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Resumen

El glifosato, herbicida que afecta la reproduccién y aumenta el riesgo de padecer cancer
en mamiferos, se aplica en una amplia variedad de cultivos en México, siendo el jitomate uno
de los vegetales con mayor probabilidad de encontrarse contaminado por este plaguicida.

La necesidad de controlar los niveles de este contaminante en muestras vegetales es
prioritaria. Sin embargo, la determinacién analitica del glifosato y la de su producto de
degradacion, el acido aminometilfosfénico (AMPA), es complicada debido a que estos
compuestos no absorben en el espectro UV/Vis y tampoco fluorescen; ademas, su caracter
extremadamente polar no permite su extraccién con los disolventes convencionales ni su
retencion en fases estacionarias apolares, tan comunmente utilizadas como las Cqs. En la
actualidad, el analisis de muestras de agua para la determinacion de ambos compuestos se
realiza mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia empleando una columna de
intercambio idnico para la separacion analitica, aprovechando sus propiedades zwiterionicas, y
una derivaciéon post-columna con o-ftaldehido para la deteccién fluorimétrica (US EPA No. 86-
63-1). El modo de deteccion tiene sensibilidad y selectividad elevadas, lo que permite realizar
el analisis directo de las muestras. Este método es muy robusto y reproducible pero para
aplicarlo a muestras mas complejas, como frutos y vegetales, se requiere obligatoriamente de
un pretratamiento con una metodologia que permita la extraccion y purificacion de ambos
compuestos. Hasta el momento existen pocos métodos aplicados a muestras vegetales y, por lo
general, se basan en extracciones con disolventes, lo que conlleva un tiempo de tratamiento
extenso y el uso de volumenes grandes de disolventes y de muestra.

Por lo tanto, para contribuir en el mejoramiento de los métodos analiticos para la
determinacion de microcontaminantes en muestras complejas, en el presente trabajo se
desarrolld6 un método mas simple para la extraccion y el analisis de glifosato y AMPA en el
jitomate. La extraccion se baso en la técnica de dispersion de la matriz en fase solida (DMFS)
con un grupo amino enlazado; realizando la limpieza del extracto en un intercambiador de
aniones fuerte. La DMFS es una técnica de extraccion reciente, que se aplica por primera vez al
glifosato y AMPA, que presenta las ventajas de disminuir la cantidad de muestra requerida, asi
como los volumenes de disolventes utilizados. El andlisis de los extractos se efectué por
cromatografia de liquidos en fase inversa con deteccién del derivado fluorescente, obtenido de
la reaccion precolumna con el 9-fluoroenilmetilcloroformato. El recobro promedio obtenido con
el método fue de 85 % (+ 11.97) para glifosato y de 76 % (+ 19.11) para AMPA. Los limites de
deteccion fueron de 1.44 ug g"' para glifosato y de 2.75 pg g"' para AMPA, pudiendo
disminuirse hasta 20 veces al duplicar la cantidad de muestra y de adsorbente, asi como por
medio de la evaporacion de los extractos purificados.



1. INTRODUCCION

La disminuciéon en las expectativas de produccion, debida a la incidencia de plagas y
enfermedades, provocoé que el aumento de la capacidad agricola moderna haya ocurrido
conforme se incrementé la aplicacion de plaguicidas. En la actualidad, existen mas de 865
ingredientes activos registrados como tales, de los cuales alrededor de 380 se podrian

encontrar en frutos y vegetales frescos (www.epa.gov).

En México, en 1995, el volumen de plaguicidas utilizados ascendié a 54, 678 ton, de las
cuales el 29% correspondi6é a herbicidas (Bernal, 2000). De ahi, la probabilidad de que sus

residuos estén presentes dentro o en la superficie de los frutos de las plantas que se cultivan.

Uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial es el glifosato; tan solo en el afio de
1998 se usaron 112,000 ton (Hardell, 1998). La importancia de su control en los alimentos
radica en que, aunque en 1993 la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los Estados
Unidos (EPA) lo reclasifico como de baja toxicidad para los mamiferos (categoria lII1), en anos
recientes se ha reportado la existencia de efectos carcinogénicos y efectos adversos en la

reproduccién (Hardell 1998; Yousef, 1995).

Los estudios anteriores indican que la exposicion al glifosato, a través del consumo de
alimentos, incrementa el riesgo de padecer diversas enfermedades. De hecho, la EPA
establecio el limite maximo de contaminaciéon (LMC) en agua en 0.7 mg L' y los limites
maximos de residuos permitidos (LMR's) en cultivos agricolas, que varian entre 0.1y 5 ug g™,

para su comercio y consumo (US CFR 40, 180.364).

1 P o L -
La categoria | indica el mayor grado de toxicidad aguda y la categoria IV la menor.



Por otra parte, México es un importante productor de hortalizas destacando el cultivo de
jitomate, cuya produccion crecié 56.2 % entre 1994 y el 2001. En la actualidad, México ocupa el
tercer lugar a nivel mundial en exportacion de jitomate y, desde que se firmo el Tratado de Libre
Comercio de América del Norte (TLCAN), se ha logrado con este vegetal el mayor nivel de
crecimiento en exportaciones a Estados Unidos de América (EUA). De acuerdo con datos
oficiales, de 1994 al 2001, las exportaciones a EUA se incrementaron en 80.6 %, con un

promedio de exportacion anual de 621, 576 ton hasta noviembre del 2002. (Ceballos, 2003)

Esta produccion significativa conlleva a la aplicacion de grandes cantidades de glifosato,
herbicida que se utiliza ampliamente en México (Catalogo Oficial de Plaguicidas, 1997). La
presencia de residuos de glifosato en los jitomates se puede inferir porque se trata de un
herbicida sistémico no selectivo, propiedades que le permiten ser absorbido por la planta y
concentrarse en las partes que se usan como alimento. Por tanto, para prevenir el consumo de
jitomates contaminados se requiere monitorear los niveles de residuos de este herbicida y de

su producto de degradacion, el acido aminometilfosfonico (AMPA).

La literatura analitica para la determinacion del glifosato y del AMPA en muestras
agricolas es escasa y particularmente nula para el jitomate. La mayoria de las metodologias
que se han reportado para su determinacion en este tipo de muestras sufren de dificultades
técnicas, tales como lentitud, uso de volumenes de disolventes grandes y equipos costosos
(Moye, 1983; Cowell, 1986; Alferness, 1994; Kataoka, 1996; Hogendoorn, 1999; Royer, 2000).
El método EPA, que es el mejor descrito, solo se enfoca al agua y no cuenta con un

procedimiento para el pretratamiento de muestras mas complejas, como vegetales y frutos.



Ademas, entre los trabajos reportados no se presenta un método reproducible para
determinar los residuos de glifosato y del AMPA en un amplio espectro de vegetales debido a
que este tipo de muestras son muy variadas y complejas, por lo que cada una representa un

problema de analisis particular.

Los analitos polares y muy solubles en agua, como el glifosato y el AMPA, pueden ser
facilmente absorbidos por frutos y vegetales ricos en agua y concentrarse en la parte interna de
los mismos. Este hecho dificulta su extraccién, asi como el poseer grupos amino y fosfato, que
interaccionan fuertemente con componentes de la matriz. Por lo anterior, el analisis de muestras
biolégicas para su determinacién es complicado. Ademas, su deteccion es dificil ya que no
presentan absortividad en el espectro UV/Vis y tampoco fluorescen. La obtencién de derivados

croméforos o fluorescentes para su deteccion requiere realizar reacciones de derivacion.

Asi, para poder monitorear los niveles de estos compuestos es necesario el desarrollo de
una metodologia analitica confiable, rapida y lo menos costosa posible, que permita la
obtencién de datos fiables con tiempo suficiente y de manera rutinaria. En particular, se deben

implementar métodos nuevos cuya preparacion de muestra sea simplificada.

La técnica de dispersion de la matriz en fase sélida (DMFS), de aparicion reciente, puede
ser util para realizar lo anterior ya que consiste simplemente en mezclar homogéneamente en
un mortero la muestra con un adsorbente y posteriormente empacar ésta mezcla en un cartucho
o columna. Con este procedimiento se crea un material nuevo, con el que se obtiene una
columna con caracteristicas cromatograficas unicas porque la muestra se vuelve parte del
sistema. El fraccionamiento de los componentes de la muestra se realiza por la adicién de
pequefios volumenes de disolventes o mezclas de los mismos a la columna. La purificacion de

las fracciones se puede efectuar por extraccion en fase solida (EFS) tradicional.



La extraccion por la técnica de DMFS permite homogeneizar la muestra y extraer los
analitos en un solo paso, ventaja sobre la EFS, obteniéndose un extracto liquido que facilmente
se puede purificar, en caso necesario, para su posterior analisis cromatografico o por cualquier

otra técnica analitica.

En la literatura se encuentran reportados métodos reproducibles y con buenos
porcentajes de recobro para la extraccion de analitos apolares o medianamente polares en
muestras bioldgicas (citricos, alcachofas, habas, lechuga, jitomate, manzana, pera, pimiento,
cebolla, leche, musculo e higado de pescado) que emplean la DMFS (Torres et al., 1996; Viana
etal., 1996; Torres et al., 1997; Valenzuela et al., 1999; Fernandez et al., 2000; Gaunt y Barker,
2000; Kristenson et al., 2000; Yague et al., 2001), lo que indica que la técnica se ha aplicado
con éxito. Sin embargo, no existen aun reportes del empleo de esta técnica para compuestos

tan polares, como glifosato y AMPA.



2. OBJETIVO

Desarrollar un método analitico simplificado para la determinacion de residuos de glifosato
y su producto de degradacion (acido aminometilfosfénico, AMPA) en jitomate, utilizando las
técnicas de dispersion de la matriz en fase solida, extraccion en fase soélida y cromatografia de

liquidos de alta eficiencia con deteccién de fluorescencia.

Objetivos particulares

Desarrollar un método para la extraccion selectiva y cuantitativa de residuos de glifosato y
AMPA, en jitomate, aplicando la técnica de dispersion de la matriz en fase solida y la extraccion

en fase sélida para la limpieza de interferentes.

Optimizar un método de analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase
inversa con formacion precolumna de derivado fluorescente para el glifosato y su producto de

degradacion en extractos provenientes de jitomate.



3. GENERALIDADES

3.1. Definiciones

Con base en la NOM-050-FITO-1995 se define como:

Plaguicida: insumo fitosanitario destinado a prevenir, repeler, combatir y destruir a los
organismos biolégicos nocivos a los vegetales, tales como: insecticidas, fungicidas, herbicidas,

acaricidas, molusquicidas, nematicidas y rodenticidas.

Residuo: cualquier sustancia especifica presente en los alimentos, productos agricolas o
alimentos para animales, como consecuencia del uso de un plaguicida. El término incluye
cualquier derivado de un plaguicida, como productos de conversion, metabolitos y productos de

reaccion y las impurezas consideradas de importancia toxicolégica.

Limites maximos de residuos: la concentracion maxima de residuos de plaguicidas permitido en

o sobre vegetales previo a su cosecha, determinada en base a la norma oficial correspondiente.

3.2. Usos de plaguicidas en México

Los Datos Basicos del Sistema Nacional de Informacion Agropecuaria de la SAGARPA
(ver tabla 1) muestran que, con base en la produccién y en el rendimiento, el cultivo de
vegetales mas importante en México es el jitomate. Esta produccién requiere obligatoriamente

del uso de plaguicidas y, por tanto, la necesidad de un control de los mismos.



Tabla 1. Produccion y rendimiento de los principales cultivos ciclicos en México

Cultivo ciclico’ 1990 1995 1998
Produccion total (ton) 30 889 309 32319643 35059 559
Tomate rojo 1885 277 1935470 2 251 909
Chile 850 943 1187 434 1366 736
Rendimiento (kg ha™)
Tomate rojo 23119 25633 27 640
Chile 8 751 10 493 11 661

' Los afios agricolas comprenden los ciclos otofio/invierno y primavera/verano.

Fuente: Sagarpa, Datos Basicos del Sistema Nacional de Informacion Agropecuaria, Avance al
cuarto trimestre de 1998 y Anuario Agropecuario 1998, México, 1999.

El volumen y el valor de plaguicidas preparados para uso agricola se presentan en la

tabla 2. Se observa que el uso de estos productos se ha incrementado con el tiempo, por lo que

se debe considerar su posible presencia en alimentos cosechados con éstos.

Tabla 2. Volumen y valor de plaguicidas preparados para uso agricola

Volumen (ton) Valor (miles de pesos)
Ano | Liquido | En polvo Total Liquido | En polvo Total
1995 6 578 9 800 16 378| 345860 121274| 467 134
1997 9173 10 280 19453 711634| 232596 944 230
1999 9 051 14 310 23361 1048817 236212 1285029
3.3. Normatividad

El aumento en el uso de plaguicidas ocasion6 que fuese necesario establecer

lineamientos legales para controlar sus niveles en alimentos a través de los limites maximos

de residuos permitidos (LMR).




Los LMR's para el glifosato se han implementado en varios cultivos en la legislacion de
los EUA. En los vegetales, éstos varian entre 0.1y 5 ug g’ del compuesto dependiendo del
producto; el LMR para glifosato en jitomate es 0.1 ug g' (US CFR 40, 180.364). También se
estableci6 el limite maximo de ingesta diaria en 2 mg Kg™' dia”’ (US EPA, RED:Glyphosate,
1993). La legislacion canadiense también ha implementado limites, que fluctian entre 2 y 15

ug g del total de glifosato y su producto de degradacion (Sen, 1996).

En México, la SAGARPA, por medio de la Comisién intersecretarial para el control del
proceso y uso de plaguicidas y sustancias toxicas (CICOPLAFEST), es la encargada de la
regulacion de éstos compuestos en alimentos. Debido a que, de manera tradicional, en México
se han adoptado los LMR's de otros paises, esta comision ha elaborado procedimientos para

adoptar estos niveles (CICOPLAFEST, Informe sexenal, 1994 - 2000).

Dentro del marco del TLCAN, los LMR’s tienden a igualarse con los de los paises
miembros. En marzo de 1996, se establecid el Grupo Técnico de Trabajo sobre Plaguicidas,
con la finalidad de reducir las diferencias en las regulaciones sobre plaguicidas en los paises
signatarios del tratado. En el informe sexenal 1994-2000 de la CICOPLAFEST se cita que se
“busca la armonizacion en la forma de regular plaguicidas, criterios aplicados en las
evaluaciones y limites maximos de residuos y tolerancias para la resolucion de problemas de
comercio derivados de las diferencias, ...". Sin embargo, el LMR para estos compuestos no se

encuentra registrado en ninguna norma oficial mexicana.



3.4. Caracteristicas del glifosato

El glifosato (N-(fosfonometil)glicina) es un herbicida sistémico, no selectivo de amplio
espectro, introducido al mercado comercial en la década de los 70's. Se degrada a acido
aminometilfosfonico (AMPA), principal producto de degradacion en agua, plantas y suelos
(Moye, 1983). El glifosato también se adsorbe a los suelos y la degradacién microbiologica es la

causa principal de su pérdida con la liberacion de dioxido de carbono.

3.4.1. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas del glifosato y su producto de degradacién se resumen en
las tablas 3 y 4. Se observa que ambos compuestos son extremadamente polares, ya que el
logaritmo de su coeficiente de reparto octanol/agua (K,.) s negativo. También, son muy
solubles en agua, poseen propiedades acido — base y en toda la escala de pH presentan
diferentes cargas debido a que se trata de compuestos zwiteriénicos, como se representa en las

figuras 1y 2.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del glifosato (Pesticide Manual, 1995)

Formula molecular | C3HgNOsP

Tipo de compuesto | Zwiterion

Peso molecular 169.1 g mol™

Forma Cristales incoloros

Punto de fusion 200 °C

Densidad 0.5gcm”

Log Kow -3.2a 25 °C (FAO, 2000)

Solubilidad 12 g L' en agua (25 °C)

Estabilidad Se mantiene estable hasta 60 °C. Es estable a la luz.
_pKa's 0.78, 2.29, 5.96, 10.98 (Hogendoorn, 1999)




Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del AMPA (Traas, 2003)
Férmula molecular CHgNOsP

Tipo de compuesto | Zwiterion

Peso molecular 111.04 g mol”
Log Kow 2.36
pKa's 09,56, 102
? ? 9
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Fig. 1. Estructura y cargas del glifosato con base en el pH del medio
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0.9 56 10.2 pH

Fig. 2. Estructura y cargas del AMPA con base en el pH del medio

3.4.2. Modo de accion

El glifosato actda en sistemas enzimaticos interrumpiendo la biosintesis de aminoacidos
aromaticos por medio de la inhibicion de las enzimas 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa y

la 3-deoxi-D-arabino-heptulosonata-7-fosfato sintetasa (Kataoka, 1996).
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3.4.3. Toxicologia

La toxicologia del glifosato, con base en la cual se ha establecido que no es toxico para
los mamiferos, se resume en la tabla 5. Sin embargo, investigaciones mas recientes indican la
existencia de efectos nocivos. Ademas, la toxicologia del AMPA no se encuentra reportada, por

lo que no se conoce el riesgo que represente para la salud.

Tabla 5. Propiedades toxicologicas del glifosato (Pesticide Manual, 1995)
DLsp oral aguda igual a 56, 000 mg Kg' enratasy 11, 300 mg Kg™' en ratones

DLs, percutanea aguda en piel y ojos mayor a 5, 000 mg Kg™

Irritacidn moderada en ojos, no irritante para la piel (en conejos)

CLso de inhalacion mayor a 12.2 mg L' de aire (4 h)

A continuacién se describen los estudios que muestran el riesgo potencial para la salud

de este herbicida:

* En estudios de toxicidad subcrénica en ratas se encontré disminucion de peso y aumento de
niveles sanguineos de potasio y fosforo. En estudios de toxicidad crénica en ratas, con dosis
elevadas (900-1200 mg kg' dia”), se produjeron cataratas, degeneraciéon del cristalino y
mayor peso del higado; mientras que con dosis bajas (400 mg kg™ dia™') ocurrié inflamacién
de la membrana mucosa estomacal (Kaczewer en www.ecoportal.net).

 Los estudios de carcinogénesis en ratas con dosis de 30 mg kg™ dia™' revelaron incremento
de tumores en testiculos, tiroides, pancreas e higado (Kaczewer en www.ecoportal.net).

» En estudios de reproduccion en tres generaciones de ratas con dosis de 10 mg Kg™' dia™’ se
presentd dilatacion del tubo renal (IPCS EHC 159, 1994) y en pruebas de laboratorio con
conejos, el glifosato disminuyo la cantidad de espermatozoides (Yousef, 1995).

*» En humanos la exposicion al herbicida incrementé los riesgos de contraer el linfoma no

Hodgkin (LNH), que es una forma de cancer (Hardell, 1998).
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3.5. Generalidades sobre el pretratamiento de muestras con fases sélidas

Las etapas generales para un pretratamiento de muestra sélida se presentan en el
diagrama 1, en el cual se observa que consiste de tres etapas principales. La primera
corresponde a una extraccion o desprendimiento del analito de la matriz original; etapa critica
debido a que la cantidad de analito que se logre extraer determinara el porcentaje de recobro y
el limite de deteccion del método. La segunda etapa, la extraccion selectiva y la eliminacion de
interferentes, permite el aislamiento del analito de interés y la purificacion del extracto; esto
altimo comunmente se realiza por la técnica de EFS. Finalmente, la Gltima etapa es la
concentracion de los analitos, la cual puede ser opcional dependiendo de la cantidad de analito

que se pretenda determinar en la muestra.

[ Muestra solida |

V
Etapa 1: Extraccion de la matriz original

!

[ Extracto crudo

v

Extraccion y eliminacion de los compuestos

Etapa 2: interferentes

(también se'le denomina aislamiento,
purificacion o “clean-up").

v

[ Extracto purificado |

v

Etapa 3: Concentracion

v
( Analisis )

Diagrama 1. Protocolo de un pretratamiento general de muestra sélida

e —-
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A continuacién se describen las caracteristicas generales de las técnicas para la

extraccion de compuestos organicos utilizadas en el presente trabajo:

3.5.1. Extraccion en fase solida

La EFS es una técnica de preparacion de muestras que se basa en los mecanismos de
separacion de la cromatografia de liquidos. Consiste en la transferencia del analito de una fase
liguida a los sitios activos de una fase sélida (material adsorbente), la cual puede estar

empacada en columnas, cartuchos o discos de extraccion (Hennion, 1994).

El uso de la EFS en un protocolo analitico requiere que la muestra se encuentre en
estado liquido y homogéneo; ademas, las muestras deben estar libres de particulas y ser

fluidas.

Las etapas tipicas en EFS se muestran en el siguiente diagrama:

Activacion y acondicionamiento del adsorbente

Aplicacién de la muestra en el adsorbente (efluente)

[ Eliminacion de interferencias ]

[ Elucion de los analitos de interés ]

Diagrama 2. Etapas de la EFS
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Los adsorbentes mas utilizados, los mecanismos de retencién involucrados y los

disolventes de elucion tipicos se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Mecanismos de retencion en EFS (Hennion, 1994)

Mecanismo de Compuestos organicos _ "
Adsorbente B ) Disolvente de elucion
retencion retenidos en el adsorbente
Silices con !
Disolventes
grupo  alquilo _ Neutros. De no polares a -
Fase inversa 2o organicos  (MeOH,
guimicamente debilmente polares
) ACN)
unido
Copolimeros Disolventes
_ ‘ Neutros. De no polares a )
de estireno-| Fase inversa organicos  (MeOH,
o moderadamente polares
divinilbenceno ACN)
Disolventes
Carbones ) Neutros. De no polares a 3.
e Fase inversa organicos  (MeOH,
grafitizados polares
ACN)
Agua (pH ajustado
_ Intercambio para que los
Intercambiado- - -3 e
: iénico Catiénicos o aniénicos compuestos se
res de iones
encuentren en su
forma neutra)

Los parametros fundamentales de la EFS (Hennion, 1994) se describen a continuacion:

e Volumen de fuga. Volumen en el cual el analito ya no se retiene cuantitativamente en el
adsorbente y comienza a ser eluido por el disolvente de elucion. También, se presenta
cuando los analitos no se retienen en el adsorbente o si la capacidad de éste se sobrepasa.

» Recobro. Se define como el cociente entre la cantidad extraida y la cantidad aplicada. Este
es tedricamente del 100 % Unicamente para una muestra cuyo volumen sea igual o menor al
volumen de fuga. Depende del volumen de la muestra, la cantidad y naturaleza del

adsorbente y el disolvente de elucion.
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La seleccion del adsorbente en EFS se realiza con base en la polaridad de los analitos
(ver tabla 6, p.14). El K,,, es un parametro que caracteriza la hidrofobicidad y refleja la polaridad
de un compuesto. La clasificacion de analitos con base en este parametro se presenta en la

tabla 7.

Tabla 7. Clasificacion de compuestos con base en su K, (Hennion, 1994)

log Kow Compuesto
>3 Apolar
1-3 Moderadamente polar
<1 Polar

La seleccion del disolvente de desorcion o de elucion depende del adsorbente y del
mecanismo de separacion involucrado, asi como de las propiedades fisicoquimicas de los

compuestos de interés (ver tabla €, p. 14).

3.5.1.1.  Extraccion por intercambio ionico (Harris, 2001, p. 733-740)

El mecanismo de intercambio idnico se basa en la atraccion electrostatica entre iones del
analito y grupos cargados que existen en el adsorbente. Los intercambiadores cationicos
poseen grupos cargados negativamente, unidos por enlace covalente al soporte sdlido del
adsorbente, que atraen analitos catidnicos. En el caso de intercambiadores aniénicos, los

grupos cargados positivamente atraen analitos anionicos.

Los intercambiadores ionicos se clasifican en acidos o basicos, fuertes o débiles, con

base en el grupo cargado que posean, como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Grupos comunmente utilizados para intercambio ionico

Tipo Ejemplo Estructura
Intercambiadores cationicos
Acido fuerte Sulfopropil - OCH,CH,CH,SO;H
Acido intermedio Fosfato - OPO3H;
Acido débil Carboximetil - OCH,CO,H

Intercambiadores anionicos

+

Base fuerte Dietil(2-hidroxipropil) |- OCH,CH,N(CH,CH,),
CH,CHOHCH,

Base intermedia Dietilaminoetil - OCH,CH;N(CH,CHs);

Base débil p-aminobencil - O-CH,-Benceno-NH,

Los intercambiadores siempre contienen el mismo numero de cargas positivas y
negativas, por lo tanto son eléctricamente neutros. Los iones que se encuentran unidos a los

grupos cargados se les llama contraiones.

La constante de intercambio del analito entre la fase liquida y el adsorbente mide la
selectividad relativa del intercambiador con respecto a dos iones (el analito y el contraion) y se
llama coeficiente de selectividad. Por ejemplo, si se considera la competencia de Na’
(contraién) y Li" (analito) por los sitios activos de una resina de intercambio catiénico R, se

tiene el siguiente equilibrio:

RNa" + Li %—-9 RLi* + Na*

La constante de intercambio (K) se define como:

I RLI"I INa"l

IRNa"l Ll
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En general, los intercambiadores ionicos fijan preferentemente los iones de mayor carga,

menor radio hidratado y mayor polarizabilidad.

El soporte sélido de los intercambiadores de iones puede ser a base de resinas o silice,

como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Tipos de soportes solidos utilizados en los intercambiadores de iones

Tipo de soporte Intervalo de pH
Resinas de poliestireno 1-12
Silice 2-8

Las resinas se obtienen por copolimerizacion de estireno y divinilbenceno. El contenido de
este Ultimo puede variar desde 1 a 16 % aumentando asi el grado de entrecruzamiento vy

disminuyendo la porosidad.

Las resinas poco entrecruzadas permiten un rapido equilibrio del analito, sin embargo se
hinchan con el agua lo que disminuye la densidad de los sitios de intercambio idnico y su
selectividad. En cambio, las resinas mas entrecruzadas se hinchan poco y tienen mayor

capacidad de intercambio y selectividad, pero requieren mas tiempo para alcanzar el equilibrio.

Finalmente, las particulas microporosas esféricas de silice muy pura, que son permeables

al disolvente, también se pueden utilizar para intercambiadores iénicos.

La elucién en gradiente en cromatografia de intercambio idnico se realiza con fuerza
ibnica creciente o mediante cambio de pH. Este tipo de gradiente se ha utilizado principalmente
para el analisis de iones inorganicos, como por ejemplo los de la familia de los lantanidos

(Harris, 2001).
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3.5.2. Dispersion de la matriz en fase sélida

En 1989 se introdujo una nueva técnica para la extraccion de residuos denominada
dispersion de la matriz en fase solida, la cual permite llevar a cabo en una sola etapa la
homogeneizacion de la muestra, el rompimiento celular, la extraccion exhaustiva, el

fraccionamiento y la purificacion (Barker, 2000).

La DMFS consiste en mezclar una muestra viscosa, sélida o semisélida con un material
adsorbente, previamente lavado y acondicionado. La fuerza manual, que se aplica con un
mortero y un pistilo, permite el rompimiento completo de la arquitectura de la muestra y la
presencia del adsorbente permite que los componentes de la muestra se dispersen y se
disuelvan sobre toda su superficie, con base en su polaridad relativa e interacciones
hidrofobicas e hidrofilicas. La mezcla resultante se empaca en una columna (columna de
dispersion), con la ayuda de dos “frits” en los extremos, de la cual se pueden eluir los

componentes de la muestra (Barker, 1993, 2000).

La obtencion de la mezcla crea una fase estacionaria con caracteristicas cromatograficas
Unicas, dado que la muestra se vuelve parte del sistema. Asi, la DMFS se considera una forma
de cromatografia, cuyo mecanismo de separacion involucra las interacciones entre el analito y

el adsorbente, la fase movil o el disolvente de elucion, y todos los componentes de la matriz.

Para obtener mayor grado de fraccionamiento o de limpieza, en muchos procedimientos
por DMFS se utiliza un material empacado en el fondo de la columna. Se les conoce como co-

columnas.
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Las interacciones que ocurren durante la formacion del material empacable para formar
una columna de dispersion y en la elucion de la misma no han sido estudiadas. No obstante, a
continuacion se describen los factores que se ha observado que influyen en una extraccion por

DMFS (Barker, 2000):

¢ Soporte solido

El empacado y la elucion en DMFS pueden resultar dificiles si la mezcla es demasiado
humeda; por esta razén, se utilizan soportes a base de silice. Estos permiten obtener
mezclas secas y facilmente empacables debido a la presencia de silanoles tanto en su
superficie como en los poros. Los grupos silanol forman puentes de hidrogeno con las
moléculas de agua que contiene la muestra, por lo tanto materiales con grupos silanoles

libres son adecuados.

El tamano de las particulas del soporte soélido también es importante. El uso de particulas
de 3 a 20 um de diametro provocan flujos bajos o nulos. En cambio, particulas con 40 um 6

mezclas de particulas cuyos diametros sean de 40 a 100 um son adecuadas.

« Grupos funcionales quimicamente unidos al soporte solido

El rompimiento de la estructura de la muestra durante el mezclado con el uso de soportes
solidos de silice con grupos alquilo enlazados se debe a que estas particulas poseen
esquinas filosas y superficies rugosas. Sin embargo, en la actualidad no se sabe con certeza
si la presencia y naturaleza (apolar o polar) del grupo unido juega un papel significativo en el

porcentaje de rompimiento y dispersion de la muestra.
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Las silices con grupos alquilo Cs 6 C.5 han sido los adsorbentes mas utilizados porque la
DMFS se ha aplicado principalmente para la extraccion de analitos lipofilicos. Asi, las
observaciones, que a continuacion se describen, corresponden a materiales para fase

inversa.

La presencia de los grupos funcionales permite que los componentes de |la muestra se

distribuyan, con base en su polaridad, de la siguiente manera:

* Apolares. Las moléculas apolares se dispersan en la fase organica apolar (grupos n-
alquilo).

* Polares. Las moléculas polares y de tamafio molecular pequefio, como el agua, se
asocian con los grupos silanol presentes en la superficie y dentro de los poros del soporte
solido de silice, asi como con componentes de la matriz capaces de formar puentes de
hidrogeno.

¢ Medianamente polares. Las moléculas medianamente polares y de tamafno molecular
grande se distribuyen a través de la superficie de esta estructura bifasica: fase apolar /

fase polar.

Se considera que la estructura bifasica de la nueva fase estacionaria imita a una
membrana celular, lo que le da caracteristicas cromatograficas tnicas al material obtenido

por DMFS.
e« Componentes de la muestra (matriz)

El contenido de lipidos, proteinas, carbohidratos y otros componentes de la muestra, asi

como su distribucion, influye en el comportamiento de elucion de un analito dado.
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Mientras que los grupos organicos apolares unidos al soporte sélido son inmoviles, los
componentes de la matriz no lo son: por esta razon, los resultados y el recobro pueden

cambiar de una muestra a otra.

Los componentes de la matriz pueden ser eluidos, en ciertas fracciones, dependiendo de
las interacciones de la matriz dispersa, los componentes fijos y el disolvente de elucion. Por
esto, ciertos analitos tienden a ser eluidos en fracciones que no son faciimente predecibles
por sus distribuciones relativas entre el adsorbente y el disolvente de elucion utilizado, como

es el caso de la EFS.

Modificacion de la matriz

El estado de ionizacion de los componentes de la matriz biologica se puede alterar para
garantizar que ocurran ciertas interacciones con el adsorbente y/o con el disolvente de
elucién. Esto se puede lograr anadiendo acidos, bases, sales, agentes quelantes o
desquelantes y antioxidantes, ya sea en el momento de mezclar la muestra o como aditivos

en el disolvente de elucion.

Disolvente de elucién y la secuencia de aplicacion

La polaridad relativa del disolvente de elucion con respecto a la del adsorbente juega un
papel significativo en la retencién o elucion de los componentes de la matriz, como en EFS.
Sin embargo, la elucién por polaridad de los analitos no siempre se cumple. El disefio del
patron de elucién debera retener en la mayor cantidad posible a los interferentes en la
columna y remover los analitos de interés con un alto grado de especificidad. La apropiada
eleccion del disolvente de elucion permite realizar eluciones multiples secuenciales y el

aislamiento de compuestos de una sola clase o de varias clases presentes en la matriz.
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Las referencias encontradas en la literatura que reportan el uso de la tecnica de DMFS
para la extraccion de plaguicidas de muestras agricolas se presentan en la tabla 10. Se
observa que se han desarrollado métodos con buenos porcentajes de recobro vy

reproducibilidad, por lo que se deduce que la técnica ha sido aplicada exitosamente.

Tabla 10. Preparacion de muestras por dispersion de la matriz en fase sdlida

LDM
Plaguicida Muestra Adsorbente | Limpieza (na g %R C.V. (%) | Analisis Ref
ngg
Co- Torres et
Organoclorados y | Naranjas
Cie columna | 2-171 | 67 =102 2-10 CG-DCE al.,
organofosforados (0.5q) .
con silice (1996)
Organofosforados, | Alcachofas,
fenarimol, habas,
irpodion, lechuga y - Viana
T = Florisil — EFScon | Nose CG-DCE
procimidon, jitomate .| 80-104 4-16 etal,
) arena (10:8) Cs reporto CG-EM
azoles, tetradifon, (5a) (1996)
triamefon y
vinclozolin
Organofosforados Naranja,
s Co- Torres et
limén y No se
Cia columna .| 60-108 2-14 | CG-EM al,
uvas . reporto
con silice (1997)
(0.50)
Manzana,
Heterociclos con naranja, 20 - 200
nitrogeno, pera, Co- (DCE) Torres et
i CG-DCE
organofosforados, | jitomate, Cis columna 70-105 2-9 CG-EM al,
organohalogena- | lechugay con silice | 10-50 (1997)
dos y piretroides pimiento (EM)
(05¢9)
No
) g Valenzuela
Carbamatos y Naranja requiere CLAE -
Cis 150 -250 | 74 -84 2-4 etal.,
ureas (0.59) uv
(1999)
Naranja,
Co- Fernandez
uva, cebolla CLAE-
Carbamatos B Cs columna | 1-10 | 62-103 5-15 etal,
y jitomate EM
con silice (2000)
(0.5q)
Naranja,
Kristenson
Organofosforados | pera, uva, No
W Cs 4-90 | 83-118 | 10-13 | CG-EM etal,
y piretroides manzana requiere
(2001)
(0.1q)
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Los plaguicidas en los que se ha aplicado la técnica de DMFS, con base en las
referencias de la tabla 10, poseen log K, positivos y su promedio se presenta en la tabla 11. En
esta se puede notar que los plaguicidas que se han extraido son apolares y medianamente

polares, con base en la clasificacion de la tabla 7 (p. 15) .

Los plaguicidas con valores de log K., negativos, pertenecientes a las familias de los
organofosforados y carbamatos, no han sido reportados en ninguna publicacion. Por tanto, es
importante asentar que tampoco existe en la literatura una aplicacion de esta técnica para

compuestos muy polares como el glifosato y AMPA, cuyos log K, son negativos.

Tabla 11. log K,, de plaguicidas extraidos de muestras agricolas por DMFS
(Pesticide Manual, 1995)

Grupo de plaguicida log Kew promedio
Organoclorados 4.296
Organofosforados 3.061
Azoles 3.344
Carbamatos 1.904
Ureas 2.351

3.6. Metodos analiticos para la determinacion del glifosato y AMPA en muestras agricolas

A continuacion se describen los métodos analiticos reportados hasta la fecha para la
determinacion de glifosato y AMPA en muestras agricolas. Primeramente se describiran los
diferentes métodos para el analisis cromatografico de los extractos y, posteriormente, los

metodos para la preparacion de la muestra (pretratamiento).
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3.6.1. Analisis cromatografico

Para el analisis de los extractos se ha utilizado tanto la cromatografia de gases (CG)

como la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE).

3.6.1.1.  Cromatografia de gases

El analisis por CG requiere obligatoriamente de reacciones de derivacion para la
preparacion de derivados volatiles y estables, que se puedan detectar con sensibilidad y
selectividad elevadas. Las mezclas de reactivos que mas se utilizan para la derivacion son las
siguientes: heptafluorobutirico anhidro y BCl-2-cloroetanol (Guinivan et al, 1982);
trifluoroacético anhidro y diazometano (Seiber et al., 1984), trifluroacético anhidro vy
trifluoroetanol (Konar y Roy, 1990), trifluoroacético anhidro y heptafluorobutanol (Alferness e

lwata, 1994; Royer et al., 2000), isopropilcloroformato y diazometano (Kataoka et al., 1996).

Los procedimientos de derivacion con anhidros tienen el inconveniente de que la reaccion
es exotérmica y, por tanto, peligrosa. La adicion del reactivo se lleva a cabo a temperaturas de
=50 °C a -60 °C, que se logran con corrientes de N, 6 con hielo seco. Por otra parte, los
tiempos requeridos para realizar estas reacciones son muy extensos ya que, también, se debe
considerar el tiempo necesario para que la mezcla de reaccion alcance la temperatura
ambiente. Por ejemplo, Seiber (1984) indicé que la obtencién del derivado requirid6 de nueve

horas de preparacion.

Las condiciones para el analisis por CG para glifosato y AMPA se presentan en la tabla

12.
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36.1.2.

idbnico una técnica de analisis adecuada. Como ninguno de estos compuestos exhibe
absorbancia significativa en la region del ultravioleta/visible y tampoco presentan fluorescencia,
es necesario llevar a cabo reacciones de derivacion con compuestos cromaéforos como la

nihidrina (Thompson, 1989) o fluoréforos para su deteccion. Comunmente, se utilizan dos

Tabla 12. Condiciones para el analisis por CG

Autor Columna Temperatura Detector
De 130 °C (15 min) a
. DC-200 :
Guinivan et al., (1982) 210 °C (7 min) y 220 °C | captura de electrones
327cm X4 mm , 1
(13 min) a 30 °C min
SP-2250 De110°Ca175°C a o
Seiber et al., (1984) ; fotométrico de flama
1TmX3mm 10 °C min’
20SE o
Konar y Roy (1990) 146°C nitrogeno-fosforo
1.8 m X3 mm
De 90 °C (2 min) a 290
Alferness e lwata (1994) | No se reporta ) il masas modo SIM
°C (3 min) a 30 °C min
DB-17 De170°Ca270°Ca W
Kataoka et al., (1996) ol fotométrico de flama
15 m X 0.53mm |10 °C min
De 80 °C (1.5 min) a 260
VA-5MS
Royer et al., (2000) °C (1 min) y 300 °C a 30 masas/masas
30 X 0.25 mm

°C min™

La naturaleza zwiterionica y polar de estos compuestos hace de la CLAE por intercambio

Cromatografia de liquidos

procedimientos de derivacion para la deteccion del glifosato en muestras agricolas por CLAE:

Derivacion post - columna con o-ftaldehido (OPA) y deteccion fluorescente.

Derivacion precolumna

fluorescente.

con

9-fluoroeniimetilcloroformato  (FMOC-CI) y deteccion
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El método propuesto por la EPA para la determinacion de glifosato en agua se
fundamenta en la derivacion post-columna con OPA, posterior a la separaciéon en una columna

de intercambio catiénico.

En este método, las muestras de agua se inyectan en una columna de intercambio de
cationes con temperatura controlada (50-60 °C), para que los analitos se separen
isocraticamente, y después de la elucién de la misma, se hacen reaccionar con un complejo
OPA-tiofluor para que se obtenga un fluoréforo, previa oxidacion del glifosato a glicina utilizando
hipoclorito de sodio a 40 °C. La determinacion del AMPA se logra debido a que éste no
reacciona con el hipoclorito pero si forma un fluoréforo con el complejo OPA-tiofluor. En las

figuras 3 y 4 se representan estas reacciones:

7 1 |
'O-C-CHz—NHz-CHz-i[D-O' + NaOCI — O-C-CHxNH:
!
Glifosato

Fig. 3. Reaccion de oxidacion del glifosato

SCH:CH:N(CH:):

Tiofluor
H 31z ¥y 2
(CH:):NCH:CH:SH w
+ —
C')H R-NH: N

OFA Tiofiuor

1=

R=-CH:-COO paia la Glicina
R=-CH:-PO: para el AMPA

Fig. 4. Reaccion de derivacion del glifosato y del AMPA con OPA-tiofluor
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La derivacién post-columna presenta ciertas desventajas que se discuten a continuacion:

e Requiere de la oxidacion previa del glifosato a glicina, lo que implica realizar dos reacciones
para lograr la determinacion por fluorescencia. La solucion de hipoclorito se puede utilizar
por varios dias, pero su concentracion decrece lentamente con el tiempo. Ademas, el
reactivo OPA-tiofluor se oxida con el aire degradandose rapidamente y puede reaccionar con
vapores de amonio y aminas primarias. La solucion a estos inconvenientes involucra
mantener a los reactivos en una atmésfera de gas inerte, lo cual incrementa el costo del
analisis.

« El equipo que se requiere es complejo; se compone de una bomba binaria, dos reactores, y
dos termostatos (para la columna analitica y el reactor de oxidacion). Ademas, se tiene que
lavar exhaustivamente para gue las sales no precipiten en el reactor y en la celda de
deteccion, ya que el diluente para el reactivo de derivacion es borato de sodio 0.4 M (US

EPA, Método No. 86-63-1).

Debido a los inconvenientes del método post-columna, el método precolumna resulta una
alternativa debido a que es simple y menos costoso. En este, la derivacion se realiza con un
reactivo tanto para aminas primarias y secundarias, el FMOC-CI. Debido a que el glifosato y el
AMPA son moléculas zwiterionicas, la formacion de los respectivos derivados, por reaccion del
grupo amino (analito) y el acido cloruro (FMOC-CI), conlleva a la formacién de derivados
fluorescentes anionicos (figura 5), que facilmente se separan por CLAE en columnas

empacadas con silice y grupos amino enlazados a temperatura controlada (30 °C).
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T QU0 —1. QU0

Chz ‘!f"’ o
0—t=0
Aex =264 nm
PH=29

rem = 318 nm

Fig. 5. Reaccion de derivacion precolumna con FMOC-CI

En la actualidad, se presenta una tendencia a utilizar el método de acoplamiento en linea
de columnas, que se basa en la inyeccion de un volumen grande de muestra (400 — 2000 pul)
en una columna con grupos C;s (30 mm) seguida de una transferencia de un volumen pequefio,
que contiene a los derivados, a una segunda columna con grupos amino (250 mm), en la que se

lleva a cabo la separacién analitica.

En general, se utiliza como fase movil una mezcla de acetonitrilo (ACN) y de solucién
acuosa de fosfatos pH = 5.5 (35:65), por lo que los derivados se encuentran ionizados lo que
resulta en una minima retencion en la columna con grupos C,s y una adecuada retencion en la
columna con grupos amino. La limpieza es eficiente porque los compuestos polares se
transfieren a la columna con grupos amino, mientras que las interferencias con mayor retencion,

como el FMOC-CI, se retienen en la columna Cys.

El limite de deteccion en esta metodologia se disminuye inyectando voliumenes grandes,
de hasta 2 mL (Hernandez et al., 2000); sin embargo, la mezcla de reacciéon posee fuerza
eluotropica, lo que puede hacer que, durante la inyeccion, los picos se ensanchen. Por lo
anterior, se tiene que disminuir el porcentaje de ACN, en el extracto derivado, diluyendo con
boratos. Por ejemplo, Hogendoorn et al., (1999), diluyé en un factor 1:16 el extracto derivado

con una solucion de boratos 0.025 M e inyecté 400 pulL en el sistema CL-CL.
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No obstante la simplicidad de la derivacion, el costo del analisis se incrementa por que se
requieren de dos columnas analiticas y de una valvula para el acoplamiento en linea de las

columnas.

3.6.2. Preparacion de muestras

La comparacion de los procedimientos para preparacion de muestra desarrollados hasta
la fecha se presenta en las tablas 13 y 14. En éstas se observa que la extraccion del glifosato y
su producto de degradacion de muestras solidas, en este caso frutos y vegetales es
complicada, independientemente de la técnica de analisis de extracto que se utilice (CG o
CLAE). Esto se explica porque los frutos y vegetales son muestras complejas de caracter

heterogéneo que poseen paredes celulares rigidas dificiles de romper.
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Tabla 13. Preparacion de muestras agricolas y analisis por CG previa derivacion
Extraccion
selectiva y LOM LDM
Extraccion de la s . % R %R | CV. (%) | CV. (%)
Muestra ] eliminacion | glifosato | AMPA | ) Ref.
matriz original i . | glifosato | AMPA | Glifosato | AMPA
de (ngg) | (ugg’)
interferentes
Sonicar con 100 | ELL con :
NP NP Gunivan
Arandanos mL de agua 5|acetato de
(25 ) . " 0 CPG (LCM=| (LCM= | 68.25 106 1 9 etal.,
min. Centrifugar | etilo; ;
. ) 0.01) 0.05) (1982)
10 min. Filtrar. CiC.
Mezclar con 130 |CIA; CPG;
mL de agua-|Cromatogra- Seiber
P No se No se
Kiwi y asparragos | cloroformo (10:3) | fia de| 0.05 - 88 88 : etal,
; ; ; reportd | reporto
(20 g) 1 min. Centrifugar | adsorcion (1984)
10 min. Filtrar. (silice).
Mezclar con 150 | ELL con
mL de agua- | hexano; ELL
Tallos de cloroformo (3:1). | con acetato Konary
arandanos y Filtrar. de etilo; | 0.03 0.01 76.18 62.64 71 71 Roy
frambuesas Carbén (1990)
(59) activado;
CIC.
Maiz, soya, trigo, | Mezclar con 150 | ELL con Alfe
=
nueces, mL de agua 3| cloroformo; NP NP
) ) No se No se ness e
manzanas. min. Centrifugar | CIC. {LCM= | (LCM = 96 95 ]
3 reportd | reporto Iwata
ciruelas 10 min. 0.05) 0.05)
(1994)
(25-5049)
Mezclar con 3 mL | ELL con éter
de agua. | dietilico, ELL
Zanaharias Centrifugar 5 min. | con una NP NP Kataoka
(0.5g) mezcla de| (LCM= | (LCM= 93 98 7 7 etal,
éter dietilico-| 0.012) | 0.008) (1996)
t-butanol
(8:2).
Mezclar con 100 | CIL; CIA. NP
Grosellas, mL de HCI 0.01 N Royer
(LCM =
avellanas - DCM (4:1) 1 0.02) . 81 - 12 - etal,
(15 g) min. Centrifugar ' (2000)
20 min. Filtrar.

DCM = diclorometano; ELL = extraccion liquido-liquido; CPG = cromatografia de permeacién en gel; CIC = cromatografia de
intercambio catiénico, CIA = cromatografia de intercambio aniénico, CIL = cromatografia de intercambio de ligantes; NP = no

publicado; LDM = limite de deteccion del método; LCM = limite de cuantificacion del método
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Tabla 14. Preparacion de muestras agricolas y analisis por CLAE

i0 Técnica
| Extraccion LOM LDM . i cv. eV, ;
Extraccion de la selectiva e
Muestra I VaY¥ giifosato | AmPA | ' % | %) _ Ref.
matriz original | eliminacion de B ., | glifosato | AMPA | _ deriva-
. (ngg) [ (nog) Glifosato | AMPA "
interferentes cion
Melon, |Mezclar con 75| CIC.
arandano [mL de agua-
I CHCI, (1:3) 30 il Ne N N Post M t al
. pepino, : s, ose o se ost — oye et al.,
PeR 3 (1%) (LcM= | (Lcm= | 86 61 . )
chile, | Centrifugar 20 reportd | report6 | columna (1983)
LN 0.05) 0.05)
calabaza | min. Filtrar,
(259)
Zarzamo- | Reflujo con 45| CIC; CIA. NP froal Archer y
ost —
ras mL de HCI0.25 N {LCM = - 85 - 17 - Stokes
columna
(15g) | 15 min. Filtrar. 0.05) (1984)
Mezclar con 250 | CIL; CIA.
Alfalfa,
mL de HCI 0.1 M NP NP Cowell
col, uvas, Post-
- CHCl; (4:1). (LCM= | (LCM= | 80.9 79.2 17 17 etal.,
soya i columna
Centrifugar 20 0.05) 0.05) (1986)
(30g) :
min.
Mezclar con 150 | CIC.
) mL de agua- Roseboom
Paja No se No se Pre-
CHCI, (3:1). 0.1 0.1 75 79 y Berkhoff
(15 g) i reporté | reporté | columna
Centrifugar. (1982)
Filtrar.
Granos | Reposar con | EFS-fase
de trigo, | agua 1 noche. inversa fuera
centeno, | Centrifugar 10 | de linea;
cebada, |min, EFS-fase NP
) Hogendoorn
avena; inversa en| (LCM= Pre-
- 86.3 - 7 - etal,
setas, linea. 0.5) columna
) (1999)
semillas
de nabo,
soya
{19)
Aceitunas | Mezclar con 10 | EFS-fase
.plantas | mL de agua 60 |inversa en
de min. Centrifugar | linea. - Hernandez
re-
jitomate, | 15 min. 0.01 - 87 - 6 - etal,
columna
fresay (2000)
pera
(59)
CIC = cromatografia de intercambio catidnico; CIA = cromatografia de intercambio anionico; CIL = cromatografia de intercambio de
| ligantes; NP = no publicado; LDM = limite de deteccion del método, LCM = limite de cuantificacién del método
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Con base en las tablas 13 y 14, las operaciones que en general se han aplicado para la
extraccion de la matriz original y la obtencion de un extracto homogéneo y enriquecido en

glifosato y AMPA, son las siguientes :

1. Lixiviado de la muestra con algun disolvente o mezclas de disolventes
2. Centrifugacién del extracto crudo

3. Filtracion

El lixiviado se realiza utilizando agua pura o una mezcla de agua y de disolvente organico
aplicando procedimientos fisicos, como mezclado mecanico o sonicaciéon, o quimicos como la
adicion de acidos y bases. Las metodologias que requieren como disolvente organico el
cloroformo (Roseboom y Berkhoff, 1982; Seiber et al., 1984; Cowell et al., 1986; Konar y Roy,
1990) son cuestionables, ya que en la actualidad se requiere que las metodologias sean limpias

y no generen desechos toxicos.

Por otra parte, se observa que la operacion del mezclado consume un tiempo
considerable del procedimiento, ya que puede requerir hasta de 60 min (Hernandez et al,
2000). Ademas, generalmente las operaciones para la extraccion de los compuestos de interes
se repiten minimo dos veces, para obtener recobros aceptables, reemplazando cada vez el
disolvente. Esto incrementa los volumenes totales de disolventes utilizados, con la subsecuente
necesidad de evaporar o disponer de los mismos, lo que implica un inconveniente real para las

metodologias propuestas hasta la fecha, ademas de que se prolonga el tiempo del analisis.

Resumiendo, las principales desventajas de los métodos reportados hasta la fecha son el

tiempo de tratamiento, el cual es muy extenso, y el volumen grande de disolventes requerido.
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Una vez que se obtiene el extracto crudo se procede a la etapa de extraccion selectiva y
limpieza. En la literatura se encontré que esta etapa también es complicada, ya que se realiza
combinando dos o mas técnicas: ELL, EFS, CPG, CIA, CIC y CIL, o bien diferentes fases
solidas. El intercambio ionico es la técnica mas utilizada debido a la naturaleza zwiteridnica de

los analitos, lo que permite su retencion selectiva en este tipo de adsorbentes.

Los detectores que se utilizan en CG poseen una selectividad elevada; sin embargo,
siempre se requieren procedimientos de eliminacion de interferencias extensos y laboriosos.
Estas metodologias emplean hasta tres técnicas diferentes para lograr la purificaciéon de los
extractos. Cabe sefalar que las metodologias para analizar los extractos por CG también
emplean la ELL para la eliminacion de interferentes (ver tabla 13, p. 30), lo que en algunos

casos conlleva el uso de disolventes toxicos y mayores volimenes de desechos.

Finalmente, es importante destacar que no existen trabajos reportados donde se

determine glifosato y AMPA en muestras de jitomate.

33



4.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. Instrumentos, equipos y accesorios

Cromatografo de liquidos con bomba ternaria Varian modelo 9012

Columna analitica de acero inoxidable (Varian Res Elut) con silice Cg, de 150 x 4.6 mm, 5
um de diametro de particula

Precolumna de acero inoxidable con silice Cig(Varian Res Elut), 20 X 2 mm

Detector de fluorescencia Varian modelo 9000

Software de control y procesamiento de datos Varian Worksation 4.5 1989-1990
Potenciémetro Orion modelo 720 A

Rotavapor Buchi modelo R-205 con controlador de vacio Buchi modelo V-805 y bomba Buchi
modelo V-500

Balanza analitica Mettler Toledo modelo AG245

Microbalanza Mettler Toledo modelo AT21

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

Micropipeta Eppendorf Reference 100 — 1000 pL

Jeringa Hamilton 100 pL

Mortero y pistilo de vidrio de 25 mL

Mortero y pistilo de agata 25 mL

Caja para extraccion con vacio

Bafo ultrasénico Branson modelo 1210

4.2, Reactivos

Agua desionizada y purificada (18 mQ)

Fosfato de sodio monobasico, NaH,PO,, J.T. Baker 99 %
Tetraborato disédico decahidratado, J.T. Baker 101.5 %
Acetonitrilo OmniSolv EMSCIENCE 99.92 %

Metanol OmniSolv EMSCIENCE 99.96%

Eter dietilico J.T. Baker 99 %

Hidroxido de sodio, NaOH, J.T. Baker 87.7 %

Acido nitrico, HNO3 66%
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» Glifosato Chem Service 99 %

« Acido aminometilfosfonico, AMPA, Sigma 99%

e 9-fluoroenilmetilcloroformato, FMOC-CI, Merck 99 %
¢ Cartuchos Spe-ed NH, 100 mg y 200 mg

e Cartuchos Spe-ed SAX 100 mg

« Fase Bondesil NH, 40 um Varian

* Fase Bondesil SAX 40 um Varian

+ Filtro de nitrato de celulosa de 0.45 um Sartorius

e Discos de nylon de 0.45 um Acrodisc 13

e Fritsde %", 20 um Varian

Soluciones (se prepararon con agua desionizada a excepcion del FMOC-CI que se preparé en
ACN)

e Soluciéon amortiguadora de fosfatos, NaH,PO, 2 mM, pH = 6.37. El pH se ajusté con NaOH 2
M.

* Solucién amortiguadora de fosfatos, NaH,PO, 5 mM, pH = 7. El pH se ajusto con NaOH 2 M.

e Solucion amortiguadora de boratos 0.025 M pH =9

« NaOH2 M

e HNO; 1M

e HNO;0.01 M

e FMOC-Cl 1 mgmL ™

* Glifosato 50 pg mL™

» AMPA 200 ug mL™
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4.3. Metodologia

Las dos etapas generales en las que se baso el desarrollo del metodo global para la

determinacion analitica de glifosato y del AMPA se representan en

Posteriormente se describe detalladamente cada etapa.

Etapa 1: Analisis de glifosato y AMPA por CLAE

Vv

v

los diagramas 3 y 4.

1.1. Derivacién precolumna con
FMOC-CI y deteccion por
fluorescencia

1.2. Optimizacién de |la separacion
analitica en una columna con
silice C18

\

Vi

1.2.1. Variacién de la
retencion de los
derivados de glifosato
y de AMPA con
diferentes mezclas de
agua/ACN

1.2.2. Efecto del
porcentaje de ACN
presente en la mezcla
de la reaccion de
derivacion en la
forma del pico

1.2.3. Elucién del
exceso del reactivo
derivatizante
FMOC-CI

cromatografico del
derivado de AMPA

1.2.4. Condiciones cromatograficas seleccionadas

v

1.2.5. Evaluacion del sistema cromatografico

Diagrama 3. Optimizacion del método de analisis para glifosato y AMPA
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Etapa 2. Desarrollo de la metodologia para la preparacion de la muestra

v

2.1. Ensayos por EFS

.

!

Estandares

v

> Efecto de la matriz

v

C1s8

NH2

Retencion |—1

SCX Elucion

V

v v

SAX

2.2. Ensayos por DMFS

v

v

2.2.1. Extraccion de glifosato en NH2

2.2.2. Extraccion de AMPA en NH2

v

v

Modificacion de la matriz por adicion de
acido previo a la dispersion con NH2

Eliminacion de impurezas en SAX-OH
que co-eluyen con el derivado

\

v/

Recuperacion de la columna de
dispersion

Recuperacion de la columna de
dispersion

v

Ajuste del gradiente de elucién para el
analisis por CLAE

>>| 2.3. Limpieza de extractos

Beed

v

i

SAX-CI para glifosato

SAX-OH para AMPA

v

Evaporacion del extracto y reconstitucion del residuo en agua pura

\/

Conformacion del método

v

2.4. Optimizacion >

PROTOCOLOQ FINAL

Diagrama 4. Desarrollo de la metodologia para la preparacion de la muestra



1. Analisis de glifosato y del AMPA por CLAE

1.1.

t.2.

Derivacion precolumna con el reactivo FM

La reaccion de derivacion se realizé con base en el

OC-Cl y deteccion por fluorescencia

procedimiento de Saricho et al.,

(1996). Las condiciones utilizadas para realizar la reaccion de derivacion en los extractos

y la deteccion de los derivados fluorescentes, durante el desarrollo del método de

preparacion de muestra, se indican en la t

abla 15.

Tabla 15. Condiciones para la reaccion de derivacion con FMOC-CI y la deteccion

por fluorescencia

Reactivos
Concentracion de boratos (M) pH =9 0.025
Concentracion de FMOC-CI (mg mL™) 1
Reaccion
Volumen de extracto (mL) 1
VVolumen de boratos (mL) 05
Volumen de FMOC-CI (mL) en ACN 1
Tiempo de reaccién (min) 30

Remocion del exceso de FMOC-CI

2 ELL sucesivas con 2.5 mL de éter

etilico c/una

Deteccion
Longitud de onda para la excitacion (nm) 264
Longitud de onda para la emision (nm) 318

Optimizacion de la separacion analitica en una columna con silice Cys

Las condiciones de la separacion analitica se establecieron con base en los siguientes

estudios;
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1:2:1,

Variacion de la retencion de los derivados de glifosato y del AMPA con diferentes

mezclas de agua/ACN

El objetivo de este estudio fue conocer y comparar la retencion de los derivados de
glifosato y AMPA. La variacion del factor de capacidad (k') en funcién del porcentaje de
ACN en la fase moévil se estudio inyectando mezclas de la reaccion de derivacion
correspondientes a glifosato y AMPA 1 ppm por separado, con diferentes porcentajes
de ACN en la fase movil como se muestra en la tabla 16. La composicién acuosa de la
fase movil correspondié a una solucion amortiguadora de fosfato diacido 2 mM pH =

6.37.

El tiempo de retencion de los derivados en cada composicion de fase mévil se midié en
los cromatogramas correspondientes, se calculd el k' y se construyeron las curvas de k’
en funcién del porcentaje de ACN. El tiempo muerto (tn) de la columna fue de 1.59 min

y se midié en la perturbacion de la linea base correspondiente al frente del disolvente.

Tabla 16. Porcentajes de ACN y solucion de fosfatos utilizados para el estudio de la

variacion de k'

Composicion de la fase movil

Ensayo Glifosato AMPA
% ACN | % NaH,PO;2 mM pH =6.3| % ACN | % NaH,PO, 2 mM pH =6.3
1 8 92 16 84
2 14 86 17 83
3 17 83 18 82
4 18 82 20 80
5 20 80 24 76
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1.2.2.

1.2.3.

Efecto del porcentaje de ACN presente en la mezcla de la reaccion de derivacion en la

forma del pico cromatografico del derivado de AMPA

El objetivo de este estudio fue obtener las condiciones para que el pico cromatografico

del derivado del AMPA fuera mas fino y simétrico. Se prepararon tres mezclas de
reaccion a partir de una solucion de AMPA 2 ppm. Se tom6 una alicuota de 100 pL de
c/una y se les anadié diferentes volimenes de la solucion de boratos 0.025 M: 100,
300 y 700 pL, respectivamente, para obtener los siguientes factores de dilucion: 1:2,
1:4 y 1:8. Las diluciones se inyectaron por separado y se les realizé una corrida
cromatografica con el siguiente gradiente: 18% ACN durante 10 min, después liegar

hasta 40% ACN en 2 min, manteniendo esta composicion constante 20 min.

Elucion cromatografica del reactivo derivatizante FMOC-CI

El objetivo de este estudio fue obtener las condiciones para la separacion del reactivo
derivatizante de los compuestos de interés. Para esto, se inyecté al cromatégrafo la
fase acuosa obtenida de la mezcla de reaccion después de efectuar las ELL con éter
etilico. El analisis se realizd con las corridas isocraticas de 75 min con los diferentes

porcentajes de ACN en la fase movil que se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Porcentajes de ACN en la fase mévil para la elucién de FMOC-CI

Composicion de la fase movil
Ensayo % ACN % NaH,PO, 2 mM pH = 6.3
1 8 92
2 20 80
3 24 76
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1.2.4.

1.2.5.

La fase acuosa también se analizo con el siguiente gradiente: 8% ACN durante 10 min,
después llegar hasta 40% ACN en 2 min, manteniendo esta composicion constante 20

min.
Condiciones cromatograficas seleccionadas para realizar el analisis de extractos

De los resultados obtenidos en los estudios anteriores se derivaron dos gradientes a
temperatura de la columna ambiente, flujo de 1 mL min™ y un volumen de inyeccion de

20 L.

Los extractos con glifosato se analizaron con el gradiente 1:
isocratico de 0 a 5 min con 8% ACN y 92% NaH,PO, 2 mM pH = 6.37,
gradiente de 5 a 7 min de 8% ACN a 40% ACN y

isocratico de 7 a 27 min con 40% ACN y 60% NaH,PO4 2 mM pH = 6.37

Mientras que los extractos con AMPA se analizaron con el gradiente 2:
isocratico de 0 a 7 min con 16% ACN y 84% NaH,PO, 2 mM pH = 6.37,
gradiente de 7 a 9 min de 16% ACN a 40% ACN y

isocratico de 9 a 29 min con 40% ACN y 60% NaH,PO, 2 mM pH = 6.37
Evaluacion del sistema cromatografico

La linealidad y la precision del sistema cromatografico se evaluaron inyectando minimo
3 mezclas de la reaccion de derivacion formadas a partir de soluciones estandar de
glifosato y AMPA con las concentraciones que se indican en la tabla 18. Con estos
puntos se construyeron las curvas de calibracion y se obtuvieron los coeficientes de

variacién para cada concentracion y el coeficiente de correlacion para cada curva.
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Tabla 18. Concentraciones para evaluar la linealidad del sistema cromatografico

Glifosato (ppb) AMPA (ppb)
10 82.5
15 125
50 156
150 500
500 1000
1000 B

El limite de deteccion del sistema

se determind inyectando mezclas de reaccion

correspondientes a concentraciones de 5 y 3 ppb para glifosato y diluciones de la

mezcla de la reaccion correspondientes a 62.5, 31.2 y 16.2 ppb para AMPA. La

concentracion limite se consideré aquella en la que el pico del derivado aparecia pero

no se podia integrar.

2. Desarrollo de la metodologia para la preparacion de muestra

2.7,

Ensayos por extraccion en fase solida

La seleccion de los adsorbentes con las mejores caracteristicas para la extraccion por

DMFS y la limpieza de los extractos se basd en un estudio previo sobre el

comportamiento de retencion de los compuestos por la técnica de EFS en diferentes

adsorbentes a base de silice: Ci5, NH,, SCX, SAX, los cuales fueron empacados en

cartuchos.

Los ensayos se realizaron por separado para cada compuesto con soluciones estandar.

El volumen de carga de las soluciones fue de 5 mL con concentraciones de 0.5 a 10 ppm.

Las corridas cromatograficas para ambos compuestos se realizaron con el gradiente 1.
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La carga de las soluciones y la elucion de los analitos, asi como el lavado vy
acondicionamiento de los adsorbentes, se realizd con aplicacién de vacio. El lavado de
los adsorbentes, previo a su acondicionamiento con agua desionizada y purificada, se
realizo con volumenes variables de metanol (MeOH) con base en la cantidad utilizada: 5

mL para cartuchos hasta con 0.5 gy 10 mL para cartuchos con cantidades mayores.

Evaluacion de la fuga y la retencion de los analitos en los adsorbentes

La fuga de los analitos se evaludé inyectando en el cromatografo el efluente de las

soluciones de carga. El porcentaje de fuga (% fuga) se calculé con la siguiente ecuacion:

% fuga = (Ag / Asc) X 100  Ecuacion 1

donde Ag = area del compuesto en el efluente y Asc = area del compuesto en la solucion

de carga.

El porcentaje de compuesto retenido (% retenido) en el adsorbente se obtuvo con la
siguiente ecuacion:

% retenido = 100 - % fuga Ecuacion 2

Asi, se considerd que el compuesto se retenia en un 100% si en el efluente no aparecia el

pico correspondiente.

Evaluacion de la elucion de los analitos de los adsorbentes

La elucidén de- los analitos se evalud inyectando las fracciones obtenidas al aplicar
volumenes conocidos de disolventes puros 0 mezclas de los mismos en los cartuchos de

extraccion.
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El volumen requerido para eluir la totalidad de la cantidad de compuesto retenido
correspondio a la suma de los volumenes de las fracciones en las que se encontro el pico
correspondiente. Se considerd6 que el compuesto se eluia cuantitativamente si su

porcentaje de recobro (% recobro) era mayor al 90%.

El recobro para analitos provenientes de soluciones estandar se basoé en la siguiente
relacion:
(cantidad recuperada en la fraccion de elucion)

Recobro = X 100
(cantidad total aplicada al cartucho)

El calculo se realizo con la ecuacion 3:
% recobro = (Ar / Ats) X 100 Ecuacion 3

donde Ar corresponde al area del compuesto en la fraccion de elucién y Ars al area del
compuesto en una solucion cuya concentracion Crs equivale a los microgramos (ug)
totales aplicados en el volumen de la fraccion de elucion correspondiente. Por ejemplo, si
el volumen y la concentracién de la solucién de carga fue de 5 mL 1 ug mL™, los ug
totales aplicados (y también retenidos) serian 5 ug; si el volumen de la fraccion de elucion

fuerade 10 mL, Crs =5ug /10 mL=0.5 ug mL™".
El recobro para analitos en las muestras fortificadas se basé en la siguiente relacion:

(cantidad recuperada en la fraccién de elucién)
Recobro = X 100
(cantidad total fortificada en la muestra)

El calculo se realizd con la ecuacion 4:
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% recobro = (Ag / Atm) X 100  Ecuacion 4

donde Amy corresponde al area del compuesto en una solucion estandar cuya
concentracion Cty equivale a los ug totales fortificados en la muestra entre el volumen de
la fraccion de elucion correspondiente. Por ejemplo: si 0.5 g de muestra se fortifico a un
nivel de 1 ug g™, los ug totales fortificados fueron 0.5 ug y, suponiendo que el volumen de

la fraccion de elucion fuerade 5mL, Crm=0.5ug/5mL=0.1 pgmL™".

2.1.1. EnsayoenCy

La evaluacion de la retencion se realizé aplicando 5 mL de una solucion acuosa de 10
ppm para cada analito, previo acondicionamiento de los 0.5 g de adsorbente con 5 mL
de agua pura. Dado que no se retuvieron los analitos en este adsorbente no se

realizaron los estudios para la elucion.

2.1.2. Ensayos en NH,

Se realizaron diferentes ensayos con el adsorbente amino para obtener las condiciones
adecuadas para la retencion y elucion de ambos analitos. Se inyectaron los efluentes y

todas las fracciones de elucion indicadas a continuacion.

2327, Retencion de glifosato en agua pura y elucién con diferentes soluciones acuosas

La retencion de glifosato se evalud aplicando 5 mL de una solucion del analito en
agua pura, previo acondicionamiento del adsorbente con 5 mL del mismo disolvente,

Posteriormente, se procedit al analisis de los efluentes.
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Las concentraciones, cantidades de adsorbente y condiciones para el estudio del

patron de elucion se indican en la tabla 19.

Tabla 19. Ensayos con glifosato en adsorbente NH, por EFS

Concentracion | Cantidad de _ »
Fracciones de elucion
Ensayo| del analito adsorbente Solucién de elucién ,
sucesivas de 5 mL
(ppm) (@

1 10 0.1 Agua pura 3

2 10 0.1 NaH,PO4 2mMpH =7 2

3 10 0.1 NaH,PO, 5mMpH =7 2

4 1 0.2 NaH,PO; 5mMpH =7 2

5 1 0.5 NaH,PO, 5mMpH =7 2

2. 122 Efecto del pH en la retencion de glifosato y AMPA

Se realizaron estudios sobre la retencion de los compuestos aplicados en 5 mL de
soluciones acuosas de HNO; pH = 4, en 0.5 g de adsorbente amino. Los cartuchos
fueron previamente acondicionados con 20 mL de una solucion acuosa de HNO; pH
= 4. Posteriormente, se analizaron cromatograficamente los efluentes, que fueron

ajustados con NaOH 7.5 mM entre pH 6 y 9 para su derivacion.

La elucion de ambos cartuchos se realizd con dos fracciones sucesivas de 5 mL

c/una de una solucion de NaH,PO; 5 mM pH = 7.

2.1.3. Ensayos en SCX-Na

Los estudios en SCX-Na se llevaron a cabo Unicamente para evaluar la retencion. El
patron de elucion no se estudid dado que ninguno de los analitos se retuvo en este

adsorbente.
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2.1.31.

Retencion de glifosato a pH =2

La retencion de glifosato se evalué en una solucion acuosa de HNO; 0.01 M pH = 2
y con volumenes crecientes de esta misma solucion para acondicionar 1 g de
adsorbente, como se indica en la tabla 20. La concentracion del analito fue de 10
ppm en un volumen de carga de 5 mL en todos los ensayos. El pH de los

percolados se ajusté con NaOH 2 M entre 6 y 9, previo a su derivacion.

Tabla 20. Volimenes de acondicionamiento para la retencién de gifosato en SCX-Na

Ensayo Volumen de HNO; 0.01 M (mL) para el acondicionamiento
1 10
2 20
3 50
4 100
2.1.3.2.  Retencion del AMPA a pH = 2

2.1.4,

La retencion del AMPA se evaluo con la aplicacion de 5 mL de una solucion del
analito de 10 ppm en HNO; 0.01 M pH = 2 y acondicionando 1 g de adsorbente con
100 mL de la misma solucion acida. El pH del percolado se ajusté con NaOH 2 M

entre 6 y 9, previo a su derivacion.

Ensayos en SAX

Se realizaron diferentes ensayos que permitieron obtener las condiciones adecuadas
para la retencion y la elucion de los analitos. Se inyectaron los efluentes y todas las

fracciones de elucion indicadas a continuacion.
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2.1.4.1.

Retencion de glifosato en SAX-OH vy elucion con HNO; 7.5 mM pH = 2.1

La retencion se evalué en cartuchos con 0.1 g de adsorbente, previamente
acondicionados con 20 mL de NaOH pH = 8, aplicando el analito en 5 mL de las

soluciones acuosas que se indican en la tabla 21.

La elucién, en ambos ensayos, se realizé con la adicion de 2 volimenes sucesivos
de 5 mL c/ude HNO3; 7.5 mM pH = 2.1. El pH de las fracciones de elucion se ajusto

con NaOH 2 M entre 6 y 9, previo a su derivacion.

Tabla 21. Condiciones para los ensayos de retencion de glifosato en 0.1 g de SAX-OH

Ensayo Concentracion de glifosato (ppm) Solucion de carga
1 10 NaOH pH =8
2 1 NaH,PO, 5 mMpH =7

2.14.2.

Retencion de AMPA en SAX y elucion con HNO; 0.01 M

La tabla 22 muestra las condiciones con las que se verifico la retencion del AMPA
en el adsorbente SAX con el analisis de los efluentes. La concentracion del AMPA

fue de 0.5 ppm en 5 mL de solucion de carga para todos los ensayos.

El patron de elucion unicamente se estudié para los cartuchos con 0.5 g de
adsorbente (ensayos 6 y 7) y se realizé con HNO; 0.01 M pH = 2 con la adicién de
2 volumenes sucesivos de 20 mL, c/u. El pH de las fracciones de elucion se ajusto

con NaOH 2 M entre 6 y 9, previo a su derivacion.
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2.1.5.

Tabla 22. Condiciones para los ensayos de retencion de AMPA en SAX

Cantidad de s _

Acondicionamiento del "
Ensayo | adsorbente Solucion de carga
@) adsorbente
g

—

0.2 5 mL NaH,PO, 5 mM pH =7 NaH,PO; 5 mM pH =7

2 0.2 5 mL agua pura agua pura

3 0.2 25 mLNaOHpH =8 NaOH pH =8

4 0.2 35 mL NaOH pH = 8 NaOH pH =8
25mLNaOHpH =8y 5mL

5 0.2 N3H2PO4 5mM pH =7
NaH,PO, 5 mM pH =7

6 0.5 50 mL NaOH pH =9 NaH,POs 5 mM pH =7

0.5 50 mL NaOH pH =9 agua pura

Efecto de la matriz en la extraccion de glifosato con el adsorbente amino

El objetivo de los estudios sobre el efecto de la matriz fue conocer las diferencias o
similitudes existentes con las condiciones de extraccion establecidas anteriormente con

las soluciones estandar.

Primeramente se obtuvieron los extractos crudos que se aplicaron en los cartuchos
para EFS. Para esto se pico finamente un jitomate sin cascara y sin semillas y se
homogeneizé en un mortero de vidrio. Se fortificaron 3 muestras de jitomate de 1 g
c/una con las condiciones que se muestran en la tabla 23. Después se extrajeron con 5
mL de agua pura mezclando mecanicamente durante 5 min y sonicando durante 10
min. Los extractos crudos se filtraron por gravedad utilizando papel filtro Whatman.
Posteriormente, estos extractos se percolaron en los cartuchos con adsorbente amino
de diferentes cantidades y se eluyeron con una solucion de NaH,PO4 5 mM pH =7
como se detalla en la tabla 23. Se inyectaron los efluentes para verificar la retencion y

las fracciones de elucion indicadas para el calculo de los recobros.
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Tabla 23. Condiciones para la extraccion de glifosato con el adsorbente NH, por EFS
Nivel de | Cantidad de Volumen de Fracciones de

Ensayo | fortificacion | adsorbente | acondicionamiento con | elucion sucesivas

(ugg) (9) agua pura (mL) de 5mL
1 50 0.1 .53 1
2 50 02 5 2
3 5 05 20 2

El ensayo 3 se repiti6 con una muestra blanco. En todos los ensayos realizados para
el desarrollo de la metodologia, las muestras blanco corresponden a muestras de

jitomate no fortificado con los analitos.
2.2. Ensayos por dispersion de la matriz en fase solida

Los ensayos se realizaron con muestras de 0.5 g fortificadas a niveles del orden de pg g”',
anadiendo un volumen constante de 100 uL de la soluciéon fortificadora con 1 hora de
reposo. El adsorbente amino sin acondicionar se utilizé para la extracciéon en una relacion
muestra:adsorbente 1:1 y la dispersion se realizé en un mortero de vidrio. Los ensayos se

efectuaron por separado para glifosato y AMPA.

La elucion se evalué de la misma manera que en los ensayos por EFS obteniendo el

porcentaje de recobro con la ecuacion 4 (p. 45).

2.2.1. Extraccion de glifosato

La tabla 24 muestra las diferentes modificaciones realizadas a la muestra, previo a la
dispersion, asi como las soluciones con las que se realizo la elucion y el nimero de

fracciones que se aplicaron a la columna.
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También, se indican los niveles de fortificacion en el jitomate utilizados. En los
ensayos 3 y 4 se prepararon muestras blanco. Se inyectaron al cromatografo todas las

fracciones de elucion indicadas.

Tabla 24. Elucion de glifosato de la columna de dispersion

Nivel de Modificacion de la ,
o Solucidn de elucion
Ensayo | fortificacion matriz previa a la )
) ) B (4 fracciones sucesivas de 5 mL, c/una)

(ngg) dispersion

1 10 NO NaH,PO; 5mM pH =7
HNO; 7.5 mM, previo lavado de la columna
2 10 NO
con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH =7

3 10 1 gota de HNO; 1 M NaH,PO, 5mM pH =7
4 10 120 uL HNO; 1M NaH,PO, 5mM pH =7
5 5 120 uL HNO3; 1M NaH,PO4 5mM pH =7

2.2.2.  Extraccion de AMPA

Los ensayos para extraer el AMPA de la columna de dispersion se realizaron
inicialmente con las mismas condiciones del glifosato (ver tabla 24). Sin embargo, la
presencia o ausencia del AMPA no se pudo observar en el analisis de las fracciones
eluidas dado que numerosas impurezas salian al mismo tiempo de retenciéon que el
derivado del AMPA. Por lo tanto, para conocer el comportamiento del analito fue
necesario realizar varias pruebas preliminares con el fin de eliminar las interferencias

de los extractos provenientes de la columna de dispersion.

Asi, estos extractos se limpiaron con las siguientes combinaciones de adsorbentes

empacados c/u en cartuchos por separado:
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e SAX-OH (0.2 y0.59)

e SAX-OH (0.5g)+ Cys (0.2 g)

e SAX-OH (0.5 g) + silice virgen (0.5 g)
e SAX-OH (0.5g) + CN (0.5 g)

e SAX-OH (0.5g) + NH; (0.5 g)

Estas pruebas se realizaron acidificando la matriz con 120 pL de HNO; 1M
previamente a la dispersion con el adsorbente amino y se empled como disolvente de
elucion agua pura para la obtencion del extracto. La elucion de los cartuchos con SAX-
OH se realizé con HNO; 0.01 M pH = 2 y el eluato se aplico a los cartuchos respectivos

para la segunda limpieza. De éstos ultimos se analizé unicamente el efluente.

Desafortunadamente, con ninguna de estas combinaciones se lograron eliminar
completamente los interferentes en el cromatograma, ni realizando lavados intermedios
a la columna de dispersion con 5 mL de MeOH, MeOH-agua (1:1) y agua pura,

respectivamente.

Por lo anterior, se decidi6 modificar las condiciones del analisis cromatografico
(gradiente 1) para separar el pico del derivado del AMPA de los interferentes v,
ademas, obtener un tiempo de retencién menor. Asi, las condiciones para el analisis
cromatografico de los extractos con AMPA fueron las correspondientes al gradiente 2.
También, para evitar el ensanchamiento de este pico en la zona isocratica del
gradiente 2 fue necesario diluir la mezcla de la reaccion de derivacion de los extractos

4 veces con la solucion de boratos 0.025 M, previo a su inyeccion en el cromatografo.

Con estas nuevas condiciones se realizaron los ensayos de elucion de la columna de
dispersion que se indican en la tabla 25. El nivel de fortificacion fue de 40 ug g”'. Se

prepararon muestras blanco para los ensayos 1y 2.
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Tabla 25. Condiciones de elucion del AMPA de la columna de dispersion

Solucion acuosa para la elucion Fracciones de elucion sucesivas de 5 mL
A0 de la columna de dispersion c/una
1 Agua pura 1
2 Agua pura 4
3 NaOH pH =9 4
4 HNO; 0.01 M 4
5 Agua pura-ACN 9:1 4

La limpieza del extracto con SAX-OH (1 g) y NH, (0.5 g) se realizé unicamente para el
ensayo 1, eluyendo con 30 mL de HNO; 0.01 M pH = 2 del primer cartucho y se inyecto
el efluente del cartucho con NH;. En los ensayos restantes se inyectaron directamente

las fracciones de elucion de la columna de dispersion correspondientes.

2.3. Limpieza de los extractos obtenidos por DMFS

La obtencion de los extractos fue a partir de muestras de jitomate de 0.5 g, modificando la

muestra con 120 uL de HNO; 1M previo a la dispersion en un mortero de vidrio, con una

relacion muestra:adsorbente 1:1. Las ecuaciones 1, 2y 4 (p. 43 y 45) se utilizaron para

evaluar la fuga, la retencion y el recobro, respectivamente.

23.1.

Limpieza del extracto de glifosato

La tabla 26 muestra las diferentes condiciones que se utilizaron para la limpieza de
extractos de glifosato, obtenidos a partir de muestras fortificadas con 10 ug g”. El
tiempo de reposo después de la fortificacion para los ensayos 1 y 2 fue de 1 h,
mientras que para los ensayos 3 y 4 fue de 3 h. La elucion de la columna de dispersion

fue con 10 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7, excepto para el ensayo 4 que fue de 20 mL.
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Se midi6 el pH de los extractos y siempre fue de 8 no siendo necesario ajustarlo para

su limpieza en el adsorbente SAX-CI, cuyo acondicionamiento se hizo con agua pura.

La retencion se evaluo en los cuatro ensayos inyectando los efluentes del cartucho con
el adsorbente SAX-CI. El patron de elucion unicamente se estudio para los ensayos 3 y
4. El pH de las fracciones de elucion del intercambiador se ajusté con NaOH 2 M entre

6y 9, previo a su derivacion.

Tabla 26. Condiciones para la limpieza de extractos de glifosato con SAX-CI por EFS

Cantidad de . » "
Ensayo Solucion de elucién Volumen de elucién (mL)
adsorbente (g)
1 0.1 - -
2 0.2 - -
3 0.5 HNO; 0.01 M 20
Bl 0.5 HNO; 0.01 M 15

2.3.2.

Limpieza del extracto de AMPA

La limpieza de los extractos del AMPA obtenidos de la columna de dispersion
(fortificacién de la muestra con 40 ug g, tiempo de reposo 1 h y elucién con 30 mL
agua pura) se basoé en los estudios presentados en la seccion 2.1.4.2. Se probaron 1y
2 g de intercambiador, que se acondicionaron con una solucién de NaOH pH = 9. La
tabla 27 muestra los volumenes de acondicionamiento y la cantidad de adsorbente de
tres ensayos para esta limpieza. El extracto del ensayo 3 se evaporo y el residuo se
reconstituyé en 10 mL de agua pura, se le midid el pH y se determiné que no era

necesario ajustarlo para su aplicacion en el intercambiador.
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La elucion de los cartuchos SAX-OH se realizé con 2 fracciones sucesivas de 20 mL

c/luna de HNO; 0.01 M pH = 2, para todos los ensayos. Se inyecto el efluente y las

fracciones de elucion del cartucho de limpieza. El pH de las fracciones de elucién se

ajusto con NaOH 2 M entre 6 y 9, previo a su derivacion.

Tabla 27. Condiciones para la limpieza de extractos del AMPA con SAX-OH por EFS

Ensayo Cantidad de adsorbente (g)

Acondicionamiento del adsorbente con
NaOH pH =9 (mL)

1 1 100
2 200
2 200

2.4. Optimizacion del método de preparacion de la muestra

2:4.7.

La conformacion del método global para la preparacion de la muestra se basé en todos

los resultados de los ensayos anteriores. Sin embargo, fue necesario realizar ajustes para

completar la optimizacién. Los criterios para considerar que el método era reproducible y

cuantitativo fueron el coeficiente de variacion, que deberia ser menor

porcentaje de recobro, que deberia ser mayor al 70%.

Ajustes al método

al 20%, y el

Las variables que se ajustaron, antes de evaluar la reproducibilidad y la recuperacion

del método al aplicarlo a las muestras de jitomate, se enlistan a continuacién:

Proporcion muestra - adsorbente

Tiempo de reposo posterior a la fortificacion
Material del mortero empleado para la dispersion

Acondicionamiento del adsorbente (NH,) para la dispersion
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e Tiempo de evaporacion del extracto proveniente de la columna de dispersion

del AMPA (F1AMPA)

El tiempo de reposo posterior a la fortificacion se aumentd a 3 h y la dispersion se
realizé en un mortero de agata. Con respecto a la proporcion muestra/adsorbente, se
probaron estas dos relaciones 1.1 y 1:2. Para esto, se pesaron 0.5 g y 1 g de
adsorbente amino, se lavaron con 5 mL de MeOH y se acondicionaron con 10 mL de
agua pura, por separado. Se secaron con aplicacién de vacio y se mezclaroncon 0.5 g
de muestra acidificada con 120 uL de HNO; 1 M y a la que se le habia anadido 100 pL
de agua pura, simulando la fortificacion, y se verifico si era posible empacar la mezcla
en cartuchos. Por otra parte, se evitd que se llegara hasta la sequedad durante la

evaporacion del extracto proveniente de la columna de dispersion del AMPA.

Con estas modificaciones, el método se aplico a 7 muestras fortificadas con 100 uL de
una solucién que contenia ambos compuestos (glifosato 22.5 ppm y AMPA 30 ppm)

para obtener 4.5 ug g de glifosato y 6 pug g”' de AMPA.

Se obtuvieron las concentraciones en los extractos purificados, el porcentaje de
recobro, la desviacion estandar, el coeficiente de variaciéon y el limite de deteccion
para un nivel de confianza del 99%. Este ultimo se establecié con base en el método
oficial de la EPA (US CFR 40, parte 136, Apéndice B) y que establece la siguiente

ecuacion:

LDM=1 (5.1, 14=099) * S Ecuacion 5

donde LDM = limite de deteccion del método, t =t de student, S = desviacion estandar, n

= numero de muestras.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. Analisis de glifosato y AMPA por CLAE

5.1.1. Derivacion precolumna con el reactivo FMOC-CI y deteccion por fluorescencia

El procedimiento de Sancho et al., (1996), tiene las ventajas siguientes, con respecto a
otros reportados en la literatura (ver anexo 1): 1) requiere una concentracion de FMOC-CI cinco
veces menor, por lo que durante el desarrollo del método de preparacion de muestra se
consideré conveniente para evitar el gasto excesivo del reactivo; 2) el nimero de reactivos
requeridos es menor, ya que no se anade acetona a la mezcla de reaccién; 3) establece un
tiempo de 30 min para que ocurra la reaccion, lo cual garantiza que la reaccion se lleve a cabo
cuantitativamente. Por estas razones fue el metodo que se utilizé en el presente trabajo ademas

de que permitié obtener resultados reproducibles como se muestra en el seccién 5.1.4.

Sin embargo, la derivacion precolumna tiene el inconveniente de la presencia de exceso
de reactivo fluorescente. La concentraciéon del FMOC-CI| en la mezcla de reaccion es tan
elevada que el detector se satura si ésta se inyecta directamente. Por lo anterior, fue necesario
realizar dos ELL para remover el reactivo sobrante de la mezcla de la reaccion e inyectar la

fase acuosa final durante el desarrollo del método de preparacion de muestra.

5.1.2. Optimizacion de la separacion analitica en una columna con silice Ciq

Los ensayos que se realizaron en esta etapa correspondieron al estudio del
comportamiento de retencion de los derivados de glifosato y del AMPA en fase inversa, asi
como del efecto de la proporcion de ACN en la mezcla de reaccion en la forma del pico

cromatografico del derivado de AMPA
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También, dado que el reactivo derivatizante FMOC-CI se afadié en exceso y, aunque
este se elimino en gran parte por ELL, en esta etapa se busco como evitar lo mas posible su co-

elucion junto con los compuestos de interés.

A continuacion se describen los resultados obtenidos con soluciones estandar de los
derivados que  permitieron posteriormente establecer las condiciones para el analisis

cromatografico de los extractos de jitomate.

5.1.2.1. Variacidon de la retencion de los derivados de glifosato y del AMPA con diferentes

mezclas de agua/ACN

Los logaritmos del K, del glifosato y del AMPA son negativos, como se muestra en las
tablas 3 y 4 sobre las propiedades fisicoquimicas de los analitos, por lo tanto se infiere que
son compuestos muy polares que no se retienen en adsorbentes apolares, como la silice Cis.
No obstante, la formacion de los derivados disminuye el caracter polar de los compuestos
originales por lo que se estudio si era posible la retencion y la separacion de los derivados
fluorescentes en una fase inversa. Esto se realizoé con el estudio de la variacion de k' de cada

derivado en funcién del porcentaje de modificador organico (ACN) en la fase movil.

El comportamiento de retencion del derivado de glifosato en funcién del porcentaje de
ACN se presenta en la figura 6. Se observa claramente que la retencion en la silice Cis es
limitada a porcentajes superiores al 10% de ACN. Esto se debe a que el derivado fluorescente,
aunque menos polar que el glifosato, tambien es un compuesto iénico que dificimente
interacciona con la fase estacionaria. No obstante, la retencién aumenta exponencialmente con

porcentajes menores a 10%.
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Fig. 6. Comportamiento de retencion del derivado de glifosato en silice Cyg

El derivado del AMPA si presenté una retencién notable desde porcentajes inferiores al
20%, aumentando drasticamente a porcentajes menores a 18%, como se observa en la figura 7.
El compuesto original es un acido mas débil, lo que se reflejo en el comportamiento de su

derivado en fase inversa asemejandose al de una molécula neutra.
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Fig. 7. Comportamiento de retencion del derivado de AMPA en silice Cy;
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La comparacion de las figuras 6 y 7 permitio observar que el comportamiento de retencion

de cada derivado es marcadamente diferente y, por lo tanto, su separacion era factible.

5122  Efecto del porcentaje de ACN presente en la mezcla de la reaccion de derivacion en

la forma del pico cromatografico del derivado del AMPA

La proporcion de ACN en la mezcla de la reaccion de derivacion (40%) no fue compatible
con la elucion del derivado del AMPA dado que los picos de éste se ensanchan en modo
isocratico. Este problema no se presenté para el derivado de glifosato, cuya forma del pico

siempre fue fina, como se muestra en la figura 8.
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Fig. 8. Cromatograma de la inyeccion directa de una mezcla de reaccion preparada a

partir de una solucién estandar de glifosato 0.5 ppm. Analisis con el gradiente 1

Este inconveniente se solucioné diluyendo la mezcla de la reaccion de derivacion con
diferentes proporciones de la solucion amortiguadora de boratos 0.025 M, una vez preparado el
derivado del AMPA. Se encontré que con la dilucién en una proporcion 1:4 se obtenian los

mejores picos, como se observa en la figura 9 que corresponde a una mezcla de reaccion con

10% de ACN.
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Fig. 9. Cromatograma de la inyeccion directa de la dilucion 1:4 de una mezcla de reaccion
preparada a partir de una solucion estandar de AMPA 2 ppm con boratos 0.025 M. Analisis en
gradiente: 18% ACN durante10 min, después en 2 min hasta 40% ACN manteniendo esta

composicion constante durante 20 min

La reduccién del porcentaje de ACN en la mezcla de reaccion indicd que la interaccion
del derivado del AMPA con la fase estacionaria es muy sensible al porcentaje de ACN presente

en la mezcla de la reaccion.

Los resultados de los estudios anteriores permitieron confirmar que los derivados si
presentan una retencion suficiente en silice Cs empleando fases méviles compuestas por ACN
y una solucion amortiguadora de fosfato diacido a pH = 6.37 y ademas que se podian separar.
Por lo tanto, es evidente que el analisis de los derivados si se puede realizar por CLAE en fase
inversa, a pesar de su caracter ionico, caracteristica que reduce la retencion en adsorbentes

con grupos Cys.
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5123 Elucion cromatografica del reactivo derivatizante FMOC-CI

El FMOC-CI es un compuesto apolar que facilmente se retiene en la silice Cs. Por lo
anterior, se realizaron dos ELL para remover el exceso de reactivo sobrante de la mezcla de la
reaccion y se inyecto la fase acuosa final, con el fin de seleccionar las condiciones para la
elucion del reactivo sobrante en un tiempo de retencion diferente al de los compuestos de

interés.

El comportamiento cromatografico del FMOC-CI presente en la fase acuosa después de
las ELL, que se analizé con porcentajes de ACN menores a 24% en la fase movil no permitio la
elucion del compuesto en un tiempo menor a 1 h. Por lo tanto, se decidi¢ iniciar la corrida
cromatografica isocraticamente con 8% de ACN durante 10 min, etapa que permitiria la
retencion y la elucion del derivado de glifosato en un tiempo adecuado (tr = 4 min, ver figura 8),
posteriormente realizar un gradiente en 2 min hasta 40% ACN y finalmente mantener esta
composicion constante 20 min. El gradiente se impuso para que el cambio de la composicion de
la fase movil no fuera brusco ya que para la elucién del FMOC-CI fue necesario utilizar 40% de

ACN en la fase movil.

El FMOC-CI se eluyd en un tiempo de retencion de 24 min, que es mucho mas extenso
que el correspondiente al derivado de glifosato, como se puede observar en la figura 10 que
corresponde a la inyeccion de la fase acuosa. Asi, se consideré adecuado utilizar apenas un
8% de ACN para la separacion analitica del derivado de glifosato (tr = 4 min), siendo la

retencidn y la elucion adecuadas sin co-eluir el exceso de reactivo derivatizante.
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Por otra parte, la presencia del FMOC-CI en el cromatograma anterior indicd que con 2
extracciones no se removié completamente el reactivo. La remocién del exceso de FMOC-CI

con un numero mayor de ELL no se consideré practica por el hecho de implicar un tiempo

global muy extenso para este procedimiento.
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Fig. 10. Cromatograma de la elucion del reactivo derivatizante FMOC-CI. Analisis
isocratico con 8% ACN 10 min, gradiente hasta 40% ACN en 2 min y composicién constante 20
min
La corrida cromatografica descrita se modificé a 8% ACN durante 5 min en la primera
parte isocratica para permitir una elucion mas rapida del FMOC-CI (tr=20 min), estableciéndose
asi el gradiente 1. Ademas, este gradiente contribuyé al afinamiento del pico del derivado del
AMPA en un tiempo de retencion conveniente (tr = 10 min), con respecto al tiempo de retencion

del derivado de glifosato (tr = 4 min), como se observa en la figura 11.
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Fig. 11. Cromatograma de la inyeccion directa de una mezcla de reaccion preparada a
partir de una solucion estandar de AMPA 0.67 ppm. Analisis con el gradiente 1

El gradiente 1 permitia la separacion del glifosato, del AMPA y del FMOC-CI en una sola
corrida cromatografica. Sin embargo, el analisis de muestras de jitomate fortificadas con AMPA
no fue posible debido al efecto de la matriz, como se explicara mas adelante. Asi, con base en
el estudio de retencion del derivado de AMPA (ver figura 7) se decidio que la corrida
cromatografica para los extractos con este compuesto iniciara con 16% de ACN durante 7 min,
posteriormente realizar un gradiente en 2 min hasta 40% ACN y finalmente mantener esta
composicion constante 20 min, estableciéndose el gradiente 2. La primera etapa isocratica de
esta corrida se establecié en 16% de ACN porque la retencion y la eluciéon de este derivado se
consideraron adecuadas en un tiempo de retencion de 4.5 min sin co-eluir el exceso de

reactivo derivatizante.
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5.1.3. Condiciones cromatograficas seleccionadas para realizar el andlisis de extractos

El gradiente 1 se selecciond para realizar el analisis de las soluciones estandar de
glifosato y del AMPA en los ensayos por EFS y de los extractos de jitomate fortificados con
glifosato. Debido a la presencia de impurezas en la zona de elucion del derivado de AMPA
provenientes de las muestras de jitomate, el analisis de los extractos de jitomate fortificados con

AMPA se realiz6 con el gradiente 2.

5.1.4. Evaluacion del sistema cromatografico

El comportamiento del derivado de glifosato fue lineal (r’= 0.9988) y reproducible en el
intervalo de 4 a 400 ppb, siendo el limite de deteccion del sistema cromatografico de 3 ppb para
el glifosato. Mientras que para el derivado del AMPA, el comportamiento fue lineal (r*= 0.9937)

en el intervalo de 33 a 400 ppb y el limite de deteccion fue de 16.25 para el AMPA.

Los coeficientes de variacion que se obtuvieron para varias mezclas de reaccion estandar
de glifosato y del AMPA con diferentes concentraciones se presentan en la tabla 28. Se
observa que el sistema cromatografico, probado con estandares, permitio obtener resultados

reproducibles.

Tabla 28. Reproducibilidad del sistema cromatografico empleando soluciones estandar

Glifosato AMPA
Concentracion C.V. Concentracion C.Vw.
(ppb) ! (%) (ppb) ) (%)
10 5 11.6 150 3 10.2
150 5 4.3 500 3 24
1000 5 2.4 1000 3 6.8
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5.2. Desarrollo de la metodologia para la preparacion de muestras

El desarrollo de la metodologia comprendio dos tipos de estudios. El primero correspondio

a los ensayos por EFS, mientras que el segundo fueron los ensayos por DMFS.

5.2.1. Ensayos por extraccion en fase solida

Los ensayos por EFS utilizando soluciones estandar fue necesario que se realizaran
preliminarmente para conocer el comportamiento de retencion y elucion de los compuestos de
interés en diferentes adsorbentes y con diferentes soluciones eluentes. El efecto de la matriz del
jitomate también fue evaluado. Asi, los ensayos por EFS constituyeron la base para los ensayos

con DMFS posteriores.

5.2.1.1. Ensayo en Cy;

Al aplicar soluciones estandar de los compuestos de interés en cartuchos empacados con
el adsorbente C;g y efectuar el analisis de los efluentes se confirmé que tanto el glifosato como
el AMPA no se retienen en fase inversa, ya que se encontraron los picos de los derivados con

una magnitud correspondiente al 100% de fuga.

5.2.1.2. Ensayos en NH,

La utilizacion de un adsorbente con grupos polares enlazados fue consecuencia de los

resultados obtenidos en el ensayo anterior.
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hZ2.1.2:1. Retencion de glifosato en agua pura y elucion con diferentes soluciones acuosas

El analisis de los efluentes, correspondientes a soluciones de glifosato en agua pura,
provenientes de cartuchos con diferentes cantidades de adsorbente (0.1, 0.2 y 0.5 g) no mostro
el pico del derivado. Esto permiti6 conocer que en este adsorbente el glifosato se retuvo

completamente.

Los recobros de la elucion con los tres tipos de soluciones acuosas utilizadas se
presentan en la tabla 29. En esta tabla se observa que el agua pura no eluy6 al glifosato en
ninguna de las 3 fracciones de 5 mL con 0.1 g de adsorbente, lo que indicé que su volumen de
fuga es mayor a 15 mL. Por esta razdn, no se intentd la elucion de una cantidad mayor de

adsorbente, ya que el volumen de fuga seria aun mas grande.

Tabla 29. Elucién de glifosato retenido en adsorbente amino

Cantidad de . Recobro (%)
Fraccion de
adsorbente » Agua pura NaH,PO4; 2 mM | NaH,PO,; 5 mM
elucion de 5 mL
0.1 12 0 46.3 93.5
0.1 Z° 0 425 0
0.1 3° 0 NR NR
0.2 1° NR NR 81.6
0.2 2° NR NR NR
0.2 3° NR NR NR
0.5 12 NR NR 91.4
0.5 22 NR NR 12.7
0.5 3° NR NR NR
NR = No se realizd
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Al utilizar una solucién de NaH,PO, 2 mM a pH = 7 en el cartucho de 0.1 g se observo
que el compuesto eluia en las dos primeras fracciones de 5 mL (10 mL totales). La elucion de
cartuchos con cantidades mayores de adsorbente no se realizé porque el objetivo era encontrar
condiciones de elucion en volimenes pequefos. Por lo tanto, se aumenté la concentracion de

la solucion de elucion de fosfatos.

Los estudios para eluir el glifosato del cartucho con una solucion amortiguadora de
NaH,PO; 5 mM pH = 7 de 0.1 g de adsorbente amino, mostraron que se recuperaba
practicamente la totalidad de Ia cantidad retenida en los primeros 5 mL adicionados (1°
fraccion), mientras que en la segunda fraccion no se encontro el pico del derivado. Los estudios
de elucion de cartuchos con 0.2 y 0.5 g de adsorbente amino permitieron observar que el mayor
porcentaje del compuesto se eluye en la primera fraccion, independientemente de la cantidad, si

se utiliza |a solucion de fosfatos 5 mM pH = 7 como solucién de elucion.

En el ensayo con 0.5 g se observa que en la segunda fraccion aun se recuper6 el 12.7%
del compuesto, por lo que se seleccioné un volumen de 10 mL para eluirlo cuantitativamente de

cartuchos con esta cantidad.

Estos resultados mostraron que al aumentar la concentracion de la solucion de fosfatos la
elucion del glifosato se realiza mas rapido (volumenes menores). Por lo tanto, se infirié que el
intercambio de aniones participa como mecanismo de retencion, siendo el glifosato desplazado
con mayor facilidad de los grupos amino por la mayor cantidad de aniones fosfato presentes, los

cuales generaron una competencia por los sitios de intercambio.
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5.21.2.2, Efecto del pH en la retencion de glifosato y AMPA

El posible mecanismo de intercambio ionico involucrado en la retencion del glifosato en el
adsorbente amino se verifico preparando la soluciéon de carga en HNO; pH = 4. El analisis del
efluente del glifosato confirmd que no se presentaba fuga del compuesto. Sin embargo, la fuga

del AMPA fue de 31%.

La elucion cuantitativa de glifosato también se logré con 10 mL de la solucién
amortiguadora de fosfato diacido, mientras que la elucion del AMPA se logré con 5 mL de la

misma solucion con un porcentaje de recobro de 68.7%.

Estos resultados confirmaron el mecanismao por intercambio aniénico, ya que mientras a
pH = 4 el glifosato posee dos cargas negativas, el AMPA posee solo una carga negativa;
ademas, también tiene una carga positiva que repele al grupo amino (ver figura 2). Por otra
parte, los grupos amino del adsorbente se encuentran protonados (NH,") en mayor proporcion

a pH =4 que al pH del agua pura (pH =6 - 7).

Por lo tanto, con base en los estudios realizados y a que en esta etapa del desarrollo se
pretendia aplicar el mismo procedimiento para ambos compuestos se seleccioné el adsorbente
amino a pH neutro para realizar la extraccion por DMFS con una elucion con 10 mL de
NaH,PO,; 5§ mM a pH neutro. La elucion de AMPA de la columna de dispersion se tendria que

modificar como se explicara mas adelante.
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5.2.1.3. Ensayos en SCX-Na

5.2.1.3.1. Retencion del glifosato

El analisis de los efluentes mostré que el glifosato no fue retenido en el intercambiador de
cationes, aunque se utilizaron cartuchos con 1 g de adsorbente. Se infiere que la nula retencion
se debid a que, aunque el glifosato se aplicé a pH = 2 para que poseyera carga positiva (ver
figura 1), el intercambiador tenia mayor afinidad por el contraion Na* (forma original en la que se
encuentra el adsorbente). Por esta razon, se intentd cambiar a la forma H' con volumenes
crecientes de acondicionamiento con una solucion de HNO; 0.01 M. De esta manera se penso
que este contraiéon seria faciimente desplazado por el glifosato. Desafortunadamente, no se
logré cambiar a la forma H" ya que, para esto, se requeria utilizar soluciones acidas muy
concentradas (pH < 2), que el soporte del intercambiador no resistiria por ser a base de silice.
No se intenté cambiar la forma empleando volumenes mayores (> 100 mL) de soluciones
acidas pH = 2 porque el tiempo requerido para la etapa de limpieza se hubiese incrementado

considerablemente.

5.2.1.3.2. Retencion del AMPA

El AMPA tampoco fue retenido en la fase intercambiadora de cationes; se infiere que por

las mismas razones que el glifosato.

También, es importante considerar que ambos compuestos a pH = 2 se encuentran como
zwiteriones con una carga positiva y una negativa, lo que resulta en una forma global neutra. La
presencia de una carga neta positiva se garantizaria a pH's menores a 1. Sin embargo, para
diminuir el pH hasta estos valores se tendrian que utilizar intercambiadores con soportes de

polimeros.
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52.1.4. Ensayos en SAX

52.14.1. Retencion de glifosato en SAX-OH y elucién con HNO3 7.5 mM pH = 2.1

La retencion de glifosato en el intercambiador de aniones (SAX-OH) se confirmé porque
en los efluentes de diferentes soluciones acuosas no se observo el pico del derivado. No
obstante que se empled una cantidad pequeria de adsorbente, la retencion de este compuesto

fue total, independientemente de la solucion de carga utilizada.

Este compuesto posee dos cargas negativas netas (ver figura 1) en los valores de pH
utilizados para la retencion (pH = 8), lo que favorecié el desplazamiento del contraiéon (OH") por
el glifosato en el intercambiador, aun en el caso en que la solucion de carga estaba constituida

por fosfatos, cuyos aniones podrian haber competido por los sitios de intercambio.

La elucion del glifosato del intercambiador SAX-OH fue cuantitativa, como se observa en
la tabla 30, con 10 mL de HNO; 7.5 mM pH = 2.1 con las dos soluciones de carga aplicadas.
En este pH la carga neta negativa del glifosato se pierde, lo que ocasiona que no interaccione
con el intercambiador y los aniones nitrato de la solucion de elucion lo desplacen facilmente.
También, se observa que la elucion del cartucho cuya aplicacion del analito se realizé en una

solucion de NaOH fue mas rapida.

Tabla 30. Elucién de glifosato, de 0.1 g de SAX-OH, con HNO3 7.5 mM pH = 2.1

Ensayo 1 2
Solucion de carga NaOH pH =8 NaH,PO, 5 mMpH =7
Fraccion de elucion de 5 mL Recobro (%) Recobro (%)
1° 97.7 82.8
2° 22 19.8
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52142  Retencion del AMPA en SAX y elucion con HNO; 0.01 M

Los resultados que se muestran en la tabla 31 sobre la retencion del AMPA, aplicado en
soluciones con diferente fuerza ionica, permitieron conocer que este compuesto no se retiene
en SAX en su forma CI'. El AMPA se fugé casi completamente al ser aplicado en la solucion de
carga de fosfato diacido pH = 7. La retencion fue mejor en agua pura, pero el porcentaje de
recobro en el protocolo final de extraccion de residuos no hubiese sido aceptable, ya que se

considera que la cantidad retenida en este caso solamente fue de 37%.

Tabla 31. Retencion de AMPA en SAX-CI con dos diferentes soluciones de carga
Ensayo Solucién de carga Cantidad de SAX-CI' (g) | Fuga (%) | Retencion (%)

1 NaH,PO, 5 mM pH =7 0.2 92.3 7.7
2 Agua pura 0.2 63.3 36.7

El AMPA posee una masa molecular 1.5 veces menor que la del glifosato y se trata de
una molécula menos polar (debido a que no posee el grupo acido carboxilico del glifosato);
dado que los intercambiadores de iones fijan preferentemente los iones de mayor carga se
infiere que los aniones fosfato compitieron con el AMPA por los sitios activos y este ultimo, que
posee una carga neta negativa en el intervalo de pH del agua pura (6 - 7), fue desplazado por
éstos. En estas mismas condiciones, el glifosato posee dos cargas negativas netas y por lo
tanto fue capaz de desplazar a los aniones de la solucion de fosfatos y retenerse. A pH = 6, la
especie fosfato que predomina es H,PO, con una carga negativa, por lo que se infiere

facilmente impidié que el AMPA se retuviera.

Con estos resultados se confirmé que el AMPA interacciona en menor grado y su
retencion en intercambiadores fuertes de aniones se encuentra muy limitada, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Miles et al, (1986), quienes probaron diferentes

intercambiadores de aniones para la separacion analitica del derivado del AMPA por CLAE.
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La maxima retencion del derivado se obtuvo con grupos N(CH3)," (k' = 1.38) y la minima
retencion en SAX (k' = 0.70). También, Lundgren (1986) reporto recobros de SAX-Cl del 54% y
Wigfield (1990) reporté que no logré retener AMPA en aguas naturales de pH 8.75, 8.4y 7.7

tanto en SAX-Cl como en SAX-acetato, por lo que utilizé SAX-OH.

Con base en este Ultimo reporte, se decidio transformar el intercambiador a la forma "OH
utilizando volumenes diferentes de una solucion de NaOH pH = 8 vy aplicar los analitos también
en esta solucion a pH basico. En la tabla 32 se presentan los resultados que se obtuvieron

empleando cartuchos con 0.2 g de adsorbente.

Tabla 32. Retencién de AMPA en 0.2 g de SAX-OH
Ensayo | Volumen de acondicionamiento con NaOH pH = 8 (mL) | Fuga (%) | Retencion (%)

3 25 214 78.6
4 35 26.9 74.0

Los resultados mostraron que al acondicionar el intercambiador con una solucién de
NaOH pH = 8, la retencion aumentaba con respecto a la retencion de la tabla 31 (p. 72). Esto
evidencié que el intercambiador si se cambi6 a la forma ‘OH porque ya se habia demostrado
que la forma original del adsorbente no retenia a este compuesto. Sin embargo, el hecho de
aumentar el volumen de acondicionamiento no permiti6 aumentar la retencion lo suficiente para

obtener porcentajes de retencion cercanos al 100%.

Ademas, se presentaba otro problema a resolver: la etapa del protocolo de pretratamiento
correspondiente a la limpieza de extractos con la ayuda del intercambiador SAX se pretendia
aplicar simultaneamente a ambos compuestos, lo que significaba que los dos compuestos
estarian presentes junto con el fosfato diacido. Por esta razén se tuvo que evaluar la retencion

de AMPA en presencia de este usando SAX-OH.
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Asi, al intercambiador se le adicionaron 5 mL de NaH,PO4 5 mM pH = 7 durante la etapa
de acondicionamiento y, posteriormente, se aplico el AMPA tambien en la misma solucion de

fosfatos (ensayo 5).

Desafortunadamente, en este caso el porcentaje de fuga fue de 83% (ver tabla 33), lo
que confirmé que el AMPA en presencia de aniones fosfatos tampoco se retiene en el
intercambiador SAX-OH, a diferencia del glifosato, incluso si el contraion de éste es faciimente
desplazado por el AMPA en ausencia de fosfatos. La retencion no mejoré significativamente,
con respecto a la fuga del ensayo 1 (ver tabla 31, p. 72). Aun cuando se duplicé la cantidad de

adsorbente, con respecto al ensayo de glifosato, el AMPA no se retuvo apropiadamente.

Por tanto, para retener el AMPA en SAX con la presencia de fosfatos se modificaron las
condiciones de acondicionamiento y se aumento la cantidad de intercambiador de 0.2 a 0.5 g.
Los resultados, que aparecen en la tabla 33 (ensayo 6), muestran la presencia de mas sitios
activos para la retencion del AMPA porque el porcentaje de fuga disminuy6é, pero no lo
suficiente. Aun cuando en estas condiciones la retencién corresponderia a 61%, no se

consideraron convenientes porque aumentaria el limite de deteccion del metodo global.

Tabla 33. Comparacion de |a retencion del AMPA en SAX-OH

Cantidad de o ‘ Fuga
Ensayo Acondicionamiento Solucion de carga
adsorbente (g) (%)
25mLNaOHpH=8y5
5 0.2 NaH,PO, 5 mMpH =7 83.1
mL NaH,PO, 5 mM pH =7
6 0.5 50 mL NaOH pH=98 NaH,PO4s 5 mM pH =7 391
0.5 50 mL NaOH pH=9 Agua pura 0
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Asi que, finalmente el AMPA se aplico en agua pura en el intercambiador acondicionado
de la misma manera y se observo que no se presenté fuga, por lo que la retencién se consideré

del 100% (tabla 33, ensayo 7).

El acondicionamiento de los cartuchos con 0.5 g de intercambiador con volumenes
mayores (> 50 mL) de la solucion de NaOH se descarté debido a que no seria practico. Por
tanto, como ya no se podia aumentar mas el pH de la solucion de acondicionamiento, a causa
de la estabilidad del intercambiador a base de silice para retener el AMPA cuantitativamente, en
este adsorbente se evitd el uso de sales de fosfatos. Esto ultimo se consideré en los ensayos
de DMFS y se establecio que el intercambiador SAX-Cl| se tendria que acondicionar con

soluciones de NaOH pH = 9 para retener al AMPA en ensayos posteriores.

Una vez que se obtuvieron las condiciones de retencion del AMPA en el intercambiador,
se realizd su elucion cuantitativa de los cartuchos con 0.5 g de SAX-OH con una solucién
acuosa de HNO; 0.01 M pH = 2. En la tabla 34 se presentan los recobros obtenidos con
fracciones de 20 mL c/una y se observa que el 100% se eluyo en la primera fraccion. A pH = 2
el compuesto presenta una carga negativa y una carga positiva (ver figura 2), lo que facilita que
los aniones nitrato de la solucién de elucion lo desplacen faciimente, al igual que con el

glifosato.

Tabla 34. Elucion del AMPA retenido en 0.5 g de SAX-OH
Fraccion de elucion con HNO, 0.01 M pH =2 (20 mL, c/u) Recobro (%)

1* 100
2° 0

Con base en los resultados de los estudios con el intercambiador de aniones se decidio
realizar con éste la etapa de limpieza de los extractos que se obtendrian de la columna de

dispersion.
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Este adsorbente permitiria un aislamiento selectivo de los analitos por el mecanismo de
intercambio iénico debido a su caracter aniénico, lo que favoreceria la purificacion de los

extractos y la deteccion adecuada de los mismos.

5.2.2. Efecto de la matriz en la extraccion de glifosato con el adsorbente amino

Los ensayos por EFS-NH, con muestras de jitomate fortificadas con glifosato se realizaron
con el fin de conocer las impurezas que podrian presentarse en la muestra a pesar de la
deteccion selectiva por fluorescencia. Por otra parte, tambien se conoceria el comportamiento

de retencion del compuesto en este adsorbente en presencia de las impurezas de la matriz.

La extraccion del glifosato de la matriz original se realizé con agua pura gracias a que: €l
analito presenta una elevada solubilidad en este disolvente (12 g LY y la naturaleza de la matriz

€S acuosa.

Los porcentajes de fuga del analito en los efluentes, correspondientes a los extractos
crudos aplicados en cartuchos con adsorbente amino, se presentan en la tabla 35. Se observa
que el porcentaje de fuga fue disminuyendo al aumentar la cantidad de adsorbente,

obteniéndose la mejor retencion con 0.5 g de adsorbente.

Tabla 35. Extraccion de glifosato por EFS-NH; a partir de muestras fortificadas

Ensayo Cantidad de adsorbente (g) Fuga (%) Retencion (%)
1 0.1 55.0 45.0
2 0.2 19.1 80.9
3 0.5 0 100

Los recobros globales de estos cartuchos, obtenidos de la elucién con la solucién de
fosfato diacido 5 mM a pH neutro, también aumentaron con la cantidad de adsorbente como se

observa en la tabla 35 bis.
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Sin embargo, la recuperacion del compuesto fue incompleta en todos los casos. Asi, en
el ensayo 3, aun cuando en el efluente no se encontré evidencia de fuga, el recobro global
después de la elucion fue de solo 56.4%, el resto no fue recuperado. Se infiere que el glifosato
no se extrajo completamente a partir de la muestra sélida. Este problema se resolveria mas

adelante al aplicar la técnica de DMFS.

Tabla 35 bis. Elucion de glifosato de cartuchos NH; a partir de muestras fortificadas

Ensayo |Cantidad de adsorbente (g) Frac:i:':n g Zf g Recobro global (%)
1 0.1 16.6 NR 16.6
2 0.2 39.9 NR 39.9
3 0.5 52.8 3.6 56.4
NR = No se realizd

La figura 12, correspondiente a la primera fraccion de elucién del ensayo 3, permite
observar la adecuada separacion del pico correspondiente al derivado de glifosato de otros
compuestos co-extraidos. Sin embargo, las impurezas presentes que eluyen posteriormente se
encontraban en concentraciones muy altas que saturaban el detector. Por esta razén, se

evidencio la necesidad de implementar una etapa de limpieza.
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Fig. 12. Cromatograma de la elucion con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 de un cartucho
NH, (0.5 g) para una carga de 5 mL de extracto de jitomate fortificado con 5ug g™' de glifosato.

Analisis con el gradiente 1

La figura 13 muestra que no se presentan interferencias en la zona correspondiente al

tiempo de retencion del derivado de glifosato (4 a 6 min).
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Fig. 13. Cromatograma de la elucién con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 de un cartucho NH;
(0.5 g) para una carga de 5 mL de extracto de jitomate NO fortificado.

Analisis con el gradiente 1
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Sin embargo, en ambos casos se observaron interferentes remarcables en el tiempo de
retencion del AMPA (10 min) por lo que no se fortificaron muestras con éste. En los ensayos de

dispersion se realizaron los estudios para resolver este problema.

52.3. Ensayos por dispersion de la matriz en fase sdlida

Los resultados de los ensayos con EFS fueron considerados para establecer las
condiciones de los ensayos con DMFS. La mayoria de los reportes por DMFS para muestras
vegetales utilizan 0.5 g de muestra (ver tabla 10, p. 22). Por esta razén, la cantidad de muestra

para el desarrollo del método se fijo en este valor.

Ademas, el glifosato se podia retener en 0.5 g de adsorbente amino, a pesar de la
presencia de impurezas provenientes de 1 g de muestra, como se observé en el ensayo 3 de la
seccion 5.2.2. Por lo tanto, se consideré6 adecuado trabajar con ensayos cuya relacion
muestra:adsorbente fuese 1:1 durante el desarrollo del método. Se selecciond el adsorbente
amino para realizar la dispersion y la solucion de fosfato diacido 5 mM a pH neutro para la

elucion de glifosato y agua pura para la elucion de AMPA de la columna de dispersion.

5.2.3.1. Extraccion de glifosato

El analisis de las fracciones de elucion con las dos primeras soluciones acuosas
estudiadas (ensayos 1-2, tabla 24, p.51) indicd que el glifosato no se eluia de la columna de
dispersion ya que no contenian al compuesto. Esto hizo suponer que el glifosato se retenia muy
fuertemente en la columna de dispersion a diferencia de lo que ocurrié en EFS, en la que la

solucion de fosfato diacido eluia rapido y cuantitativamente al compuesto.
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La elucion con acido tampoco permitio la extraccion aun cuando a este valor de pH se

reduce la carga neta negativa del compuesto, por lo que se inferia que interaccionaria en menor

grado con la matriz.

Las cuatro fracciones de elucion con la solucion amortiguadora de fosfatos, en las que no
aparece el pico del derivado al tiempo de retencion de 4 min, se presentan en las figuras 14 y
15. El cromatograma de la figura 16 corresponde a las fracciones de elucion con la solucion de

HNO; 7.5 mM pH = 2.1 y tampoco se observa el pico del derivado.

Fluorescencia

1313 Jagn
(mV) .
1} -]
1°=> | \
|
| \
50000 | 1
| |
GLI {
\l/ | )
N ————————
0 e — \
L s -
T LJ L L} T T T T T T T T T T T T
an an 60 80 00 130 "o (1] &0 00 prfi] Mo w0 b1 o 30
Filerame: C-STARMODULEISSTARIO S BIMN Charmnel A= A 10

Tiempo de retencién (min)
Fig. 14. Cromatograma de la elucién con 5 mL X 1 de NaH,PO, 5 mM pH = 7 de DMFS-NH,

(1:1) para una muestra fortificada con 10 ug g”' de glifosato. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 15. Cromatograma de la elucion con 5 mL X 3 de NaH,PO, 5 mM pH = 7 de DMFS-

NH, (1:1) para una muestra fortificada con 10 pg g™ de glifosato. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 16. Cromatograma de la elucién con 5 mL X 4 de HNO; 7.5 mM de DMFS-NH, (1:1) para

una muestra fortificada con 10 ug g”' de glifosato. Analisis con el gradiente 1
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Estos resultados demostraron que el comportamiento del glifosato por DMFS no es el
mismo que el que tiene en EFS, utilizando el mismo adsorbente. En este caso, es evidente que
la matriz juega un papel fundamental al formar parte de la columna de extracciéon. De ahi, la
importancia de estudiar en detalle los parametros cromatograficos para la DMFS, ain no

establecidos con precision.

El problema de la elucion de la columna de dispersion se abordd alterando el estado
original de la matriz, con el fin de garantizar que se disminuyeran las interacciones matriz-
glifosato. La modificacion de la matriz previa a la dispersién consistio en la adicion de acido a la

misma.

Los resultados del ensayo 3, correspondiente a la adicion de 1 gota de HNO; 1 M,
mostraron que en las tres primeras fracciones de elucion de 5 mL con la solucién amortiguadora
de fosfatos se extraia al glifosato con una recuperacion global de 30.5% (tabla 36). El analisis
de la segunda fraccién, en la cual se recupero la mayor cantidad de glifosato, se presenta en el
cromatograma de la figura 17. La presencia del glifosato en esta fraccion no se encontro en el
analisis de una muestra blanco (ver figura 18). Asi, se confirmo que el glifosato se eluia en los
primeros 15 mL de elucién con la soluciobn amortiguadora de fosfatos, aunque con una

cuantitatividad baja.

Tabla 36. Recobro de glifosato acidificando la matriz y elucién con NaH,PO, 5 mM pH =7

Recobro (%)
Volumen de
Ensayo 1° fraccion | 2° fraccion | 3° fraccion | 4° fraccion
HNO; 1 M Global
(5 mL) (5 mL) (5 mL) (5mL)

1 nada 0 0 0 0 0

1 gota 38 254 1:3 0 30.5
4 120 pL 0 78.9 0 0 78.9
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Fig. 17. Cromatograma de la elucién con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 (2° fraccion) de
DMFS-NH, (1:1) para una muestra fortificada con 10 ug g™' de glifosato y acidificada con 1 gota
de HNO; 1 M. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 18. Cromatograma de la elucién con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 (2° fraccién) de
DMFS-NH; (1:1) para una muestra NO fortificada y acidificada con 1 gota de HNOs; 1 M.

Analisis con el gradiente 1
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Posteriormente, en el ensayo 4 se acidificé la matriz con 120 uL de HNO; 1 My se
encontré que al aumentar la cantidad de acido anadida, el glifosato se eluia de la columna de
dispersion en la segunda fraccion de 5 mL de la solucion de fosfatos con un porcentaje de
recobro del 79%. El analisis de fracciones posteriores permitié verificar que el volumen total de

elucién fuese de 10 mL, ya que en éstas no se observo el pico correspondiente.

Con base en estos resultados, se infiri6 que a mayor cantidad de acido se hidrolizaban
mejor los posibles conjugados del glifosato con algin componente de la matriz y, por lo tanto, la
elucion se lograba con un volumen menor. Asimismo, al triplicar la cantidad de acido (3 gotas
equivalen aproximadamente a 120 ul), con respecto al ensayo anterior, el porcentaje de

recobro aumento considerablemente.

Los resultados del analisis de una muestra fortificada con una concentracion menor (5 pg
g”', ensayo 5) presentd un recobro global del 60.8% (figura 19). Una muestra blanco permitio
confirmar la presencia del glifosato, como se muestra en la figura 20 correspondiente a la
segunda fraccion eluida con la solucion de fosfato diacido. El pico del derivado claramente se
observa en la muestra fortificada, mientras que en la muestra blanco no se observa su

presencia.
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Fig. 19. Cromatograma de la elucion con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 (2° fraccion) de
DMFS-NH, (1:1) para una muestra fortificada con 5 ug g™ de glifosato y acidificada con 120 pL
HNO; 1 M. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 20. Cromatograma de la elucion con 5 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 (2° fraccion) de
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con el gradiente 1
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Los porcentajes de recobro obtenidos fueron menores al 79%; esto permitié inferir que los
extractos contenian gran cantidad de impurezas, que pudieron disminuir el rendimiento de la
reacciéon de derivacion. Ademas, estos ensayos se realizaron con mortero y pistilo de vidrio,
material en el cual el glifosato se adsorbe faciimente, lo que probablemente también contribuyo

a disminuir el recobro.

Asi, se establecio que la elucion del glifosato de la columna de dispersion se realizaria
con las condiciones del ensayo 4 analizando los primeros 10 mL de elucién con la solucion
amortiguadora de fosfatos. También, se decidié implementar la etapa de limpieza, antes de

efectuar la derivacion, por la gran cantidad de impurezas presentes.

65.2.32. Extraccion del AMPA

Las condiciones para la modificacion de la matriz se extrapolaron de los resultados
obtenidos con glifosato. Asi, las muestras de 0.5 g se acidificaron con 120 uL de HNO; 1 M
previo a la dispersion con 0.5 g adsorbente amino. Sin embargo, a causa de la nula retencion
del AMPA en el intercambiador de aniones con la presencia de fosfatos (etapa de limpieza), la

elucion de la columna de dispersion se tuvo que realizar con agua pura.

El analisis de los extractos obtenidos de la columna de dispersion se tuvo que realizar
previa limpieza debido a la presencia de impurezas en el tiempo de retencion de este
compuesto. Para ésto, se utilizaron dos cartuchos acoplados, el primero con 1 g de
intercambiador SAX-OH, con el fin de minimizar la posible fuga del AMPA debida a la saturacion

del adsorbente por parte de las impurezas, y el segundo con 0.5 g de adsorbente amino.
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El analisis del extracto de la columna de dispersion con el gradiente 2, correspondiente a
la primera fraccion de 5 mL de agua pura, purificado en dos tipos de adsorbentes (SAX-OH y
NH,), permitic observar el pico del derivado del AMPA en un tr de 4.5 min, como se observa
en la figura 21. El area del pico en este cromatograma correspondi® apenas a una
recuperacion del 9.8% (tabla 37) por lo que se supuso que el volumen necesario para la
extraccion del AMPA de la columna de dispersion era muchoe mayor. No obstante, para
descartar que el compuesto se hubiese fugado del cartucho con SAX-OH, se analizé el efluente

de éste y no se observo el pico del derivado del AMPA, lo que indicaba que no se fugaba.

El analisis de las fracciones subsecuentes de la columna de dispersion, cuyos recobros
también se presentan en la tabla 37, permitié precisar el volumen necesario para la eluciéon de

una cantidad mayor de AMPA.
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Fig. 21. Cromatograma de la dilucion 1:4 del efluente de un cartucho NH, (0.5 g) proveniente de
la 1° fraccion (5 mL agua pura) de DMFS-NH, (1:1) para una muestra fortificada con 40 ug g™

de AMPA. Analisis con el gradiente 2
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Tabla 37. Recobro del AMPA en diferentes fracciones de elucion de la columna de

dispersion
Fraccién Volumen de elucién con agua pura (mL) Recobro (%)
1° purificada 5 9.8
2% 5 17.9
3° 10 9.5
4° 10 7.7
Recobro global (%) 451

En la tabla 37 se observa que el porcentaje de recobro global fue bajo (45%) aun cuando
el volumen de elucién total fue relativamente grande: 30 mL, ya que en la literatura se reportan
volumenes de elucion menores a 10 mL para los analitos extraidos por esta técnica. Se infiere
que esto se debid a la gran cantidad de impurezas presentes en las fracciones subsecuentes,
que no fueron eliminadas y disminuyeron el rendimiento de la reaccidn de derivacion. Sin
embargo, la extraccion del AMPA fue completa, con un volumen de 30 mL, porque €l porcentaje
de recobro de éste comenzo a disminuir, a partir de la segunda fraccion, a medida que se

incrementaba el volumen de extraccion.

La limpieza de la primera fraccion con ambos adsorbentes fue efectiva porque permitio la
deteccion del derivado del AMPA y la eliminacion de impurezas lo suficiente para que el
detector no se saturara. El andlisis directo de la primera fraccion sin limpiar no fue posible

debido a |la saturacion del detector.

El analisis de una muestra blanco, aplicando el mismo procedimiento del ensayo 1,
permitié confirmar la ausencia del pico correspondiente en el extracto (ver figura 22). La
corroboracién también se apoyd por el analisis de la segunda fraccion de elucion de una
muestra blanco. Efectivamente, en ésta no se observé el pico del derivado del AMPA a

diferencia de la segunda fraccion obtenida de la muestra fortificada (ver figura 23).
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Fig. 22. Cromatograma de la dilucién 1:4 del efluente de un cartucho NH, (0.5 g)
proveniente de la 1° fraccion (5 mL agua pura) de DMFS-NH; (1:1) para una muestra NO
fortificada. Analisis con el gradiente 2
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Fig. 23. Cromatograma de la dilucion 1:4 de la elucion con 5 mL de agua pura (22 fraccion) de
DMFS-NH, (1:1) para una muestra fortificada con 40 ug g"' y acidificada con 120 pL de HNO;

1 M. Analisis con el gradiente 2
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5.2.4. Limpieza de los extractos obtenidos por DMFS

La implementacion de la etapa de limpieza fue indispensable, para ambos extractos, ya
que las impurezas se encontraban muy concentradas y saturaban el detector, ademas de que
podrian disminuir el rendimiento de la reaccién de derivacion y la vida util de la columna
analitica. La limpieza se realizo con el intercambiador de aniones con base en los resultados de
la seccion 5.2.1.4 y fue por separado para cada compuesto, cuyos extractos provenian de

fracciones diferentes obtenidas de la columna de dispersion.

5.24.1. Limpieza del extracto de glifosato

La retencion de glifosato en el intercambiador de aniones se da a pH > 6, por lo que fue
necesario medir el pH del extracto proveniente de la columna de dispersion. Afortunadamente,
no fue necesario ajustarlo porque éste siempre fue 8, lo que contribuyé a la simplificacion del

procedimiento.

El analisis de los efluentes provenientes de cartuchos con 0.1 y 0.2 g permitieron conocer
que el glifosato se fugaba de éstos, muy probablemente debido a la presencia de las impurezas
ya que con estandares el glifosato si se retiene en 0.1 g de este adsorbente. Sin embargo, en el
efluente del cartucho con 0.5 g de SAX-CI no se observé la presencia del pico correspondiente

por lo que su retencion fue total y no fue necesario cambiar a la forma "OH.

La elucion del glifosato retenido en 0.5 g de intercambiador se obtuvo al adicionar 20 mL
de HNO; 0.01 M al cartucho con un porcentaje de recobro de 33%, como se observa en la tabla
38. Sin embargo, el mayor porcentaje de recobro se obtuvo en los primeros 10 mL (ver figura

24), por lo que se decidié establecer como volumen de elucion 15 mL.
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Tabla 38. Elucion de glifosato retenido en 0.5 g de SAX-Cl previa aplicacion de
extracto de jitomate

Fraccion de elucion (10 mL, c/una) con HNO; 0.01 M Recobro (%)
1° 29.0
2° 41
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Fig. 24. Cromatograma de la elucion con 10 mL de HNO; 0.01 M (1° fraccion) de SAX-CI (0.5 g)

para una muestra fortificada con 10 ug g de glifosato. Analisis con el gradiente 1

El bajo porcentaje de recobro obtenido, con respecto al logrado sin limpieza (ver tabla 36,

p. 82), se debid al aumento en el tiempo de reposo posterior a la fortificacion de la muestra, el

cual se triplico. La mejora del porcentaje de recuperacion se soluciond con el analisis de un

volumen mayor de la columna de dispersion. Esto permitié conocer que el bajo porcentaje de

recobro del glifosato se debié a que, en estas condiciones de fortificacion, el volumen de elucion

era de 20 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 (tabla 39).

Tabla 39. Elucion de la columna de dispersion con NaH,PO, 5 mM pH = 7 dejando

reposar la muestra 3 h

Fraccion de elucion de la columna de dispersion | Recobro (%) en el extracto purificado

1° (20 mL) 91.7
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También, fue necesario verificar que con este nuevo volumen de carga el glifosato no se

fugara del cartucho de limpieza con 0.5 g de intercambiador (SAX-CI). El derivado no se

observo en el cromatograma del efluente por lo que el compuesto no se fugaba del cartucho y

esta etapa no requirié de modificacion.

52.4.2.

Limpieza del extracto del AMPA

El pH de los extractos del AMPA obtenidos de la columna de dispersion también fue 8,

por lo que no fue necesario su ajuste para ser aplicado a los cartuchos con el intercambiador. Al

aplicar los 30 mL del extracto de la columna de dispersion al cartucho con SAX-OH y eluir con

HNO; 0.01 M, se observo que el porcentaje de recobro fue muy bajo independientemente de la

cantidad de intercambiador utilizada, como se indica en la tabla 40, con respecto al porcentaje

global obtenido previamente en las fracciones de elucién de las columnas de dispersion (ver

tabla 37, p.88).

Se infiri6 que esto pudo haberse debido a que se sobrepasé el volumen de fuga del

compuesto en el intercambiador o bien debido a la presencia de impurezas que saturaron el

adsorbente.

Tabla 40. Recobro del AMPA retenido en cartuchos con diferentes cantidades de SAX-
OH previa aplicacion de extracto de jitomate

) Volumen de elucion
Cantidad de Volumen de carga Recobro global
Ensayo con HNO; 0.01 M
adsorbente (g) (mL) (%)
(mL)
1 1 30 40 12.8
2 2 30 40 14.9
3 2 10 40 40.0
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Los ensayos que se realizaron para intentar eluir el AMPA de la columna de dispersion
con un volumen menor (empleando soluciones acidas, basicas y con ACN) no funcionaron, ya
que el compuesto eluia con el mismo patrén que con agua pura, por lo que se descartaron
estas opciones. Finalmente se decidid evaporar el extracto de 30 mL, obtenido de la columna
de dispersion, hasta sequedad y reconstituir con 10 mL de agua pura, volumen que permitio la
retencion del compuesto al aplicarse en 2 g de intercambiador SAX-OH, ya que en el efluente
no se observo fuga del derivado (ver figura 25) y en la elucion se recupero el 40% (tabla 40).
Este porcentaje de recobro se mejord durante la optimizacion del método. Ademas, la limpieza
con 2 g de SAX-OH también fue efectiva porque durante el analisis del extracto purificado no se

saturé el detector.
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Fig. 25. Cromatograma de la dilucion 1:4 del efluente, proveniente de DMFS-NH, (1:1)

evaporado y reconstituido en 10 mL de agua pura fortificada con 40 ug g™, acidificada con

120pL HNO; 1 M, en un cartucho SAX-OH (2 g). Analisis con el gradiente 2

5.2.5. Optimizacién del método de preparacion de la muestra

Los resultados de todos los ensayos anteriores permitieron conformar el método global de

preparacion de muestra.
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Sin embargo, aun fue necesario realizar los ajustes que se presentan a continuacion para
mejorar los recobros y la reproducibilidad. El tiempo de reposo, posterior a la fortificacion, para
estos estudios se aumento a 3 h para permitir que los compuestos se impregnaran mejor dentro
de la muestra y se asemejara mejor las condiciones reales de aplicacion. También, se utilizo un
mortero de agata para evitar las pérdidas debidas a la adsorcion de los analitos en el vidrio y
mejorar la reproducibilidad. Los resultados de la optimizacién del acondicionamiento del
adsorbente amino, para la extraccion de la columna de dispersion, mostraron que se requeria 1
g de adsorbente para obtener un empacado adecuado. Por tanto, se aplico esta nueva cantidad

para formar las columnas de dispersion.

Por otra parte, la primera fraccion de la columna de dispersion, correspondiente al AMPA,
se analizé con el gradiente 1 para verificar que el glifosato no se eluyera durante la elucion con
los 30 mL de agua pura. En efecto, al aplicar 30 mL de agua pura a la columna de dispersion, el
glifosato no se eluyo. Este comportamiento concuerda con el comportamiento por EFS con
adsorbente amino y confirmé que el glifosato unicamente se eluye de este tipo de columna en
presencia de fosfato diacido. Asimismo, el hecho de que el AMPA se eluyera de la columna de
dispersion con agua pura mientras que el glifosato no, indicaba que la retencion del primer
compuesto era menor. Siendo la unica diferencia en la estructura de ambos compuestos un
grupo acido carboxilico, que no posee la molécula del AMPA, se infirid que las cargas negativas
(el caracter aniénico) eran las que intervenian en la fuerte retencion de glifosato en la columna

de dispersion.

Con respecto al bajo porcentaje de recobro del AMPA (ver tabla 40, p.92), era factible
que las peérdidas se debieran a la adsorcion del AMPA en el vidrio del matraz de evaporacion.

Por esto, se decidio no evaporar hasta sequedad.
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Con estas modificaciones finalmente se obtuvo el protocolo completo para el

pretratamiento de jitomate por DMFS con adsorbente amino, que se presenta en el diagrama 5.

A 0.5 g de muestra adicionar 120 uL. de HNO3 1 M, macerar y reposar 1 min

Wi

Adicionar 1 g de fase NH,', dispersar en el mortero y empacar en un cartucho
|

v v

Eluir con 30 mL de agua pura Eluir con 20 mL de NaH,PO4 5 mM pH=7
1° fraccion 2° fraccion
F1ampa F2 gurFosato
Evag:racidn an Reconstitucion
b en 10 mL de
40°C < agua pura
\/ \
Aplicar en SAX (2 g, OH)* Aplicar en SAX (0.5 g, CI")*
Eluir con 40 mL de HNO3; 0.01 M Eluir con 15 mL de HNO; 0.01 M
Ajustar el pH
entre 6-9 con
NaOH 2Mm
_ - NF
F1ampa purificado Derivacion F26LiFosato purificado

v

Tomar una alicuota de 100 ulL y diluir
con 300 uL de boratos 0.025 M

v Vv

CLAE (gradiente 2) CLAE (gradiente 1)

'y * = Se acondiciona con 5 mL de MeOH y 10 mL de agua pura.

? = Se acondiciona con 10 mL de MeOH, 200 mL de NaOH pH =9y 6 mL de agua pura.

Diagrama 5. Protocolo desarrollado para la extraccion selectiva de residuos de glifosato y de

AMPA en el jitomate
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h2.5:1.: Estudio de reproducibilidad, recobro y limite de deteccion

Los resultados, que se muestran en la tabla 41, confirmaron que el método del diagrama 5

fue reproducible y permitio obtener buenos porcentajes de recobro.

Tabla 41. Recobro y coeficientes de variacion del método desarrollado

Namero Nivel de fortificacion Recobro C.v.

Compuesto . )
de muestras (n) (Lgg) promedio (%) (%)
Glifosato 7 45 85.0 11.9
AMPA 7 6.0 76.4 19.1

Los cromatogramas de las figuras 26 y 28 corresponden a extractos provenientes de
muestras tratadas con el método del diagrama 5. Se observan los picos correspondientes a los
derivados de glifosato y del AMPA, en comparacion con estandares de éstos a la concentracion

esperada (figuras 27 y 29, respectivamente).
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Fig. 26. Cromatograma de la eluciéon con 15 mL de HNO; 0.01 M de un cartucho SAX-CI (0.5 g)

para una carga de 20 mL de NaH,PO, 5 mM pH = 7 proveniente de una muestra fortificada con

4.5 ng g de glifosato. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 27. Cromatograma de la inyeccion directa de una mezcla de reaccion preparada a partir de

una solucion estandar de glifosato 150 ppb. Analisis con el gradiente 1
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Fig. 28. Cromatograma de la dilucion 1:4 de la elucion con 40 mL de HNO; 0.01 M de un
cartucho SAX-OH (2 g) para una carga de 10 mL de agua proveniente de una muestra
fortificada con 6 ug g de AMPA. Andlisis con el gradiente 2
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Fig. 29. Cromatograma de la inyeccion directa de la dilucién 1:4 de una mezcla de reaccion

preparada a partir de una solucion estandar de AMPA 75 ppb. Analisis con el gradiente 2



Los limites de deteccion estadisticos para el método desarrollado se muestran en la tabla

42.

Tabla 42. Obtencion de los limites de deteccion en jitomate

Concentracion en el extracto purificado (ppb)
Glifosato AMPA
Muestra
(La concentracion al 100 % | (La concentracion al 100 %
correspondia a 150 ppb) correspondia a 75 ppb)
1 137.59 57.75
2 108.60 60.95
3 129.13 35.96
4 149.28 56.15
5 119.56 53.99
6 138.56 67.02
7 110.74 69.31
n 7 Fé
te. 099 3.143 3.143
S (ng mL™) 15.2871 10.95
Concentracion limite en el
. 48.02 34.42
extracto (ng mL™)
Concentracion limite en el
. ; 1.44 2.75
Jitomate (Lg g™')

Los limites de deteccion se obtuvieron sin concentrar los extractos. Sin embargo, debido a
que la limpieza por intercambio de aniones permitié una adecuada purificacion de los extractos,
los limites de deteccion podrian disminuir por medio de la evaporacion de los mismos hasta un
mL, volumen que es necesario para la derivacion, concentrando en un factor de 1:15 el glifosato
y de 1:40 el AMPA (los volumenes finales de los extractos purificados son 15 y 40 mL para

glifosato y AMPA, respectivamente).
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También, para este propdsito se puede aumentar la cantidad de muestra y el volumen de

inyeccion en el cromatografo (por ejemplo, Cowell (1986) utilizé un “loop™ de 60 ulL) lo que

permitiria disminuir el LDM por debajo del LMR para glifosato establecido por la EPA.

Asimismo, el método presenta ciertas ventajas con respecto al método que recomienda la

EPA para la extraccion de glifosato de muestras agricolas. Como se observa en la tabla 43, los

volumenes de disolventes utilizados y las cantidades de adsorbentes se disminuyeron

considerablemente, lo que evidencia una disminucién en el costo del analisis (incluyendo el

tratamiento de residuos). Asimismo, el tiempo total de analisis por muestra también se redujo

considerablemente.

Tabla 43. Comparacion de métodos con respecto al glifosato

elucion de cartuchos de limpieza

Parametro DMFS-NH, | Cowell (1986)

Cantidad de muestra 05¢g 30g
Tiempo de obtencion del extracto crudo 11 min 21 min
Tiempo total de analisis 85.5 min 119.75 min
Volumen total de disolventes utilizados para la

B 20 mL 475 mL
obtencion del extracto crudo
Cantidad total de adsorbentes utilizados 159 >0900g
Volumen total de disolventes utilizados para la

15 mL 22 mL
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6. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método para el pretratamiento de muestras de jitomate para la
determinacion de residuos de glifosato y del AMPA empleando la técnica de dispersion de la
matriz en fase sélida con adsorbente amino, con una purificacion efectiva por extraccion en fase

sélida por intercambio de aniones fuerte.

El método desarrollado fue reproducible y con buenos porcentajes de recobro; permite
determinar glifosato y AMPA en jitomate a niveles de residuos hasta de 1.44 y 2.75 pg g™
respectivamente, utilizando un tamafio pequefio de muestra y sin necesidad de concentrar el

extracto purificado.

El método permite un rapido manejo de la muestra, reduciendo el tiempo requerido para
ser procesada, lo que le da la caracteristica de eficiente, ya que hace posible el monitoreo de
una mayor cantidad de éstas. Por otra parte, la cantidad de disolventes utilizados disminuyo
considerablemente, decreciendo asi la contaminacion ambiental y aumentando la seguridad del

analista.

Asimismo el protocolo desarrollado en el presente trabajo no requiere de equipo costoso
o dispositivos especiales, como es el caso del método que recomienda la EPA (método no. 86-

63-1).
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La técnica de Dispersion de la Matriz en Fase Solida permitid llevar a cabo la
homogeneizacion de la muestra y la extraccion de glifosato y del AMPA en una sola etapa, por
lo que se presenta como una opcion adecuada para el inicio del tratamiento de este tipo de
muestras. En particular, la extraccion de glifosato a partir de la matriz es una etapa critica en el

procedimiento, ya que al tratarse de un herbicida sistémico facilmente se puede introducir en

los frutos de las plantas.

Las interacciones de la matriz con el adsorbente y la fase moévil tuvieron un efecto
pronunciado en la elucion del glifosato, cuyo comportamiento de elucién por DMFS fue diferente
al que se observo por EFS. Esto pone en evidencia la importancia de realizar estudios para

comprender mejor los principios y parametros de esta técnica.
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ANEXO |

Condiciones analiticas para la reaccion de derivacidn precolumna con el reactivo

FMOC-CL
Miles y Sancho |Hogendoorn| Hernandez
Glass
Referencia Moye et al. et al. et al.
(1983)
(1988) (1996) (1999) (2000)
Concentracion de reactivos
FMOC-CI (mg mL™) 2.6 2.6 1 2 1y5
Boratos (M) 0.025 0.025 0.025 0.125 0.125
Volumen a afadir
Muestra (mL) 2-5 0.1 1 15 1
Boratos (mL) 0.9 0.5 0.2 0.5
Acetona (mL) 4 0.9 0 0 0
FMOC-CI (mL) 1.5 0.1 1 1
Tiempo de reaccion (min) 15 20 30 15 30
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