en una fuente de alto voltaje conectada a dos recipientes,
que contienen un tampon y estan unidos mediante un capilar de cuarzo recubierto
con una poliamida [55]. Para la deteccion UV en linea, una seccion de la
poliamida se retira, por medios fisicos, quimicos, mecanicos; y esta ventana se
emplea como celda porta-muestra que permite el paso de la radiacion que utiliza
el detector [26, 37, 38].

2.4.2.1. Deteccion indirecta

Cuando se utiliza un detector UV (ultravioleta) en la determinacion de especies
que tienen baja absortividad molar se deben utilizar métodos indirectos de
deteccidon [56, 57]. En el método indirecto se utiliza un electrolito con baja
concentracion del coidn —idn principal del electrolito que posee carga del mismo
signo del analito de interés, también es conocido como agente de visualizacion—,
que genera una linea base con bajas perturbaciones. Para escoger dicho

electrolito se deben tener en cuenta las siguientes reglas [26, 56, 58, 59]:

1) Elegir una absorbancia para visualizar el coidon que esté cercana al limite

superior de la linealidad del detector.
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2) La movilidad del coion debera estar cercana a la movilidad del par de

especies, de la muestra, que sean mas dificiles de separar.

3) La concentracion de los iones (coidn y contraion) en el electrolito debera
ser la mas baja posible. Por lo tanto se debe usar un electrolito que
contenga un coidn con alta absortividad en la longitud de onda de deteccion
dada.

4) El electrolito debe contener un contraidon de baja movilidad.

5) El coion debera absorber en todo el ancho de la region UV, de esta forma
se podra elegir una longitud de onda donde todos los componentes de la

muestra presenten la mas baja absortividad.

Estas reglas muestran que la eleccion del electrolito es dependiente de la
composicién de la muestra. La Tabla 2 muestra algunos coiones utilizados en los

electrolitos y su aplicacion.

Tabla 2 Algunos de los agentes de visualizacion seleccionados para la deteccion

indirecta de absorbancia, en un detector UV

Agente de _ - _

_ L Electrolito Aplicacién Referencia
visualizacion [nm]
Cromato 254 Cromato (5 mM), Aniones 60

Dietanolamina (20 mM), inorganicos de
Bromuro de alta movilidad
cetiltrimetilamonio

(1,65 mM)
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Continuacion de la Tabla 2.

Agente de A _ L _
visualizacion ] Electrolito Aplicacion Referencia
Imidazol 214 Benzimidazol (6 mM), Cationes de 60
Acido tartarico (2,5 mM), los metales
Eter 18-corona-6 (2 mM) alcalinos y
alcalinotérreos,
aminas y
amonio.
Dimetildifenilfosfonio 210 Dimetildifenilfosfonio Cationes de 61
(5 mM), los metales
Acido a- alcalinos y
hidroxiisobutirico alcalinotérreos,
(8 mM), 18-corona-6 amonio y
(2 mM) metales de
transicion

2.4.3. Electroforesis capilar de zona

La CZE (electroforesis capilar en zona) es una modalidad ampliamente utilizada a
causa de su simplicidad operacional y versatilidad. La separacién de los analitos
se lleva a cabo segun su movilidad en solucién. Esto es, al aplicar una diferencia
de potencial entre los extremos del capilar los analitos migran en zonas discretas
en funcion de sus diferentes movilidades electroforéticas. La eleccion del
electrolito es muy importante, pues de él depende en gran medida el
comportamiento electroforético de los solutos. El intervalo de aplicaciones de la
CZE es diverso y las areas de aplicacién pueden ir desde problemas relacionados
con la separacién de especies pequefas (iones inorganicos disueltos en aguas)

hasta la separacion de especies de gran volumen (proteinas, poli-fenoles). Esto,
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junto con el hecho que se requieren pequefos volumenes de muestra, viene
despertando, desde los 80, grandes expectativas en diferentes campos, tal como
lo demuestra el incremento de publicaciones realizadas en las areas de
bioquimica, biotecnologia, industria farmacéutica, analisis clinico, medio ambiente
[26, 38, 62].

2.4.4. Electroforesis capilar en fase micelar

Abreviada como MEKC, la electroforesis capilar en fase micelar es un hibrido,
entre la electroforesis y la cromatografia liquida [63]. El mecanismo de separacion
se basa en la distribucion de los solutos en dos fases: una fase acuosa y una fase
micelar. Para obtener estas fases, un surfactante es afiadido al electrolito en
concentracion tal que supere la concentracion micelar critica (CMC) [64]. La
temperatura del electrolito debe ser superior al punto de Kraft, del surfactante.
Estas micelas tienen una parte hidrofilica y una parte hidrofébica. La parte
hidrofilica esta orientada hacia la solucion electrolitica, mientras que la parte
hidrofdbica esta orientada hacia el interior. En concentraciones superiores a la
CMC, los mondmeros y las micelas existen en equilibrio dinamico. EI centro de
cada micela tiene propiedades de un hidrocarburo liquido; esto es, las micelas son
capaces de solubilizar moléculas hidrofobicas o casi insolubles en medio acuoso.
La micela actua, de este modo, como fase pseudoestacionaria, ya que realiza una
funcidn similar a la de una fase estacionaria cromatografica [65]. A pesar de su
carga negativa, la micela o el conjunto micela-analito neutro migran hacia el
catodo arrastrados por el EOF. Si los solutos no son neutros, hay que tener en
cuenta otros efectos: relacion carga-masa, hidrofobicidad e interaccion de carga.
Aunque se han empleado exitosamente surfactantes catidnicos [66, 67], no idnicos
[68], zwitteridnicos [68] o sales biliares [69], los surfactantes anidnicos [70, 71] son

los mas utilizados.

15



El uso de otros aditivos (metanol, ciclo-dextrinas, iones metalicos, etc.), ademas

de las micelas, permite obtener mejoras en la selectividad y la resolucion [65].

Como ya se indico, los detectores mas utilizados son los de fotometria UV. Pero
en MEKC, al igual que en otros modos de CE, tienen la desventaja que no son
sensibles a bajas concentraciones; por ende, sus limites de deteccidon son altos
comparados con otras técnicas. Para contrarrestar esto, se han utilizado varias
formas de preconcentracion de la muestra en linea. Con excepcién de algunas
técnicas que involucran diferentes mecanismos basados en medios fisicos, tales
como extraccion en fase liquida o en fase sélida [72], la mayoria de esas técnicas
han sido desarrolladas para acomodar un gran volumen por inyeccion de la
muestra. Esto se hace debido a que el LOD (limite de deteccion) es proporcional
a la cantidad de muestra inyectada. Infortunadamente, un mejoramiento del LOD
no puede ser alcanzado simplemente incrementando la longitud de la muestra en
el capilar, porque a la par se deben optimizar parametros electroforéticos
individuales, tales como: conductividad del electrolito, pH, magnitud y direccién del

EOF, concentracion del surfactante, polaridad del electrodo, entre otros [73].

Entre los primeros métodos de concentracion en linea, para MEKC, que se
utilizaron se encuentra SNM (stacking en modo normal) [74]. A partir de entonces,
muchos métodos de concentracion de muestra en linea han sido publicados [15,
74 — 82]. Aparentemente, todos son diferentes y ninguno tiene pérdidas en la
eficiencia de separacion. Algunos autores no fueron explicitos en la primera
publicacion y fueron necesarias notas aclaratorias [82 — 85]. Actualmente,
existen tres amplias revisiones bibliograficas sobre los modos de stacking [54, 73,
86] y su descripcion. Palmer et al. [75] describieron un método para realizar
inyeccion electrocinética con stacking de analitos neutros bajo condiciones de
conductividad continua (EKSI-NA-CCC). Este método consiste en inyectar
analitos neutros con el flujo electroosmético (FEO), directamente desde la matriz

de muestra, dentro del buffer de separacion que contenga un vector electrocinético

16



con movilidad opuesta al FEO. La matriz de la muestra y el buffer de separacion

deben tener la misma conductividad.

2.4.4.1. Stacking en modo normal

La Figura 1 muestra un diagrama de la separacién de MEKC, en linea con SNM
(stacking en modo normal), utilizando SDS (dodecilsulfato de sodio) como
surfactante [74]. En la Figura la, la muestra, disuelta en un electrolito de baja
conductividad o agua, se deja en un recipiente conectado al extremo izquierdo
(anddico) del capilar. El capilar y el recipiente conectado con el extremo derecho
del capilar (catédico) se llenan con electrolito de analisis o separacion, llamado
BGS (background solution), que contiene SDS en concentraciones superiores a la
CMC (la CMC para el SDS en agua a 25 °C es 8,1 mM [87]). En la Figura 1b, se
inyecta la muestra en modo hidrodinamico. En la Figura 1c, se cambia el
recipiente de la muestra por uno con BGS, paso seguido por la aplicaciéon de un
voltaje. Mientras tanto, las micelas del extremo catddico entran en la zona de la
muestra —debido a que la movilidad del EOF es mayor que la movilidad de las
micelas—, e interaccionan con los analitos y ocurre la migracion del conjunto
analito-micela. = En la Figura 1d, el conjunto SDS—analito alcanza la interfase
entre la zona de muestra y el BGS en el extremo anddico, en efecto, ocurre una
concentracion de la muestra. Seguido a este proceso, Figura le, cada conjunto
SDS—analito se separa de los demas por virtud de MEKC [73]. El numero de
conjuntos, SDS-analito, es igual al numero de analitos presentes en la solucién;
por ende, si la separacion es completa, sera el mismo numero de picos en el

electroforegrama.
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Figura 1. Diagrama del stacking en modo normal de analitos neutros seguido

por la separacion de MEKC, utilizando SDS como surfactante

18



2.4.4.2. Inyeccion electrocinética con stacking de analitos neutros en

condiciones de conductividad continua

La inyeccion electrocinética con stacking de analitos neutros en condiciones de
conductividad continua (EKSI-NA-CCC) fue presentada por Palmer et al. [75]
como otra forma de concentracion en linea. EKSI-NA-CCC es una modificacion
de sweeping, que es un técnica de stacking que utiliza la inyeccion en modo
hidrodinamico y fue presentada por Quirino et al. [78], pero que utiliza inyeccion en
modo hidrodinamico. Sweeping significa captura y acumulacién de analitos por
micelas que penetran la zona de la muestra (que no contiene micelas) durante la

aplicacién de un voltaje.

En la Figura 2 se presenta el diagrama del stacking electrocinético de analitos
neutros conducidos por el flujo electroosmético seguido por la separacion de
MEKC, utilizando SDS como surfactante. El mecanismo de stacking de este
método esta basado en la diferencia de movilidad de los analitos neutros cuando
interactuan con un vector electrocinético o micelas. La muestra debe estar
disuelta en un electrolito de igual conductividad que el BGS, pero que no contenga
micelas. El BGS debe contener SDS en concentraciones superiores a la CMC.
Se monta el sistema como en el esquema de la Figura 2. Donde, en la Figura 2a,
el capilar y el vial derecho se llenan con BGS vy el vial izquierdo, con muestra. En
la Figura 2b, se aplica un voltaje durante un tiempo determinado. Aqui, la
muestra es inyectada en el capilar por influencia del EOF y las micelas se mueven
en sentido contrario al EOF. Cuando la micela interactua con cada analito forma
un conjunto SDS-analito que tiene una movilidad diferente a la micela pura. Al
terminar la inyeccién se forman cuatro interfases: A, frente del solvente de la
muestra; B, frente del conjunto SDS-analito; C, frente de la micela; y D, frente de
la matriz de la muestra. En la Figura 2c, se muestra la opcion en la cual la
velocidad de ingreso de la muestra es mayor que la velocidad electroforética de

las micelas, hacia el anodo. Esto hace que parte de la muestra ingrese al capilar
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sin que ninguna micela interaccione con los analitos. En la Figura 2d, ambos
viales se llenan con BGS y se aplica un voltaje. Mientras tanto, las micelas
continuan barriendo todos los analitos a lo largo de la zona de la muestra —debido
a que el sentido de la movilidad electroforética de las micelas es contrario al del
EOF—, hasta alcanzar la interfase D. En la Figura 2e, ocurre el proceso de

separacion por virtud de MEKC [73].

El principal enfoque de este concepto es la maxima longitud de muestra
inyectable. Donde, la inyeccion termina antes que el conjunto analito-surfactante
lleguen al detector. Esto quiere decir que si se conoce la velocidad del conjunto
analito-surfactante, es posible determinar la maxima longitud de muestra

inyectable, L, . Para ello, Palmer et al. [75], postularon la Ecuacion 1.

Lok = \/Eﬂ—l L et Ecuacion 1

max
V a

ekv

Donde, V... es la velocidad del flujo electroosmatico, V , es la velocidad del

ekv

conjunto analito-surfactante y L, es la longitud del capilar, desde la entrada hasta

el detector.

Por otro lado, utilizando la misma convencién de signos de Palmer et al.., Chien et

al. [84] postularon un resultado diferente para calcular L, .

\ -
Lo = Ldet( EOF —1J Ecuacién 2

La Ecuacion 1 fue corroborada por Palmer et al. [75], utilizando condiciones

especificas del electrolito (usaron un electrolito que no actuara como vector
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Figura 2 Diagrama del stacking electrocinético de analitos neutros
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electrocinético para los analitos seleccionados) y analitos de alto peso molecular
que no sobrecargaron la columna capilar, mientras que la Ecuacién 2 no fue

corroborada experimentalmente.

2.5. ESPECIES QUIMICAS DISUELTAS EN AGUAS

Abarcar en este texto todas las especies quimicas disueltas en aguas resultaria un
trabajo arduo e inutil. Por lo tanto, solo se hara referencia a los iones vy triazinas

objetos de estudio.

2.5.1. lones disueltos en aguas

Como se indico en parrafos anteriores, entre los principales iones inorganicos

disueltos en aguas se encuentran: cloruro, CI*; nitrito, NO; ; sulfato, SO;;
nitrato, NO; ; fluoruro, F'~; fosfato, PO} ; amonio, NH;"; potasio, K'*; sodio,

Na'*; magnesio, Mg?**; litio, Li'"; estroncio, Sr®"; bario, Ba®*; y calcio, Ca®* [19].

Actualmente existe un gran numero de metodologias para el analisis de estos
iones en aguas, que han sido creadas a lo largo de la historia y con las cuales se
ha obtenido la informacién internacional existente al respecto. En este siglo se
continua con el desarrollo de nuevas metodologias de analisis y con la
construccion de instrumentos analiticos con sistemas de inyeccion, separacion y
deteccion mas sofisticados y eficaces, que permitan la deteccidén de los analitos a
nivel de trazas [88, 89].

La CE, debido a su bajo costo y gran versatilidad, es particularmente una técnica

analitica adecuada para el analisis de iones inorganicos en muestras de agua [90
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— 92]. Son muchos los estudios publicados en los que utilizan CE para la
determinacién de: aniones inorganicos [93 — 97], cationes inorganicos [98 — 103]
0 aniones y cationes simultaneamente [104 — 107]. Otras publicaciones estan
especificamente dedicadas a la discusion de nuevas metodologias, con las que se

analizan iones inorganicos en muestras reales [4, 36, 44, 108 — 111].

Cabe destacar que muchas de las publicaciones, en las que se utiliza CE para la
determinacién de iones inorganicos disueltos en aguas, estan efocadas en buscar
las mejores condiciones de separacién (composicién del electrolito, pH, fuerza
i6nica) y deteccion (modo directo e indirecto) de los analitos de interés. Por ello,
hoy en dia se encuentran diferentes formulaciones para la preparacion de
electrolitos especiales para el analisis de cationes —en estos, se utilizan
modificadores de la movilidad electroforética de los analitos, tales como agentes
complejantes: acidos carboxilicos; acido a-hidroxi-isobutirico, HIBA; acido
etilendiaminotetraacético, EDTA; y éteres corona [61, 105]- o el analisis de
aniones —en estos, se utilizan ciertos modificadores tanto de la movilidad
electroforética (DEA, dietanolamina) como del flujo electroosmético (CTAB,

bromuro de cetiltrimetilamonio) [44, 95]—-.

En este trabajo se utilizd6 CZE para la determinacién de los principales iones

inorganicos disueltos en aguas (cloruro, CI*~; nitrito, NO%‘; sulfato, SOf‘; nitrato,
NO;~; fluoruro, F'~; fosfato, PO;; amonio, NH;,"; potasio, K'*; sodio, Na'*;
magnesio, Mg*"; litio, Li*"; estroncio, Sr**; bario, Ba**; y calcio, Ca*").

25.1.1. Cloruro

En Colombia, 250 mg/L de CI'" es el valor admisible en agua potable [Decreto

475 de 1998]. Este valor esta basado unicamente en el cambio de sabor y no en
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algun dafo fisiolégico conocido. La mayoria de las sales cloruro son muy solubles
en agua, por lo tanto, en fuentes de agua dulce es comun encontrarlo en

concentraciones cercanas a 100 ppm [19].

2.5.1.2. Nitrito

En Colombia, 0,1 mg/L de NO; es el valor admisible en agua potable [Decreto

475 de 1998]. Los nitritos pueden encontrarse en las aguas naturales, aunque
generalmente en dosis pequefias. El ion nitrito es intermediario en el proceso de
nitrificacion. Es formado, desde el i6n nitrato o desde el ibn amonio, por
microorganismos presentes en el suelo, aguas residuales y en el tracto digestivo
humano. Su toxicidad se bebe a que, cuando alcanza el torrente sanguineo
reacciona directamente con la hemoglobina y produce meta-hemoglobina, la cual
impide el transporte de oxigeno correctamente. La reaccion de nitrito con la
hemoglobina es muy peligrosa para nifilos menores de cuatro meses de edad; esto
se debe a que el estbtmago de los infantes tiene un pH alto que permite el

crecimiento de microorganismos capaces de convertir el nitrato en nitrito [19].

2.5.1.3. Nitrato

En Colombia, 10 mg/L de NO;~ es el valor admisible en agua potable [Decreto 475

de 1998]. Las dos razones por las cuales el nitrato se considera peligroso, son:
que puede ser reducido a nitrito y que es un agente potencial en la formacién de
nitrosaminas, las cuales son cancerigenas. El nitrato de potasio, o salitre, y el
nitrato de sodio son los nitratos mas importantes comercialmente. Casi todos los
nitratos son solubles en agua. Los nitratos de calcio, sodio, potasio y amonio se

emplean como fertilizantes que proporcionan nitrégeno para el crecimiento de las
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plantas. El nitrato y el amoniaco entran al agua, en mayor proporcion, por el ciclo
del nitrégeno. En el ciclo del nitrgeno son muy importantes dos gases (nitrégeno
molecular y 6xido nitroso) y cinco formas de nitrdgeno combinado no gaseoso

(grupos aminas y amidas, amonio, nitrito y nitrato) [19].

Aunque el nitrato es rapidamente excretado en la orina genera mucha
preocupacion, ya que es un contaminante inorganico que se origina de diferentes
fuentes: aplicacién de fertilizantes, pozos sépticos que no estén funcionando bien,
lagunas de retencion de desperdicios sélidos no cubiertas por debajo, infiltracion

de aguas residuales o tratadas [19].

2.5.1.4. Sulfato

En Colombia, 250 mg/L de SO;  es el valor admisible en agua potable [Decreto

475 de 1998]. Exceptuando las sales de bario y de plomo, la mayoria de las sales
inorganicas del sulfato son muy solubles en agua. El ién sulfato es uno de los
principales aniones que se encuentran en aguas naturales, ya que después de
estar disuelto en agua es un soluto permanente, salvo cuando el sistema es
anaerobico que: se reduce hasta sulfito y se precipita en sedimentos, se libera a la

atmédsfera como H,S o se incorpora a la materia organica en seres vivos. Entre
las principales fuentes de SO~ estan los sedimentos, desde los cuales se pueden

lixiviar el magnesio, sodio y especialmente el sulfato de calcio. Es de importancia
en las fuentes de suministro de agua debido a su efecto catartico cuando esta
presente en cantidades excesivas. El ion sulfato, causa dos problemas asociados
con el manejo y tratamiento de aguas residuales: olor, resultante de la reduccion
de los sulfatos a sulfuro de hidrégeno en condiciones anaerobias, y problemas de

corrosion de cafierias [19].
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2.5.1.5. Fluoruro

En Colombia, 1,2 mg/L de F* es el valor admisible en agua potable [Decreto 475
de 1998]. La concentracién de fluor en agua natural depende principalmente de la
solubilidad de las rocas que contengan fluor y con las cuales el agua tenga
contacto. Estudios toxicoldgicos indican que en altas concentraciones, el fluor,

causa fluorosis dental y esqueletal [19].

2.5.1.6. Fosfato

En Colombia, 0,2 mg/L de PO} es el valor admisible en agua potable [Decreto
475 de 1998]. Los vertidos de fosfatos a las aguas naturales pueden causar
eutrofizacion, que es la proliferacion de algas en lechos acuaticos. Las plantas
acuaticas generaran problemas en las reservas de agua y en aguas almacenadas.
En algunos casos, los lagos y reservas de agua recogen fosfatos, en pequefas
cantidades, desde diferentes efluentes y los almacenan hasta alcanzar
concentraciones nocivas para las propias plantas. En los ultimos tiempos, los
efectos ambientales perjudiciales de los fosfatos estan relacionados con el amplio

uso de detergentes domésticos [19].

2.5.1.7. Amonio

Las leyes colombianas no han establecido un valor maximo permisibles para
aguas potables. El amonio (NH;") se presenta en variadas concentraciones en

aguas subterraneas, aguas superficiales y aguas de desecho. Su presencia en
aguas y en sedimentos es atribuida principalmente a la reduccion de sustancias

organicas que contienen nitrégeno, desaminacion de aminas e hidrolisis de urea;
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ademas, el amonio es usado en las plantas de tratamiento de agua para la
decloracion. Su concentracidon en aguas subterraneas es relativamente baja
porque éste se absorbe en el suelo [8]. El criterio de maxima concentracion de
amonio permisible es Unicamente para la proteccion de vida acuatica; todavia no
se ha establecido un criterio para la proteccién de la salud humana (por el

consumo de agua o pescado contaminado con amonio) [19].

2.5.1.8. Potasio

La concentracion de potasio (K*) no esta limitada por los estandares de agua
potable, ya que es un componente vital de los suelos fértiles y ademas, esta
presente en todo el tejido vegetal y animal. A los niveles elevados de potasio en el
cuerpo se le conoce como hipercaliemia y algunas causas comunes de esto son la
disminucién de la funcién renal, una descomposicion anormal de las proteinas o
una infeccion severa. La causa mas comun de la hipercaliemia es la reduccion en
la funcion renal, especialmente en pacientes que reciben dialisis por insuficiencia
renal [112].

2.5.1.9. Sodio

Todas las sales de sodio son muy solubles en agua. Su concentracion no esta
limitada por los estandares de agua potable, asi que las personas con dietas bajas

en sodio pueden requerir de fuentes especiales de agua potable. El alto contenido
de cloruros en aguas generalmente esta asociado con el i6n sodio (Na'*). En las

aguas dulces, el Na** suele variar entre 10-100 mg/L [113].
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2.5.1.10. Magnesio

En Colombia, 36 mg/L de Mg?** es el valor admisible en agua potable. El cuerpo

humano contiene, en promedio, unos 25 g de magnesio. Es el cuarto cation mas
abundante en el organismo, después del calcio, el sodio y el potasio. La oxidacion
de los alimentos libera energia, que se almacena en los enlaces de fosfato de alta
energia. Se cree que este proceso de fosforilacion oxidativa tiene lugar en las
mitocondrias de las células y que el magnesio es necesario para esta reaccion. En

concentraciones superiores a 700 mg/L, el magnesio tiene efectos laxantes [113].

2.5.1.11. Litio

Aunque, para el Li' no se ha estipulado la maxima concentracion permisible en
aguas, se ha reportado que el litio y el vanadio, en altas concentraciones, tienen

cierta correlacion con la mortalidad por problemas cardiovasculares [113].

2.5.1.12. Estroncio

En Colombia no se ha estipulado la maxima concentracion de Sr** permisible en

aguas. La EPA ha establecido un limite de 4 mg/L de Sr*"en agua potable. La
exposicion a niveles altos de estroncio estable puede alterar el crecimiento de los
huesos en los nifios. La exposicion al estroncio puede producir defectos de
nacimiento u otros efectos sobre el desarrollo en seres humanos. En animales

expuestos a estroncio radiactivo se han observado defectos de nacimiento [112].
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2.5.1.13. Bario

En Colombia, 0,5 mg/L de Ba®" es el valor admisible en agua potable. La mayoria
de los compuestos de bario tienen baja solubilidad en agua pura; pero, en
presencia de cloruros, el sulfato de bario aumenta su solubilidad. Los compuestos
solubles de bario (hidréxido, cloruro y nitrato) son sumamente téxicos por via oral

y la dosis letal del cloruro de bario se ha establecido entre 0,8 y 0,9 gramos [113].

2.5.1.14. Calcio

En Colombia, 60 mg/L de calcio (Ca*") es el valor admisible en agua potable. El
sabor del agua depende, en gran parte, del anion asociado con el calcio. La
dureza del agua, se define como la suma de los cationes polivalentes (Ca’*,

Mg?*, Sr?*  Fe*", Mn*', Ba’") presentes en el agua, aunque, generalmente, el

Ca’" y el Mg?" estan en mayor concentracion. Se ha especulado que pequefios

incrementos de calcio en la dieta disminuye la circulacion y se relacionan de algun

modo con las enfermedades cardiovasculares [113].

2.6. Triazinas

Las triazinas, son compuestos organicos nitrogenados ampliamente utilizados
como agentes de control de malezas en diferentes cultivos [114]. Su historia
comenzd en 1952 cuando J. R. Geigy S.A. sintetizaron y utilizaron, en forma
exploratoria, el primer derivado de las triazinas [115]. En los afos 70, la
comunidad cientifica se preocup6 por estudiar la eficiencia de las triazinas como

herbicidas. En el presente, los estudios estan enfocados en los riesgos para la

ecologia y la salud humana (el LD,, de algunas triazinas se presenta en la Tabla
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3). Asi, por ejemplo, Balduini et al. [116] realizaron un estudio con leche materna
obtenida del hospital de maternidad, Besangon (Francia). Concluyeron que las
triazinas estan ampliamente distribuidas en el ambiente y que los nifios, cuyo
unico alimento es la leche materna, estan expuestos en su dieta diaria. Por otra
parte, los riesgos que estos compuestos representan llevaron a la Comunidad
Europea a establecer en 0,1 ppb el maximo nivel de concentracion permitida en

aguas potables [117].

En general, las triazinas son consideradas compuestos estables. El tiempo de
vida media, en zonas de cultivos y condiciones ambientales, puede variar desde
semanas hasta meses [118]. La solubilidad en agua (ver Tabla 3) es
relativamente baja, pero, normalmente los productos de degradacién son mas
solubles. Debido a las caracteristicas quimicas tan similares de estos compuestos
(ver Tabla 3), es necesario el uso de métodos cromatograficos para su
determinacién [5]. Actualmente, se hallan reportadas un gran numero de
metodologias para la determinacion de triazinas en aguas [114, 119, 120].
Algunas utilizan HPLC [121] y otras GC [122]. Gongalves et al. [123] han
desarrollado un método analitico mediante SPME-GC utilizando dos detectores
especificos (ECD, detector de captura electronica; y TSD, detector selectivo
termoidnico), que les permitié determinar un grupo de 36 plaguicidas de diferentes
familias (organoclorados, organofosforados, piretroides y triazinas) en muestras de
agua. La mayoria de estas metodologias analiticas cumplen con las normas
técnicas minimas requeridas por los organismos de control, para ser utilizadas en
analisis de rutina, pero la desventaja que tienen es que son costosas y algunas
veces son tediosas, ya que requieren de modificacion o derivatizaciéon quimica
[121]. EI costo de tales metodologias ha hecho que diferentes grupos de
investigacion profundicen en esta area con el objetivo de encontrar otras mas
econdmicas. MEKC, se ha presentado como alternativa viable para el analisis a
menor costo [124, 125]. La desventaja de esta técnica es que tiene tendencia a

presentar altos limites de deteccion [126]. No obstante hoy en dia existe un gran
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numero de trabajos publicados a nivel internacional en los que han utilizado MEKC
con algun sistema de concentracién de la muestra (en linea o fuera de linea),
logrando disminuir en varios 6rdenes de magnitud los LOD. En la Tabla 4 se
muestra algunas ventajas y desventajas de las diferentes técnicas analiticas

utilizadas para el analisis de pesticidas.

Entre las técnicas de concentracion en linea que se han utilizado estan: sweeping
con el surfactante catiénico TTAB (bromuro de tetradecilamonio) [66], SRW
(stacking usando micelas migrando en reversa y agua pura) y m-SRMM
(modificacion del stacking con micelas migrando en reversa) [127]. De las
técnicas de concentracion fuera de linea, las mas utilizadas son: SPE (extraccion

en fase sdélida) y SPME (microextraccidon en fase solida).

Tabla 3. Caracteristicas de algunas triazinas

LD Ao E d Solubilidad ®
Triazina ? pKa LOgPciana
(mg/kg) (nm) (M'cm™) agua (ng/mL)
Simazina >5000 1,65 222 36000 2,30 5
1869 —
Atrazina 1,68 222 41000 2,70 33
3080
Ametrina 965 - 1100 4,00 222 40000 3,07 185
Prometrina 3750 4,05 223 42000 3,34 48
Terbutilazina 2000 1,94 223 19500 3,06 5
Terbutrina 2000 4,40 223 21200 3,74 25

2 Toxicidad en ratas (dosificacién oral). ° Longitud de onda de maxima absorcion.
° Absortividad molar maxima. ¢ Coeficiente de particién entre agua y octanol.
¢ Solubilidad en agua a 25 °C.
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Tabla 4. Diferencias entre

las

determinacién de triazinas en aguas ?

técnicas analiticas

utilizadas en la

Técnica

Ventajas

Desventajas

Solucién

Cromatografia

de gases

Cromatografia

liquida

Alto poder de resolucion
y habilidad para resolver
analitos individuales.
Alta sensibilidad y
selectividad.

Se puede acoplar,
facilmente, a
espectrometria de
masas para confirmar la
identidad de un analito
en una muestra

desconocida.

Virtualmente, se puede
aplicar a cualquier soluto
organico, sin tener en
cuenta su volatilidad o
estabilidad térmica.

Las fases, movil y
estacionaria, se pueden

modificar.

Inadecuado para
compuestos polares,
termolabiles, y
compuestos de baja
volatilidad.

Alto costo, debido al
consumo de gases de

alta pureza.

Insuficiente eficiencia
en la separacion y en
la selectividad.

Uso, como fase movil,
de grandes
cantidades de
solventes costosos y

toxicos

Derivatizaciéon

Desarrollo de
materiales
para la
construccion
de columnas
que sean mas
eficientes y

selectivas.
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Continuacion de la Tabla 4.

Técnica

Ventajas

Desventajas

Solucién

Electroforesis

capilar

Alta eficiencia de
separacion.

Bajo consumo de
reactivos costosos y

solventes toxicos.

Altos limites de
deteccion.

Fallas con los

detectores selectivos.

Enriquecimiento
de muestra
(SPE, SPME,
stacking).

Desarrollo de

métodos para
combinar CE
con detectores
altamente

selectivos.

T 117]

La SPE es una de las técnicas mas comunes para concentrar triazinas, presentes
en aguas [117]. Con esta técnica se puede concentrar cientos de veces un analito
presente a nivel de trazas y se obtienen altos porcentajes de recuperacion. Pero,
una de sus desventajas es que los materiales utilizados para el empaquetamiento
de la fase sdlida son derivados de productos manufacturados para HPLC y estan
sujetos a todos los problemas observados en la preparacion de columnas
empacadas de forma reproducible [128]. Turiel et al. [126] y Carabias et al. [118]
utilizaron SPE para concentrar muestras de pesticidas que posteriormente
analizaron con MECK acoplado a estrategias de preconcentracion en linea (NSM,
stacking en modo normal; FESI, inyeccion de muestra por incremento campo;
REPSM, modo de stacking por inversion de la polaridad del electrodo; y HCSSM,
modo de stacking por alta conductividad en la muestra). En ambos trabajos
reportaron alta reproducibilidad y limites de deteccion del orden de partes por
billbn, que son comparables con los obtenidos por HPLC. Carabias et al.
concluyeron que los porcentajes de recuperacion en SPE para los analitos menos

polares son independientes del volumen de muestra utilizado.
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Por otro lado, la SPME también ha sido utilizada como método de
preconcentracion de pesticidas en diferentes matrices [117]. Esto se debe a su
habilidad para extraer pesticidas a nivel de trazas [129]. Hernandez et al. [130]
combinaron SPME con MECK vy diferentes estrategias de preconcentracion en
linea (NSM, modo de stacking normal; FESI, inyeccién de muestra por incremento
de campo; REPSM, modo de stacking por inversién de la polaridad del electrodo;
RP-SWMR, modo de stacking por remocion de matriz) para el analisis de
pesticidas en aguas y en jugos, y reportaron alta reproducibilidad y limites de
deteccion del orden de partes por billon, que al igual que con SPE, son

comparables con los obtenidos por HPLC.

Las metodologias de concentracion en linea que han alcanzado los mas bajos
limites de deteccion, requieren equipos de electroforesis en los cuales sea posible
invertir la polaridad de sus electrodos, en una misma corrida. No obstante, en la
mayor parte de los casos esta operacion no puede ejecutarse. Siendo asi,
aquellas técnicas en las que se prescinde de la inversion de polaridad resultan
notablemente utiles. Es por eso que en este trabajo se presenta EKSI-NA-CCC en
linea con MECK para determinar triazinas (simazina, atrazina, ametrina,

prometrina, terbutilazina y terbutrina) presentes en agua.

2.7. VALIDACION DE LAS METODOLOGIAS ANALITICAS

Validar una metodologia es investigar si se alcanza el propdsito analitico y si los

resultados tienen un nivel de incertidumbre aceptable [131, 132].
Con la validacion se busca asegurar que el método analitico es exacto, especifico,

reproducible y robusto. La USP (United States Pharmacopeia) define la validacién

como: “asegurar la confiabilidad del método durante usos normales”, que en otras
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palabras “es el proceso de proveer evidencias documentadas de que los métodos

cumplen la funcion para la cual fueron creados”.

En los laboratorios se deben validar las metodologias para cumplir con las
exigencias gubernamentales u otras regulaciones; los datos obtenidos llegan a ser
parte del paquete de validacion de métodos suministrados por las agencias que

reglamentan, tal como la FDA (Food and Drug Administration).

La validacion, basicamente, consiste en cuatro pasos, de los cuales cada uno es
critico en el éxito de todo el proceso: validacion del software, validaciéon y
calificacién del hardware (instrumentacion), validacién del método y adecuacion
del sistema. EIl proceso empieza con validacion del software y calificacion del
sistema. Luego se valida el método. Finalmente, todo es engranado para la

adecuacion del sistema [133].

2.7.1. Calificacion del instrumento

Antes de utilizar un instrumento, se debe desarrollar la validacion del mismo. La
calificacion se puede realizar de dos formas: holistica o modular. La calificacion
holistica consiste en dos pasos: calibraciéon inicial (incluyendo linealidad vy
precision) y calificacion de corridas (desarrolladas cuando se dejan estandares en
intervalos definidos dentro de las corridas). En la calificacibn modular cada
componente es calificado individualmente. En la practica una combinacion de
ambas metodologias es comunmente usada. En la mayoria de los casos, la

empresa fabricante entrega el instrumento listo para utilizar [134].
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2.7.2. Validacion del método

Con la validacion se busca evaluar la calidad de las metodologias implementadas.
Para ello, normalmente es suficiente con obtener la precision, exactitud,
especificidad, LOD, LOQ, linealidad y robustez del método [131, 135]

2.7.2.1. Precision

La precision es el grado de repetibilidad de un método analitico bajo condiciones
de operacion normal. Se expresa como porcentaje de coeficiente de variacion

(% CV ) para un numero significativo de muestras. Normalmente, la precision se

debe medir en tres diferentes niveles: repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad [131, 134].

Repetibilidad: Es el resultado del método de operacion en un corto intervalo de
tiempo bajo las mismas condiciones (es la precision inter-ensayos). Esto se debe
determinar desde un minimo de nueve determinaciones que cubran el rango

especificado por el procedimiento (tres niveles con tres repeticiones cada uno).

Precision intermedia: Es el resultado que se da debido a las variaciones
aleatorias dentro del laboratorio. Estas variaciones pueden ser: dias diferentes,

analistas diferentes, equipo, etc.
Reproducibilidad: Se refiere a los resultados obtenidos en diferentes laboratorios.

En la documentacion de soporte, se debe incluir la desviaciéon estandar, el

coeficiente de variacion y el intervalo de confianza.
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2.7.2.2. Exactitud

La exactitud en una metodologia analitica puede unicamente ser determinada con
referencia a un valor conocido o “valor verdadero”. Una medida exacta es una que
al mismo tiempo es precisa y libre de error (bias). La exactitud se puede
determinar de dos formas: la primera, por comparacion directa con una referencia
estandar conocida, tal como una de control de calidad o con material certificado; y
segundo, por comparacion directa con un estandar analizado con una técnica

alternativa que se considere exacta [93].

Para documentar la exactitud, se debe tener un minimo de nueve determinaciones
en un minimo de tres niveles de concentracion que cubren el rango especificado
(por ejemplo, tres concentraciones con tres réplicas cada uno). Los datos se
reportan como porcentaje de recuperacion (% R ) de la cantidad de muestra
adicionada o como la diferencia entre el promedio y el valor verdadero con

intervalos de confianza [131].

El % R se determina mediante la siguiente ecuacion:

Cantidad Experimental
Cantidad Real

%R= x100 Ecuaciéon 3

2.7.2.3. Especificidad

La selectividad y la especificidad son medidas con la cuales se asegura la
confiabilidad de una medida en presencia de interferencias. Aunque no es un
acuerdo universal, ser especifico significa ser 100% selectivo. En otras palabras,
la especificidad y selectividad dan una idea de la confiabilidad del método

analitico. El término especificidad generalmente se refiere al método que produce
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una respuesta para un solo analito, unicamente. Mientras que, el término
selectividad es usado para un método que produce respuestas para analitos que
pueden ser distinguidos entre si. Un método es selectivo si cada respuesta se
distingue de las otras respuestas. En este caso, el método es adecuado para

medir exactamente un analito con menor riesgo de interferencias [131, 134].

2.7.2.4. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

No existe un término analitico o parametro que tengan la variedad de
terminologias y formulaciones que tienen el limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ). La Eurachem usa “limites de deteccion” o “deteccion limite”.
La ISO usa “minima concentracion neta detectable”; mientras que la IUPAC
prefiere “minimo valor (verdadero) detectable”. Sin embargo, todas las
organizaciones oficiales se refieren a la misma definicion: “la mas baja cantidad de
analito en una muestra que puede ser detectado pero su valor no puede ser

cuantificado exactamente”.

No es cierto —como frecuentemente se piensa— que la deteccidon o la
cuantificacion es imposible por debajo del limite de determinacidén; pero, en esos
niveles mas bajos, la incertidumbre de las medidas de deteccién y cuantificacion

son mas altas que el valor por si mismo.
El LOQ corresponde a la minima cantidad de analito cuantificable con un

coeficiente de variacién que no supere el 10%. Normalmente, se toma como LOQ

el valor que es 10 veces la desviacion estandar del blanco [136].
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2.7.2.5. Linealidad y rango

La linealidad y el rango de un procedimiento analitico es su habilidad (dentro de un
rango dado) para obtener resultados directamente proporcionales a la cantidad
(concentracion) de analito en la muestra para las cuales se ha demostrado que el

meétodo analitico tiene un nivel adecuado de precisidon y exactitud.

Para asegurar la linealidad de un método analitico, se debe calcular la regresion
lineal y sus valores residuales. Estos ultimos representan la diferencia entre el
valor observado y el valor calculado o predicho con la ecuacion obtenida de la
regresion lineal. La linealidad se confirma si los valores residuales se distribuyen
de forma aleatoria, pero, si la distribucidén tiene tendencia sistematica indica que

no es lineal.

2.7.2.6. Robustez

Se dice que un procedimiento analitico es robusto cuando su funcionamiento es
consistente al exponerse a pequefas variaciones, tales como: dias diferentes,
analistas, instrumentos, reactivos, variaciones en la preparacion de la muestra o
material de muestra usado. La robustez da una idea de la confiabilidad durante el

uso normal del procedimiento analitico.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Para desarrollar este trabajo se utilizé un equipo de electroforesis capilar, CAPEL
105. Ademas, se utilizaron equipos menores, material de laboratorio, reactivos

analiticos y soluciones estandar certificadas.

Todas las soluciones (de trabajo, de lavado y electroliticas), antes de ser
inyectadas en el CAPEL 105, se dejaron en ultrasonido durante cinco minutos,
para eliminar todas las burbujas; y luego en reposo cinco minutos mas, para

alcanzar la temperatura ambiente.

Todos los dias, al inicio de cada serie de analisis, se acondiciond la superficie
interna del capilar. Para ello se lavo de la siguiente manera: agua (5 min), metanol
(5 min), agua (5 min), HCI (1 M, 5 min), agua (5 min), NaOH (1 M, 5 min), agua (5
min) y BGS (30 min). Mientras esto sucedia, al inicio de cada jornada, la lampara

UV se calentaba y estabilizaba su sefal.

Después de cada analisis, se lavo el capilar (5 min) con BGS. Esto se hizo para

mejorar la reproducibilidad de los tiempos de retencion.

El agua utilizada (en las soluciones, para acondicionar el capilar o para purgar el
material) fue des-ionizada y tri-destilada. Su conductividad fue menor de 2,0 uS'y

su pH cercano a 7,0.
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3.1.1 Equipo de electroforesis capilar

El equipo de electroforesis capilar utilizado es un CAPEL 105 (Lumex, St.

Petersburg, Rusia).

El CAPEL 105 esta equipado con un detector ultravioleta (UV), un equipo de
control de temperatura, un software para adquisicion y analisis de datos, dos

fuentes de poder, de alto voltaje, intercambiables y dos capilares.

Figura 3. Equipo de electroforesis capilar, con detector ultravioleta (CAPEL
105, Lumex, St. Petersburg, Rusia).
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3.1.1.1. Fuentes de poder

a) Fuente de poder de alto voltaje con polaridad negativa: es un dispositivo
del CAPEL 105 que genera voltajes constantes, en un rango entre -1 kVy
-25 kV.

b) Fuente de poder de alto voltaje con polaridad positiva: es un dispositivo
del CAPEL 105 que genera voltajes constantes, en un rango entre +1 kV y
+25 kV.

3.1.1.2. Detector

El CAPEL 105 posee un sistema de deteccién que consiste en hacer pasar la
mitad de un haz de luz ultravioleta, producida por una lampara de deuterio, a
través del capilar (fotometria) y la otra mitad por un camino independiente
(referencia). El haz puede puede fijarse a una longitud de onda, con mas o menos

1 nm, en el rango entre 190 y 380 nm.

3.1.1.3. Capilar

El capilar es de silice fundida cubierto con poliimida, excepto en la regién del
detector y en los extremos. Los extremos tienen un corte perpendicular al eje del
capilar. El capilar tiene 75 um de diametro interno, 60 cm de longitud total y 50 cm
desde el extremo de entrada hasta la ventana de deteccidn, llamada longitud

efectiva.
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El capilar se puede utilizar indefinidamente y esta dispuesto en un casete que

encaja herméticamente en el CAPEL 105.

3.1.1.4. Adquisiciéon de datos

Los datos son recibidos por un software (Chromatography data station,

Chrom&Spec for Windows, version 1.5) en linea con el CAPEL 105.

e)

3.1.2. Equipos menores

pH/ conductivi-metro, Mettler Toledo MPC227, Suiza.

Evaporador con flujo de nitrégeno, Turbovap LV, Zymark, USA.

Balanza analitica, Mettler Toledo AG 285, Suiza.

Bafio de ultrasonido, Ultrasonic LC-20H (frecuencias bajas, entre 50 y 60

Hz; frecuencias altas, hasta 35 kHz), EIma-Singen/Htw, Alemania.

Agitador mecanico, Microtiter, KM1-minishaker-IKA works, USA.

Desionizador de agua, Rovic. Producido por Rothlisberger y Co Ltda.
Modelo 30 — A; serie SXP. Peru.

Montaje receptaculo de fibras para SPME, Supelco Inc., Bellefonte, USA.

Plancha de calentamiento con agitacion magnética, Thermolyne, Nouva Il

stirring hot plate, Dubuque, IA, USA.
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3.1.3. Materiales

a) Membranas de filtracion de acetato de celulosa de 0,2 um de diametro de

poro, Cellulose acetate syringe filter, Target, National Scientific, USA.

b) Tubos conicos (viales), plasticos, con capacidad de 1,5 mL, Plastibrand,

Alemania.

c) Pipetas de émbolo, Transferpette, Brand, Alemania.

d) Frascos plasticos, Nalgene (250 mL).

e) Fibras para SPME con recubrimientos de PDMS/DVB (65 um), Supelco
Inc., Bellefonte, USA.

3.1.4. Reactivos

3.1.4.1. Reactivos analiticos

— Nay;HPO4: Hidrégeno fosfato de sodio. Peso molecular 141,96 g/mol.

Pureza 99%. Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— NaOH: Hidroxido de sodio. Peso molecular 40,08 g/mol. Pureza > 99%.

Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— HCI: Acido clorhidrico. Peso molecular 36,45 g/mol. Pureza 37% p/v. J. T.
Baker, México.
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— NayB4s07¢10H,0: di-Sodio tetraborato decahidratado.

Peso molecular

381,37 g/mol. Pureza > 99%. Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— CrO3: Oxido de cromo (VI). Peso molecular 99,99 g/mol. Pureza > 99%.

Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— CH30H: Metanol. Peso molecular 32,04 g/mol. Pureza > 99%. Merck,

KgaA, Darmstand, Alemania.

— C12H25Na0O4S: Sodio dodecilsulfato, SDS. Peso molecular 288,38 g/mol.

Pureza > 99%. Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— CH3CH,OH: 1-Propanol. Peso molecular 60,10 g/mol.

Mallinckrodt, Paris, Francia.

— C4H11NOg: Dietanolamina, DEA. Peso molecular 105,14 g/mol.

99%. Riedel-deHaén, Alemania.

Pureza > 99%.

Pureza >

— C19H42BrN: Bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB. Peso molecular 364,46

g/mol. Pureza > 99 Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— C7HeN2: Benzimidazol. Peso molecular 118,14 g/mol.

Merck, KgaA, Darmstand, Alemania.

— C7HgNsCl: Simazina. Peso molecular 201.66 g/mol.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.
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— CgH1usNsCl: Atrazina. Peso molecular 215.68 g/mol. Pureza = 99,5.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.

— CgH1sNsCl: Terbutilazina. Peso molecular 229.71 g/mol. Pureza

1

99,4.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.

— CgH17N5sS: Ametrina. Peso molecular 227.33 g/mol. Pureza = 99/4.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.

— C4oH19NsS: Prometrina. Peso molecular 241.36 g/mol. Pureza = 97,8.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.

— C4oH19NsS: Terbutrina. Peso molecular 241.36 g/mol. Pureza = 99,8.

Suministrada por Syngenta S.A, Colombia.

3.1.4.2. Patrones certificados

Tabla 5 Especificaciones técnicas y comerciales de las soluciones estandar

certificadas, utilizadas como referencia para los diferentes aniones

Especificaciones comerciales**

Anién Especificaciones técnicas* Numero de
Nombre
Lote
cl** Cloruro de sodio (7647 — 14 — 5) IC-CI* =1 X1
B3015039
100 pg CI* /mL solucion 100 mL
NO;~ Nitrito de sodio (7632 — 00 - 0) IC-NO} —1 X-1.
- B B3035092
100 ug NO; /mL solucion 100 mL
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Continuacioén de la Tabla 5

Especificaciones comerciales**

Anion Especificaciones técnicas* Numero de
Nombre
Lote
SO?” Sulfato de potasio (10233 — 01 - 9) IC-SO2 =1 X1
3 B2045019
100 pg SO;/mL solucion 100 mL
NO;~ Nitrato de sodio (7631 — 99 — 4) IC-NO; —1 X-1
- B B3015040
100 ug NO;™ /mL solucion 100 mL
F!~  Fluoruro de sodio (7681 — 49 — 4) IC-F =1 X—1
B2045072
100 ng F* /mL solucion 100 mL
PO}~ Fosfato de potasio (7778 — 77 — 0) IC-PO;™ —1 X-1
. B B1065089
100 ug PO, /mL solucion 100 mL

*

Todas las soluciones fueron preparadas con agua (7732 — 18 — 5).

*%

Comercializadas como soluciones estandar de referencia para cromatografia ionica (ION
CHROMATOGRAPHY STANDARD) por AccuStandard, Inc. USA.

Tabla 6 Especificaciones técnicas y comerciales de las soluciones estandar

certificadas, utilizadas como referencia para los diferentes cationes

Especificaciones comerciales**

Cation Especificaciones técnicas* Numero
Nombre
de Lote
NH;* Cloruro de amonio (12125 - 09 - 9) IC-NH;" =1 X-1 B3075031
100 ug NH;"/mL solucion 100 mL
K+ Nitrato de potasio (7757 — 79 - 1) IC- KM =1 X~1 B3055046
Acido nitrico (7697 — 37 — 2) 100 mL

100 ng K**/mL solucion
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Continuacion de la Tabla 6

Especificaciones comerciales**

Cation Especificaciones técnicas* Nombre NUumero
de Lote

Nal* Nitrato de sodio (7631 — 99 — 4) IC-Na' =1 X=1 B2025025
Acido nitrico (7697 — 37 — 2) 100 mL
100 ng Na'"/mL solucién

Mg?*  Nitrato de magnesio hexahidratado IC-Mg?*—1 X—1 B3055030
(13446 —18 — 9) 100 mL
Acido nitrico (7697 — 37 — 2)
100 ug Mg**/mL solucion

Li** Carbonato de litio (554 — 13 - 2) IC-Li*" =1 X—1 B3055029
Acido nitrico (7697 — 37 — 2) 100 mL
100 pg Li**/mL solucién

Sr2* Nitrato de estroncio IC-Sr2* =1 X—1 B3055031
(10042 - 76 - 9) 100 mL
Acido nitrico (7697 — 37 — 2)
100 pug Sr®* /mL solucion

Ba?*  Nitrato de bario (10022 — 31 — 8) IC-Ba®* =1 X1 B3055032
Acido nitrico (7697 — 37 — 2) 100 mL
100 ng Ba®*/mL solucién

Ca?* Carbonato de calcio (471 —-34 — 1) IC-Ca? =1 X-1 B2025024
Acido nitrico (7697 — 37 — 2) 100 mL

100 ug Ca**/mL solucion

*

Todas las soluciones fueron preparadas con agua (7732 — 18 — 5).

**  Comercializadas como soluciones estandar de referencia para cromatografia iénica (ION
CHROMATOGRAPHY STANDARD) por AccuStandard, Inc. USA.
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3.2. DETERMINACION DE ANIONES Y CATIONES POR CZE

En esta seccidn se presentan las metodologias para determinar aniones (cloruro,

CI'"; nitrito, NO}™; sulfato, SO?~; nitrato, NO; ; fluoruro, F'"; y fosfato, PO;") y
cationes (amonio, NH;"; potasio, K'*; sodio, Na'*; magnesio, Mg?**; litio, Li**;

estroncio, Sr®*; bario, Ba®*; y calcio, Ca®") disueltos en agua, mediante CZE.

3.2.1. Soluciones

Se utilizaron reactivos grado analitico para preparar una solucién estandar

independiente de 100 ppm para cada ion.

Las soluciones de trabajo (0 muestras) eran mezclas de soluciones estandar de
cada i6n. A menos que se especifique otra cosa, cada solucion de trabajo

contenia, minimo, tres aniones y se prepararon diariamente.

3.2.2. Condiciones analiticas

Las Tablas 7 y 8 muestran las condiciones de trabajo para la determinacion de
aniones y cationes, respectivamente, por electroforesis capilar en zona. A
excepcion del tiempo de inyeccion, el voltaje de analisis y el tiempo de analisis,
todas las condiciones se fijaron de acuerdo a lo recomendado por Lumex
Applications [60]. Esto se hizo teniendo en cuenta que el nUmero de condiciones
de trabajo es extenso (composicion del electrolito, pH del electrolito, fuerza ionica
del electrolito, modificador del flujo electroosmaético, modo de inyeccidn —tiempo,
presion, voltaje—, voltaje de analisis) y cada una de ellas ha sido explorada en

diferentes centros de investigacion a nivel internacional [93]
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Tabla 7. Condiciones analiticas para la determinacion de aniones en agua,
mediante CZE

Pardmetro Condiciones de trabajo

Composicion del electrolito o CrO3, 5 mM; DEA, 20 mM; CTAB, 1,65 mM;
buffer de analisis (BGS) pH, 5,50; y conductividad, 1500 uS
Temperatura de analisis (°C) 20

Inyeccion de la muestra Modo hidrodinamico, 30 mBar

Tiempo de inyeccion (s) 15

Voltaje de andlisis (kV) -16

Tiempo de analisis (min) 8

Deteccion Indirecta; 254 nm

Tabla 8. Condiciones analiticas para la determinacion de cationes en agua,
mediante CZE

Parametro Condiciones de trabajo

Composicién del electrolito o Benzimidazol, 6 mM; Acido Tartarico, 2,5 mM;

buffer de analisis (BGS) éter, 18-corona-6, 2mM; pH, 5,01; y
conductividad, 778 uS

Temperatura de analisis (°C) 20 °C

Inyeccion de la muestra Modo hidrodinamico, 30 mBar, 0 kV

Tiempo de inyeccion (s) 10

Voltaje de andlisis (kV) 10

Tiempo de analisis (min) 17

Deteccion Indirecta; 254 nm
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3.2.3. Validacion de la metodologia

Cada una de las metodologias fue validada teniendo en cuenta los siguientes
parametros: precision, exactitud, especificidad, linealidad y rango, limite de

deteccion, limite de cuantificacion y robustez.
3.2.3.1. Precision
Se prepararon tres series de soluciones de trabajo en concentraciones diferentes.

Se inyect6 cada mezcla y se determiné el porcentaje de coeficiente de variacion

(% CV ) de las areas corregidas con el tiempo de retencion (ver Anexo 1).

%CV = ixlOO Ecuacioén 4
X

Donde, s, es la desviacion estandar muestral y x es el valor promedio.

3.2.3.2. Exactitud

Se prepararon, de forma independiente, tres series de soluciones, con soluciones
estandar certificadas. Se inyectd cada mezcla y se comparo la concentracion real
contra la concentracion predicha por la ecuacion de la curva de calibracién de

cada ion (ver Anexo 1).

3.2.3.3. Especificidad
Se utilizé el método de adicion estandar para determinar la concentracién de cada

ion en presencia de otros iones en agua. Las Figuras 4 y 5 muestran los

electroforegramas tipicos para los aniones y los cationes, respectivamente,
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analizados en este trabajo. Cada pico es identificado por comparacion con

patrones corridos individualmente.

3.2.3.4. Linealidad y rango

Se estudié la linealidad del método inyectando mezclas de iones en diferentes
concentraciones. Para ello, se prepararon tres series independientes en
concentraciones de analitos entre 0,1 y 70,0 ppm (ver Anexo 2). Cada solucion
fue inyectada una vez. La curva de calibracion, para cada especie, fue obtenida
de graficar concentracion versus area de cada pico corregida con su tiempo de

retencion.

3.2.3.5. Limites de deteccidon y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion, para cada especie, se definieron como 3
y 10 veces, respectivamente, la desviacion estandar de su curva de calibracion
[134, 136].

A continuacion se describe la metodologia usada para calcular la desviacion
estandar de cada curva de calibracion, el LOD y el LOQ de cada i6on. Mediante la

Ecuacion 5, se calculd, el valor relativo de la ordenada (y, ) en cada
concentracion i (ivaria desde 0 hasta hppm) para la réplica k (k=1,2y3). La

desviacion estandar (s) fue hallada a través de la Ecuacion 6. Finalmente, LOD y

el LOQ se obtuvieron a partir de las Ecuaciones 7 y 8, respectivamente.

yrik:(yik_y_ikj Ecuacion 5
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(iokil(ynk )ZJ

S= W Ecuaciéon 6
*

LOD:3bS Ecuacion 7
*

LOQzlob 5 Ecuacién 8

Donde, vy, es el valor de la ordenada en la concentracion i y réplica k. vy, es el

3
Z Yik

valor promedio | y, = k:lg de las ordenadas de concentracion i. n es el numero

de concentraciones en la curva de calibracion. Finalmente, b es la pendiente de la

recta en la curva de calibracion.

3.2.3.6. Robustez

La solucion de trabajo, utilizada en la determinacion de la robustez de la

metodologia para la determinacion de aniones en agua mediante CZE, contenia
10 ppm de cada uno de los aniones CI'", NO;~, SO", NO;~, F'" y PO;". De

igual forma, la solucion de trabajo, utilizada en la determinacion de la robustez de

la metodologia para la determinacion de cationes en agua mediante CZE, contenia

10 ppm de cada uno de los cationes NH;", K*, Na'*, Mg**, Li*", Sr**, Ba*' y

Ca2+
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Para determinar la robustez, se evalué cada una de las metodologias propuestas
para la determinacion de las especies anionicas y catidnicas, pero variando el
voltaje de analisis y el tiempo de inyeccion, como se muestra en la Tabla 9. Los

resultados se presentan en el Anexo 3.

Tabla 9. Tiempos de inyeccién y voltajes de andlisis evaluados para la
determinacion de iones presentes en agua, mediante CZE

lones Voltajes de andlisis (kV) Tiempos de inyeccion (s)
Aniones -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20

5,10, 15
Cationes 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17

3.2.4. Determinacion de iones en muestras reales

3.2.4.1. Preparacion de la muestra

Las muestras se tomaron de los acueductos Morrorrico y Piedecuesta, en frascos
plasticos, como lo recomienda Eaton et al. [137]. Se filtraron con una membrana,
de acetato de celulosa de 0,20 um de diametro de poro. Se tomaron alicuotas de
500 uL y se analizaron directamente en CE. No se realizd ningun procedimiento

de concentracion de los iones.

3.2.4.2. Determinacién de aniones

La Tabla 7 muestra las condiciones utilizadas para la determinacién de los

aniones CI'", NO; , SO7", NO}", F'" y PO}” en muestras de agua.
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3.2.4.3. Determinacién de cationes

La Tabla 8 muestra las condiciones utilizadas para la determinacién de los

cationes NH;", K'*, Na'", Mg*", Li'", Sr**, Ba’" y Ca’" en muestras de agua.

3.3. DETERMINACION DE TRIAZINAS

En esta seccion se presenta la metodologia para determinar las triazinas simazina,
atrazina, ametrina, prometrina, terbutilazina y terbutrina, presentes en aguas,
mediante inyeccion electrocinética con stacking de analitos neutros en condiciones
de conductividad continua (EKSI-NA-CCC) en linea con MEKC.

3.3.1. Soluciones de trabajo

Con reactivos grado analitico, se prepararon soluciones estandar independientes
de 100 ppm para cada una de las triazinas. Se usd metanol como solvente.
Todas las soluciones se almacenaron en nevera (4 °C) y protegidas de la luz.

Cada 15 dias eran renovadas todas las soluciones estandar.

Las soluciones de trabajo se prepararon diariamente de la siguiente forma: se
mezclaron y se diluyeron adecuadamente con metanol las soluciones estandar de
cada triazina. Luego, en el concentrador de nitrégeno (con 5 psi de presion de
entrada del N, y 30°C de temperatura), se elimind el solvente. En seguida, el
residuo se disolvid en una solucion buffer matriz, que tenia conductividad
equivalente a la del BGS (buffer de analisis) y que también era preparada

diariamente.
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3.3.2. Seleccion de las condiciones analiticas para la determinacion de

triazinas

Se evaluaron paso a paso algunas condiciones analiticas, con el objetivo de
obtener electroforegramas con buena resolucién, picos simétricos, tiempo de

analisis corto (menor de 20 minutos) y limites de deteccién bajos.

Para obtener un buffer de separacion adecuado, se explord la concentracion de
borato-fosfato y SDS. Para lograr eficiencia en el proceso de concentracién en
linea, se exploraron las siguientes condiciones: volumen de muestra en el vial de

inyeccion, voltaje de analisis, voltaje y tiempo de inyeccion.

Las demas condiciones del proceso se fijaron desde el principio. Entre ellas
tenemos: temperatura de analisis, 25 °C; pH del buffer y de la muestra, 9,50;
naturaleza del buffer de analisis, borato—fosfato; surfactante, SDS; modificador

organico, 1-propanol; y modo de inyeccién, electrocinético.

El pH del BGS se ajust6 con NaOH (1M) o HCI (1M), antes de adicionar el
modificador organico y el SDS. Una mezcla equimolar entre borato y fosfato (1,0
M), se utilizé para ajustar la conductividad de la matriz de muestra similar a la del

buffer de analisis.

3.3.2.1. Extraccion