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r2 Coeficiente de determinacidn
SAX Intercambiador de aniones fuerte, por sus siglas en inglés
tm Tiempo muerto
tr Tiempo de retencion
USEPA Agencia de proteccién al ambiente de los Estados Unidos de América
UV/Vis Ultravioleta/visible
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RESUMEN

En la mayoria de los métodos analiticos disponibles para la determinacion de
analitos organicos es necesario que éstos se encuentren en disolucion. Por
tanto, en el caso de muestras solidas es necesario separar el analito de la
matriz empleando un extractante. Por otro lado, las interacciones analito-matriz
en este tipo de muestras son mas fuertes que las que se establecen en el caso
de matrices liquidas. Por ello, se suelen emplear condiciones de extraccion
mas enérgicas, lo cual disminuye la selectividad de la extraccion v,
normalmente, hace necesaria la inclusion de etapas posteriores de purificacion.
Consumo reducido de disolventes, rapidez, sencillez, posibilidad de procesar
simultdneamente varias muestras y bajo costo son atributos deseables a la
hora de seleccionar una técnica de extraccion.

De manera particular en este proyecto se desarrollaron metodologias analiticas
para dos tipos de compuestos estudiados, los cuales presentan polaridades
muy distintas. Para lo cual se utilizaron adsorbentes apropiados, en la que se
empled la Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS) y la Cromatografia de
Liquidos de Alta Resoluciéon (CLAR) con deteccion UV, y algunas pruebas por
deteccion por fluorescencia para la determinacion y cuantificacion por un lado
del grupo de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) (Antraceno,
Pireno y Benz(a)antraceno) y por el otro lado al glifosato (pesticida) presentes
en muestras de microalgas presentadas en tabletas como suplemento
alimenticio.

En términos generales, el desarrollo de los métodos consistié en: 1) eleccidon de
los adsorbentes afines a los compuestos de interés 2) aislamiento de los
analitos desde la matriz bioldgica, 3) Limpieza o “clean up” de los extractos y 4)
analisis cromatografico de los extractos obtenidos. La metodologia para el caso
de los HAP’s se validé en el intervalo de concentraciones 10-140 ug/g, dando
como valores de precision expresado en términos de C.V menores al 10%,
ademas de una buena correlacion entre las variables con valores de r? 20.99;
mientras que los porcentajes de recuperacion se encuentran en un intervalo de
78-82 % para los tres HAP’s estudiados. En relacion con el limite de

cuantificacion se obtuvieron valores de 5.6 ug/g. Mientras que para el caso del
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glifosato la metodologia se validé en el intervalo de concentraciones 0.4-4
Mg/g, dando como valores de precision expresado en términos de C.V menores
al 10%, ademas de una buena correlacién entre las variables con valores de r?
=20.99; mientras que el porcentaje de recuperacion obtenido fue de 45%.
Adicional a esto, para metodologias se aplicaron a otra especie de alga
alimenticia pero con la realizacién adicional de un “clean up” para eliminar los
interferentes provenientes de la matriz por medio de la técnica de extraccién en
fase sélida (EFS).
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l. Introduccién

Los métodos analiticos tradicionales empleados para la determinacion de
microcontaminantes organicos en muestras de origen vegetal se llevan a cabo
en procedimientos multi-etapas. Las técnicas de preparacion de muestras
tradicionales exigen cantidades de muestra de 2-100 g, asi como volumenes y
cantidades considerables de disolventes y adsorbentes de alta pureza. Todo
esto conlleva a un manejo de los extractos costoso en términos de tiempo y
consumo de reactivos, ademas de que no siempre se dispone de grandes
cantidades de muestra. La extraccion en fase sélida (EFS), técnica de
preparacion de muestra que se basa en los mecanismos de separacion de la
cromatografia de liquidos, consiste en la transferencia del analito de una fase
liquida a los sitios activos de una fase sélida (material adsorbente), la cual
puede estar empacada en columnas, cartuchos o discos de extraccion. La
dispersion de matriz en fase sdlida (DMFS), técnica derivada de la EFS,
consiste en mezclar una muestra viscosa, solida 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 la
superficie con base a su polaridad relativa e interacciones hidrofébicas e
hidrofilicas. Estas técnicas de extraccidon, que permiten desarrollar metodologia
analitica miniaturizada muy selectiva para el aislamiento de contaminantes
organicos en muestras complejas como las vegetales, fueron usadas en el
presente trabajo cuyo objetivo fue el optimizar métodos para el aislamiento de
algunos contaminantes organicos (hidrocarburos aromaticos y pesticidas) que
pueden encontrarse a niveles traza en microalgas (usadas como suplemento
alimenticio) con aplicacién a su busqueda en control de calidad en alimentos. El
anadlisis de los extractos se efectud por cromatografia de liquidos de alta
resolucién y deteccion UV y de fluorescencia.

Se seleccionaron algunos representantes del grupo de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP’s), porque son contaminantes que se encuentran
ampliamente dispersos en el ambiente, potencialmente mutagénicos vy

carcinogénicos con una alta toxicidad (antraceno, pireno y benzo(a)antraceno);
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su caracter es hidrofébico (log del coeficiente de reparto octanol-agua (Kow),
entre 3y 5) y los de mas alto peso molecular llegan a tener hasta log Kow >5.5
(IARC 2010). Por otro lado, se seleccion6é al Glifosato, un compuesto
completamente diferente en polaridad, es decir, un herbicida de caracter muy
polar (log Kow = -3.2) (FAO 2010) y ademas zwiteridnico, con propiedades
acido-base y de uso muy expandido en el mundo y particularmente en nuestro
pais. Es bien conocido que el uso excesivo de los plaguicidas conlleva a graves
problemas medio-ambientales, como la aparicion de resistencia a las plagas.
Adicional a esto el glifosato es un plaguicida que puede ser facilmente
absorbido por frutos y vegetales ricos en agua y concentrarse en la parte
interna de los mismos, también dado su alta solubilidad en agua es comun
encontrarlo en los medios acuosos, de donde provienen las microalgas,
constituyentes de las muestras trabajadas en esta tesis.

Las diferencias en polaridades de los dos tipos de compuestos estudiados
dirigieron el desarrollo de los métodos de determinacion por diferentes caminos
o estrategias que seran descritas y discutidas en esta investigacion que se
efectué dentro del dominio del analisis de microcontaminantes en la Quimica

Analitica.
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Il. ANTECEDENTES

2.1. Microcontaminantes

Los microcontaminantes organicos son sustancias que a bajos niveles de

concentracion, pueden ejercer efectos sobre los organismos vivos y su medio,

se agrupan bajo éste nombre genérico, debiendo fundamentalmente su

peligrosidad a dos de sus principales caracteristicas: persistencia en el medio y

poder de acumulacion alrededor de la cadena trofica (Cid et al. 1998)

Estos compuestos pueden ser

productos quimicos sintéticos, sustancias de

origen antropogénico, plaguicidas, productos de desinfeccién, entre otros. En la

tabla 1 se muestran ejemplos de estas sustancias, sus fuentes y vias de

ingreso al ambiente.

Tabla 1. Fuente y vias de ingreso de micro-contaminantes organicos (Hollender et al.,

2008).

Fuente

Grupo de sustancias (ejemplos)

Vias de ingreso

al ambiente

Asentamientos

Productos de aseo personal, farmacos,

Agua residual

urbanos detergentes, disruptores  enddcrinos, tintas,
retardadores de flama, plaguicidas

Agricultura Plaguicidas, insecticidas, herbicidas, fungicidas, | Lixiviados
farmacos para animales

Industria Polimeros, oxidantes, reductores , detergentes , | Agua residual vy
tintes, barnices lixiviados

Trafico Aceites de motor, lubricantes, productos de | Lixiviados

combustion completa e incompleta (HAP).
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2.2. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) son compuestos organicos
formados por tres o mas anillos aromaticos condensados, en donde algunos
atomos de carbono son comunes a dos o tres anillos. Esta estructura se
denomina también sistema de anillos fusionados. Los anillos pueden estar en
linea recta, angulados o racimados (Mastandrea et al. 2005). A los anillos
aromaticos pueden unirse otros tipos de anillos como los de cinco atomos de
carbono o los que contienen otros atomos (oxigeno, nitrogeno o azufre) en
lugar de carbono. Estos ultimos se conocen como heteroaromaticos o
heterociclicos.

Los HAP’s pueden clasificarse en dos grupos con propiedades y efectos
diferentes: los de bajo peso molecular, con dos o tres anillos aromaticos, son
menos hidrofobicos y presentan una alta toxicidad; los de alto peso molecular
son fuertemente hidrofébicos y potencialmente mutagénicos y carcindbgenos
(Vera et al. 2002). En la tabla 2 se muestran las caracteristicas de los 16
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos considerados como contaminantes

prioritarios por la EPA.

2.2.1. Estabilidad de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los sistemas conjugados de orbitales 11 de los HAP’s son los responsables de
su estabilidad quimica. Son sdlidos a temperatura ambiente y su volatilidad es
pequena. Dependiendo de su caracter aromatico los HAP’s absorben la luz
ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico. Son solubles
en muchos disolventes organicos, y practicamente insolubles en agua, esta
propiedad esta relacionada con la masa molecular , cuanto mayor sea la
solubilidad del HAP disminuye (Mastandrea et al. 2005).

Desde el punto de vista quimico los HAP’s reaccionan por sustitucion del
hidrégeno o por adicion cuando se produce su saturacion. Generalmente se
conserva el sistema de anillos. La mayoria de los HAP’s se fotooxidan, una
reaccion importante para eliminarlos de la atmdsfera. La reaccion de foto
oxidacion da lugar a la formacion de endoperéxidos que pueden convertirse en

quinonas.
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Tabla 2. Propiedades de los principales Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(ATSDR 1995; IARC 2010)

2.2.2. Produccién y usos

Los HAP’s pueden encontrarse casi en todas partes, en el aire en la tierra 'y en
al agua procedentes de fuentes naturales o antropogénicas. La contribucion de
las fuentes naturales es minima si la comparamos con las emisiones causadas
por el ser humano. La combustién de combustibles fésiles es la principal fuente
de emisiones de HAP’s. Otras emisiones proceden de la combustiéon de
residuos y madera, asi como los vertidos de petréleo crudo o refinado. Los
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HAP’s estan también presentes en el humo del tabaco y en los alimentos a la
parrilla, ahumados vy fritos. (ATSDR 1995)

Los hidrocarburos poliarilos se utilizan principalmente en la fabricacion de
colorantes y en sintesis quimica. El antraceno se utiliza en la fabricacion de
antraquinona, una importante materia prima para la fabricacién de colorantes.
Se emplea también como diluyente para conservantes de la madera y en la
produccion de fibras sintéticas, plasticos y monocristales.

El pireno esta presente en el alquitran mineral, el humo del tabaco y los HAP’s
atmosféricos. El pireno no tiene actividad cancerigena, pero sus derivados
benzo(a) y dibenzo son cancerigenos muy potentes. En el aire exterior se han
medido concentraciones de benzo(a) pireno (BaP) de 0,1 ng/m3 o menores en
zonas no contaminadas y valores hasta varios miles de veces superiores en
atmosferas urbanas contaminadas. El BaP se encuentra en asfaltos, alquitran
de hulla, alquitran de madera, gases de escape de los automéviles, humo del
tabaco, aceites minerales, aceites de motor usados y aceites usados de
equipos eléctricos. EI BaP y muchos de sus derivados alquilados son

carcindbgenos muy potentes.

2.2.3. Métodos analiticos para la determinacion de HAP’s

Los HAP’s comunmente se encuentran presentes como mezclas de isomeros,
por lo que es necesario contar con métodos analiticos altamente sensibles y
selectivos. La determinacion de HAP’s generalmente se lleva a cabo por
técnicas cromatograficas incluidas la Cromatografia de Gases /Espectrometria
de Masas (CG/EM) y CLAR con detector de UV o fluorimétrico. Dado que los
diferentes HAP’s poseen fluorescencia nativa, los métodos por CLAR con
deteccién fluorométrica brindan una elevada respuesta, empleando pequefios
volumenes de muestra (Jongeneelen 1997; Baumard et al. 1997; Kuusimaki et
al. 2004; Yeakub & Cole 2001) .

El analisis de HAP’s en muestras bioldgicas es particularmente complicado
debido a la baja concentracién en la que se encuentran en este tipo de
matrices (ng/g) y por otro lado la gran cantidad de lipidos disueltos en el mismo
solvente que los HAP’s representan la principal interferencia en el analisis
(Yeakub & Cole 2001).
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Los procedimientos analiticos recomendados para la determinacion de HAP’s
en muestras ambientales son propuestos por diversas organizaciones entre
ellas la Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos (USEPA, por
sus siglas en inglés), en su método 550 describe la determinacion de HAP’s en
muestras de agua potable por extraccion liquido-liquido (ELL) con CH2Clz2 y
separacion por CLAR con deteccion acoplada de UV y fluorescencia. EI método
525 describe la determinacion de compuestos organicos en muestras de agua
potable por extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) con C18
como adsorbente, CH2Cl2 como eluyente y deteccion por CG/EM (Hodgeson
1990).

2.3. Pesticidas o plaguicidas

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacién de las Naciones Unidas
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definen el término
pesticida, denominado también plaguicida, como cualquier sustancia o mezcla
de ellas utilizada para prevenir o controlar cualquier especie de planta o animal
indeseable, incluyendo las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores
de crecimiento de las plantas, o como defoliantes o desecantes, durante la
produccion, almacenaje, transporte, comercializacion o procesado de los
alimentos para el hombre o los animales. Mientras que la USEPA define a los
plaguicidas como sustancias o mezclas de sustancias que se destinan a
controlar plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de
animales, asi como las especies no deseadas que causan perjuicio o que

interfieren con la produccion agropecuaria y forestal.

El analisis de plaguicidas en muestras bioldgicas, de origen animal o vegetal,
es una tarea dificil, debido a la complejidad de la matriz y la baja concentracién
a las que estos compuestos se encuentran presentes de manera general. Por
lo tanto, a pesar de los avances en el desarrollo de instrumentacion analitica
altamente eficiente para su determinacién, el pre-tratamiento de la muestra
sigue siendo una importante parte de la obtencion de resultados cuantitativos

precisos (Kumar et al. 2010).
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2.3.1. Uso de plaguicidas en México

En México la superficie agricola varia entre 20 y 25 millones de hectareas
(Hernandez & Hansen 2011). Se utilizan plaguicidas para el control de plagas y
enfermedades que afectan la produccion agricola. En 2006 el consumo de
plaguicidas en México fue de 95,025 toneladas (USEPA 2007). Estas
sustancias representan un riesgo para la salud humana y el ambiente debido a
que pueden contaminar suelos, agua, sedimentos y aire. Los plaguicidas llegan
a cuerpos de agua por escurrimiento, infiltraciéon y erosién de los suelos, en
lugares donde se han aplicado. También pueden movilizarse por transporte
tanto atmosférico como por escurrimiento durante lluvias o riego agricola y, de
esta manera, transportarse hacia cuerpos de agua, tanto superficiales como

subterraneos hasta contaminar agua y sedimentos.

2.3.2 Clasificacion de los plaguicidas

Existen diversos criterios para la clasificacion de plaguicidas. El mas importante
desde el punto de vista analitico consiste en clasificarlos segun su composiciéon
quimica, de modo que se pueden dividir en:
e Plaguicidas inorganicos, en donde se incluyen compuestos de arsénico,
flior y azufre.
e Plaguicidas organicos de origen natural, como son la nicotina, piretrinas
O cinerinas.
e Plaguicidas organicos de sintesis, que son la gran mayoria de los
compuestos utilizados actualmente.
En este ultimo grupo y dependiendo de su composicion quimica, se encuentran
compuestos como: organoclorados, organofosforados (entre los que se
encuentra el glifosato), N-metil carbamatos, ditiocarbamatos, dinitrofenoles,
triazinas, derivados del benzimidazol, fenil ureas, tioéteres, piretroides,etc
(Hernandez y Beltran 1995).
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2.4. Glifosato

Es el herbicida mas usado en el mundo (Baylis 2000) ya que esta considerado
como relativamente “sano” debido a su rapida degradacion en suelos (Quinn et
al. 1988). Se emplea también como desecante en sorgo, madurante de cafia de
azucar y para renovacion de praderas. Con fines no agricolas, se usa para
limpieza de zonas industriales, de estacionamiento y almacenamiento, parques

y jardines.

2.4.1. Caracteristicas generales

El glifosato es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, el cual es un
herbicida no selectivo, sistémico de accién foliar, es decir, que ingresa a la
planta a través de las hojas para después migrar a otras partes del tejido
vegetal donde sera minimamente metabolizado. Se degrada a acido
aminometilfosfénico (AMPA), principal producto de degradacion en agua,
plantas y suelos (Jan et al. 2009) .El mecanismo de accion del glifosato es por
medio de la inhibicidn de la biosintesis de aminoacidos aromaticos en las
plantas (triptéfano, fenilalanina y tirosina) mediante la inhibicion de la enzima 5-
enolpiruvil- shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), con lo que se reduce la
produccion de proteina y el desarrollo de la misma. El descontrol en la catalisis
por la enzima EPSPS en el penultimo paso en la via del shikimato, reduce
también la biosintesis de otros compuestos tales como tetrahidrofolato,
ubiquinona y vitamina K (COFEPRIS 2016; Ramirez-Duarte et al. 2007).

2.4.2. Propiedades Fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas del glifosato se observan en la tabla 3, como
principales caracteristicas se puede mencionar que es muy polar, ya que el
logaritmo de su coeficiente octanol/agua (Kow) tiene un valor negativo. Es muy
soluble en agua y posee propiedades acido—base como se representa en la
Figura 1 (You & Koropchak 2003) . También presenta a lo largo de la escala
de pH diferentes cargas debido a que se trata de un compuesto zwiteridnico.
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Tabla 3.Propiedades fisicoquimicas del glifosato

Férmula Molecular C3HsNOsP

Tipo de compuesto Zwiterion

Peso Molecular 169.1 g mol’

Forma Cristales incoloros

Punto de fusion 200 °C

Densidad 0.5gcm?

Log Kow -3.2 a 25 °C (FAOQ, 2010)

Solubilidad en agua 12 gL’

Estabilidad Se mantiene estable hasta 60°C.Es
estable a la luz

pka’'s 0.78, 2.29 , 5.96, 10.98 (Hogendoorn

et al. 1999)

La dificultad para establecer métodos sencillos para la extraccion y

determinacion del Glifosato a nivel de trazas estd relacionada con sus

propiedades como son su naturaleza polar, es una molécula pequefia, muy

soluble en agua, insoluble en disolventes organicos y su baja volatilidad (Islas

et al. 2014) .

Glifosato

Figura 1. Estructuras y reacciones de disociacion acido-base de glifosato (You &
Koropchak 2003)

El glifosato es un acido débil que tiene cuatro constantes de acidez, para el

grupo fosfonico (pka1, pKas), amino (pkas) y carboxilo (pkaz) (Hogendoorn et al.

1999).

——
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2.4.3.Regulacion y Toxicologia (Salazar & Aldana 2011)

En el aspecto regulatorio la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (EPA) considera al glifosato como de toxicidad clase I,
toxicidad aguda dérmica y oral relativamente baja (los compuestos quimicos de
clase |, son los de mayor toxicidad en la escala de | a IV). En el marco
regulatorio mexicano COFEPRIS en el Catalogo de Plaguicidas (2009),
consideran al glifosato como un herbicida grado IV de toxicidad (ligeramente
toxico), con DLso (oral en ratas) mayor a 5000 mg Kg™', ingesta diaria admisible
(IDA) de 0.3 mg Kg™' y limite maximo residual (LMR) en maiz vy frijol, de 0.1 y
0.2 mg Kg' respectivamente. En efectos a la salud por exposicion aguda lo
clasifica como ligeramente irritante de vias dérmica y oral, e irritante severo de
los ojos. Mientras que en exposicion crénica no se han encontrado efectos en

la salud en los estudios realizados en animales.

2.4.4. Métodos de analisis para la determinacion de glifosato

La importancia ambiental y agronémica del glifosato, ha generado la necesidad
de desarrollar metodologias analiticas, capaces de detectar y cuantificar al
analito a diferentes niveles de concentracién. Los sistemas que se han
propuesto aportan una serie de ventajas e inconvenientes para su
determinacion en diferentes matrices. Las metodologias que mas se
mencionan para el analisis de este compuesto son las técnicas de separacion
instrumentales como electroforesis capilar, cromatografia de gases vy

cromatografia de liquidos de alta resolucion.

2.4.5. Métodos cromatograficos

Las técnicas cromatograficas son las mas utilizadas para la determinacién de
este herbicida, sin embargo se requiere utilizar reacciones de derivatizacion ya
que este tipo de compuestos no son volatiles y no presentan grupos
cromoforos o fluoréforos en su estructura (Sahasrabuddhey et al. 1999; Qian et
al. 2009) que permitan su deteccion con los métodos convencionales. A
continuacion se mencionan algunos ejemplos representativos de estas

técnicas.
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2.4.5.1. Cromatografia de gases (CG)

El analisis por CG requiere obligatoriamente de reacciones de derivatizacion
para la preparacion de derivados volatiles y estables, que se puedan detectar
con sensibilidad y selectividad elevadas. Los reactivos que mas se utilizan para
la derivatizacion son los siguientes: anhidrido trifluoroacético (TFAA)-
diazometano (Seiber et al. 1984), acido acético-ortoacetato de trimetilo
(TMOA)(TSUJI et al. 1997) isopropilcloroformato- diazometano (Kataoka et al.
1996).

Los procedimientos de derivatizacion con anhidridos tienen el inconveniente de
que la reaccion es exotérmica. La adicion del reactivo se lleva a cabo a
temperaturas de -50 a -60 °C, que se logran con corrientes de N2. 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.

2.4.5.2. Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR)

La naturaleza zwiteridénica y polar de los analitos hace que la CLAR o HPLC
(por sus siglas en inglés) sea una técnica de andlisis adecuada. La
derivatizacién en cromatografia de liquidos es necesaria para aumentar la
sensibilidad analitica de los analitos. Los sistemas de deteccion mas utilizados
en cromatografia de liquidos son UV-Vis y fluorescencia.

La absorciéon UV-Vis proporciona una sensibilidad adecuada, tiene un intervalo
lineal amplio, es compatible con la elucidén en gradiente, no es sensible a los
cambios de temperatura y es relativamente econdmica, sin embargo una de
sus limitaciones es que no permite obtener informacion estructural y esta sujeta
a multiples interferencias, lo que hace necesaria una etapa previa de limpieza
de muestras o bien, una derivatizacion de los compuestos (Hogendoorn et al.
2001).

La deteccion mediante espectroscopia de fluorescencia es una de las
estrategias mas aplicadas en el analisis cromatografico de glifosato debido a
su elevada sensibilidad y selectividad, en comparacién con la deteccién por
absorcion en UV-Vis. El glifosato y su producto de degradacion se pueden

transformar en compuestos fluorescentes por derivatizacion.
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Las condiciones para el analisis por CLAR para glifosato, en muestras de
suelo, se presentan en la Tabla 4 donde se reportan las caracteristicas

principales de los métodos mas comunes que aparecen en la literatura.

Tabla 4. Determinacién de glifosato en muestras de suelo por CLAR

Detector Condiciones Derivatizante Limites de Referencia
deteccion

FL Columna: NH2 FMOC-CI (9-|15 mg kg' para | (Glass
(Aex=254 nm, FM:  0.01 M | fluoroenilmetilcloroform | glifosato 1983)
Aem=313 nm) KH2PO4, pH 5.4- | ato)
ACN (15:85, v/v)

UV (405 nm) | Columna: C18 DNP 0.05 mg kg™ | (Lundgren
FM: 0.02 M | (1-fluoro-2,4- glifosato 1986)
bromuro de | dinitrobenceno)
tetraetilamonio,

0.05 M

NaH2PO4, pH
3.2-ACN  (5:1)
por 7 min-(1:5)

en 8 min
Columna: NH2 FMOC-CI (9-10.5 mg kg | (Miles &
FL FM: 0.05 M | fluoroenilmetilcloroform | glifosato Moye 1988)

(Aex=270nm, | KH2PO4, pH 6.0- | ato)
Aem315nm) | ACN (75:25, v/v)

UV (240 nm) Columna: C18 TsCl (Cloruro p- | 10 ug g-1 glifosato | (Khrolenko

FM: Fosfatos | toluensulfonilo) &
0.02M, pH 2.3- Wieczorek
ACN (85:15, v/iv) 2005)

UV (217 nm) | Columna:C18 1,2-naftoquinona-4- 0.064 mg kg'| (Islas et al.
ZORBAX sulfonato (NQS) glifosato 2014)

FM: 1% acido
acético, pH 2.5
MeOH (40:60
v/v)

2.5. Derivatizacion

La derivacion o derivatizacion €s una operacion orientada hacia la
transformacién de los analitos en otras especies mas compatibles con la
técnica de determinacidn, o que presenten mejores caracteristicas para su
deteccion (Canosa Rodriguez 2008). En el caso de wusar técnicas
cromatograficas en la etapa de determinacion, los objetivos concretos de los
procesos de derivaciéon son:

e Mejorar la estabilidad térmica de los analitos

e Mejorar la resolucion cromatografica entre picos

29

——
| —



¢ Modificar indirectamente la sensibilidad del detector, introduciendo en las
moléculas grupos organicos adecuados que incrementen su respuesta
La derivacion en medio homogéneo es aquella en la cual el agente
derivatizante se adiciona directamente al medio o disolvente que contiene el
analito. Segun la forma experimental de llevar a cabo el proceso, se clasifican
en:

Derivacion discontinua u off-line (pre-columna): La derivacion se realiza

previamente a la introduccion de los analitos en el sistema cromatografico.

Derivacion en continuo u on-line (post-columna): La derivatizaciéon se realiza en

el propio sistema cromatografico.

2.5.1. Agentes comunmente utilizados para la derivatizacién del glifosato

En CG la derivacion se utiliza para mejorar la volatilidad o para cambiar la
polaridad de los analitos. En CLAR la derivacion se utiliza para la introduccion
de un compuesto cromoforo para deteccion por UV o un compuesto
fluorescente para su deteccidn por fluorescencia y, en el caso de compuestos
polares, para mejorar sus caracteristicas de retencion. El proceso de derivacion
puede realizarse de dos formas pre-columna y post-columna. Se dan algunos

ejemplos en la tabla 5.

Tabla 5. Agentes derivatizantes utilizados para la derivacion del compuesto glifosato

Derivacion Reactivo Referencia

Pre —columna | 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNP) (Lundgren 1986)
9-fluorenilmetilcloroformiato (Miles & Moye 1988)
(FMOC-CI)
Cloruro p-toluenosulfonilo (TsCl) (Kawai et al. 1991)
4-metoxibencenosulfonil fluoruro (MOBS-F) | (Sun et al. 2010)
1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS) (Islas et al. 2014)

Post-columna | o-ftalaldehido -mercaptoetanol (OPA-MER) | (Sundaram & Curry 1997)
4-cloro-7-nitrobenzofurano (NBC-CI) (Duran Meras et al. 2005)
2,2-dihidroxi-1,3-indanodiona (ninhidrina) (Bhaskara & Nagaraja 2006)
4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoruro (CNBF) (Qian et al. 2009)

Debido a los inconvenientes post-columna, el método pre-columna resulta una
mejor alternativa debido a que es simple y menos costoso. En este trabajo se

realiza la derivacion con FMOC-CI que es un reactivo que se usa tanto con
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aminas primarias como secundarias. Debido a que el glifosato es una molécula
zwiterionica, la formacion de su respectivo derivado, por reaccién del grupo
amino y al acido cloruro, conlleva la formacion de derivados fluorescentes
anionicos (figura 2), que se pueden separar por medio de CLAR en columnas
empacadas con silice y grupos amino enlazados a temperatura controlada (30
°C).

Figura 2. Reaccioén de derivacion pre-columna con FMOC-CI (Catrinck et al. 2014).

2.6 Suplementos alimenticios a base de microalgas

Las enfermedades que amenazan la vida de la poblacion y el aumento de esta,
son las principales preocupaciones del mundo actualmente. Para satisfacer la
demanda nutricional de la poblacion en aumento, los investigadores estan
buscando fuentes alternativas usando alimentos que sean faciles de cultivar. El
cultivo de algas es ventajoso sobre otros cultivos de plantas ya que requiere
menos agua. Por otra parte, las algas pueden cultivarse utilizando los recursos
de aguas salobres o marinas. Las algas son fuente de muchos nutrientes
esenciales. Son un grupo diverso de organismos autétrofos que van desde
unicelulares a formas multicelulares. Algunos tipos de algas son reconocidas
como alimentos balanceados que ofrecen cantidad suficiente de proteinas,
carbohidratos, vitaminas y minerales para el funcionamiento normal del cuerpo
humano. Las algas verdes azules, algas rojas y las algas verdes tienen un
mayor contenido de fibra dietética.

Se han utilizado como alimento y medicina durante muchos siglos debido a su

accion antioxidante, anticancerigeno y propiedades antimicrobianas (Kay
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1991). Los extractos de algas se utilizan como suplementos en muchos

alimentos, productos lacteos, y la industria farmacéutica.

2.6.1. Alga Spirulina plantesis

Spirulina plantesis es un organismo considerado como cianobacteria y
anteriormente se le incluia en las microalgas azul-verdes de la divisidn
Cyanophyceae. Se trata de una formaciéon multicelular microscopica
filamentosa colonial de aspecto helicoidal de tamafio entre 200 y 250 micras de
largo.

Se ha reportado que Spirulina plantesis. (Figura 3) hace mas eficiente la
conversion del alimento que se ha ingerido ; al mejorar la flora intestinal, la cual
desintegra compuestos no digeribles o de dificil digestion que contengan los
alimentos; la misma flora bacteriana produce vitaminas y desplaza a bacterias
dafinas o peligrosas dentro del intestino del organismo. Spirulina plantesis
estimula la produccion de enzimas que transportan a las grasas por el cuerpo,
asi el animal puede utilizar la grasa como energia para el crecimiento en lugar

de que se acumule y se vuelva flacido (lwata et al. 1990).

Figura 3. Imagen microscépica de la Spirulina

http://www.conacytprensa.mx/index.php/ciencia/mundo

32

——
| —



2.6.2 Alga Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris pertenece al reino eucariota de la division Chlorophyta o
algas verdes, de la especie vulgaris. Es un alga verde unicelular, de agua
dulce, de forma esférica como se muestra en la figura 4 , de aproximadamente
2 a 10 ym de diametro (Mayo 2013).

El alga Chlorella esta siendo investigada como un nuevo recurso alimenticio
(ya que una célula de Chlorella contiene cerca de 50% de proteinas, 5% de
clorofila y un gran numero de vitaminas y carotenos) para utilizarse en las
poblaciones humanas pobres de todo el mundo y para proveer alimento y
oxigeno en submarinos (Lee 2008). Segun se ha documentado, posee
beneficios terapéuticos, como la capacidad de desintoxicar al organismo de
metales pesados como el Hg, el Cd y el Pb entre otras especies quimicas, que
son contaminantes agregados a insecticidas o plasticos. En la tabla 6 se
muestra la composicidon quimica total de diferentes algas y de algunos

alimentos que se consumen regularmente (Becker 1994).

Tabla 6. Composicion quimica total de algunos alimentos y diferentes algas (% de

materia seca) (Becker 1994)

Producto Proteinas | Carbohidratos Lipidos Acidos
Nucleicos
Leche 26 38 28 -
Huevo de 47 4 41 -
Gallina
Pan 39 38 1 -
Carne 43 1 1 -
Chlorella 51-58 12-17 14-22 4-5
vulgaris
Chlorella 57 26 2 -
pyrenoidosa
Spirulina 60-71 13-16 6-7 3-4.5
maxima
Spirulina 46-63 8-14 4-9 2-5
Platensis
Scenedesmus 50-56 8-18 16-40 -
dimophus
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Figura 4. Alga Chlorella vista en microscopio (http://artigoo.com/las-propiedades-del-

alga-chlorella)

2.7. Preparacion de la muestra para la determinacion de compuestos
organicos en muestras complejas

Generalmente la determinacion de contaminantes organicos en muestras
ambientales y biolégicas no se puede realizar de forma directa en la muestra
sino que son necesarias una serie de etapas previas que constituyen el
proceso analitico.

La preparacion de muestra se define como el proceso de transformacion de
una muestra en una forma adecuada para su analisis. Este proceso puede
incluir la extraccion de un analito de una matriz compleja, la preconcentracion
de analitos muy diluidos para obtener una concentracion suficiente para ser
medida, la eliminacibn o enmascaramiento de especies interferentes, o la
transformacién del analito en una forma que sea mas faciimente detectable.
Dentro de las técnicas de extraccion mas utilizadas para el aislamiento de
trazas de compuestos organicos se encuentran las que se basan en
adsorbentes, dos de las cuales se usaron en este trabajo y se describiran a

continuacioén

2.7.1. Extraccion en fase sélida (EFS)

La Extraccion en Fase Sodlida (EFS) o SPE (por sus siglas en inglés) se
desarroll6 a mediados de los anos 70 como alternativa a la técnica de
extraccion liquido-liquido (ELL). Hoy es una de las técnicas de extraccion mas
ampliamente utilizadas en el caso de matrices liquidas o incluso gaseosas.

Gracias a la EFS se consigue concentrar y/o purificar los analitos mediante su
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retencién en una fase sdlida o una fase liquida inmovilizada sobre un soporte
sélido para a continuacién proceder a su elucion con un disolvente adecuado
(Canosa Rodriguez 2008). Se basa en la particion selectiva o distribucién de
uno o mas compuestos entre dos fases. La primera es un soélido adsorbente; la
segunda suele ser un liquido pero también puede ser una emulsion, un gas o
un fluido supercritico.

Entre las multiples ventajas que presenta destacan las siguientes:

e Baja manipulacion de la muestra

e Alto poder de concentracion

e Obtencion de extractos purificados con altas recuperaciones

¢ Menor consumo de disolventes en comparacion con ELL

e Ausencia de emulsiones

¢ Posibilidad de automatizacion

e Versatilidad en el tipo de adsorbentes utilizados
El proceso de EFS en la muestra consta de las siguientes etapas basicas
(Figura 5):

1. Acondicionamiento de la fase estacionaria. Se hace pasar a traves del
cartucho un disolvente o mezcla de disolventes adecuados, eliminando
asi las impurezas, hidratando la fase estacionaria y facilitando la
transferencia de materia con la muestra.

2. Paso de la muestra a través del material adsorbente. El objetivo de esta
etapa es retener cuantitativamente el analito, consiguiendo ademas un
cierto grado de selectividad .

Lavado. Se utilizan disolventes con gran afinidad por las interferencias.

4. Elucion. Con un disolvente apropiado se recupera el analito de la fase
adsorbente. Por lo general se utiliza un pequefio volumen de disolvente

organico, aunque tambien puede realizarse una desorcidn térmica.

Las fases adsorbentes en EFS (Tabla 7) son similares a las empleadas en
cromatografia de liquidos. Las mas comunes son las silices enlazadas,
polimeros de tipo estireno-divinilbenceno, carbdn grafitizado, silicato de

magnesio, silica gel y 6xidos de aluminio.
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Figura 5. Esquema general de la EFS

El objetivo principal de la EFS es separar selectivamente los analitos de interés

de una muestra y la eliminacién de la matriz interferente. Estos analitos pueden

ser adsorbidos por el sélido, o bien permanecer en la otra fase, siendo en este

caso los compuestos interferentes los que quedarian retenidos en la fase

solida. En el primer caso, los analitos pueden recuperarse en una etapa

posterior, utilizando un disolvente adecuado para su elucion. La seleccion del

adsorbente es un factor importante, que dependera de los analitos y sus grupos

funcionales, del tipo de muestra y de como interacciona esta con el adsorbente.

En general, cuanto mayor sea su area superficial especifica, mayor sera el

contacto con la especie a retener y por tanto mayor grado de retencion.

Tabla 7. Adsorbentes mdas comunes en EFS (Zwir-Ferenc & Biziuk 2006)

Adsorbente

Estructura Tipo de

analito

Solventes para Disolventes

disolver (la muestra)

para eluir

FASE REVERSA

Octadecilo (C18)
Octilo (C8)

Etilo(C2)

Ciclohexilo

Fenilo

-(CH,) ,CH, No polar
_(CH,).CH,
_CH,CH,
_CHCH-CH,
- CH:CH:'CJJHS

Metanol/agua, Hexanoy
Acetonitrilo/agua cloroformo
(analitos no

polares)

Metanol (analitos

polares)
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Fase Normal

Ciano (CN) CH),CN Ligera, Hexano, cloroformo Metanol
Amino (NH2) - (CH)NH, derad
Diol( COHCOH)  (CH)OCHCHOHCHOE — MPoeracey
fuertemente
polar

Fase normal (adsorcion)

Kieselguhr -=10H Ligera, Hexano, cloroformo Metanol
Silica gel - S10H .
Florisil Mg SiO, moderaday (dependiendo
Alumina Al O, fuertemente del tipo de
(neutral) }
polar analito)

INTERCAMBIADORES IONICOS (intercambiador de aniones y cationes)

Amino 'I:CH-.:I,HH: |n:ercar.nbiad0r Agua o buffer 1)2)Buffer (pH=pka
- e aniones-
. oo - = (pH=pKa +2) 2) adsorbente o
Amino 1°,2 [CHI)3NH EHlCHZNHE acido ionico analito tienen pH
Amina cuaternaria '{[: I-L)}N [EH,% Intercambiador neutro 3)
Acido carboxilico ; y Disolventes  con
Acido propil - {C_FL:I.CD{] de cationes — alta fuerza idnica
sulfénico -[EH_)3SU-.U Base idnica Agua o buffer 1)Buffer (pH=pka-
Acido aromatico -y - H=pKa-2 2)
sulfénico {[H‘}3 CEHE SDED (pH=pKa-2) 2)adsorbente o
analito tienen pH
neutro 3)
Disolventes
con alta fuerza
iénica

2.7.2. Interaccién analito — adsorbente en EFS

Se puede introducir selectividad en el proceso de extraccion en fase sdlida
utilizando distintos adsorbentes y variando la naturaleza del eluyente
(Benfenati et al. 1996).

Las interacciones entre el solido adsorbente y los analitos de una muestra

pueden ser de tres tipos: idnicas, polares y apolares (Pefia Badenas 2011).

2.7.2.1. Interacciones apolares

Este tipo de interaccién se produce entre las cadenas hidrocarbonadas del

sélido adsorbente y los analitos de la muestra. Dado que la mayoria de los
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compuestos organicos posee una estructura apolar, estos pueden ser
facilmente adsorbidos mediante fuerzas de Van der Waals. La excepcién la
constituyen aquellos compuestos que poseen un gran numero de grupos
polares o ionicos, que pueden enmascarar el caracter apolar del esqueleto
carbonado. Adsorbentes tipicos con un pronunciado caracter apolar son las
silices modificadas C18 y C8. Estas fases muestran, no obstante, una baja
selectividad, debido a que sus grupos funcionales, los sustituyentes alquilo,
pueden interaccionar con casi todos los analitos apolares. En general, los
compuestos apolares presentes en una disolucion polar son facilmente
adsorbidos en adsorbentes apolares y eluidos con disolventes apolares. La
fase octadecilsilano (C18) es, en la actualidad, la fase mas ampliamente

utilizada.

2.7.2.2. Interacciones polares

Las interacciones polares incluyen la formacion de puentes de hidrégeno,
interacciones dipolo- dipolo e interacciones 1 — 1, que pueden ocurrir entre el
sélido adsorbente y los grupos funcionales de los analitos. Algunas de estas
interacciones son posibles entre grupos amino, hidroxilo y carbonilo, al igual
que anillos aromaticos, dobles enlaces y grupos con heteroatomos como el
nitrogeno, el azufre, el fésforo y el oxigeno. Adsorbentes tipicos de este tipo
son la silice no modificada, o las silices modificadas con grupos -CN, -NHz y -
OH. En general, los compuestos polares presentes en una disolucion apolar
son facilmente adsorbidos en adsorbentes polares y eluidos con disolventes

polares.

2.7.2.3. Interacciones iénicas

Las interacciones ionicas se producen entre un analito con carga positiva o
negativa, y un sélido adsorbente con grupos funcionales de carga opuesta. La
retencion se ve favorecida si los analitos se encuentran presentes en una
matriz de poca fuerza idnica, mientras que, para la elucion de los analitos, lo

mas adecuado es utilizar un disolvente de elevada fuerza ionica.
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2.7.2.4. Intercambio iénico (Harris 2013)

El mecanismo de intercambio i6bnico se basa en la atraccion electrostatica
entre iones del analito y grupos cargados que existen en el adsorbente. Los
intercambiadores catiénicos poseen grupos cargados negativamente, unidos
por enlace covalente al soporte solido del adsorbente, que atraen analitos
cationicos. En el caso de los intercambiadores aniénicos, los grupos cargados

positivamente en el adsorbente, atraen analitos anionicos.

Los intercambiadores idnicos se clasifican en acidos o basicos, fuertes o
débiles, con base en el grupo cargado que posean. Como se muestra en la
tabla 8.

Tabla 8. Grupos comunmente utilizados en adsorbentes para intercambio i6nico

Intercambiadores cationicos

Tipo Ejemplo Abreviatura
acido fuerte Sulfopropil SP
acido intermedio Fosfato P
acido débil Carboximetil CM
Intercambiadores anionicos
Base fuerte Dietil( 2-hidroxipropil) QAE
Base intermedia Dietilaminometil DEAE
Base débil p-Aminobencil PAB

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 reciben el nombre de 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 contraion) y se llama coeficiente de selectividad. Por ejemplo si se
considera la competencia de Na* (contraion) y Li*(analito) por los sitios activos
de una resina de intercambio catidénico (R-), esta competencia se distingue por

el siguiente equilibrio

R Nat+Lite RLiT+ Nat
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La contante de intercambio (K) se define como:

[RTLi*][Na™]

K = R Na L]

En general los intercambiadores idnicos fijan preferentemente los iones de

mayor carga, menor radio hidratado y mayor polarizabilidad.

2.7.3. Seleccion de adsorbente

Se pueden utilizar distintos tipos de adsorbentes dependiendo del tipo de
interaccion que presenten los analitos. En la Tabla 9 se enlistan los tipos de

adsorbentes mas comunes.

Tabla 9. Clasificacion de adsorbentes segun su interaccion con los analitos

Adsorbentes Hidrofébicos En fase reversa, los grupos funcionales no polares
del adsorbente actuan segun las fuerzas de Van der
Waals. Las cadenas alquilicas y aromaticas son
grupos funcionales que muestran afinidad con
compuestos de polaridad media y baja.
Los grupos silanoles libres del adsorbente favorecen
las interacciones polares.

Adsorbentes Hidrofilicos Las fases normales permiten una limpieza eficiente
de moléculas con grupos polares. Los grupos
funcionales ciano (CN) pueden usarse tanto en fase
normal para extraer compuestos polares como en
fase reversa para la extraccion de compuestos de
polaridad media. Los adsorbentes amino (NHy)
pueden usarse tanto como intercambiadores de
aniones débiles (para acidos fuertes), o como
adsorbente polar que puede interactuar con grupos
funcionales OH, NH, SH.

Adsorbentes de Intercambio La retencién de intercambio i6nico se basa en la
interaccion idnica. Este adsorbente crea una fuerte
atracciéon con los grupos funcionales de carga
opuesta de los compuestos de la muestra, que
depende esencialmente del pH, del contra-ién y de la
fuerza idnica.

e Las fases de intercambio aniénico fuerte
(SAX) contienen wuna amina de tipo
cuaternaria. Se usan para la extracciéon de
acidos débiles con una o mas cargas
negativas.
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e Las fases de intercambio catidnico fuerte
(SCX) contienen un grupo sulfénico y se usan
para la extracciéon de compuestos débilmente
basicos con una o mas cargas positivas.

e Las fase de intercambio aniénico débil (DEAE,
NH) contienen un grupo dietilamino o amino.
Se usan para la extraccion de acidos fuertes
con una o mas cargas negativas.

o Las fase de intercambio catidnico débil (WCX)
contienen un grupo carboxilico y se usan para
la extraccion de compuestos fuertemente
basicos con una o mas cargas positivas.

Adsorbentes Mixtos Los adsorbentes mixtos muestran la maxima

selectividad. Las cadenas de intercambio iénico e
hidrofébicas quimicamente ligadas a la silice ofrecen
una selectividad unica. Esta técnica se usa para la
extraccidbn de compuestos basicos, especialmente
drogas y metabolitos, en fluidos bioldgicos. Los
compuestos que tengan funcionalidad acida o basica
son retenidos por la funcién de intercambio. Una
etapa de lavado con un pH adecuado permite
eliminar las impurezas ionizables. Una etapa de
lavado con solvente organico elimina impurezas
retenidas por interaccion hidrofébica.

2.7.4. Dispersion de matriz en fase solida

La Dispersiéon de Matriz en Fase solida (DMFS) o MSPD por sus siglas en
inglés es una variante de la EFS que permite manejar directamente muestras
solidas, semisdlidas y viscosas. Provee un mecanismo que rompe Y dispersa
simultaneamente la muestra sobre un adsorbente que puede utilizarse
posteriormente como material de empaque de una columna, generando asi una

fase con caracteristicas cromatograficas unicas (Barker 2007).

Esta técnica ha sido utilizada para resolver problemas analiticos dificiles y
presenta numerosas ventajas con respecto a métodos de extraccion

convencionales, entre las que se pueden mencionar:

e Reducir el tiempo de analisis
e Reducir el gasto de solventes y como consecuencia el volumen de

residuos.
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e Permitir la extraccién selectiva de los analitos.

e Permitir la obtencion de resultados comparables a los obtenidos por
meétodos clasicos u oficiales

e Mejorar la eficiencia de la extraccion de los analitos puesto que toda la

muestra se expone al extractante (Bogialli & Di Corcia 2007).

2.7.5. Factores que afectan el analisis en DMFS

La DMFS junto con la extraccién en fase solida (EFS), son una forma de
cromatografia de liquidos y en general se aplican los mismos principios. La
DMFS posee caracteristicas que la diferencian de la EFS, y la hacen mas
compleja en comparacion con el proceso cromatografico tradicional. Se
conocen algunos factores que han mostrado que afectan la eficiencia del

proceso DMFS; los cuales se mencionan a continuacion.

2.7.5.1. La naturaleza del soporte sélido

La mayoria de los articulos publicados que usan DMFS, utilizan soportes a
base de silica, ya que estos soportes tienen como ventaja la presencia de
grupos silanoles sin derivatizar que son capaces de formar puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua y permiten obtener una muestra seca que
de otra forma no seria posible obtener.

Dentro de los adsorbentes denominados de fase reversa el mas empleado es
el octadecilsilano (C18). El C18 esta formado por particulas de silice con
cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos, unidas quimicamente a los grupos
silanoles. Las particulas de silica actian como dispersantes, mientras que el
C18 solubiliza los componentes de la matriz sobre su superficie. También se
utilizan fases mas polares para los casos en que el analito que se pretende
aislar sea polar, mientras que los materiales de fase reversa se emplean para
aislar especies mas lipofilicas (Barker 2000).

e Co-adsorbente: En muchos casos es posible obtener extractos libres de
impurezas mediante la purificacién on-line del extracto primario obtenido
en DMFS. Esto puede lograrse colocando una capa de co-adsorbente,
generalmente de distinta naturaleza que el sdlido utilizado para dispersar

la muestra. En muchos casos este co-adsorbente actua reteniendo las
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interferencias (Pensado et al. 2005), pero también puede destruirlas si

presenta algun tipo de modificacion quimica (Canosa Rodriguez 2008).

2.7.5.2. Tamano de particula

El tamafio de poro del agente dispersante no es un factor demasiado
importante. No obstante, el tamafno de particula es un parametro a tener en
cuenta. El uso de particulas de 3-20 ym de diametro conduce a flujos bajos o,
incluso, inexistentes. La mayoria de las aplicaciones de DMFS han utilizado
particulas de 40 um de diametro. También se ha observado que un tamano de
particula no uniforme, pero comprendido entre 40 y 100 um, funciona bien
(Barker 2000).

2.7.5.3. Relacién muestra/dispersante

Las relaciones muestra/dispersante estan habitualmente comprendidas entre
1:1y 1:4, pero esta relacion depende de cada aplicacion en particular y es una
variable que se debe examinar durante el desarrollo del método (Kristenson et
al. 2006). La facilidad para conseguir una mezcla homogénea con el
dispersante depende basicamente de la matriz considerada. Asi, para muestras
liquidas de baja viscosidad (vino, leche, etc.) normalmente es suficiente con
agitar para conseguir una capa fina de muestra alrededor de las particulas de

adsorbente (Garcia-Lopez et al. 2008).

2.7.5.4. La naturaleza de la muestra

Los componentes de la matriz dispersada se mueven a través de la fase
cromatografica contenida en el cartucho de DMFS, lo que hace posible su
fraccionamiento en funcion de la naturaleza de los compuestos presentes en la
matriz, asi como de las sustancias interferentes que pueden hacer mas

complicada su determinacién analitica.
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2.7.5.5. Modificaciones de matriz

A veces es necesario alterar el estado de ionizacion de los componentes de la
muestra para asegurar que tengan lugar ciertas interacciones con la fase
enlazada del soporte solido y/o el disolvente de elucion. Esto se puede llevar a
cabo mediante la adicion de acidos, bases, sales, agentes quelatantes o
desquelatantes, antioxidantes, entre otros, ya sea durante la etapa de
mezclado de la muestra con el dispersante y/o como aditivo en el disolvente de
elucion (Barker 2000).

2.7.5.6. La naturaleza del solvente de elucidén y la secuencia de adiciéon

Al igual que en cromatografia y en EFS, la polaridad del disolvente es de suma
importancia en el momento de determinar que analitos eluyen del cartucho de
DMFS y en qué orden lo hacen. La correcta eleccion del disolvente y el disefio
del perfil de elucién permiten obtener extractos libres de impurezas en base a
la retencion de las mismas en la fase estacionaria (Pensado et al. 2005) o
mediante una primera elucion de las mismas, para eliminarlas del cartucho de
DMFS (Canosa et al. 2007).

2.7.6.Etapas de la DMFS (Barker 2007; Kristenson et al. 2006)

El procedimiento de la DMFS comprende los siguientes pasos:

1. Dispersién. Una muestra liquida, solida o semisdlida se afiade a un
mortero (vidrio, porcelana o &gata) y se mezcla con un agente
dispersante con el objetivo de obtener la completa disrupcién y
dispersion de la muestra sobre dicho dispersante. Se suele trabajar con
pequefas cantidades de muestra.

2. Empacado. Cuando se ha completado la etapa de dispersion de la
muestra, la mezcla resultante se empaqueta en una columna vacia. La
columna es a menudo un cuerpo de jeringa vacio o un cartucho de acero
inoxidable o polipropileno con filtros para la adecuada retencién del
empaque.

3. Elucion. Pueden existir dos posibilidades. La primera es que los analitos
queden retenidos en la columna vy las interferencias se eluyan en una

etapa previa de lavado, posteriormente los analitos se eluyen con un
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disolvente distinto. Y la otra posibilidad es que las interferencias de la
matriz se retengan selectivamente en la columna y los analitos eluyan de
forma directa.

4. Limpieza. En muchos casos se utilizan co-columnas para obtener un
mayor grado de fraccionamiento y limpieza de la muestra.

Las diferentes etapas de esta técnica se ilustran en la figura 6.

Figura 6.Etapas generales de la extraccion mediante DMFS (Barker 2007)

2.8 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

La Cromatografia de liquidos, es una técnica de analisis quimico ampliamente
utilizada, la cual permite separar fisicamente y cuantitativamente los distintos
componentes de una solucion por la absorcidén selectiva de los constituyentes

de una mezcla; consta de dos fases, una fija que suele llamarse fase
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estacionaria, y una mévil que fluye permanente durante el analisis, y que en

este caso es un liquido (Snyder 1979).

Se representa la sefal obtenida frente al tiempo o al volumen de elucién, y al
grafico obtenido se le conoce como cromatograma. Los solutos se representan
graficamente como una serie de picos que pueden identificarse por su anchura,
altura o area. Para la cuantificacion de compuestos se utiliza la sefal del
detector haciendo que sea proporcional a la cantidad o a la concentracién

inyectada de analito.

2.8.1. Definiciones y parametros cromatograficos

A continuacion se definen los parametros cromatograficos mas comunes.

Tiempo de retencion. El tiempo que transcurre después de la inyeccion de la

muestra para que el pico del analito alcance el detector se denomina tiempo de

retencién y se le da el simbolo tr

Tiempo muerto. Es el tiempo para que una especie no retenida alcance el

detector

Constante de distribucidon. Los equilibrios de distribucion implicados en

cromatografia se describen por ecuaciones simples que suponen la
transferencia de un analito entre las fases estacionaria y movil. Asi para una

especie A.

e A

mowvil gstacionaria

La constante de este equilibrio K se denomina, constante de distribucion y se

define como

Cj'
K=_
CM
( 1
L %)



Donde C, es la concentracién del analito en la fase estacionaria y C,; es la

concentracion molar del analito en la fase movil.

Factor de capacidad: Es un parametro representado por el simbolo k', el cual

se utiliza para describir las velocidades de migracion de los analitos en las
columnas y se interpreta considerando que mientras mayor sea su valor,
menor es la velocidad de migracion de los solutos en la columna; para una

especie A el factor de capacidad se define como:

KaVs
Vu

k'y =

Donde K, corresponde a la constante de distribucion, V_ es el volumen de fase
estacionaria y V,; es el volumen de la fase movil. Este también puede

representarse en términos experimentales, los cuales pueden tomarse

directamente de un cromatograma.

_ (tg)a — tu

r]"’:

k',

Donde (tz), corresponde al tiempo de retencién del componente Ay t,, es el

tiempo muerto obtenido para una especie no retenida.

Factor de selectividad: El factor de selectividad (a) de una columna, como su

nombre lo indica, es un término que define que tan selectiva es una columna
para separar dos analitos. Es de hacer notar, que la columna puede ser
selectiva a una separacion, que se identifica por un valor alto de este factor,
pero si no se considera la mejora de los parametros que pueden afectar el
ancho de un pico, aun asi no se lograria la separacion de los mismos.

Entonces el factor de selectividad de una columna para dos especies Ay B se

define como:
kg
o = k__A
( |
L 47 )



Donde k'; es el factor de capacidad del compuesto B que es mas retenido y
k', es el factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido. Con
esta definicion o siempre es mayor a la unidad. En términos tomados del

cromatograma « se puede calcular como sigue

_ (tr)s — tu
(tRjA - tM

Eficiencia de columna: La anchura de una banda aumenta a medida que se

mueve a través de la columna, debido a que cuanto mas tiempo transcurre
mayor es la dispersién que puede tener lugar. Por ello la anchura de la zona
esta relacionada directamente con el tiempo de residencia en la columna, e
inversamente con la velocidad a la que fluye la fase mévil. Se utilizan dos
términos afines con frecuencia como medida cuantitativa de la eficiencia de una
columna cromatografica: la altura equivalente de plato tedrico (H) y el numero
de platos tedricos (N). Los dos estan relacionados por la ecuacion:

L
N=—
H

Donde L es la longitud del relleno de la columna. La eficiencia de la columna
cromatografica aumenta cuanto mayor es el numero de platos tedricos, y

cuanto menor es la altura de plato (Universidad Central de Venezuela 2008).

Resolucién de columna: La resolucion (Rs) de una columna constituye una

medida cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos, en este término
si se toma en cuenta el ensanchamiento de los picos, asi que la magnitud de

este valor si permite asegurar la separacién de dos picos.

_ 2[(tr]3 B (trjﬂ]

RS‘
W, +Wp

Donde W, y Wy son los anchos de banda a la base, de los solutos A y B

respectivamente.
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Hay tres parametros fundamentales que influyen en la resolucion de una
separacion cromatografica: la eficiencia de la columna (expresada en numero

de platos tedricos), la selectividad y el factor de capacidad:

R = (g) (a; 1)'(1 ik)

Modificando alguno de estos tres parametros es posible incidir en la resolucion

de una separacion cromatografica.

2.8.2. Tipos de cromatografia

El tipo de cromatografia en CLAR viene determinado por la fase movil vy,
fundamentalmente, por la fase estacionaria. Existen diferentes tipos de fase
estacionaria disponibles en forma de soportes de distintos materiales
contenidos en una columna. Pueden ser de diferentes tamafos, diametros de
particula, tamafios de poro, o que tengan unidos diferentes compuestos activos

(grupos quimicos, grupos polares) (Hernandez 2007).

Liquido-Sélido: se basa en la polaridad. Los compuestos que poseen grupos
funcionales capaces de producir enlaces fuertes de hidrogeno se uniran mas
fuertemente a la fase estacionaria que los compuestos menos polares. Asi, los
compuestos menos polares eluiran de la columna mas rapidamente que los

altamente polares.

Liquido-Liquido, también se basa en la polaridad. Sin embargo, esta técnica
es mas apropiada para muestras de mediana polaridad que son solubles en

disolventes organicos de débil polaridad a polares.

Fase normal, se basa en la hidrofilia y la lipofilia usando una fase estacionaria
polar y una fase mévil menos polar. Asi, los compuestos hidrofébicos eluyen
mas rapidamente que los hidrofilicos. La fase estacionaria esta constituida por
una matriz de silica a la que se unen grupos silanol, amino y nitrilo que le

confieren polaridad relativa respecto a la fase movil.
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Fase reversa, también se basa en la hidrofilia y la lipofilia. La fase estacionaria
consiste en una matriz de silice empacada que lleva unida covalentemente una
cadena alquilica de n-carbonos (por ejemplo, C-8 significa que se incorpora
una cadena octil y C-18 una octadecil). La mas hidrofébica es, en este caso, la
fase estacionaria, eluyendo los compuestos hidrofilicos mas rapidamente que
los hidrofobicos, que interaccionan en mayor grado con la fase estacionaria.
También hay empaquetamientos poliméricos alternativos a la silice que ofrecen
similares caracteristicas con mayor resistencia dinamica y mas amplio rango de

estabilidad al pH. Existen dos variantes de la cromatografia en fase reversa:

e Supresion idénica, se utiliza modificando el pH de la fase movil para
acidos y bases débiles, de forma que el analito pasa a ser mas lipofilo y
se mejora la separacion porque se establece mas interaccion con la fase
estacionatria.

e Formacion de pares ionicos, se utiliza para compuestos que tienen
grupos funcionales bioldgicos que seran unidos a un contraion. El
contraidon se asocia al analito y lo desplaza del par iénico normal
(corrientemente Na* o CI') mejorando su hidrofobicidad. Para analitos
cationicos se utilizan grupos alquil o aril sulfonatos y para analitos
anionicos aminas cuaternarias.

Intercambio iénico, se basa en el intercambio selectivo de iones de la muestra
por sus diferencias en signo y magnitud de carga iénica frente a los contraiones
de la fase estacionaria. Se trata de columnas que contienen grupos funcionales
que soportan cargas unidas a una matriz polimérica. Los iones funcionales
estan permanentemente unidos a la columna y cada uno tiene su contraidn
unido. La muestra es retenida porque reemplaza los contraiones de la fase
estacionaria con sus propios iones. La muestra es eluida de la columna por
cambio en las propiedades (pH, fuerza iénica) de la fase movil, haciendo que

esta desplace los iones de la muestra de la fase estacionaria.
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lll. OBJETIVOS

Obijetivos generales:

Desarrollar una metodologia analitica por dispersion de matriz en fase sdlida
(DMFS) y analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion con
deteccion UV (CLAR-UV), para la determinacion de antraceno, pireno y

benzo(a)antraceno en la matriz de alga alimenticia Spirulina.

Desarrollar un método analitico para la determinacion de glifosato en el alga
Spirulina utilizando las técnicas de dispersion de matriz en fase sélida (DMFS),
extraccion en fase sélida y cromatografia de liquidos de alta resolucion con
deteccion UV (CLAR-UV).

Obijetivos particulares:

Aplicar y comparar dos estrategias de analisis distintas, dependientes de las

propiedades fisicoquimicas de los compuestos para una misma matriz bioldgica

Efectuar el analisis de los extractos obtenidos por CLAR-UV y CLAR-FD para

fines comparativos en los limites de deteccion e interferentes presentes
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y reactivos

4.1.1 Estandares y disolventes

e Disolventes: Acetonitriio y Metanol grado cromatografico marca J.T.

Baker

e Agua grado cromatografico obtenida a través de un sistema de

desionizacion marca Millipore modelo Simplicity UV (Bedford, MA,
USA).

e Estandar de Benzo(a)antraceno Pireno, Antraceno y Glifosato (GLY)

marca (ChemService PA , EUA) pureza de 99%

e Estandar 9-fluoronometilcloroformato (FMOC-CI) marca Merck pureza de

99%

4.1.2 Reactivos

Fosfato de sodio monobasico, NaH2PO4 marca J.T. Baker pureza de
99%

Tetraborato disédico decahidratado marca J.T. Baker pureza 101.5 %
Eter dietilico J.T. Baker pureza de 99%

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

Acido nitrico, HNO3 pureza 66%

4.1.3 Sistema cromatografico

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (LINEAR INSTRUMENTS)
con dos bombas isocraticas Lab. Alliance , Series Il

Bucle de 23.5 uL Lab. Alliance

Detector UV LINEAR INSTRUMENTS modelo 200

Detector de fluorescencia LINEAR INSTRUMENTS modelo LC305
“Software” de control y procesamiento de datos “Clarity Lite” v.2.8.01.584
Pre-columna de 20x 2 mm empacada con adsorbente Nucleosil 100-5
C1s tamafio de particula 5 pm

Columna analitca ODS HYPERSYL Dimensiones (mm) 150 x 4.6
tamano de particula (5 p) C1s

Jeringa 100 uL (HAMILTON, EUA)
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4.1.4 Instrumentos, equipos y accesorios

Espatula de cromo-niquel

Micropipetas de 2-20, 25-125 vy 100-1000 puL (Eppendorf,
Hamburg,Alemania)

Pipetas Pasteur

Matraces aforados de distintos volumenes

Mortero de agata de 20 mL con pistilo

Viales con tapon de rosca con capacidad de 4, 10 y 40 mL

Balanza Analitica modelo AG 245 ( Mettler Toledo, Suiza)

Bafo de ultrasonido Brasonic 1510 (Branson,CT EUA).

4.1.5 Sistema de extraccion

Silice C18 marca Supelclean de 45 ym de diametro de particula
(Supelco, EUA)

Fase LC-Si marca Supelco 45 um

Fase Florisil 149-250 ym marca J.T. Baker

Fase Bondesil NH2 40 ym marca Varian

Fase Bondesil SAX 40 ym marca Varian

Cartuchos Bond Elut de 6 mL con los “frits” correspondientes (Varian,CA,
USA)
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4.2 Optimizacion de los métodos de determinacién

Los métodos de determinacion de los compuestos estudiados fueron dos, por
un lado el método para los hidrocarburos aromaticos policiclicos HAP’s
(Antraceno, Pireno y Benzo(a)antraceno) y por otro lado el método para el
pesticida Glifosato (GLY). Para optimizar las condiciones de analisis
cromatografico por CLAR, deteccion y extraccion se siguieron las diferentes
actividades integradas en la figura 7, las cuales seran descritas en detalle en

las secciones subsecuentes.
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Figura 7. Descripcion general de la metodologia desarrollada
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4.2.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos HAP’s
4.2.1.1 Analisis cromatografico y deteccion por CLAR -UV
4.2.1.2 Preparacion de disoluciones estandar

En todas las disoluciones estandar de Pireno, Antraceno y Benzo(a) Antraceno
se partid de las disoluciones madre con concentraciones de 106, 144 y 101.6
mg/L respectivamente preparadas en acetonitrilo y almacenadas hasta su uso
en frascos ambar cerrados herméticamente a una temperatura de 4°C.

A partir de cada una de las disoluciones madre, se obtuvo la mezcla de los tres
compuestos a una concentracion de 20 mg/L en metanol para cada compuesto.
La cual se almacend bajo las mismas condiciones hasta ser utilizada.

4.2.1.3 Establecimiento de las condiciones O6ptimas de deteccién y
separacion cromatografica

Para establecer las condiciones de deteccion, se realizaron inyecciones de la
mezcla de los tres HAP's en metanol, para esto se hizo una dilucién de la a
una concentracion de 5 mg/L en condiciones isocraticas a flujo de 1.0 mL min-"
con 80 % metanol como fase mévil. Se probaron inyecciones de la mezcla con
deteccidon UV en los maximos de absorbancia reportados por Beltran, 2014
para cada uno de los compuestos. Se eligio la longitud de onda que presentaba
una mejor respuesta en las sefiales del cromatograma para los tres
compuestos en mezcla.

Para establecer las condiciones de separacion, se probé una mezcla de
metanol: agua como fase mdvil a distintas proporciones empleando un 100 ,90
y 85 % del disolvente organico e inyectando una disolucién de 5 mg/L al
sistema cromatografico en fase inversa, en el cual la fase estacionaria fue una
silice C18. Para cada ensayo siempre se mantuvo un flujo de 1 mL min-', y se
obtuvieron los cromatogramas correspondientes primero para los compuestos
en forma individual y posteriormente para la mezcla de los compuestos donde
se determind los tiempos de retencion y el tiempo muerto (tm) utilizando nitrato
de sodio 1 mM. Estos datos se utilizaron para calcular el factor de retencién
(k"), ademas de observar la dependencia del logaritmo de k" en funcion del
porcentaje de metanol en la fase movil de manera grafica. El calculo de este
parametro se efectud con la ecuacion siguiente

Donde t; corresponde al tiempo de retencion y tn al tiempo muerto
Con las condiciones seleccionadas de separacion y deteccion se procedio a
realizar la validacion.
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4.2.1.4 Validacién del sistema cromatografico. CLAR-UV
4.2.1.41 Linealidad

Para la determinacién de linealidad del sistema cromatografico, se inyecté por
triplicado una mezcla de los tres hidrocarburos a las siguientes concentraciones
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 3.5 mg L"'.Con las areas obtenidas de cada pico a las
concentraciones antes mencionadas se construyeron las curvas de calibracion
de area vs concentracion de cada compuesto y se llevd a cabo la regresion
lineal mediante el ajuste de minimos cuadrados. La linealidad del sistema se
evalud con el coeficiente de determinacion (r?) de cada curva.

4.2.1.4.2 Precision

La precision del sistema CLAR-UV se evalu6 con los ensayos de repetibilidad
y reproducibilidad. Los ensayos de repetibilidad consistieron en realizar 5
inyecciones de una disolucién de 1 mg L' de una mezcla de los HAP’s en un
mismo dia, y se obtuvieron los porcentajes de los coeficientes de variacion (%
CV) de las areas de los picos cromatograficos Mientras que la reproducibilidad
del sistema cromatografico se determiné en tres dias diferentes realizando por
triplicado la inyeccidn de una disolucién estandar de una mezcla de los tres
hidrocarburos a una concentracién de 1.0 mg L™ .

Con los resultados obtenidos de la respuesta del detector se calcularon los
coeficientes de variacion de cada una de las concentraciones con la siguiente
férmula:

5
CV =—=x 100
X

Donde S corresponde a la desviacion estandar y X a la media aritmética
4.2.1.4.3 Limite de deteccion y cuantificacion

Para obtener el valor del limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion
(LC) del sistema cromatografico, se utilizaron las curvas de calibracién de
cada uno de los compuestos. Se determinaron estadisticamente el limite de
deteccion tedrico (LDT) vy limite de cuantificacién tedrico (LCT) utilizando la
desviacion estandar de la regresion para cada compuesto con las siguientes
formulas

LD=(33+5,,) /b1
LC=(10%5,,) /b1

Donde b1 corresponde a la pendiente y 5,,. a la desviacion estandar de la
regresion.
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El limite de deteccion experimental (LDE) se determind, inyectando
disoluciones estandar cada vez mas diluidas, hasta que la sefial de los picos
fuesen 3 veces la sefal del ruido.

4.2.1.5 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de extraccion

4.2.1.5.1 Acondicionamiento del adsorbente (silice C18)

La silice C18 SUPELCLEAN antes de ser usada para la extraccién de los
HAP’s por dispersion de matriz en fase solida (DMFS) se acondiciond
previamente para eliminar interferentes, solvatar las moléculas del adsorbente
y favorecer la interaccion con los compuestos que se quieren retener.

Para el acondicionamiento se utilizé un cartucho de 6 mL, en el cual se empaco
con aproximadamente 500 mg de la silice C18 con ayuda de ‘“frits” de
polipropileno. Posteriormente se la anadié MeOH, en una proporcion de 2.0 mL
por cada gramo de adsorbente, se dejo secar a vacio durante 1 hora
aproximadamente; cuando el adsorbente estaba seco se desempaco y se
deposité en un vial para su uso posterior.

4.2.1.5.2 Optimizaciéon del método de DMFS para la extraccion de HAP's
4.2.1.5.3 DMFS con estandares

El desarrollo del método de extraccibn se comenzd con el manejo de
adsorbente fortificado, para lo cual se utilizaron 200 mg de silice C18 que se
fortificd directamente con 100 pL de una mezcla estandar de Antraceno, Pireno
y B[a]A a una concentracién de 20 mg L', correspondientes a 2 ug de los
HAP’s. Se dejo que se evaporara el disolvente en aproximadamente una hora y
posteriormente se homogenizé el adsorbente con ayuda del pistilo, simulando
el proceso de dispersion como cuando se maneja la muestra real.

A continuacion se empaco el adsorbente macerado en un cartucho para EFS
de 6 mL y se efectuaron varios ensayos para determinar la secuencia de
eluciéon optima. Al tratarse de un sistema de extraccion parecido a la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia, se esperaba que en la aplicacion
de mezclas de fuerza eluente débil, es decir con una alto porcentaje de agua,
los analitos no fueran eluidos vy si los interferentes de tipo polar. Al contrario,
de lo que sucederia si se utilizaran mezclas con una fuerza eluente alta, es
decir con una mayor proporcion de disolvente organico, en este caso metanol;
asi se podria realizar la desorcion y elucion cuantitativa de los compuestos. Los
eluentes probados y los fraccionamientos efectuados se muestran en la Tabla
10
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Tabla 10. Mezclas de metanol/agua utilizadas para evaluar la recuperacién de los
analitos por DMFS con silice C18 fortificada

Porcentaje MeOH Numero de fracciones (2.0 mL)

100 % 3
90 % 3
70 % 5
50% 7

Este estudio con fraccionamientos se realizé para determinar en qué porcentaje
de metanol y volumen se obtenia una recuperacion aceptable de los analitos,
ademas para identificar a partir de qué porcentaje no se recuperaba o se
recuperaba una porcion muy pequefia de los compuestos, posteriormente en
los lavados para eliminar interferencias en nuestro proceso de DMFS con
muestra. Lo anterior se dedujo bajo la suposicién de que los interferentes de la
muestra mas polares seran eluidos con los eluentes de fuerza débil y la elucién
de los analitos se llevd a cabo con el metanol puro. Asi, cada eluente fue
recuperado en fracciones de 2.0 mL para la verificacion de fuga o no fuga de
los analitos con las distintas mezclas de metanol/agua y se graficaron los
frentes de elucion correspondientes (% recuperacion acumulado vs. volumen
de eluente). Para el calculo del recobro, los eluatos se inyectaron al
cromatografo y los picos de los compuestos se compararon con los de la
solucion estandar de la mezcla de los HAP’s a una concentracién control de
1.0 mg L' de cada compuesto, que corresponde a la concentracion que se
espera si se recupera en su totalidad los 2 ug agregados de HAP’s en 2 mL de
disolvente.

4.2.1.5.4 DMFS con muestra

La muestra con la que se trabaj6 para optimizar el método de extraccién por
DMFS fue la microalga Spirulina en forma de tabletas, la cual fue obtenida en
una tienda naturista.

Para realizar la dispersion se realizaron pruebas con una relacién 1:2 y 1:4 de
muestra—adsorbente que corresponden a 100 y 50 mg de alga Spirulina con
200 mg de adsorbente, ya que es lo que normalmente se reporta para matrices
de este tipo. En primer lugar se preparé un extracto blanco (de muestra sin
fortificar) y se inyect6 para verificar si existian interferentes en la matriz con las
condiciones optimizadas previamente.

El siguiente paso fue realizar los ensayos fortificando la muestra con los
compuestos de interés con 2 ug de los HAP’s. La muestra se seco durante una
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hora, transcurrido este tiempo se procedié con la homogenizacion con la
ayuda del mortero. Por ultimo, la fase dispersa se empacd en un cartucho de
6 mL y colocando dos “frits” en la parte inferior y un “frit” en la parte superior. A
continuacion se aplico la secuencia de elucion optimizada del estudio sin
muestra (con adsorbente fortificado), pero se observé que el eluato obtenido al
final presentaba una coloracion muy intensa, ademas de turbidez. Por lo que
se optd por modificar esta secuencia hasta limpiar coloracidén y se propusieron
las secuencias de elucion presentadas en la tabla 11

Tabla 11. Secuencias de elucién para eliminar coloracion en los extractos de los
HAP’s provenientes de Spirulina

Ensayo Secuencia de aplicacion de disolventes

1 a) 5.0 mL agua desionizada
b) 1.0 mL metanol 40%
c) 2.0 mL metanol 100%

2 a) 10.0 mL agua desionizada
b) 1.0 mL metanol 40%
c) 2.0 mL metanol 100%

3 a) 5.0 mL agua desionizada
b) 2.0 mL metanol 30%
c) 1.0 mL metanol 40%
d) 2.0 mL metanol 100 %

4 a) 5.0 mL agua desionizada
b) 1.0 mL metanol 30%
c) 1.0 mL metanol 40 %

d) 2.0 mL metanol 100 %

Se calculd la recuperacion obtenida con la aplicacion de cada una de las
secuencias de elucion, y se compararon los cromatogramas con el control que
corresponde a la concentracion de los compuestos (1 mg/L) que se esperaria si
la elucién de los 2 pg agregados fuera completa (100%) en los 2.0 mL de
metanol.
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Una vez seleccionada la mejor secuencia para eliminacion de coloracion y de
elucion para los analitos, se realizaron las pruebas de repetibilidad que
consistieron en inyectar tres extractos el mismo dia y calcular el coeficiente de
variacion en las areas.

4.2.1.6 Validacion del método DMFS —CLAR- UV. Ensayos en microalga
Spirulina.

4.2.1.6.1 Linealidad y exactitud del método

Para evaluar la linealidad del método se aplico el procedimiento de DMFS
optimizado (con 2.0 mL de metanol como eluente final de los HAP’s), utilizando
200 mg de fase C18 y 50 mg de muestra fortificada a niveles de 10, 20, 40,
100 y 140 ug/g de muestra para los 3 analitos. Se determiné el coeficiente de
determinaciéon (r?) de la recta de la respuesta en area del detector vs la
concentracion fortificada. Por otra parte, se graficé la cantidad recuperada vs la
cantidad adicionada y se evalud la exactitud mediante el valor de recobro

representado con la pendiente de la recta para cada compuesto.

4.2.1.6.2 Precision del método

La precision se determind en términos de reproducibilidad con 3 extracciones
en 3 dias diferentes con un nivel de fortificacion de 40 ug/g de muestra y se
evalué el % C.V. También se evalué en términos de repetibilidad con 3
extracciones realizadas en un mismo dia. Comparandolas con el estandar

correspondiente.

4.2.1.6.3 Limites de deteccion y cuantificacion del método

Se determind el limite de deteccidn experimental, para lo cual se fortificaron
muestras de alga Spirulina con diferentes volimenes de una disolucion
estandar de 5 mg L', que corresponden respectivamente a 10, 4,2y 1.2 ug /g
de nivel de fortificacion, apropiados para obtener extractos cada vez mas
diluidos a niveles de 0.25, 0.1, 0.05 y 0.03 uyg/mL considerando extractos de
2.0 mL. Los extractos fueron inyectados y estas bajas concentraciones
permitieron correr cromatogramas hasta que el tamano de los picos llegé a 3
veces la senal del ruido de fondo y el limite de cuantificacion experimental se

obtuvo con una relacidn sefal/ ruido de 10 veces.
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4.2.1.6.4 Porcentaje de recobro y selectividad del método

La selectividad del método se evalu6 con la DMFS de la muestra sin fortificar
para obtener el blanco de la matriz y observar en el extracto si habia la
existencia de interferentes en los tiempos de retencidon de los analitos.
Posteriormente se adicionaron a la muestra los analitos a diferentes
concentraciones que se encuentran en mezcla (Antraceno, Pireno y B[a]A) y
se trataron conforme a la metodologia establecida, las concentraciones de las
muestras y sus respectivos controles se presentan en la Tabla 12. Estos
extractos se analizaron por medio de CLAR-UV a las condiciones establecidas
en la seccion 5.1.1. La respuesta (area del pico cromatografico) obtenido del
analisis de cada muestra adicionada se compararon con la disolucion estandar
a las concentraciones correspondientes al 100% de recobro, asumiendo que
esta disolucidon estandar contiene la cantidad de analito adicionado inicialmente
a la muestra en un volumen de disolvente igual al del extracto. Entonces el

porcentaje de recuperacion se obtiene de la siguiente forma:

Aex
U4 Recobrao = ( )x 100
est

Donde Aex corresponde al area del extracto y Aest al area de la solucidn
estandar

Tabla 12. Concentraciones de fortificacién con sus correspondientes concentraciones
de los controles de recuperacion de los extractos

Nivel de fortificacion V final del C esperada en
correspondientes a 50 mg de alga extracto (mL) | extracto (ug mL"")
Spirulina (ug g')
10 2.0 0.25
20 2.0 0.5
40 2.0 1.0
100 2.0 2.5
140 2.0 3.5

4.2.1.7 Robustez del método. DMFS en muestras de la microalga Chlorella
alimenticias
Con la finalidad de observar el efecto de la matriz en las caracteristicas de los

cromatogramas, asi como el comportamiento de los recobros de los
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hidrocarburos extraidos se aplico la secuencia de elucion elegida con otro tipo

de alga alimenticia en este caso se eligio el alga Chlorella.

4.2.1.7.1 Limpieza de extractos DMFS por medio de co-columna EFS

Para el alga Spirulina no fue necesaria la adicion de otro paso de limpieza con
una co-columna de EFS, puesto que el extracto no presentd ningun interferente
que pudiera complicar la cuantificacion de los analitos. En cambio para el alga
Chlorella si fue necesario un “clean up” adicional. Para esto en primer lugar se
inyectd una muestra, la cual fue procesada por DMFS sin fortificar del alga
Chlorella, con el fin de observar el perfil cromatografico de la matriz. Se
observd que se presentaban ciertas sefales provenientes de la matriz las
cuales pueden interferir con la cuantificacion de los analitos. Por ello se eligio
implementar un paso adicional, el cual consistié en una limpieza (clean up) con
otro adsorbente distinto al que se utilizd en la dispersidbn de matriz. Los
adsorbentes y las cantidades correspondientes que se probaron se muestran

en la tabla 13

Tabla 13. Adsorbentes utilizados en la etapa de limpieza del extracto para Chlorella

Adsorbente Cantidad (mg)
Silice Virgen 200
Florisil 200
Amino 100
Amino 200

Se efectud la DMFS y el clean up con cada adsorbente y se obtuvieron los
cromatogramas de la muestra sin fortificar correspondientes para cada caso
para comparacion con el extracto obtenido después de solamente la DMFS del
alga Chlorella (sin el clean-up por SPE), para observar si existia la eliminacion
de senales interferentes. Con los resultados se seleccion6 el adsorbente mas

apropiado.
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4.2.2 Glifosato

4.2.2.1 Analisis cromatografico y deteccién por CLAR-UV y CLAR-
Fluorescencia

4.2.2.2 Preparacion de disoluciones

Las disoluciones de Glifosato se prepararon a un nivel de 1000 pug mL-" a partir
del estandar correspondiente usando agua desionizada como disolvente. Estas
se guardaron en frascos color ambar y se almacenaron a una temperatura de
4°C.

Por otro lado la soluciéon de derivatizante 9-fluoronometilcloroformato (FMOC-
Cl) se prepard a una concentracion de 1 mg L -' en acetonitrilo, de igual manera

se almacena en un frasco color ambar para su posterior uso.

4.2.2.3 Establecimiento de las condiciones éptimas de deteccion
La deteccion del glifosato se efectud gracias a una reaccion de derivatizacion

con el 9-fluoronometilcloroformato (FMOC-CI). De esta manera el analito puede
detectarse por espectrofotometria en la region ultravioleta (UV) y también por
fluorescencia; ésta ultima deteccion siendo mas favorable por proporcionar

mejores limites de deteccion.

La reaccion de derivacion se realizd con base en el procedimiento de Sancho
(1996) que posteriormente adaptdé Gomez (2005) el cual permitié determinar en
muestras de jitomate al glifosato y su metabolito AMPA a niveles de residuos
de hasta de 1.44 y 2.75 ug g respectivamente. Las condiciones utilizadas
para realizar la reaccion de derivacion de una solucién de glifosato (100 ng mL-

1) y la deteccién de los derivados, se indican en la tabla 14.

Tabla 14. Condiciones para la reaccion de derivacion con FMOC (Gémez, 2005)

Reactivos
Concentracion de 0.025
boratos (M) pH=9
Concentracion de* 1000,100*,10*
FMOC-CI (mg L)

64

——
| —



Reaccion

Volumen de extracto 1.0
(mL)
Volumen de boratos 0.5
(mL)
Volumen de FMOC- 1.0

CIl(mL en ACN)

Tiempo de reaccion 30 minutos
aproximadamente

Remocion de exceso 2 ELL con 2.5 mL de
de FMOC-CI éter etilico cada una

* Concentraciones adicionales probadas en el presente trabajo (por triplicado)

4.2.2.4 Condiciones 6ptimas de deteccion UV

Con ayuda de la funcion del detector de UV se determinaron las longitudes de
onda de maxima absorcion para el derivado del glifosato. Para esto se inyectd
en el sistema cromatografico una solucién del compuesto a una concentracién
de 5 mg L' previamente derivatizado y se modificaron las longitudes onda,
registrando el valor de las areas obtenidas de las sefiales cromatograficas. De
esta manera se obtuvo, de manera indirecta el espectro y las longitudes de

maxima absorcion.

4.2.2.41 Establecimiento de las condiciones cromatograficas para el
analisis del derivado de Glifosato

Se realiz6 la optimizacién de las condiciones cromatograficas para el analisis
del derivado del Glifosato utilizando el sistema de cromatografia de liquidos de
alta resolucioén con columna C18 y detector espectrofotométrico UV. Se inyectd

una disolucién de 10 mg L

Para la eleccion de las condiciones cromatograficas 6ptimas del compuesto
derivatizado se utilizaron fases méviles de 20, 30 y 40 % MeOH y 80, 70 y 60
% agua respectivamente con un pH=6.37 (ajustado con buffer de fosfatos
0.002 M).
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Los datos del tiempo de retencién tr del analito y el tiempo muerto tv (medido
con nitrato de sodio 1 mM). Se utilizaron para calcular el factor de retencion
(k), ademas de observar la dependencia del logaritmo de k" en funcion del
porcentaje de metanol en la fase movil de manera grafica. El calculo de este

parametro se efectud con la ecuacién siguiente:

Para cada ensayo siempre se mantuvo un flujo de 1 mL min-', y se obtuvieron
los cromatogramas correspondientes.

4.2.2.5 Validacion del sistema CLAR-UV

4.2.2.5.1 Linealidad

Para la determinacion de linealidad del sistema cromatografico CLAR-UV, se
inyectaron al cromatégrafo por triplicado el derivado del compuesto usando las
siguientes concentraciones 1.0, 4.0, 10.0 y 25.0 mg L-'.Con las areas obtenidas
de cada pico para las disoluciones derivatizadas de concentraciones antes
mencionadas se construyd la curva de calibracién y se llevd a cabo la
regresion lineal mediante el ajuste de minimos cuadrados. La linealidad del

sistema se evalud con el coeficiente de determinacion (r?) de la curva.

4.2.2.5.2 Precision

La precision del sistema CLAR-UV se evalud con los ensayos de repetibilidad
y reproducibilidad. Los ensayos de repetibilidad consistieron en realizar 4
inyecciones de una disolucion de 4 mg L' derivatizada de Glifosato en un
mismo dia, y se obtuvieron los porcentajes de los coeficientes de variacion (%
CV) de las areas de los picos cromatograficos Mientras que la reproducibilidad
del sistema cromatografico se determiné en tres dias diferentes realizando la

inyeccién de los derivados de los compuestos a la misma concentracion

Con los resultados obtenidos de la respuesta del detector se calcularon los
coeficientes de variacion de cada una de las concentraciones con la siguiente

formula:
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5
CV =—=x 100
X

Donde S corresponde a la desviacion estandar y X a la media aritmética

4.2.2.5.3 Limite de deteccion y cuantificacion por UV

El limite de deteccion experimental (LDE) y cuantificacion se determind,
inyectando disoluciones de las mezclas de reaccion cada vez mas diluidas,
hasta que la sefal del pico del GLY fuese 3 veces la sefial del ruido. La
concentracion limite se consideré aquella en la que el pico del derivado

aparecia, pero no se podia integrar.

4.2.2.6 Validacion del sistema CLAR-DF

Para efectuar la validacion del sistema CLAR-DF, las condiciones de
separacion fueron las mismas que se obtuvieron en la seccion 4.2.2.4.1 (pag.
64) ya que se manej6 la misma columna cromatografica, pero ahora acoplada
al detector de fluorescencia y manejando concentraciones mucho menores

aproximadamente de100 veces como se describe a continuacion.

4.2.2.6.1 Linealidad

Para la determinacién de linealidad del sistema cromatografico con deteccion
de fluorescencia, se inyectd por ftriplicado el derivado del glifosato a las
siguientes concentraciones 25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 ug L'.Con las
areas obtenidas del pico a las concentraciones antes mencionadas se
construyeron la curvas de calibracion del compuesto y se llevd a cabo la
regresion lineal mediante el ajuste de minimos cuadrados. La linealidad del

sistema se evalud con el coeficiente de determinacion (r?) de cada curva.

4.2.2.6.2 Precision

La precision del sistema CLAR-DF se evalué con los ensayos de repetibilidad
y reproducibilidad. Los ensayos de repetibilidad consistieron en realizar 3
inyecciones de una disolucion de 25 pug L'y 100 yg L' del derivado de
Glifosato en un mismo dia, de los cuales se obtienen los porcentajes de los
coeficientes de variacion (% CV) de las areas de los picos cromatograficos.
Mientras que la reproducibilidad del sistema cromatografico se determiné en

tres dias diferentes realizando la inyeccién del derivado a la misma
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concentracion. Con los resultados obtenidos de la respuesta del detector se

calcularon los coeficientes de variacion de cada una de las concentraciones.

4.2.2.6.3 Limite de deteccidon y cuantificacion

Para obtener el valor del limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion
(LC) del sistema cromatografico, se utilizaron las curvas de calibracion de
cada uno de los compuestos. Se determind estadisticamente el limite de
deteccion tedrico (LDT) vy limite de cuantificacion (LC) con la desviacidon

estandar de la regresion para cada compuesto.

El limite de deteccion experimental (LDE) y cuantificacion se determind,
inyectando disoluciones de las mezclas de reaccion cada vez mas diluidas,
hasta que la sefal de los picos fuesen 3 veces la sefial del ruido. La
concentracion limite se consideré aquella en la que el pico del derivado

aparecia pero no se podia integrar.

4.2.2.7 Establecimiento de las condiciones 6ptimas para la extraccidon por
DMFS

Para efectuar la extraccion del GLY de las tabletas de microalgas se adapto el
método reportado por Gémez, 2005 para aislar al mismo compuesto del
jitomate. Asi, en primer lugar se utilizé un cartucho con DMFS-NH2 para retener
al analito y después se realizd la elucién con buffer de fosfatos pH=7 C=5
mmol/L para recuperar al GLY. Este eluato se aplicé en segundo lugar a un
cartucho EFS-SAX para realizar un “clean-up”. La elucion del glifosato del SAX-

Cl se realiz6 con una disolucion de HNO3 0.01mol/L.

4.2.2.7.1 Acondicionamiento de adsorbente amino para extraccion por
DMFS

La silice BONDESIL NH2 antes de ser usada en la dispersion de matriz en
fase sodlida, se acondiciond para limpiarla, y solvatar las moléculas del
adsorbente con el fin de favorecer la interaccion con los compuestos de interés.
Para el acondicionamiento se utilizé un cartucho de 6 mL, en el cual se empacé
200 mg de fase amino con ayuda de dos “frits” de polipropileno. Posteriormente
se la anadid6 5.0 mL de MeOH y 10.0 mL de agua por cada gramo de
adsorbente, se secé a vacio durante 3 horas aproximadamente cuando el

adsorbente estaba seco se depositd en un vial para su posterior uso.
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4.2.2.7.2 Acondicionamiento de la Fase BONDESIL SAX- Cl para “clean-
up” por SPE

El adsorbente BONDESIL SAX-CI antes de ser usado en la extraccion en fase
solida, se acondicion6 para limpiarlo y prepararlo para la retencion del
compuesto de interés. Para esto, la fase intercambiadora fué empacada en un
cartucho de 6 mL entre dos “frits” se le agregaron 10 mL de metanol. Se dej6

secar a vacio durante 3 horas, y se guardd en un vial para su posterior uso.

4.2.2.7.3 Evaluacién de las condiciones de la elucion del analito de los
adsorbentes

Para encontrar los volumenes Optimos de elucibn se realizaron
fraccionamientos. El volumen requerido para eluir la totalidad de la cantidad
de compuesto retenido correspondid a la suma de los volumenes de las
fracciones en las que se encontré el pico correspondiente. Se considerd que el
compuesto se eluia cuantitativamente si su porcentaje de recobro era mayor a

90% en el total acumulado

La elucién del analito se evalud aplicando volumenes conocidos de disolventes
puros y mezclas a los cartuchos empacados después de haber sido
fortificadas. Para el calculo del recobro del analito proveniente de las muestras

fortificadas se usé la siguiente formula:

Cantidad de compuesto en la fraccion de elucion
Recobra = . — x100
Cantidad de compuesto total fortificada en la muestra

El calculo de las cantidades se realizé en base a las areas de los picos de la

fraccidn y el estandar como se describid en la seccién 4.2.1.6.4.

4.2.2.8 Evaluacién de la fuga y retencion de los analitos de los
adsorbentes

La fuga de los analitos se evalud inyectando en el cromatografo el efluente de
las soluciones de carga. El porcentaje de fuga se calcula con la siguiente

ecuacion:

Ag
% Fuga = (A—)xll]l]

20
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Donde Ae corresponde al area del pico del compuesto en el efluente y Asc al
area del pico en la solucion de carga.

El porcentaje del compuesto retenido en el adsorbente se obtuvo con la
siguiente ecuacion:

% Retenide = 100 — % Fuga

De esta forma se verificaba que el compuesto se retuviera en su totalidad. Si
en el efluente no aparecia la sefal correspondiente al glifosato.

4.2.2.8.1 Optimizacion del método de DMFS del GLY con adsorbentes

La optimizacion del método se efectué comenzando con fortificacion solamente
del adsorbente amino. De esta manera, a partir de un estandar de 200 mg L'
de Glifosato se tomé una alicuota de 40 pL (equivalente a 8 ug del compuesto)
para fortificar 500 mg y 250 mg de la fase amino ademas de afadir 60 uL de
HNO3s 1 mol/L (como lo indica el método original) y se dejé reposar por un
periodo de aproximadamente una hora. Posterior a este tiempo se mezclé de
forma homogénea con ayuda de un mortero de agata y se empacd en un

cartucho.

Para recuperar al analito se aplicaron al cartucho 15 mL de buffer de fosfatos a
pH=7 C=5 mmol/L. El eluato se recuperdé en fracciones de 2.5 mL cada uno.
Se obtuvo el frente de elucion correspondiente graficando los recobros para
cada una de las fracciones y comparando los analisis de éstas con las de un
control de la cantidad total de analito esperada en un volumen de 2.5 mL
aforado en buffer de fosfatos. Cuando fueron verificadas las condiciones para
la retencién y recuperacion adecuada del analito con fortificacion del
adsorbente, se procedié a aplicarlas para optimizar el método con las muestras
reales de microalga, lo que obligd a la limpieza con la fase SAX. Los ensayos
con este adsorbente con disoluciones y con muestras se presentan a

continuacion.

El desarrollo y validacién de un método DMFS-SAX-CLAR-DF no fue efectuado
debido a la limitada disponibilidad del detector de fluorescencia. De todas
formas se inyectaron por CLAR-DF extractos de muestras fortificadas en

concentraciones 100 veces mas bajas para evaluar el efecto de matriz y la
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existencia de interferentes bajo estas condiciones. Los resultados de muestran

en la siguiente seccion.

4.2.2.8.2 Evaluacion del proceso de limpieza por EFS con
intercambiador SAX-CI

El proceso de EFS en el intercambiador de iones se evalud para ser utilizado
como una limpieza de los extractos obtenidos por DMFS. Para lo cual, se
empacaron 250 mg del intercambiador SAX previamente activado al cual se le
cargé la muestra en la que se encuentra contenido el analito (buffer de
fosfatos). Se recupero el efluente para observar si existia fuga del compuesto
en este paso. Posteriormente se realizé la elucién con 20.0 mL de HNO3 0.01
mol/L dividida en 4 fracciones de 5.0 mL cada una, se ajusto el pH a un valor
mayor a 6 y posteriormente se derivatizd. Se determind el porcentaje de
recuperacion para tres extractos diferentes de una misma concentracién (n=3)
con ayuda de un control de 3.2 mg L' que es la concentracion que se espera
para el eluato final si se considera que se recupera todo lo fortificado en una

sola fraccion.

4.2.2.8.3 Optimizacién del método de DMFS del GLY con las tabletas de
microalgas

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

Para esto se prepard un blanco siguiendo la secuencia de elucidon que se
aplicé a la DMFS con estandares con 250 mg de adsorbente amino con 50
mg de muestra Spirulina sin fortificar. Se obtuvo el cromatograma
correspondiente del eluato que proviene del cartucho de DMFS-NH2, con
buffer de fosfatos pH=7 y C= 5 mmol/L. Se tomd una alicuota de 1 mL de este
extracto y se realizé la correspondiente reaccion de derivacién, para observar si

existe una senal interferente debido al efecto de matriz.

4.2.2.8.5 Uso de intercambiador SAX-CI para eliminar interferentes en la
matriz

Después de haber realizado la dispersion de matriz en fase soélida con la fase
amino y el alga Spirulina. Se realizd el paso de “clean-up” por EFS para la

eliminacion de los interferentes que se observan en el cromatograma. Para
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esto se empacaron 250 mg de SAX-Cl| previamente acondicionada, adicional
a esto se le anadieron 2.0 mL de buffer de fosfatos pH neutro para asegurar la
retencién del compuesto Glifosato en el intercambiador. Se sec6 al vacio y
posteriormente se cargo el extracto obtenido de la DMFS que corresponde a 10
mL de buffer de fosfatos pH=7. Se recolecto el efluente correspondiente y se
derivatizé para verificar si habia fuga del Gly del cartucho. El analito se
recuperd en un volumen de 20.0 mL de HNO3 0.01 mol/L, de los cuales se
tomo una alicuota de 1 mL posteriormente se realizo la reaccion de derivacion.
Se inyect6 en el cromatografo y se analizd por medio de deteccion UV. Se
verificd que no existiera fuga durante la carga con disoluciones del glifosato y
también se determinaron asi los porcentajes de recuperacion (concentracion de

la disolucion= 1mg/L).

4.2.29 Validacion del método DMFS-SAX-CLAR-UV. Ensayos con

microalga Spirulina.

4.2.2.9.1 Linealidad y exactitud del método

Para evaluar la linealidad del método se aplicé el procedimiento de DMFS
optimizado utilizando 250 mg de fase amino y 50 mg de muestra fortificada con
glifosato a niveles de 0.4, 1.6 y 4 ug/g de muestra. Se determind el coeficiente
de determinacién (r?) de la recta de la respuesta en area del detector vs la

concentracion fortificada.

4.2.2.9.2 Precisiéon del método

La precision se determin6 en términos de reproducibilidad con 3 extracciones
en 3 dias diferentes con un nivel de fortificacion de 0.4 pg/g de muestra y se
evalué el % C.V. También se evalué en términos de repetibilidad con 3
extracciones realizadas en un mismo dia. Comparandolas con el estandar

correspondiente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 HAP’s
5.1.1 Establecimiento de las condiciones de deteccion UV y separaciéon

cromatografica

5.1.2 Condiciones 6ptimas para la deteccion.
Las longitudes de onda en la que los HAP’s proporcionaron una mayor

respuesta en la mezcla se presentan en la Tabla 15

Tabla 15.Longitud de onda con mayor respuesta para los HAP’s utilizados en los
ensayos

Compuesto A(nm)
Pireno 239
Antraceno 250

Benzo(a) Antraceno 286

Dado que se trabajé con la mezcla de los tres hidrocarburos, se observo que
para las dos primeras longitudes (239 y 250 nm) se obtenia una buena
respuesta para Pireno y Antraceno, sin embargo para el B[a] A la respuesta
fue pequefia. Al probar la deteccion de este compuesto con A= 286 nm se
obtuvo la mayor respuesta pero disminuyd la respuesta para Antraceno y
Pireno, por lo que finalmente se eligido la A=243 nm donde se obtiene una
buena sefal para estos dos compuestos y aumenta para al B[a]A, aunque no
sea la longitud de onda con su mayor respuesta. En la figura 8 se observan los
cromatogramas correspondientes a la mezcla de los estdandares de los tres

hidrocarburos a diferentes longitudes de onda.
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Figura 8. Cromatograma obtenido de una disolucion estandar de una mezcla de los
HAP’s a una concentraciéon de 5 ug /mL. Columna ODS HYPERSYL Dimensiones.
(mm) 150 x 4.6 tamario de particula (5 u) C1s fase moévil a un flujo de 1 mL min™ -
composicion constante de 80 % metanol y 20% agua . Modificando la longitud de onda
en el detector UV. Orden de elucién 1.Antraceno 2. Pireno 3.B[a]A

5.1.3 Condiciones o6ptimas para la separacion cromatografica de los
HAP’s

Para determinar las mejores condiciones de la separacion cromatografica,
primero se inyectaron cada uno de los compuestos en forma individual para
observar su tiempo de retencion y también si existia algun solapamiento en las

sefales con una fase movil de 80 % metanol y 20% de agua.

Posteriormente, al asegurarse de que no se encimaban las sefiales, se inyecto
una mezcla de los compuestos a distintas proporciones de metanol/ agua en la
fase movil para obtener los tr(s) correspondientes y con el valor del tiempo
muerto se calculo el factor de retencion (k”) para cada compuesto. En la Tabla
16 se presentan estos parametros para los tres compuestos estudiados.
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Tabla 16. Retencidon cromatografica de los HAP’s. Columna ODS HYPERSYL
Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamano de particula (5 p) C1s fase mévil a un flujo de 1
mL min"* composicion variable de metanol en cada ensayo

tr (min) k’ log k™ |tr (min) k’ log k™ | tr (min) k’ log k’

2.51 [0.549(-0.260|3.41 |1.105|0.043|4.307 [ 1.659|0.220

2.853(0.761(-0.119|4.087 | 1.523 | 0.183 | 5.443 | 2.360 | 0.373

3.033|0.872(-0.059 4.82 |1.975|0.296 |6.847 | 3.227 | 0.509

*Se midi6 el valor tm=1.620 min con nitrato de sodio para calcular el valor de k”

Figura 9. Cromatograma obtenido de una disolucion estandar de una mezcla de los
HAP’s a una concentracion de 5 ug /mL. Columna ODS HYPERSYL Dimensiones.
(mm) 150 x 4.6 tamario de particula (5 u) C1s fase mévil a un flujo de 1 mL min™
composiciéon constante de 90 % metanol y 10% agua. Longitud de onda 243 nm.
Deteccion UV. Orden de elucion 1.Antraceno 2. Pireno 3.B[a]A

En la figura 9 se representa el cromatograma de la separacion con fase movil
del 90% de metanol, y en la figura 10 graficamente la variacion de k* en
funcién de la proporcion de metanol en la fase mévil .Se observa que las rectas
son paralelas, lo que indica que se pueden separar en cualquier fase movil que
se probd. Se observé que con la fase movil con 90 % de metanol se tiene una
muy buena separacidén, ademas de que el tiempo de analisis disminuiria, sin
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embargo cuando se aplicaron los HAP’s a la muestra de Spirulina se
presentaba una sefal interferente para el pico cromatografico del compuesto
Antraceno. Es por ello que se selecciono la fase mévil con 85% de metanol.

0.6
0.5 \

0.4

03 \g

0.2 &

@ Antraceno

0.1

log k'

Pireno

0 \\ j"
018 5 400 105 AB(A)
0.2 73\
\’
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0.4

op
U
(o]
D

% MeOH en fase movil

Figura 10.Variacién del factor de retencion (k°) de los tres HAP's analizados, en funcion
del porcentaje de metanol en la fase moévil columna ODS HYPERSYL Dim. (mm) 150 x
4.6 tamario de particula (5 ) C1s . Flujo 1 mL.min"" concentracién de cada analito 5 ug
mL?

Analizando los datos de tiempo de retencion, el primer compuesto en eluir es el
Antraceno, en segundo lugar el Pireno y por ultimo el Benzo(a) antraceno. El
Antraceno fue el primero en eluir debido a que su estructura de tres anillos
aromaticos a comparacion de los otros dos hidrocarburos que tienen cuatro
anillos en su estructura, lo cual nos indica que el Pireno es menos apolar en
comparacién del Benzo(a) antraceno, lo que lleva a una menor retencién en la
columna de octadecilsilano. Otro dato que nos ayuda explicar el
comportamiento de estos compuestos es el logaritmo del coeficiente de
reparto octanol/agua log Poct que es un parametro que indica la lipofilicidad de
un compuesto. Mientras menor sea al valor de este parametro el compuesto
sera menos hidrofébico y por lo tanto se retiene menos en una fase hidrofébica
como la C18 (Sartorelli, 1999).

Una vez seleccionada la fase mévil de 85% metanol y 15 % agua, asi como su
longitud de onda de deteccion se realizaron los ensayos de precision y
linealidad del sistema. La precision fue evaluada por reproducibilidad %CV en
tres dias distintos inyectando las mezcla de los compuestos 5 veces a una

concentracion de 1 mg L.
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5.1.3.1 Linealidad del sistema CLAR-UV

En la figura 11 se muestran las curvas de calibracion para los tres compuestos
en el intervalo de 0.25-3.5 yg mL"'. Los coeficientes de correlacion (r?)
obtenidos para todos los casos fueron mayores a 0.99 lo que nos indica que
la respuesta del detector UV con respecto a la concentracion de los analitos es

lineal

Figura 11 .Curva de calibracion obtenida para los tres HAP’s en el intervalo de
concentraciones (0.25 — 3.5 uyg mL™)

5.1.3.2 Precisién, Limites de deteccién y cuantificacion
En la tabla 17 se presentan los resultados obtenidos al evaluar la repetibilidad

y la reproducibilidad del sistema de una disolucion estandar de 1 mg L™’

Observando la tabla 17 se puede decir que se obtuvieron coeficientes de
variacion (% CV) aceptables, y nos indican que la variabilidad maxima del
sistema es de 4.79 % a una concentracion de 1 ppm para el compuesto Pireno
de acuerdo el criterio de (COFEPRIS 2011) para residuos y contaminantes en
alimentos y agua (CV< 15%) El limite de deteccion experimental determinado
para este sistema se encuentra a un nivel de 0.05 mg L' para los analitos
Antraceno y Pireno, en el caso del B[a]A fue de 0.1 mg L' ya que en estas
condiciones la longitud de onda usada (243 nm) la absortividad para este
compuesto es menor en comparacion a los otros hidrocarburos. Por otra parte

el limite de cuantificacion experimental corresponde a 0.17 mg L' para el
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Antraceno y Pireno, mientras que para el B[a]A fue de 0.33 mg L-'. Estos
valores se presentan en la siguiente tabla junto con los limites de deteccion y

cuantificacion tedricos para los tres analitos.

Tabla 17. Precision (a un nivel de concentracion 1 mg L™, limites de deteccion y
cuantificacion del sistema cromatografico CLAR-UV para los HAP’s

Compuesto | L.D.E L.C.E | *L.D.T(mg/L) | *L.C.T | Repetibilidad | Reproducibilidad(%
(mg/L) | (mg/L) (mglL) [ (% CV) CV)

Antraceno | 0.05 0.17 [0.14 0.43 |4.43 4.37

Pireno 0.05 0.17 [0.12 0.36 |4.79 4.73

Bla]A 0.10 0.33 | 0.12 0.36 |4.64 4.62

*Estimado con el estadistico establecido por la IUPAC. L.D.E= limite de deteccion
experimental. L.C.E= limite de cuantificacion experimental. L.D.T= limite de deteccion tedrico.
L.C.T= limite de cuantificacién tedrico. Intervalo de concentraciones de la curva (0.05-0.25
mg/L).

5.1.4 Establecimiento de las condiciones optimas de la extracciéon

5.1.4.1 DMFS con estandares

Después fortificar 200 mg de adsorbente C18, dispersarlo y empacarlo, se
realizd un fraccionamiento de 2.0 mL para la obtencion de frentes de elucion
con eluentes constituidos por diferentes proporciones de metanol y agua. Cada
una de las fracciones fué inyectada en nuestro sistema cromatografico. En la
tabla 18 se muestran los recobros obtenidos con las proporciones probadas,
asi como el total de fracciones utilizadas para tener una elucién completa de
nuestros analitos y en la tabla 19 se hace un resumen de los resultados

obtenidos
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Tabla 18. Recobros de los analitos con mezclas de metanol: agua. Fortificacion 10
Mg/g de adsorbente C18. Cantidad de adsorbente utilizada 200 mg

% Recobro acumulado
\) 100% 90 % 80% 70 % 50%
acumulado MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
0 0 0 0 0 0
2 97 90 39 32 5
4 102 92 46 56 9
6 103 93 49 64 14
® 8 51 70 20
'étﬁ 10 75 25
|n_c 12 - -— -— -— 30
z 14 34
\) 100% 90 % 80% 70 % 50 %
acumulado MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
0 0 0 0 0 0
2 103 93 44 30 3
4 110 94 55 64 6
6 110 96 59 78 10
8 - -— 63 83 14
o 10 86 17
& 12 20
x 12 22
\") 100% 90 % 80% 70 % 50
acumulado MeOH MeOH MeOH MeOH %MeOH
0 0 0 0 0 0
2 95 96 38 11 4
o 4 101 96 49 29
8 6 101 96 55 46
I= 8 - - 60 60 -—
T 10 68
2 14

Tabla 19. Resumen de recobros globales de los analitos aplicando distintas mezclas
de metanol/agua.

% MeOH | % R Antraceno | % R Pireno | % R B(a)A
100 103 110 101
90 92 96 96
70 75 86 68
50 34 22 4
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En todos los casos para los cartuchos utilizados para esta prueba se realizo la

elucién el mismo dia que se empacaron.

En la figuras 12 (a, b y c) se grafican los recobros acumulados en funcién del
volumen del eluente, lo que representa el frente de elucion. Asi se observa que
el eluente constituido por 100 y 90% MeOH, provocé el mayor porcentaje de
recuperacion de nuestros compuestos en los primeros 2.0 mL Mientras que
para el eluente con el 70 % de metanol se alcanzé el maximo recobro solo
hasta los 10 mL. El eluyente con 50 % de metanol es insuficiente para eluir
cuantitativamente a los analitos, mientras el Antraceno y Pireno eluyen muy
poco a poco desde la primera hasta la séptima fraccion, con bajas
recuperaciones, Benzo[a] antraceno que es el hidrocarburo mas hidrofdbico

practicamente queda retenido en el cartucho.
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Figura 12. Frentes de elucién de los HAP's con distintas proporciones de metanol,

correspondientes a las fracciones de 2.0 mL.

De acuerdo a los resultados anteriores se aplico la siguiente secuencia de

elucion a la silice fortificada, para posteriormente aplicarla a la muestra:

e 5 mL de agua. (lavado)

e 2 mL de MeOH al 40 % (lavado), ya que al 50% se presenta fuga de los

compuestos

o 2 fracciones de 2.0 mL de MeOH al 100% (elucion de los analitos)

En la tabla 20 se presentan los recobros de los analitos que se obtuvieron en

cada paso al probar la secuencia de elucién mencionada

Tabla 20. Recobros de los analitos con la secuencia de lavados de elucion propuesta.
Fortificacién a 10 yg g'. Cantidad de fase C-18 utilizada 0.2 g

% Recobro

Analito 5 mL de 2 mL de 2 fracciones de 2 mL % Recobro
agua MeOH 40% de MeOH al 100 % acumulado

(MeOH

1° 2° 100%)

fraccion fraccion

Antraceno ND 2 65 1 66

Pireno ND 2 76 2 77

B[a]A ND ND 74 ND 74

ND=no detectado

Como se puede observar en la tabla 20, al utilizar los 5.0 mL de agua se tiene

buenos resultados como eluente de limpieza, ya que en esta fraccién no se

encontré fuga de ninguno de los analitos. Esto era esperado debido a que en

——
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una fase inversa, el agua es un disolvente de fuerza débil con el cual se puede
realizar la limpieza de los interferentes polares que podrian encontrase en la
muestra. En el segundo paso con 40% de metanol, se encontré un porcentaje
bajo de fuga para los compuestos Antraceno y Pireno. Para evitar esta fuga, se
repitié el ensayo modificando el volumen de la fraccién de MeOH al 40 % a 1.0
mL, en vez de 2 mL, y se observo que los valores de fuga en los lavados
desaparecieron, ademas de que los valores de recobro globales aumentaron
un poco. Otro ajuste adicional que se realiz6 fue que el analito solo se recolecto
en 2 mL de metanol al 100 %, ya que en la segunda fraccién se recupera una

cantidad muy pequefia de los analitos y afecta mas por la dilucion del extracto.

Por lo tanto, en la seccidn siguiente se presentan estas modificaciones que se

aplicaron a los analisis subsecuentes con muestra real.

5.1.4.2 DMFS con muestra sin fortificar

Para evaluar si existian interferencias en los tiempos de retencién de los
analitos en los cromatogramas de los extractos de la microalga Spirulina, se
probaron las 4 secuencias de elucion mostradas en la tabla 11 de la
metodologia, las cuales se establecieron tomando de base las pruebas que se

realizaron de DMFS sin muestra.

Al aplicar las secuencias 1, 3 y 4 se presentaron algunos inconvenientes en
cuanto al eluato final, debido a que se daba como resultado un extracto final
de una coloracion muy intensa, ademas de un aparente precipitado, por lo que

no se inyectaron en el sistema cromatografico.

Se optd por la secuencia 2, la cual también presentaba coloracion, pero menos
intensa que con las otras opciones. En esta secuencia el volumen aplicado
inicialmente de agua aumentd, pero no afecté a la fuga de los analitos debido
a que el agua tiene una fuerza débil de elucion, pero si ayudd a eliminar mas
pigmentos polares. En la figura 13 se presenta un cromatograma de un extracto
obtenido por la secuencia 2 en donde se observa que no existen interferencias

en los tiempos de retencion de los compuestos de interés.
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Figura 13. Cromatograma obtenido de extractos de Spirulina sin fortificar. Cantidad de muestra
0.05 g cantidad de fase C18 0.2 g. Columna ODS HYPERSYL Dim. (mm) 150 x 4.6 tamario
de particula (5 u) Cts fase movil a un flujo de 1 mL min-' - composicién constante de 85 %
metanol y 15 % agua. Longitud de onda 243 nm. Deteccién UV. Secuencia de limpieza 2 (10.0
mL agua desionizada, 1.0 mL metanol 40% y 2.0 mL metanol 100%)

5.1.4.3 DMFS con muestra fortificada

Después de haber elegido la secuencia de elucion 6ptima se procedié a
realizar el proceso de dispersion de matriz en fase sélida fortificando la matriz
(Spirulina) con los analitos para la evaluacion de recobros. En la figura 14 se
presenta el cromatograma del extracto fortificado con las senfales
correspondientes a los HAP’s, mientras que en la figura 15 se observa el
extracto obtenido después de la secuencia de elucion. Este aun conservd su
coloracion verde, pero fue transparente y al inyectarlo no afecto a los picos de

interés.

Figura 14. Cromatograma obtenido de extractos de espirulina fortificado a una concentracién
de 40 ug/g de muestra Cantidad de muestra 0.05 g cantidad de fase C18 0.2 g. Longitud de
onda 243 nm. Deteccién UV. Secuencia 2 (10.0 mL agua pura, 1.0 mL metanol 40% y 2.0 mL
metanol 100%). Orden de elucién 1.Antraceno 2. Pireno 3.B[a]A
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Figura 15. Extracto obtenido para alga Spirulina fortificada con HAP's

5.1.5. Validacion del método de extraccion por DMFS-CLAR-UV para

HAP's en microalga Spirulina

5.1.5.1 Linealidad

Con los ensayos de extraccion

de los HAP's por DMFS con muestra de

Spirulina se puede observar que la curva de concentracién fortificada vs. area

de la Figura 16, presenta buena linealidad para los tres compuestos ya que los

coeficientes de correlacion para todos mayores a 0.99. Los limites de deteccion

y cuantificacion se presentan en la tabla 21.

Tabla 21 .Limites de deteccién y cuantificacion para el método por DMFS con muestra

Compuesto | *L.D.T(ug/mL)en | *L.C.T L.D.T (ug/g L.C.T (ug/g
el extracto (Mg/mL) en el |[de muestra) | de muestra)
extracto
Antraceno | 0.16 0.49 6.4 19.6
Pireno 0.14 0.42 5.6 16.8
B[alA 0.17 0.53 6.8 21.2

*Estimado con el estadistico establecido por la IUPAC. L.D.T= limite de deteccidn tedrico.

L.C.T= limite de cuantificacion tedrico.
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Figura 16. Curva de la concentracion fortificada vs respuesta obtenida para los tres
analitos, en un intervalo de concentraciones 10-140 ug/g. Muestra alga Spirulina

Se observa que en la figura 16 que la metodologia de DMFS fue lineal para los
tres analitos probados en el intervalo de concentraciones evaluadas con un
coeficiente de correlacién mayor a 0.99 para todos los casos. El recobro global
que se obtiene a partir de la ecuacién de la recta proveniente de graficar ug
recuperados de los HAP's vs ug adicionados de los HAP’s. Donde se obtuvo
un recobro global entre 78 y 82% para los tres compuestos. Estas curvas se

presentan en la figura 17 y también demuestran la linealidad del método.

Figura 17. Linealidad del método
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5.1.5.2 Precision del método

Para la metodologia de DMFS se evalué la repetibilidad y reproducibilidad
como medidas de precision. La repetibilidad y reproducibilidad fueron
evaluadas a un nivel de fortificacion de 40 ug/g de muestra Spirulina, el % CV
obtenido para un triplicado en un mismo dia fue de 2.8 % vy en tres diferentes
fue de 8.39 %. Estos resultados nos indican que se tiene una buena

repetibilidad y reproducibilidad del método.

5.1.6 Robustez del método. DMFS en muestras de la microalga Chlorella
alimenticias

En la figura 18 se observa el cromatograma correspondiente al extracto
obtenido de la DMFS, realizando la misma secuencia de lavado y elucion que
se aplicod para el alga Spirulina, para evaluar si existian interferencias en los
tiempos de retencion de los analitos en los cromatogramas de la matriz con la
microalga Chlorella por medio de deteccion UV, su perfil cromatografico se
observa en la figura 18 inciso a), donde se puede apreciar que las sefales de
los interferentes principalmente se encuentran por debajo de los 4 minutos,
sin embargo existe una senal que puede interferir en la cuantificacion del
compuesto Antraceno (tr= 4.4 minutos) , esto se puede observar en la figura 18
inciso b). Es por ello que se decidié implementar una limpieza del extracto por
medio de una co-columna y de esta manera eliminar el pico interferente y
facilitar la cuantificacion del analito. Los resultados obtenidos se pueden

observar en la seccion 5.1.6.1.
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Pyr

Figura 18. Cromatograma obtenido de extractos de Chlorella (a) no fortificado y (b)
fortificado a una concentracion de 40 ug/g de muestra Cantidad de muestra 0.05 g,
cantidad de fase C18 0.2 g. Columna ODS HYPERSYL Dimensiones. (mm) 150 x 4.6
tamafio de particula (5 p) Cis fase modvil a un flujo de 1 mL min”' © composicion
constante de 85 % metanol . Longitud de onda 243 nm. Deteccion UV. Secuencia 2
(10.0 mL agua pura, 1.0 mL metanol 40% y 2.0 mL metanol 100%).

5.1.6.1 Limpieza de extractos DMFS por medio de co-columna EFS

En las figuras 19 a 22, se presentan los cromatogramas obtenidos después de
haber realizado el “clean-up” por EFS con los adsorbentes probados. El
extracto DMFS obtenido (metanol) se aplicé a una co-columna con diferentes
adsorbentes. En primer lugar se utiliz6 una adsorbente LC-Si el cual no

beneficid en la eliminacion de interferentes de la matriz. (Fig. 19)

Figura 19. Cromatograma. Comparaciéon de DMFS Chlorella sin fortificar (verde) vs extracto
obtenido después de aplicar limpieza con adsorbente LC-Si (rojo).
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Por lo que se opté por probar el adsorbente Florisil (silicato magnésico), el
cromatograma correspondiente se presenta en la figura 20, donde se observa
la comparacion con el cromatograma del extracto de la matriz (Chlorella)
obtenido con solo la DMFS, y se identific6 que practicamente es el mismo
perfil, por lo que se decidié que esta fase sdélida no es la indicada para eliminar

los interferentes.

Figura 20. Cromatograma. Comparacion de extracto DMFS Chlorella sin fortificar (verde) vs
extracto obtenido después de aplicar limpieza con adsorbente Florisil (rosa).

A continuacion se prob6 el adsorbente amino (100 mg) y se comparé el
extracto obtenido al aplicarlo con el cromatograma correspondiente a la matriz
sin “clean-up”. Con este adsorbente se mejord la calidad del cromatograma,
debido a la disminucion de los interferentes desde el intervalo de las sefales
con un tr de 1 minuto hasta 4.4 minutos. Siendo importante ya que podria verse
afectada la cuantificacion del analito Antraceno por un interferente (tr=4.4

minutos).

Lo siguiente fue comprobar si el aumento de la cantidad de fase amino (200
mg), mejoraria la eliminacion de interferentes, el cromatograma
correspondiente se presenta en la figura 22, en donde se observa que

practicamente todas las sefiales interferentes son eliminadas y aun mas
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importante permite la cuantificacion de todos nuestros HAP’s sin ningun

inconveniente.

Figura 21.Cromatograma Comparacion de DMFS Chlorella sin fortificar (verde) vs extracto
obtenido después de aplicar limpieza con 100 mg de adsorbente amino (rosa)

Figura 22. Cromatograma. Comparacion de DMFS Chlorella sin fortificar (verde) vs extracto
obtenido después de aplicar limpieza con 200 mg de adsorbente amino (rosa)

Observando estos resultados, se eligi6 como adsorbente de limpieza a la fase
amino porque se observo que existe una relacion directa de la cantidad
utilizada con respecto a la eliminacién de interferentes. Es decir, disminuyen las
senales de las interferencias de mejor forma si se usan 200 mg en lugar de
100 mg. En la figura 23 puede observarse la diferencia en la coloracién del

extracto obtenido para el alga Chlorella después de la DMFS con C18 y el
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extracto después de haber realizado el proceso de “clean up” con 200 mg de

fase amino.

Figura 23. Extracto de alga Chlorella. Imagen de la izquierda obtenida después de la DMFS.
Extracto pasado a través de la fase amino (Derecha)

Por ultimo se realizé la fortificacion del alga Chlorella sp a un nivel de 40 ug/g
para verificar si los analitos podian recuperarse cuantitativamente se realiz6 el
proceso de extraccion con el método de DMFS propuesto para el alga Spirulina

y el “clean up” con fase amino. Los cromatogramas de diferentes extractos se

observan en la figura 24.

Pyr

Figura 24. Cromatograma obtenido de extractos de Chlorella no fortificado, fortificado y
aplicando la limpieza con adsorbente amino (200 mg) a una concentracion de 40 ug/q de
muestra Cantidad de muestra 0.05, cantidad de fase C18 0.2 g. Columna ODS HYPERSYL
Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamano de particula (5 u) C1s fase mévil a un flujo de 1 mL min-"-
composicién constante de 85 % metanol . Longitud de onda 243 nm. Deteccién UV. Secuencia
2 (10.0 mL agua pura, 1.0 mL metanol 40% y 2.0 mL metanol 100%,).
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Donde se puede identificar que los compuestos se recuperan en una buena
proporcién (80-85%) que es muy similar a lo observado en Spirulina, ademas
de que se eliminan de forma notoria algunas de las sefales ajenas a los

compuestos que salen al principio del cromatograma.

5.1.6.2 Deteccion de los HAP’s en los extractos por fluorescencia

La deteccion de fluorescencia es mas selectiva que la deteccion UV, por lo que
los cromatogramas deben de mostrarse mas limpios en este caso, ademas de
que las senales de los HAP’s son mayores debido a los limites de deteccién
mucho mas bajos. Por lo tanto, se realizé6 una prueba para identificar el perfil
cromatografico de la matriz en las muestras fortificadas a un nivel de 0.4 ug/g
(cien veces menos que la concentracion utilizada con el método de deteccion
UV) de nuestra mezcla de HAP’s. A continuacion se presentan En las figuras
25y 26, los cromatogramas correspondientes para el alga Spirulina y el alga
Chilorella.

CEE L

Figura 25. Cromatograma obtenido de extractos de Spirulina fortificado a una
concentracion de 0.4 ug/g de muestra Cantidad de muestra 0.05 g, cantidad de fase
C18 0.2 g. Columna ODS HYPERSYL Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamafio de
particula (5 p) C18 fase movil a un flujo de 1 mL min™* composicion constante de 85 %
metanol . Deteccion UV (negro) y deteccion por fluorescencia (rosa) Aex= 263 Aem=410
nm (Olmos 2013) Orden de elucion 1.Antraceno 2. Pireno 3.B[a]A
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Figura 26. Cromatograma obtenido de extractos de Chlorella fortificado a una concentracion
de 0.4 ug/g de muestra para fluorescencia y 40 ug/g para UV Cantidad de muestra 50 mg,
cantidad de fase C18 200 mg. Columna ODS HYPERSYL Dim. (mm) 150 x 4.6 tamafio de
particula (5 um) Cqs fase movil a un flujo de 1 mL min - composicién constante de 85 %
metanol . Deteccion UV (negro) y deteccion por fluorescencia (rosa) Aex= 263 Aem=410 nm.
Orden de elucién 1.Antraceno 2. Pireno 3.B[a]A.

Al comparar los cromatogramas con las dos diferentes detecciones, se observa
que como se esperaba, en deteccion por UV se presentan muchos picos
adicionales a nuestros analitos a comparacion de los cromatogramas obtenidos
por fluorescencia. Esto debido a que la deteccion es mas selectiva por
fluorescencia, y porque los picos que aparecen en UV probablemente no
presentan grupos fluorescentes que permitan su deteccion. Por lo tanto, no es
necesario aplicar el paso de “clean up” para cuando se usa este este tipo de
deteccion y los limites de deteccidn que reportan para muestras bioldgicas (Gul
et al. 2015; Garcia Londorio et al. 2015; Tfouni et al. 2014) y que oscilan desde
2 ug L' hasta 50 pg L', aunque no se determinaron aqui, son

aproximadamente 100 veces menores.

Algo que es muy importante resaltar es que el uso del detector de fluorescencia
permite inyectar directamente los extractos que se obtienen en DMFS, evitando
el paso de limpieza por EFS con el adsorbente amino, el cual es imprescindible
cuando la deteccién es en UV. La gran respuesta y selectividad del detector de
fluorescencia nos permite alcanzar limites de deteccibn menores que los
obtenidos con el detector UV, ademas de simplificar el procedimiento y
disminuir el consumo de tiempo y recursos. Cabe destacar que en el presente
trabajo se efectud la optimizacion y validacion del método con deteccion UV por

solo contar con tiempo limitado para el uso del detector de fluorescencia.
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5.2 Glifosato

5.2.1Analisis cromatografico y deteccién por CLAR-UV y CLAR-
Fluorescencia

5.2.2 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de deteccidn

La reaccion de derivacion que se realizd tiene las siguientes ventajas a

comparacion de otros métodos reportados:

e Se requiere una menor cantidad de derivatizante, lo cual es conveniente
para tener un menor gasto de reactivo.
e El numero de reactivos utilizados es menor
e Lareaccién se lleva a cabo en un tiempo de 30 minutos debido a que la
reaccidon es de cinética lenta, lo que permite que sea de forma
cuantitativa.
¢ Adicional a esto se pudieron obtener resultados reproducibles.
El inconveniente con este proceso es que la concentracion del reactivo
derivatizante es alta (1000 ppm) para la detecciéon por fluorescencia, lo que
provoca que el detector se sature cuando se realiza alguna inyeccion, por lo
cual es necesario utilizar el éter etilico para realizar dos extracciones con
disolvente (ELL), para quitar el exceso de FMOC e inyectar la fraccién acuosa
con menos exceso de derivatizante para su posterior analisis. Por esta razon,
aqui se describen los ensayos y resultados obtenidos en la derivatizacién al
disminuir la concentracién del FMOC-CI, en un esfuerzo por disminuir el uso de

reactivos e interferentes.

La reaccion de derivacidén se realiz6 a diferentes concentraciones de agente
derivatizante 10, 100 y 1000 ppm. Para todos los ensayos se obtuvo un pico
bien definido para el derivado de glifosato y se descarté la concentracion de 10
ppm de FMOC-CI debido a que la respuesta del detector disminuyd a
comparacion de las otras dos concentraciones estudiadas. Se observa en la

tabla 22 los valores correspondientes de las areas obtenidas para glifosato.

5.2.3 Condiciones oOptimas para deteccién UV.
En el anexo 1 se muestran los valores obtenidos con ayuda del detector UV,
asi como el espectro y la longitud de maxima absorcién que corresponde a un

valor de 215 nm.
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Tabla 22. Concentraciones probadas de FMOC-CI en la derivacion del glifosato a
concentraciéon de 100 pg/L (n=3)

Concentracién Area promedio % C.V
FMOC —ClI (fluorescencia)
(ppm)
10
540.23 15.51
100 1093.15 8.08
1000 1469.85 4.76

Para el caso de 100 y 1000 ppm la diferencia de areas no fue notable, por lo
que se eligié la de 100 ppm, ademas de que su coeficiente de variacién no es
muy alto. Sin embargo el reducir la concentracién no fue suficiente para impedir
que el detector se saturara con el exceso de reactivo derivatizante, fue
necesario incluir por lo menos un solo paso de extraccion con éter dietilico. De

esta manera se pudo disminuir 10 veces el gasto de reactivo derivatizante.

5.2.4 Establecimiento de las condiciones cromatograficas para el analisis
del derivado de Glifosato

Se estudid el comportamiento de retencién del derivado del glifosato por
cromatografia de reparto en fase inversa a diferentes proporciones de metanol

y agua en la fase movil.

En la tabla 23 se muestran los parametros de retencién obtenidos del derivado
del glifosato y en la figura 27 la grafica del log k' en funcién del % MeOH en la

fase movil.

Tabla 23. Parametros de retencion para el compuesto glifosato

% MeOH t

El valor de t, utilizado es 1.46 min.
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Figura 27. Variaciéon del factor del log del factor de retencion (k’) del derivado del
glifosato en funcion del porcentaje de metanol en la fase moévil columna ODS
HYPERSYL Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamafio de particula (5 u) Css . Flujo 1
mL.min’

Si se observa la figura 27 y se toma en cuenta que el valor del logaritmo k' de
este compuesto tiene un valor negativo, se evidencia que se trata de un
compuesto muy polar, lo que implica que no sea favorable su retencion en la
columna C18 (adsorbente apolar). La diferencia tan grande en polaridades
entre el glifosato comparada con las de los HAP’s estudiados previamente,
define que las estrategias para su extraccion sean también muy diferentes

entre estos dos tipos de compuestos.

Sin embargo, si se considera que la formacion de sus derivados
correspondientes afade grupos cromoforos a su estructura y disminuye el
caracter polar del analito original, permite que mejore su retenciéon en una
columna de fase reversa asi como sus caracteristicas de deteccion, logrando
una mayor precision y exactitud en su analisis y entonces, si la derivatizacion
se efectua después de la extraccion, se puede retener en la columna analitica
C18 como derivado con fase movil con una composicion de 85% MeOH y 15 %

agua.
5.2.5 Validacion del sistema cromatografico CLAR-UV

5.2.5.1 Linealidad del sistema CLAR-UV
En la figura 29 se observa el cromatograma que se obtuvo después de haber
realizado el proceso de derivacion de una alicuota de 1.0 mL de una solucion
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estandar de glifosato a una concentracion de 10 mg L ', donde se puede

identificar que el derivado del glifosato tiene un tr=3.2 min.

Figura 28. Cromatograma obtenido de la derivacion de una disolucion estandar de
glifosato a una concentracion de 10 ug /mL. Columna ODS HYPERSYL
Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamario de particula (5 u) C1s fase mévil a un flujo de 1
mL min™ composicién constante de 20 % metanol y 80 % agua pH= 6.4 . Deteccion
Uv 1=215nm

En la figura 29 se muestra la curva de calibracién para el compuesto en el
intervalo elegido. Los coeficientes de determinacion (r?) obtenidos para ambos
compuestos fueron mayores a 0.99 lo que nos indica que la respuesta del

detector UV con respecto a la concentracién del analito es lineal.

Figura 29. Linealidad del derivado del glifosato en deteccion por UV
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La precision del sistema CLAR-UV se evalud con los ensayos de repetibilidad
y reproducibilidad. Para los ensayos de repetibilidad se obtuvo un % CV de

2.70 y reproducibilidad 15.05 % para el compuesto glifosato.

5.2.5.2 Limite de deteccién y cuantificacion

El limite de deteccion experimental determinado para este sistema se
encuentra a un nivel de 0.1 mg L' para el derivado del glifosato, se observaba
la sefal, pero ya no era posible su integracion y cuantificacion, el limite de

cuantificacién tedrico corresponde a 0.69 mg L.
5.2.6 Validacion del sistema CLAR-DF

5.2.6.1 Linealidad del sistema

En la figura 30 se muestra las curvas de calibracién el compuesto de interés
en el intervalo elegido. Los coeficientes de determinacion (r?) obtenidos para
ambos compuestos fueron mayores a 0.99 lo que nos indica que la respuesta

del detector de fluorescencia con respecto a la concentracion del analito es

lineal.
Linealidad Glifosato
16000.00
14000.00 -
12000.00
o 10000.00 /
©  8000.00 y=13.663x - 437.05
g / R?=0.9922
S 6000.00
<
4000.00
2000.00 *
0.00 rQ/ : : : : : :
-2000.00 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (pg/L)

Figura 30. Linealidad del compuesto derivado del glifosato en detecciéon por
fluorescencia
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La precision del sistema CLAE-DF se evalud con los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad. Para los ensayos de repetibilidad se obtuvo un % CV de 3.8 y

reproducibilidad 4.89 % para el compuesto glifosato.

5.2.6.2 Limite de deteccion y cuantificaciéon
El limite de deteccion experimental determinado para este sistema se
encuentra a un nivel de 5 ug L™ para el analito glifosato. Los valores restantes

para este sistema pueden observarse en la tabla 24.

Tabla 24 .Limites de deteccién y cuantificacion

Compuesto | L.D.E (ug/L) | L.C.E (ug/L) *L.D.T(ug/L) *L.C.T (ug/L)

Glifosato 5.0 16.5 8.56 28.24

*Estimado con el estadistico establecido por la IUPAC. L.D.E= limite de deteccion
experimental. L.C.E= limite de cuantificacion experimental. L.D.T= limite de deteccién
tedrico. L.C.T= limite de cuantificacion tedrico.

5.2.7 Establecimiento de las condiciones 6ptimas para la extracciéon por
DMFS

5.2.7.1 DMFS de glifosato en fase amino

A continuacion se muestran los resultados para los ensayos de DMFS en fase
amino fortificada con soluciones estandar del glifosato. La optimizacién de la
metodologia de extraccién se efectud con el analisis por CLAR-UV por solo

contar con tiempo limitado para el uso del detector de fluorescencia.

Asi, a partir de un estandar de 200 mg/L de Glifosato se tom6 una alicuota de
40 uL (equivalente a 8 ug del compuesto) para fortificar 500 mg de la fase
amino, ademas se anadieron 60 uyL de HNO3 1 mol/L y se dej6 reposar por un
periodo de aproximadamente una hora. Posterior a este tiempo se mezcl6 de
forma homogénea con ayuda de un mortero de agata y se empacé en un
cartucho. Para recuperar al analito se utilizaron 15 mL de buffer de fosfatos

pH=7 C=5 mmol/L. Divididos en fracciones de 2.5 mL cada una.
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Para la preparacion del control se tiene la siguiente concentracién de Glifosato

_ (200 ppm) (40 puL)
B 2500 ul

= 3.2 ppm

5.2.7.2 Lavado con agua

Se hicieron ensayos de DMFS con 250 y 500 mg de adsorbente amino; se
paso agua por el cartucho de extracciéon con el objeto de verificar si algo del
soluto se fugaba en esta condicion; no se observd la sefal del analito al
analizar estas fracciones, concluyendo que el agua no es capaz de eluir al
glifosato en las condiciones probadas, pero si podria eluir algunas

interferencias muy polares.

5.2.7.3 Elucion de glifosato con buffer de fosfatos (pH=7, C=5 mmol/L)

Al cartucho de DMFS-NH2 que contiene retenido el analito glifosato (solucion
estandar) se le paso buffer de fosfatos (pH=7, C=5 mmol/L) para poder eluirlo
y recuperarlo. Para esto se realizé un fraccionamiento de 6 volumenes de 2.5
mL, para verificar el volumen de buffer necesario para eluir el compuesto
Glifosato casi en su totalidad. Se realizé la prueba, para dos cantidades
distintas de adsorbente amino para determinar si existia alguna diferencia
considerable en el porcentaje de recuperacion después de haber realizado la
elucion en el cartucho correspondiente. Obteniéndose los resultados

reportados en la Tabla 25:

Tabla 25. Elucién del compuesto glifosato con 6 fracciones de 2.5 mL de buffer de
fosfatos pH=7; C= 5mmol/L

Fraccion | Volumen V acumulado 500 mg fase amino 250 mg fase amino
de fraccion
{ bufter s‘;'e %R %R %R %R
acumula acumula
do do
1 2.5 25 3 3 1 1
2 25 5 5 8 1 2
3 2.5 7.5 8 16 1 3
4 25 10 27 44 14 16
5 2.5 12.5 70 114 50 66
6 25 15 4 118 23 89
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Se observa que la mayor parte del soluto se recupera a partir de la cuarta
fracciéon (10 mL acumulado) y que requerimos un volumen cercano a 15 mL

para lograr una elucion cuantitativa del analito.

Figura 31. Comparacién de la elucién del glifosato por DMFS utilizando 250 y 500 mg
de fase amino y elucién con buffer fosfato pH=7

5.2.8 Retencion en el intercambiador SAX-CI

En el intercambiador SAX en su forma ClI, el glifosato puede retenerse debido
que a ese valor de pH=7 en el buffer de fosfatos, que es donde se encuentra
después de haberse realizado la DMFS, la especie predominante contiene dos
cargas negativas lo que favorece a que pueda desplazar a los aniones cloruro y
retenerse en el intercambiador. Se considera que el mecanismo implicado en la
retencion del glifosato es del tipo intercambio i6nico, donde el glifosato es
retenido con una mayor facilidad que los aniones fosfato provenientes del
buffer.

Por lo tanto, el extracto que se obtuvo después de la dispersion en el cartucho
de fase amino, se pas6é a través de un cartucho de SAX-CI| previamente
acondicionado, para retener al analito, pero también para eliminacion de picos
interferentes que no se retienen en el intercambiador. La apariencia de este
extracto proveniente de una muestra de Spirulina puede observarse en la figura
32.
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Figura 32.Extractos obtenidos para alga Spirulina. Izquierda: directamente después de
la DMFS y derecha: después de DMFS mas el SAX-C/

5.2.8.1 Evaluacion del proceso de EFS con intercambiador SAX-CI

La recuperacion del cartucho de SAX-Cl, se realizd con ayuda de una
disolucién de HNO3 0.01mol/L en 4 fracciones de 5 mL cada una. Se observé
que la mayor recuperaciéon a partir de la tercera fraccién (15.0 mL), sin
embargo se eligio utilizar el volumen de 20.0 mL debido a que en la ultima
fraccion aun se puede recuperar una cantidad considerable del compuesto
Glifosato. Se obtiene un valor global promedio de R=70 % con un %CV de 17%

(n=3) en la suma de todas las fracciones.

Tabla 26. Elucién del compuesto glifosato en el intercambiador SAX con HNO3; 0.01
mol/L

V fracciéon (mL) V acumulado( mL) % R % R
acumulado

5.0 5.0 8 11 8 8 11 8

5.0 10.0 23 | 13 | 31 | 31 | 24 | 39

5.0 15 46 | 32 | 11 77 | 56 | 49

5.0 20 8 16 3 85 | 72 | 53

En las figuras 33 y 34 se presentan los cromatogramas CLAR-UV
correspondientes a Chlorella y Spirulina realizando la DMFS solo y la DMFS-
EFS con el intercambiador de aniones. Se observa que aun cuando se tiene
una deteccion UV no selectiva a diferencia de la deteccién por fluorescencia,
los cromatogramas no presentan interferencias en el tiempo de retencion del
glifosato dado lo selectivo del clean up.

101

——
| —



Figura 33.Cromatograma donde se realiza la comparacién de extracto de alga
Chlorella (nivel de fortificacion 0.4 ug/g) después de la DMFS con adsorbente amino
(verde), el extracto DMFS (rojo) y el extracto DMFS-SAX (naranja).Columna ODS
HYPERSYL Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamario de particula (5 u) C1s fase movil a
un flujo de 1 mL min™- composicién constante de 20 % metanol y 80 % agua pH= 6.4 .
Deteccion UV 1=215 nm

Figura 34. Cromatograma donde se realiza la comparacion del blanco de matriz (azul),
extracto de alga Spirulina después de la DMFS con adsorbente amino (rojo) y el
extracto final después de DMFS-SAX (verde). Columna  ODS HYPERSYL
Dimensiones. (mm) 150 x 4.6 tamano de particula (5 um) C1s fase movil a un flujo de
1 mL min™" composicién constante de 20 % metanol y 80 % agua pH= 6.4 . Deteccion
UV 4=215nm
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Se observa en ambos casos que se encuentran sefales interferentes pero no
afectan al GLY Ademas de que cuando se realiza el “clean up” por EFS con el
intercambiador, algunas sefales disminuyen su tamafno, sin embargo no es un
cambio considerable. Adicional a esto se fuga un porcentaje de nuestro
compuesto en el paso del extracto de DMFS al cartucho del intercambiador. Se
tiene un valor %R de 78.3 % con un %CV de 2.65% (n=3)

5.2.9 Validaciéon del método de extraccién por DMFS-SAX-CLAR-UV para
Glifosato en microalga Spirulina.

Con los ensayos de extraccion Glifosato por DMFS con muestra de Spirulina
se puede observar que la curva de concentraciéon fortificada vs area de la
Figura 35, presenta buena linealidad para el compuesto ya que el coeficiente

de determinacién es mayor a 0.99.

Linealidad Glifosato en Spirulina
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Figura 35. Curva de la concentracion vs respuesta obtenida para Glifosato, en un
intervalo de concentraciones 1-10 mg/L. Muestra alga Spirulina

El limite de deteccion experimental obtenido corresponde a 0.5 mg/L mientras
que el limite de cuantificacion tedrico tiene un valor fue de 1.80 mg/L. Para la
metodologia de DMFS se evalud la repetibilidad y reproducibilidad como
medidas de precision. La repetibilidad y reproducibilidad fueron evaluadas a un
nivel de fortificacion de 0.4 ug/g de muestra Spirulina, el % CV obtenido para
un triplicado en un mismo dia fue de 2.65 % vy en tres diferentes fue de 4.26
%. Estos resultados nos indican que se tiene una buena repetibilidad y

reproducibilidad del método.
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El intervalo de concentraciones a las que se fortificod el alga Spirulina presentd
un comportamiento lineal con r> mayor a 0.99 después de haber realizado toda
la metodologia completa el porcentaje de recuperaciéon global de Ila
metodologia corresponde solo a un 45.47 %, la curva de linealidad del método
(cantidad adicionada vs cantidad recuperada) correspondiente se observa en la

figura 36.

Linealidad del método
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1.5

Mg recuperados
[EnY

0.5 / y=04547x+0.0561

0 T T T T T T - RZ = 0:9916

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
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Figura 36. Cantidad de Glifosato recuperado en funcién de la cantidad de Glifosato
adicionada la muestra de alga Spirulina

5.2.9.1 Ensayo deteccion por fluorescencia

Se realizaron pruebas para ver el perfil cromatografico del extracto DMFS-SAX
por deteccidon en fluorescencia, para esto se obtuvo un extracto de Glifosato
con las condiciones 6ptimas y fortificado a concentraciones 100 veces menor a
las que se manejaron en UV. En la figuras 37 y 38 se tienen los cromatogramas
correspondientes a los extractos de Spirulina y Chlorella, donde se tiene
integrado el blanco correspondiente a la matriz sin fortificar, el cromatograma
del extracto obtenido después del proceso de DMFS en el cartucho de la fase
amino y por ultimo el perfil cromatografico del extracto después de haber

utilizado el intercambiador SAX para la secuencia de limpieza.
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Derivado Glifosato + Interferente

Figura 37.Cromatograma obtenido de extractos de Spirulina fortificado a una concentracion de
10 ng/mL compuesto glifosato Columna ODS HYPERSYL Dimensiones. (mm) 150 x 4.6
tamario de particula (5 u) C1s fase mévil a un flujo de 1 mL min-'- composicién constante de 20
% metanol y 80% agua pH=6.4. Deteccién por fluorescencia Aex= 256 Aem=318 nm Blanco
(azul), extracto después de DMFS con adsorbente amino (rojo) y extracto después de usar el
SAX (negro)

Derivado Glifosato + interferente

Figura 38.Cromatograma obtenido de extractos de Chlorella fortificado a una concentracion de
10 ng/mL compuesto glifosato Columna ODS HYPERSYL Dim. (mm) 150 x 4.6 tamafio de
particula (5 y) Cqs fase mévil a un flujo de 1 mL min-'- composicién constante de 20 % metanol
y80% agua pH=6.4. Deteccion por fluorescencia Aex= 256 Aem=318 nm Blanco (azul), extracto
después de DMFS con adsorbente amino (rojo) y extracto después de usar el SAX (negro)

En ambos casos se observa una sefal interferente en la matriz que no permite
la cuantificacién de nuestro analito (tr =3.9 min), inclusive después de aplicar la

secuencia de limpieza correspondiente.
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Por lo tanto el derivado del glifosato en estas matrices se puede analizar con
deteccion UV, Spirulina y Chlorella sin la presencia de interferentes. Con
fluorescencia, la deteccion del derivado se ve afectada por el exceso de
reactivo y subproductos de reaccion que son fluorescentes aparecen en el
cromatograma con picos importantes. Asi, que aun con la alta selectividad de
esta deteccion y mas bajos limites de deteccion que se pueden obtener, se
tienen problemas de integracion en concentraciones mas bajas del analito. En
este caso, a nivel del grado de interferentes a la deteccién que contiene el
extracto, es mas ventajosa usar la deteccion UV, aunque los limites de
deteccién sean mas altos, se podria pensar en efectuar la concentracion del

extracto para usar el detector UV.
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5.3. Comparacion de las dos estrategias de extracciéon y analisis para los
compuestos estudiados

Los compuestos estudiados en el presente trabajo se pueden considerar como
pertenecientes a dos grupos diferentes por sus polaridades: Por un lado estan
los HAP’s considerados como compuestos hidréfobos (poco polares) y por otro
lado esta el Glifosato considerado como un compuesto muy polar. La diferencia
tan grande en polaridades entre el glifosato comparada con las de los HAP’s,
define que las estrategias para su extraccion y analisis sean también muy
diferentes entre estos dos tipos de compuestos.

Debido a que los HAP’s son compuestos no polares, para su retencion se usan
sistemas de extraccion por fase reversa, aplicando al cartucho disolventes
polares (agua y metanol) de fuerza eluente creciente, primero los de fuerza
débil con menores porcentajes de disolvente organico, para quitar los
interferentes de la muestra, y finalmente de fuerza eluente mayor para
recuperar los analitos. En el caso de los HAP’s para realizar el paso adicional
de la limpieza (clean up), se utilizd, por el contrario, un adsorbente polar como
la fase amino, en donde el compuesto no se retiene, pero si sus interferencias.

Por otro lado, para el caso del glifosato que tiene naturaleza muy polar y
zwiteridnica con propiedades acido base muy marcadas por cambios del pH,
hace que se haya podido extraer en un adsorbente polar, la silice con grupos
enlazados amino, y también que fuera factible el uso de intercambiadores
idnicos para su retencion selectiva en la limpieza del extracto por EFS.
Ademas, dado que este compuesto no exhibe absorbancia significativa en la
region UV/Vis y tampoco presenta fluorescencia es necesario llevar a cabo
reacciones de derivacién con compuestos croméforos (Thompson, 1989) o
fluoréforos (como el FMOC, utilizado en este trabajo) para su deteccion.

A diferencia de lo que se realizé con los HAP’s en el “clean-up”, en el caso del
glifosato aprovechando sus propiedades quimicas se buscé que este se
retuviera en el intercambiador para su posterior elucién y recuperacion.

La comparacion del analisis de los extractos con deteccion UV y de
fluorescencia evidencié los mas bajos limites de deteccidon que se obtienen
con la detecciéon por fluorescencia. Sin embargo, no siempre esta alta
sensibilidad es ventajosa ya que en los extractos del glifosato se encontraron
interferentes muy importantes que no permitieron la detecciéon del compuesto.
La derivatizacion requiri6 de concentraciones muy altas del reactivo
derivatizante y esto conllevo a que también se detectara el exceso de reactivo
o se derivatizaran impurezas.

107

——
| —



VI. CONCLUSIONES

La metodologia para el caso de los HAP’s se validé en el intervalo de
concentraciones 10-140 pg/g, dando como valores de precision expresado en
términos de C.V menores al 10%, ademas de un buen coeficiente de
determinacion entre las variables con valores de r? 20.99; mientras que los
porcentajes de recuperacidon se encuentran en un intervalo de 78-82 % para los
tres HAP’s estudiados. En relacion con el limite de cuantificacion se obtuvieron
valores de 5.6 ug/g. Para el caso del glifosato la metodologia se validd en el
intervalo de concentraciones 0.4-4 pg/g, dando como valores de precision
expresado en términos de C.V menores al 10%, ademas de un coeficiente de
determinaciéon con un valor r?> 20.99; mientras que el porcentaje de
recuperacion obtenido fue de 45.47% .

Se desarrollaron dos métodos analiticos para dos tipos de compuestos
diferentes por un lado compuestos no polares (HAP’s) y por otro lado el
compuesto polar Glifosato en microalgas en tabletas utilizadas como
suplementos alimenticios. Con esta contribucién, se evidencié claramente que
las propiedades fisicoquimicas de los analitos son las que determinan
fundamentalmente la estrategia a seguir para la determinacién analitica. Las
caracteristicas de la matriz manejada también tiene su importancia en el
desarrollo de los métodos, especialmente en definir como se optimiza la
limpieza de interferencias.

Los protocolos completos de extraccion y analisis fueron muy diferentes entre
estos dos tipos de compuestos estudiados aqui (diferenciados por sus
polaridades), demostrando claramente que cada problema analitico es
particular y no existe una “receta de cocina” comun para resolverlo.

Sin embargo, si se pueden hacer algunas generalizaciones para el manejo de
fases estacionarias tanto a nivel de la extraccion como del analisis, como por
ejemplo que la naturaleza del adsorbente de extraccidon o fase estacionaria de
separacion cromatografica debe de ser similar al analito para tener afinidad y
por lo tanto lograr su retencion. La naturaleza del adsorbente de limpieza en la
extraccién puede ser afin a los analitos para retenerlos mientras que no para
sus interferencias, o lo contrario, para dejarlos pasar mientras se retienen los
interferentes. Por otra parte, la seleccion de fuerza de los eluentes también es
importante en la extraccion en fase solida y en dispersién de matriz en fase
solida, desde el punto de vista que debe de ser débil cuando no se quiere fugar
a los compuestos de interés, pero si otros compuestos de la matriz; debe de
ser fuerte, cuando lo que queremos es recuperar a los analitos en un extracto
concentrado.

En fin, lo anterior muestra que existen infinidad de combinaciones para lograr el
desarrollo apropiado de métodos enfocados al analisis de trazas en muestras
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complejas, como lo son las biologicas, de nuestro caso particular las vegetales.
También, muestra las ventajas del uso de adsorbentes para la miniaturizacion
de métodos. Finalmente, muestra las analogias existentes entre los procesos
de extraccion con adsorbentes y la cromatografia de liquidos.
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ANEXO |
Eleccién de condiciones de deteccion por UV y fluorescencia para el derivado
del compuesto Glifosato

Respuesta de Glifosato a diferentes longitudes de onda. (Detecciéon UV)

A (nm) | Area (mv-s)

215 493.299
220 251.224
230 68.471
240 72.791
250 169.106
260 264.160

270 272.750

280 144.474
290 73.693
300 74.505
310 2.985
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Longitud de onda | Abs
250 0.013
254 0.011
258 0.008
262 0.007
266 0.006
270 0.01
274 0.009
278 0.013
282 0.017
286 0.053
290 0.06
294 0.1
298 0.147
302 0.191
306 0.234
310 0.262
314 0.263
318 0.261
322 0.232
326 0.196
330 0.164
334 0.132
338 0.105
342 0.082
346 0.062
350 0.048
354 0.039

——
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Longitud Abs
de onda

200 0.086
204 0.097
208 0.096
212 0.095
216 0.061
220 0.078
224 0.088
228 0.081
232 0.093
236 0.103
240 0.124
244 0.162
248 0.185
252 0.212
256 0.228
260 0.22
264 0.214
268 0.185
272 0.145
276 0.122
280 0.091
284 0.07
288 0.057
292 0.049
296 0.039
300 0.032
304 0.024

——
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ANEXO Il

utilizados en este trabajo

Antraceno

Espectros de absorcién UV de los tres hidrocarburos aromaticos policiclicos

1.50

1,404
1,304
1204
1104
1004
0 804
2804
2 om0
0804
950
2,40
2,30

0.204

0104 -

0,004

2B
2000




2392

2712

\

3333

220.00 240.00

Benzo(a)antraceno
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