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RESUMEN

Q.C.B. Daniela Judith Padilla Alonso Fecha de Graduacion: Diciembre, 2014
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Titulo de Tesis: ~ ESTUDIO DE LIQUIDOS IONICOS COMO SOLVENTES
DE EXTRACCION EN EL ANALISIS DE GLIFOSATO EN
AGUA

Numero de paginas: 124 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con Orientacién en
Quimica Biomédica

Area de Estudio: Quimica Biomédica

Propédsito y Método del Estudio: El glifosato es un herbicida téxico cuyo uso se ha incrementado
en los Ultimos afos. Entre las caracteristicas del glifosato destacan la falta de grupos
cromoéforos y su alta hidrofilicidad. Los métodos de analisis para los compuestos
hidrofilicos resultan largos y complejos, debido a su dificil recuperacién con técnicas de
extraccion utilizando solventes organicos convencionales, por lo que el uso de liquidos
idnicos resulta ser una buena alternativa para el analisis de este tipo de compuestos en
técnicas de microoextraccion en fase liquida. En el presente estudio se desarrollé una
metodologia para el analisis de glifosato y su principal metabolito, el acido
aminometilfosfénico, en agua. Se desarrolld6 un método cromatografico para la
determinacion de los dos analitos en presencia de liquidos ionicos. Para el
establecimiento del método de microextraccion liquido-liquido dispersiva con liquidos
idnicos asistida por temperatura (T-IL-DLLME), se realiz6 la seleccion del liquido idnico y
se optimizaron las variables que afectan la eficiencia de este proceso. Por ultimo se
evalué la aplicabilidad del método desarrollado en muestras de agua.

Contribuciones y Conclusiones: El método cromatografico empleando una columna de fase
inversa C1s y deteccion de fluorescencia, resultd ser lineal, preciso y exacto para el
analisis de glifosato y AMPA en presencia del LI DMIM-BF4. El método de IL-TC-DLLME
desarrollado para el analisis de glifosato y AMPA en agua, presenté un buen desempefio
ademas de preconcentrar hasta 5 veces los analitos, lo cual resulta importante
considerando las bajas concentraciones de los analitos en las muestras reales. El método
de microextraccion propuesto es simple y eficiente en el analisis de muestras. Teniendo
como limite de deteccion para el glifosato de 0.27 y para el AMPA de 0.22 ug/L. El limite
de cuantificacion fue de 0.82 ug/L para el glifosato y de 0.67 ng/L para el AMPA. Se
demostré que los liquidos iénicos pueden desempefiarse como solventes de extraccion
para glifosato y AMPA en métodos de TC-DLLME por lo que pueden considerarse como
una buena alternativa a los solventes organicos convencionales.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Glifosato

Un plaguicida se define como aquella sustancia o mezcla de sustancias que se
destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten
enfermedades humanas y de animales, las especies no deseadas que causen
perjuicio o que interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, asi como

las que interfieran con el bienestar del hombre y de los animales [1].

Los herbicidas, son un tipo de plaguicidas utilizados en el control y manejo de
malezas. Estos constituyen un grupo importante de plaguicidas de uso agricola
que afo con afno aumentan su volumen de uso, ya que sustituyen las labores

mecanicas y manuales en el campo [1].



El glifosato es un herbicida que ha sido comercializado desde 1973 por la
empresa Monsanto, se considera no selectivo debido a que inhibe una enzima
presente en todas las plantas, la 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintetasa.
Esta enzima participa en la produccion de aminoacidos aromaticos que son
esenciales para el crecimiento de la planta [2]. El glifosato es un herbicida
sistémico y de accion foliar que ingresa a la planta a través de las hojas para
después migrar a otras partes del tejido vegetal, gracias a su bajo peso
molecular y a su alta solubilidad en agua. Su uso, esta autorizado para el
control post-emergente de malezas tanto en el area agricola asi como
residencial, ademas de ser utilizado en el control de cultivos ilicitos de cocaina y

amapola [2-3].

Cuando el glifosato es aplicado sobre la planta diana, es metabolizado y una
pequefia fraccion sin transformar llega al suelo, donde es degradado por los
microorganismos presentes a su principal metabolito, el acido
aminometilfosfénico (AMPA). Otra fraccidn del glifosato aplicado se deposita
directamente en el suelo, donde también es degradado por los microorganismos
y aunque, tiene poca movilidad, puede ser absorbido por otras plantas
afectando su crecimiento, o bien pasar hacia aguas profundas mediante

lixiviacion [4].

La principal via de contaminacion de aguas superficiales es la escorrentia; al
igual que en suelos, en el agua el glifosato es degradado principalmente a

AMPA por los microorganismos acuaticos. La vida media del glifosato en agua



va de 35 a 63 dias, estableciéndose una media de 49 dias, esto depende de la

mineralogia y del pH del medio [4].

El glifosato es un acido débil organico, formado por una molécula de glicina y
una de fosfonometilo, su principal metabolito, AMPA, es producto de la ruptura
del enlace C-N. Las estructuras quimicas de glifosato y de AMPA se presentan

en la figura 1 y sus principales propiedades fisicoquimicas se muestran en la

tabla I.
a) b)
0 0
| ) |
HO—P/\H HO—P/\NHQ
\ o |
OH OH

Figura 1. Estructura quimica de a) glifosato y b) AMPA.



Tabla I. Propiedades fisicoquimicas del glifosato y AMPA.

Glifosato AMPA
Foérmula molecular CsHgNOsP CHgNOsP
Nombre I[UPAC N-(fosfonometil)glicina Acido aminometilfosfonico
Peso molecular 169.07 g/mol 111.04 g/mol
pKa 0.8,2.3,6.0y11.0 0.9,56y10.2
log Pow -3.2 -2.76

Como puede verse en la tabla |, el glifosato y el AMPA tienen varios grupos
ionizables, por lo que la especie predominante depende del valor de pH del
medio en que se encuentren. Los coeficientes de particion octanol/agua (log
Pow) de ambos analitos tienen valores negativos, lo cual indica que tienen
mayor afinidad por el agua, esto nos da una idea de lo altamente hidrofilicos
que son [5]. Esta afinidad por el agua sugiere que el glifosato y el AMPA

pueden encontrarse tanto en agua superficial como en agua profunda.

Los organismos reguladores consideran al glifosato como un herbicida de
toxicidad moderada, ya que actua contra una enzima que se encuentra
exclusivamente en plantas y esta ausente en mamiferos, aves, anfibios, entre
otros seres vivos [6-7]. De acuerdo a datos de la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) la exposicién crénica al glifosato a

través del agua ocasiona dano renal y tiene efectos en la reproduccion,
4




mientras que aun no cuentan con evidencia suficiente para ser clasificado como
cancerigeno [8]. Sin embargo, existen numerosos reportes en los cuales los
investigadores han realizado estudios in vitro e in vivo donde se ha encontrado
que el glifosato actua como disruptor endddrino y produce dafio en el ADN,

entre otros efectos adversos relacionados con la induccioén de cancer [9-12].

En México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), a través de la Comision Intersecretarial para el Control del
Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toéxicas
(CICOPLAFEST), autoriza el uso de glifosato en acciones agricolas y
residenciales, catalogandolo como un plaguicida ligeramente toxico. La ingesta
diaria admisible establecida para este plaguicida en nuestro pais es de 0.3

mg/kg [1].

El aumento en la utilizacién de plaguicidas y el consecuente dafno al medio
ambiente y a la salud, ha llevado a los organismos nacionales e internacionales
a regular los niveles de estos compuestos tanto en alimentos como en agua
[13]. En Estados Unidos, la EPA establecié una concentracién de 0.7 mg/L
como nivel maximo para el glifosato en agua [8]. La Comunidad Europea no
regula compuestos especificos y en su directiva 98/83/CE establece como
concentracion maxima admisible para cada plaguicida individual en agua un

valor de 0.1 pg/L, mientras que el valor maximo permitido para el total de

plaguicidas es 0.5 ug/L [14].



El glifosato es uno de los herbicidas mas ampliamente utilizados a nivel
mundial, en Estados Unidos la EPA reporté que en el 2003 se utilizaron de 58 a
60 mil toneladas, para el 2005 esta cifra aumentd a 72 mil toneladas
alcanzando en el 2007 un uso de 81 a 84 mil toneladas. Es importante resaltar,
que desde el 2001 este plaguicida ocupa el primer lugar en el ranking de los
plaguicidas de uso agricola mas utilizados en los Estados Unidos [15], por lo
que su presencia en el medio ambiente y los dafios a la salud ocasionados por

la exposicion a este han despertado gran interés de estudio [3, 7].

1.2 Métodos de anélisis para glifosato

El incremento en el uso del glifosato a nivel mundial, asi como el
descubrimiento de efectos negativos a la salud provocados por la exposicion
cronica a éste, ha impulsado un aumento en el desarrollo de metodologias para

el analisis de glifosato en aguas, suelos y alimentos.

Sin embargo, los métodos disponibles hasta el momento para su analisis han
presentado numerosas desventajas, entre las que se encuentran las bajas
recuperaciones, la necesidad de multiples pasos y el uso de solventes tdxicos

[16-19].



Las dificultades en el desarrollo de una metodologia para el analisis de glifosato
se deben principalmente a su caracter altamente hidrofilico. Debido a esto, es
dificil recuperar al glifosato por técnicas de extraccidon empleando solventes
organicos de uso comun, ademas su retencién en las técnicas cromatograficas
resulta dificil en las fases estacionarias normalmente empleadas. Por otra parte,
la ausencia de grupos cromoforos hace que sea necesario realizar una
derivatizacion previa para obtener productos que presenten absorcion en

alguna técnica espectroscopica como UV-VIS o la fluorescencia (FD) [20].

Entre los métodos de extraccion utilizados para el analisis de glifosato y AMPA
se encuentran la extraccion liquido-liquido (LLE) [3], la extraccion en fase soélida
(SPE) [16], asi como el uso de técnicas que utilizan membranas liquidas [17] y
resinas de intercambio idnico [18-19], principalmente aplicados a glifosato y
AMPA en muestras de agua y suelo. Entre sus desventajas se encuentra que
requieren una cantidad elevada de muestra. La extraccién utilizando resinas de
intercambio idnico es la que ha presentado mejores resultados, sin embargo el
procedimiento es largo, complicado e involucra el uso de un numero elevado de

reactivos [18-19].

Dentro de estas metodologias, debido al caracter ionico del glifosato y del
AMPA, predomina el uso de la cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC), sin embargo existen reportes de la utilizacion de la cromatografia de

gases (CG) [3] y de la electroforesis capilar [21-22].



Para el analisis de glifosato por HPLC se emplean principalmente columnas de
fase inversa, aunque también han sido utilizadas la fase normal y recientemente
la cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC) [6, 20, 23, 24]. Tanto para
la cromatografia de fase inversa como para la de fase normal es necesario
realizar la derivatizacion de los analitos aun utilizando la espectrometria de
masas (MS) como sistema de deteccion, esto debido a la pobre retencién del
analito en estas fases estacionarias [16]. Ademas las columnas de fase normal
presentan baja estabilidad y un estrecho rango de pH de trabajo [23]. En el caso
de HILIC, hay autores que proponen analizar el glifosato sin derivatizacion
previa, siempre y cuando se cuente con un sistema cromatografico acoplado a

la espectrometria de masas [25-26].

Como se menciond anteriormente, la carencia de grupos cromoforos en el
glifosato y en el AMPA, hace necesario realizar una derivatizacion para su
detecciéon. Para el analisis por HPLC empleando un detector de fluorescencia
se han utilizado principalmente el o-ftalaldehido (OPA), en derivatizaciones
post-columna y el 9-fluoroenilmetil cloroformato (FMOC-CI), para
derivatizaciones pre-columna, mientras que para la deteccion por
espectroscopia de UV-VIS se emplean reactivos como el 4-cloro-3,5-

dinitrobenzotrifluoruro, aunque su aplicacion es mas limitada [20].

El FMOC-CI reacciona con aminas primarias y secundarias en medio alcalino
(pH 9-9.5) formando los derivados fluorescente a través de una sustitucion
nucleofilica aromatica (Figura 2). Dado que el FMOC-CI es insoluble en agua y

soluble en solventes organicos como el acetonitrilo, es necesario incluir en el
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medio de reaccion un porcentaje de acetonitrilo que en general va de un 10

hasta un 50% [19].

OH

H/\ a %J
T4 G20 QQQ

Glifosato FMOC-CI

FMOC-Glifosato

Figura 2. Reaccion de derivatizacion de glifosato con FMOC-CI

Ademas del pH del medio y la solubilizacién del reactivo FMOC-CI, los
parametros que afectan principalmente el rendimiento de la reaccion, son la

temperatura y el tiempo de reaccion [19, 23].

En la tabla Il se presenta un resumen de algunos métodos descritos por

organismos oficiales para el analisis para el glifosato en agua.

Es importante mencionar que muchas de las dificultades que se presentan en el
analisis de glifosato son comunes para todos los compuestos hidrofilicos, por lo
que el desarrollo de nuevos métodos de extracciéon y de analisis es de gran
interés dentro de la Quimica Analitica, destacando el empleo de liquidos iénicos

en el analisis de este tipo de compuestos [27-31].



Tabla Il. Resumen de métodos oficiales de analisis de glifosato en agua.

Método Derivatizacion Tratamiento Técnica Condiciones LOD | Referencia
Reactivo de la muestra (ug/L)
Columna:
EPA Post-columa Filtracion HPLC-FD Aminex 6 [32]
547 OPA Fase Movil:
Fosfato diacido de
potasio y Metanol
Columna:
AOAC Post-columa Evaporacion HPLC-FD Intercambio catiénico 0.5 [33]
991.08 OPA Fase Movil:
Fosfato diacido de
potasio y Metanol
Columna Cys
uU.S. Precolumna SPE HPLC-MS Fase Movil: 0.084 [34]
Geological FMOC Acetato de amonio y
Survey Acetonitrilo
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1.3 Liquidos ionicos

Los liquidos ionicos (LIs) son sales organicas que se encuentran en estado
liquido a temperatura ambiente. Resultan de la combinacion de cationes
organicos y aniones tanto organicos como inorganicos. Estos compuestos son
liquidos ya que al estar formados por iones muy asimétricos y de gran tamano,
las fuerzas atractivas cation-anién son muy débiles y por lo tanto se requiere de

poca energia para separarlos, transformandolos al estado liquido [35].

Entre las propiedades fisicoquimicas de los LIs destacan:

e Baja presion de vapor

e Mayor densidad que el agua

e Mayor viscosidad que los solventes comunmente empleados

e Temperatura de fusion en el rango de -90 a 200 °C

e Elevada estabilidad térmica

Es por ello que los LIs han sido utilizados como electrolitos, lubricantes, fluidos
de transferencia de calor, dispersantes, tensoactivos, medios de reaccion,
aditivos en cromatografia de liquidos, fases estacionarias y solventes de
extraccion, ademas de ser considerados como solventes verdes debido a su
baja volatilidad [36].
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Tomando en cuenta que se dispone de un gran numero de cationes y de
aniones para la formacién de un LI, se cree que es posible elegir la combinacion
mas apropiada que se adapte a las exigencias de una determinada aplicacion,
por lo que han sido considerados como solventes de disefio. Se ha estimado
que puede haber alrededor de 10" LIs que estan potencialmente disponibles

para diferentes aplicaciones [37].

El catién es el principal responsable del comportamiento quimico, mientras que
el anién, aporta la mayor parte de las propiedades fisicas. Las propiedades
fisicoquimicas resultan de la combinacion de las propiedades tanto del cation
como del anion, por lo que los LIs pueden ser acidos, basicos, hidrofilicos, e
hidrofébicos. En general, el anidén es usado para controlar la miscibilidad del LI
en agua, mientras que el cation puede influir en la hidrofobicidad o en la

habilidad del solvente de formar puentes de hidrogeno [37].

Los LIs empleados comunmente en la Quimica Analitica estan formados por
cationes organicos que incluyen grupos imidazolio, fosfonio, pirrolidonio,
piridinio 0 amonio cuaternario. Mientras que los aniones son hexafluorofosfato,
tetrafluoroborato, alquilsulfato, alquilsulfonato, nitrato, acetato,
trifluorometansulfonato, bis(trifluorometilsulfonil)imida, cloruro o bromuro.
Siendo, los LlIs del tipo imidazolio los mas utilizados, esto debido a que muchas
de sus propiedades tales como: punto de fusion, viscosidad y solubilidad,
pueden ser ajustables modificando la longitud de la cadena alquilica del anillo
imidazolio y del contranién. En la tabla Ill se muestran algunos de los Lls

usados en este campo y algunas de sus propiedades [38].

12



Tabla Ill. Propiedades de algunos liquidos iénicos.

1-butil-3-metilpiridinio

Catioén Anion Liquido ionico Punto de | Densidad
fusion (g/mL)
(°C)
(\/cm [BF,4] Tetrafluoroborato de -75 1.19
@ 1-butil-3-metilimidazolio
“cH, [CF3SO5] Trifluorometansulfonato de 1- 16.4 1.29
butil-3-metilimidazolio
N [PFs] Hexafluorofosfato de -61 1.30
ﬂ_Nh 1-hexil-3-metilimidazolio
o [BF4] Tetrafluoroborato de -82.4 1.16
1-hexil-3-metilimidazolio
[PFe] Hexafluorofosfato de -40 1.22
(A 1-octil-3-metilimidazolio
@& [BF4] Tetrafluoroborato de -79 1.1
) 1-octil-3-metilimidazolio
[(CF3S03),N] | bis(trifluorometilsulfonil)imida de NR 1.32
1-octil-3-metilimidazolio
. [CIT Cloruro de -70.15 0.895
M%’““”‘“ trinexil(tetradecil)fosfonio
”“@ [Br] Bromuro de -43.15 NR
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Debido al auge de la Quimica Verde, el uso de solventes de ultima generacion
como los LIs se ha incrementado y estos compuestos han sido usados como
nuevos solventes de extraccion y separacion de diferentes analitos. Estos
procedimientos combinados con una adecuada instrumentacion analitica han
sido aplicados a un diverso numero de compuestos tanto organicos como

inorganicos [37-38].

La aplicacién de los Lls como solventes de extraccion en la preparacion de la
muestra para compuestos organicos, se debe principalmente a su capacidad de
solubilizar especies organicas y su inmiscibilidad en agua. Esta caracteristica
los hace particularmente atractivos para el aislamiento y preconcentracién de
los analitos en soluciones acuosas, por lo que se consideran una valiosa
alternativa frente al uso de solventes organico volatiles que se emplean

principalmente en los procesos de extraccion en fase liquida [37].

Debido a la baja afinidad de los compuestos hidrofilicos por los solventes
organicos convencionales, es que se ha propuesto el uso de los Lls para la
extraccidn y el analisis de este tipo de compuestos. Aunque existen pocos
reportes al respecto, los Lls han sido utilizados en el analisis de farmacos

hidrofilicos, acrilamida, cafeina, entre otros [27-31].
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1.4 Microextraccion liquido-liquido dispersiva

Uno de los objetivos de la Quimica Analitica moderna es la miniaturizacion,
simplificacion y automatizacion del proceso analitico. La introduccion de las
técnicas de microextraccion en fase liquida (LPME) ha contribuido

notablemente al cumplimiento de este objetivo.

Las LPME se basan en la clasica extraccion liquido-liquido (LLE) que busca
reducir el volumen tanto de la muestra como del solvente de extraccion,
logrando la pre concentracion de los analitos, asi como altos valores de
recuperacion con unos pocos microlitros de solvente. La reduccion del volumen
de solvente y de muestra conlleva a una disminuciéon en la generacién de
residuos, por lo que esta técnica, dependiendo del solvente con el que se
trabaje, puede ser considerada dentro de la quimica verde por ser amigable con
el ambiente y con el analista. Ademas la LPME puede ser compatible con la
Cromatografia de Liquidos, Cromatografia de Gases y la Electroforesis Capilar

[39].

Entre las multiples variantes que se han propuesto para la LPME, se encuentra
la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME). Esta técnica emplea un
sistema ternario de solventes, donde uno de los solvente se introduce para
favorecer la dispersion del solvente organico extractante en la matriz acuosa, lo

que permite mejorar la eficiencia en la extraccion [40].
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En la figura 3 se muestra un esquema del procedimiento para llevar a cabo una

DLLME convencional, ésta se realiza inyectando rapidamente de una mezcla

del solvente extractante y el solvente dispersante en la muestra; de esta

manera se forma una nube de dispersién debida a la cosolvencia del solvente

dispersante con las otras dos fases. En este tipo de procesos, el equilibrio de

distribucion se alcanza inmediatamente debido a la extensa area de contacto

entre las gotas del solvente extractante y la muestra. Para recuperar la fase

extractante que contiene los analitos, la mezcla se centrifuga [40].

Para la dispersion del solvente extractante en la matriz de la muestra, se ha

propuesto sustituir al solvente dispersante por la agitacién por ultrasonido y el

uso de temperatura [41].

=

Solvente extractante
+

[ Solvente dispersante

Formacién de la
- nube de dispersién

Recuperacién

de la fase
Agitacion extractante

Centrifugacién

Anilisis

Figura 3. Procedimiento general de una DLLME
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En la busqueda por incrementar la eficiencia de extraccion de los analitos en la
DLLME, se han desarrollado diferentes variantes, como por ejemplo, la DLLME
asistida por vortex y la DLLME asistida por microondas, entre otras. Ademas, se

han empleados nuevos solventes de extraccién como los Llis [42].

Entre las ventajas de la DLLME destacan, su rapidez, simplicidad y eficiencia,
ademas del consumo insignificante de solvente y los altos factores de
enriquecimiento. Los cortos tiempos de extraccion se deben a la rapidez con la
que se alcanza el estado de equilibrio, mientras que los factores de
enriquecimiento obtenidos son el resultado de la alta relacion de volumen entre
la fase donante (fase acuosa) y el aceptor (solvente de extraccion). Debido a
estas ventajas la DLLME ha sido ampliamente utilizada para la extraccion y
preconcentracion de plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policilcicos, fenoles,
acidos grasos, antioxidantes, farmacos, iones metédlicos, entre otros

compuestos en diferentes tipos de muestras [40-45].

Para aumentar la eficiencia de la extraccion es necesario estudiar los
parametros experimentales que afectan el desempeno de la DLLME, entre los
que se encuentran la eleccion del solvente de extraccion, la seleccion del
solvente dispersante, el volumen del solvente extractante y del solvente
dispersante, asi como la proporcion entre estos para formar la mejor nube de

dispersion, la adicion de sales y el pH de la fase acuosa [43, 45].
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Como todas las técnicas, la DLLME presenta ciertas limitantes, siendo las
principales las relacionadas al solvente de extraccidon y al solvente de
dispersion. El solvente de extraccion debe tener una buena capacidad de
extraccion de los analitos en estudio, ser inmiscible con el agua pero mas denso
que ella. Por su parte, el solvente de dispersion, debe ser miscible con el
solvente extractante y con la fase acuosa. Por esta razon, la seleccion del
solvente de extraccion y dispersion se convierte en la parte mas restrictiva del
desarrollo de un método debido al bajo numero de solventes organicos que
cumplen con estos requerimientos, siendo en su mayoria solventes toxicos

como los clorados [40, 45].

Como se menciond anteriormente, en los ultimos afos se ha buscado
reemplazar los solventes organicos convencionales, siendo los Lls una
importante alternativa. Basandose en la diversidad de combinaciones de
cationes y aniones disponibles, los liquidos idnicos pueden ser adaptados
estructuralmente para ser hidrofébicos o hidrofilicos, asi como miscibles o
inmiscibles con el solvente dispersante. Ademas la mayoria de ellos tienen
mayor densidad que el agua, lo que facilita la separacion de las fases, mientras
que su baja presion de vapor favorece la formacidn de microgotas mas
estables. Por ultimo, su buena capacidad de extraccion para los compuestos
organicos e inorganicos, los hace candidatos ideales y potenciales como
solventes de extraccion para reemplazar a los solventes toxicos utilizados
regularmente en la DLLME. La DLLME en la que se emplean Lls es

denominada como IL-DLLME [46-47].
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Los LIs han sido usados como solventes de extraccion en diversas modalidades
de la DLLME, por ejemplo la IL-DLLME asistida por temperatura (TC-IL-
DLLME), la IL-DLLME asistida por ultrasonido (UA-IL-DLLME), la IL-DLLME
asistida por microondas (MA-IL-DLLME) y la IL-DLLME in situ en donde un LI
hidrofilico es convertido a hidrofébico agregando un reactivo de intercambio

anionico [42, 45, 48].

Entre las aplicaciones de la IL-DLLME se encuentran el analisis de iones
metalicos, pesticidas, farmacos y otros contaminantes organicos en agua,

alimentos, orina e incluso en cosméticos, como se muestra en la tabla IV.
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Tabla IV. Aplicaciones de la IL-DLLME.

Analitos Matriz Andlisis FE %R LOD Referencia
(ng/L)
Zinc Leche Espectroscopia de 71 99-101 0.22 [49]
Absorcién Atémica
Antiinflamatorios Orina HPLC 73.7-84.6 99.6-107 8.3-32 [50]
no esteroideos
Triclosan y Agua HPLC NR 88-111 0.04-0.58 [51]
tiocarbamato
Pesticidas érgano- Agua HPLC 200 99.9-117.6 0.1-5 [52]
fosforados
Fenoles Cosmético Electroforesis 18-60 81.6-119.4 5-100 [53]
S capilar
Hidrocarburos Agua HPLC 315-346 | 90.3-103.8 0.00003- [54]
aromaticos 0.002
policiclicos
Piretroides Miel HPLC 506-515 101.2-103 0.21-0.38 [55]

NR = No reportado
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1.3.1 Microextraccion liquida-liquida dispersiva con liquidos idnicos

asistida por temperatura (TC-IL-DLLME)

La TC-IL-DLLME a diferencia de la IL-DLLME, utiliza un sistema binario de
solventes ya que no se requiere un solvente dispersante como en la IL-DLLME
convencional. Tal como se observa en la figura 4, la mezcla de la muestra y el
LI, es sometida a calentamiento para miscibilizar el solvente extractante con la
matriz de la muestra. Posteriormente la mezcla se somete a un enfriamiento
brusco para formar una nube de dispersion formada por microgotas, lo que
resulta en un area de contacto muy grande entre el solvente extractante y el
analito, posteriormente es necesario centrifugar para recuperar la fase

extractante [48].

Calentamiento Enfriamiento Centrifugacion :
Mezcla de solvente Formacion de la .
extractante y fase acuosa nube de dispersion Recuperacion de la

fase extractante

Figura 4. Esquema del procedimiento general de la TC-IL-DLLME.
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En el caso de la TC-IL-DLLME, la eficiencia de la extraccién depende del
volumen de LI, la temperatura de calentamiento, la temperatura de enfriamiento
(la cual es considerada como el tiempo de extraccion) y el tiempo y temperatura

de centrifugacion.

Algunas aplicaciones de los LIs como solventes de extraccion en la TC-DLLME
se muestran en la tabla V, éstas incluyen el analisis de piretroides, vanadio,
triclosan y otros plaguicidas en agua, obteniendo buenos porcentajes de
recuperacion, asi como altos valores de preconcentracion [48]. Sin embargo, no
hay reportes de la aplicacion de esta técnica empleando LIs como solventes de

extraccion en el analisis de glifosato.
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Tabla V. Aplicaciones de la TC-IL-DLLME

Analito Matriz Analisis FE %R LOD Referencia
(ng/L)
Antraquinonas Ruibarbo HPLC-UV 174-213 | 95.2-108.5 0.5-2.2 [56]
DDT Agua HPLC-UV 50 87.4-110 0.24 [57]
Pesticidas Agua HPLC-UV 50 88.2-103.6 0.17-0.29 [58]
organofosforados
Piroxicam Plasma/Orina | Espectrofluorometria NR 95.5-104 0.046 [59]
Piretroides Agua HPLC-UV NR 76.7-135.6 0.28-0.6 [60]
Hidrocarburos Agua HPLC-UV NR 83.5-118 0.0005-0.88 [61]
aromaticos policilcicos
Carbamatos Agua HPLC-UV- NR 82.6-108 0.45-1.4 [62]
di(2-etilhexil)ftalato Orina HPLC-UV 115 80.4-112.5 0.96 [63]
Bifenilos policlorinados 'y | Agua/Orina HPLC-UV 278-342 81-127 0.1-04 [64]
éteres de difenilos
polibrominados
Aminas aromaticas Agua HPLC-UV NR 86.3-98.9 0.39-0.63 [65]
Esteres de ftalatos y Agua HPLC-UV NR 85.5-102.5 0.23-0.47 [66]
piretroides
Clorobencenos Agua HPLC-UV 187-298 91-109 0.05-0.1 [67]
Filtros UV Agua HPLC-UV 240-350 88-116 0.2-5 [68]

NR = No Reportado
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Siendo el glifosato un herbicida téxico cuyo uso se ha incrementado en los
ultimos afos a nivel mundial, resulta necesario monitorear su presencia en

agua.

Por su caracter hidrofilico los métodos de analisis existentes resultan largos,
complejos y costosos, involucrando el uso de solventes organico volatiles que

comprometen el bienestar del analista y del medio ambiente.

Tomando en cuenta las propiedades como disolventes verdes de los liquidos
idnicos y su amplia aplicacién en técnicas de microextraccién, es posible pensar

que estos compuestos pueden ser de utilidad en el analisis de glifosato.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el uso de los liquidos i6nicos como solventes de extraccion para el
analisis de glifosato y de su principal metabolito, el acido aminometilfosfénico

(AMPA), en agua.
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3.2 Objetivos Especificos

. Implementar un método para el analisis de glifosato y AMPA por

cromatografia de liquidos.

. Desarrollar un método de microextraccion liquido-liquido dispersiva
asistida por temperatura con liquidos i6nicos (IL-TC-DLLME) para el

analisis de glifosato y AMPA.

. Evaluar la aplicabilidad del método en el analisis de muestras de agua.
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CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Equipo, material y reactivos

4.1.1 Equipo

e Balanza Semianalitica (AND, GX-200).

e Bafio con temperatura controlada (Haake C1).

e Bano de Ultrasonido (Branson, Bransonic3510).

e Bomba de vacio (Modelo SAS5NXGTE-4870).

e Centrifuga con control de temperatura (ThermoScientific, IEC Centra
CL3).

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion Waters Alliance 2695,
equipado con desgasificador en linea, bomba cuaternaria,
automuestreador, horno de columna y detector de fluorescencia.

e Crondémetro.
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e Incubadora (DAIGGER, Combi-SVI2DX).

e Plataforma de agitacion (VWR International, Nutating mixer).
e Potenciometro (Hach, SensION pH).

e Sistema purificador de agua (Elga, PureLab UHQII).

e Vortex (Barnstead International, Thermolyne 37600).

4.1.2 Materiales

e Columna Atlantis dC+s (2.1 x 150 mm, 3 um; Waters).

e Columna Kinetex HILIC (4.6 x 50 mm, 2.6 um; Phenomenex).

e Columna Zorbax Eclipse XDB Cg (4.6 x 100 mm, 3.5um; Agilent).

o Espatulas.

e Frascos para reservorios de fase movil de 500 mL (Schott Duran).
e Filtros de Nylon de 13 mm, 0.2 um (Millex, Millipore).

e Filtros de Nylon de 33 mm, 0.45 um (Millex, Millipore).

e Gradilla para tubos de ensayo.

¢ Insertos cénicos de vidrio de 300 uL, con resorte al fondo (Agilent).
e Jeringas desechables de 1 mL (NormJect).

e Matraces de aforacion de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 mL (Pyrex).
e Membranas de Nylon de 47 mm, 0.45 um (Millipore).

e Microjeringas de 10, 25, 100 y 500 uL (Hamilton).

e Papel filtro #2 (Whatman).
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Pipetas Automaticas de 20-200 y 200-1000 uL (Eppendorf).

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 5, 10 y 15 mL.

Pinzas de tres dedos.

Pinzas para termémetro.

Probetas de 100 y 250 mL (Kimax).

Puntillas para pipeta automatica (VWR).

Sistema de filtracion (Millipore).

Soporte universal.

Termometro -20 a 110 °C (Brannan).

Tubos conicos de 5 mL con tapa de rosca (Kimble Chase).

Tubos de polipropileno de 1.5 mL (Eppendorf).

Viales de vidrio de 2 mL con tapa de rosca y septa de PTFE/Silicon

(Agilent).

Viales de vidrio de 3 mL con tapa de rosca (Wheaton).
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4.1.3 Reactivos

4.1.3.1 Estandares

Glifosato, Pestanal, Fluka.

Acido aminometilfosfénico, 99 %, Aldrich.

4.1.3.2 Liquidos ionicos

Bis(trifluorometilsulfonil)imida de trietilsulfonio, 99 %, lolitec.
Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio, 99 %, lolitec.
Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, >98 %, lolitec.

Triflato de 1-hexil-3-metilimidazolio, 99 %, lolitec.

4.1.3.3 Solventes y otros reactivos

9-fluoroenilmetilcloroformato (FMOC-OH), > 99 %, Fluka.
Acetato de amonio, = 99 %, Fluka.

Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker.

Acido acético, = 99.8 %, Fluka.

Acido bérico, = 99.5 %, Sigma Aldrich.

Acido clorhidrico, 36.5-38 %, J.T. Baker.

Acido férmico, ACS Reagent 88 al 91 %, Fluka.

Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey.
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Cloruro de metileno, Chromasolv.

Acido etilendiaminotetraacético, sal disodica, 99-101 %, Productos
Quimicos Monterrey.

Formiato de amonio, = 99 %, Fluka.

Hidréxido de amonio, 28-30 %, ACS Reagent, Sigma Aldrich.
Hidroxido de sodio, 298 %, Fluka.

Tetraborato de sodio, 99 %, Sigma Aldrich.

4.1.3.4 Muestras

Agua de grifo, Facultad de Medicina, UANL, Monterrey, Nuevo Ledn.

Agua de pozo, Montemorelos, Nuevo Leon.
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4.2 Preparacion de soluciones

4.2.1 Solucion 1 mg/mL de glifosato y AMPA

Se pesaron 10 mg de glifosato y 10 mg de AMPA y se disolvieron en 10 mL de

agua desionizada. Esta solucion se almacend a 4°C por 3 meses.

4.2.2 Solucion 1 mg/mL de 9-fluoroenilmetilcloroformato

Se pesaron 10 mg de 9-fluoroenilmetilcloroformato y se disolvieron en 10 mL de

acetonitrilo grado HPLC. La solucién se almacendé a 4°C y en la obscuridad.

4.2.3 Buffer de boratos 50 mM, pH 9.5

Se prepararon 25 mL de un buffer de boratos 50 mM, pesando 0.163 g de

tetraborato de sodio y 0.028 g de &acido bdrico. Se disolvieron en agua

desionizada a 50°C y se conservo a 4°C.
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4.3 Metodologia

4.3.1 Implementacion del método cromatogréfico

Para implementar el método cromatografico empleado en el andlisis de glifosato
y AMPA en presencia de liquidos iénicos, se utilizé un cromatografo de liquidos
Waters Alliance 2695 equipado con bomba cuaternaria, desgasificador en linea,

automuestreador, horno de columna y con detector de fluorescencia.

4.3.1.1 Optimizacion de las condiciones de separacion

cromatografica
Para optimizar las condiciones del sistema cromatografico se emplearon
soluciones acuosas del estandar de glifosato y AMPA a una concentraciéon de
500 pg/L, las cuales antes de ser analizadas fueron derivatizadas con el
reactivo FMOC-CI de acuerdo al método establecido por Hanke [16].
Brevemente, una alicuota del estandar de glifosato y AMPA fue llevado a pH
aproximado de 9 adicionando buffer de boratos (50 mM, pH de 9.5) y se dejo
reaccionar por dos horas a temperatura ambiente con el reactivo derivatizante

FMOC-CI.
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Las condiciones de partida utilizadas utilizando una columna Cg, fueron las
establecidas por el Departamento de Estudios Geoldgicos de los Estados

Unidos [34] y se muestran en la tabla VI.

Tabla VI. Condiciones de partida del método por cromatografia de fase inversa

para el analisis de glifosato y AMPA.

Columna Zorbax XDB Cg (4.6x100 mm, 3.5 um)
Fase movil A: Acetato de amonio (5 mM, pH 9)
B: Acetonitrilo
Tiempo %B
0 5
8.5 17
18.5 60
22.5 100
Flujo 0.5 mL/min
Temperatura de columna 35°C
Volumen de inyeccion 5uL
Deteccién por Fluorescencia Aexc =260 nm Aem =310 nm

Debido a los resultados obtenidos, para la cromatografia de fase inversa
utilizando la columna Cg no se realizaron ajustes en ninguno de los otros
parametros del método cromatografico de partida.

Para el modo HILIC las condiciones iniciales se muestran en la tabla VII.
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Tabla VII. Condiciones de partida del método cromatografico para el analisis de

glifosato y AMPA empleando HILIC.

Columna Kinetex HILIC (4.6x50 mm, 2.6 um)

Fase movil A: Acetato de amonio 100 mM pH 7

B: Acetonitrilo

15:85 (A:B)
Flujo 1 mL/min
Temperatura de columna 40°C
Volumen de inyeccion 5 uL
Deteccidén por Fluorescencia Aexc =260 nm Aem =310 nm

Debido a los resultados obtenidos con las condiciones iniciales, fue necesario
realizar la optimizacion de las condiciones de separacion. Para lo cual,
primeramente se evalud el efecto del pH de la fase acuosa evaluando valores
de pH de 3, 5, 6 y 7. También se optimiz6 la fuerza idnica de la fase acuosa,
para lo cual se utilizd acetato de amonio a una concentracién de 100, 250 y 500
mM. En cuanto a la proporcion de la fase acuosa en la fase movil, se probaron
un 10, 15 y 20%. La temperatura de la columna fue probada a 35 y 40°C,
mientras que el flujo fue modificado a 1 y 1.2 mL/min.

Por ultimo, en la evaluacién de la columna de fase inversa Atlantis dC18, se
siguieron las condiciones de partida descritas por Kruve [24], las cuales se

muestran en la tabla VIII.
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Tabla VIII. Condiciones de partida del método cromatografico para el analisis de

glifosato y AMPA utilizando una columna de fase inversa de tecnologia Aqua.

Columna Atlantis dC4g (4.6x150 mm, 3.5 pm)
Fase Movil A: Formiato de amonio (5 mM, pH 3)
B: Acetonitrilo
Gradiente Tiempo %B
0 20
23.4 41.6
32.4 41.6
43.6 100
54.9 100
61.6 20
90 20
Flujo 0.2 mL/min
Temperatura de columna 40°C
Deteccidn por Fluorescencia Aexc =260 nm  Aem =310 Nnm

Utilizando las condiciones iniciales no se obtuvieron buenos resultados por lo
que se optimizd la composicion de la fase mévil utilizando un 35, 38 y 40% de
solvente organico (acetonitrilo). También se probaron diferentes temperaturas

de la columna, 40 y 45°C. Por ultimo se evalud el flujo a 0.2 y 0.3 mL/min.
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Utilizando la columna Atlantis dCg se obtuvieron los mejores resultados por lo
que se evalué el comportamiento del LI seleccionado en el sistema
cromatografico, para lo cual se adicionaron 10, 15, 20 y 25 uL de LI en la

solucion de los analitos.

4.3.1.2 Optimizacién de la derivatizacién con 9-fluoroenilmetil

cloroformato
Con el fin de mejorar la sefial cromatografica, una vez establecidas las
condiciones de separacidon se optimizaron los factores que afectan la eficiencia
de la derivatizacion con FMOC-CI.
Como se mencion6 anteriormente, el procedimiento de derivatizacién empleado
fue el propuesto por Hanke [16], haciendo una adaptacion a microescala con el
fin de disminuir los costos y la generacidén de residuos. Para la derivatizacion,
una alicuota de 800 uL de un estandar de glifosato y AMPA a una
concentracion de 500 ug/L se llevé a un pH aproximado de 9 agregando 100 pL
del buffer de boratos (50 mM, pH 9.5). Se agregaron 100 uL de la solucion
FMOC-CI (1 mg/mL), se agité en vortex y se dejo reaccionar por 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se
agregaron 10 uL de acido férmico al 90% para detener la reaccion. La solucion
obtenida fue filtrada utilizando filtros de nylon de 0.2 um y para retirar el exceso

de reactivo derivatizante y otros productos formados durante la reaccion, se
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realizd una extraccion con 500 ulL de diclorometano HPLC. Se recuper?é la fase
acuosa, la cual fue llevada al HPLC para su analisis.

Las variables incluidas en la optimizacién de la derivatizacion fueron: la
temperatura de reaccion, el tiempo de reaccion, agitaciéon en ultrasonido y el
contenido de acetonitrilo en la solucion. Para obtener las condiciones 6ptimas
se modificé una variable y el resto de las condiciones se mantuvieron fijas. El
analisis de los datos se llevo acaba mediante un analisis de varianza (ANOVA)
de un solo factor utilizando el programa Microsoft Excel 2010.

Los valores estudiados para cada uno de los parametros optimizados fueron los
siguientes: el contenido de acetonitrilo, 10, 20 y 30%, tipo de agitacion por
ultrasonido, temperatura de reaccion a temperatura ambiente, 30 y 40°C vy

tiempo de reaccioén, de 20, 40 y 60 minutos.

4.3.1.3 Validacién del método cromatogréfico.
Una vez establecido el método cromatografico, se realizé la validacion teniendo
como base la guia de la Eurachem [69]. Los parametros evaluados fueron
linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion.
Para la validacion del método se utilizaron soluciones preparadas en fase movil
y adicionadas con liquido iénico, a partir de los derivados de glifosato y AMPA

en un rango de concentracion de 22 a 360 pug/L.
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4.3.1.3.1 Linealidad. Para evaluar la linealidad se construy6é una curva
de calibracion por estandar externo utilizando 5 niveles de concentracion de los
derivados de glifosato y AMPA (22.5, 45, 90, 180 y 360 ug/L), los cuales fueron
preparados por triplicado. Con los resultados obtenidos se realizé un analisis de
regresion lineal, obteniendo la ecuacién de la recta. También se calcularon los
factores de respuesta (FR) (Ecuacion 1) y se obtuvo el porcentaje de desviacion
estandar relativa (% DER) de los mismos (Ecuacion 2). Por ultimo, se evaluaron
el coeficiente de correlacion y de determinacion. El analisis de los datos se

realizd con el programa Microsoft Excel 2010.

Area de la sefial

Ecuacion 1 FR = — -
Concentracién del estandar

Ecuacion 2 % DER = %x 100

Donde s es la desviacion estandar y x la media de los datos.

4.3.1.3.2 Exactitud. Se evalu6é a través de un analisis de correlacion
entre la concentracion calculada para los estandares de calibracion y su
concentracion real. Con estos datos se realizé el analisis de regresion y se
evaluaron el valor de la pendiente de la recta, el coeficiente de correlacion y el
coeficiente de determinacion. Para obtener la concentracion calculada se utilizd

la ecuacion de la recta obtenida para la curva de calibracion.
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4.3.1.3.3 Precision. Se estableci6 analizando soluciones de los
derivados de glifosato y AMPA a tres niveles de concentraciéon (22.5, 90 y 360
ug/L). Cada solucién fue analizada por triplicado con el método establecido y se
calculd el porcentaje de desviacidn estandar relativa para cada nivel de

concentracion utilizando la ecuacion 2.

4.3.1.3.4 Limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ). Los
limites de deteccion y de cuantificacion del método cromatografico, se
calcularon utilizando la pendiente de la recta (m) obtenida para la curva de
calibracion y la desviacion estandar (s) de la sefal del blanco de reactivos,

(Ecuaciones 3 y 4).

Ecuacion 3 Lop = 3%
m
Ecuacion 4 LOQ = %
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4.3.2 Seleccion del liquido i6nico

Los LlIs estudiados en este trabajo fueron:
e Dbis(trifluorometilsulfonil)imida de trietilsulfonio
e hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio
¢ tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio

e triflato de 1-hexil-3-metilimidazolio.

Para realizar la seleccién del LI se probaron dos tipos de calentamiento:
1. Calentamiento de la mezcla de la fase acuosa-LI en incubadora.
2. Calentamiento de la fase acuosa en bafio de agua y posterior inyeccion

del LI.

La seleccidn se realiz6 considerando la miscibilidad con el agua, la temperatura
de miscibilizacion, la formacién de nube de dispersién en frio y el volumen de LI

recuperado.

4.3.2.1 Método con calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LlI
Cinco mililitros de agua desionizada se colocaron en tubos coénicos y se
afadieron 75 puL del LI. Los tubos se colocaron en una plataforma de agitacion y
se calentaron en incubadora por 20 minutos. Después de ese tiempo se evalud

la miscibilidad de las fases. Posteriormente, los tubos se enfriaron en bafo de
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hielo por 15 minutos y se analizé la formacion de la nube de dispersién.
Finalmente, los tubos fueron centrifugados a 3500 rpm por 15 minutos a 25°C y
el LI fue recuperado. Las temperaturas de calentamiento evaluadas fueron 40,

50 y 60°C.

4.3.2.2 Método con calentamiento de la fase acuosa
Tubos conicos conteniendo 5 mL de agua desionizada se calentaron en bafo
de agua por 20 minutos. Después del periodo de calentamiento, se agregaron
75 uL de LI y se evalud la miscibilidad de las fases. Posteriormente, los tubos
con la mezcla se enfriaron en bafio de hielo por 15 minutos y se analizo la
formacion de la nube de dispersion. Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a
25°C a 3500 rpm y se recuperd el LI. Las temperaturas de calentamiento

evaluadas fueron 40, 50 y 60°C.
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4.3.3 Optimizacién de la microextraccion liquido-liquido dispersiva con

liguidos i6nicos asistida por temperatura

Una vez seleccionado el LI y la temperatura de miscibilizacion, se optimizaron
las condiciones para llevar a cabo la TC-IL-DLLME, las variables incluidas

fueron:

tiempo de calentamiento.

tiempo de enfriamiento.

volumen de LI.

tiempo de centrifugacion.

Para la optimizacion de cada variable, los experimentos fueron realizados por
triplicado; las areas obtenidas para cada derivado mediante el analisis por
HPLC, se emplearon para realizar el ANOVA de un solo factor utilizando el
programa Microsoft Excel 2010, ademas se obtuvo el porcentaje de desviacion

estandar relativa (% DER) de acuerdo a la ecuacion 2.

4.3.3.1 Optimizacion de la TC-IL-DLLME con calentamiento de la
mezcla de fase acuosa-LlI

En tubos coénicos se colocaron 5 mL de una solucion de los derivados de
glifosato y AMPA a una concentracion de 60 ug/L. Se agrego el LI, los tubos se

colocaron en una placa de agitacion y se calentaron por 20 minutos en la
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incubadora para miscibilizar ambas fases. Posteriormente la mezcla se enfrié
en bano de hielo y se observo la formacion de la nube de dispersion. Por ultimo
se centrifugd la mezcla a 3500 rpm y a 25°C para recuperar el LlI.

Los tiempos de calentamiento evaluados fueron 10, 15 y 20 minutos, mientras
que los tiempos de enfriamiento fueron 5, 10 y 15 minutos. Para encontrar el
volumen de LI 6ptimo se probaron 55, 65y 75 uL. Por ultimo, para seleccionar

el tiempo de centrifugacion, se utilizaron 10, 20 y 30 minutos.

4.3.3.2 Optimizacion de la TC-IL-DLLME con calentamiento de la fase
acuosa
Cinco mililitros de una solucion de los derivados de glifosato y AMPA a una
concentracion de 60 pg/L se colocaron en tubos conicos. Estos tubos se
calentaron por 20 minutos en bafio de agua. Después de ese periodo el LI se
inyectd. La mezcla se enfrié en bafo de hielo y se observo la formacién de la
nube de dispersion. Por ultimo se centrifugd la mezcla a 3500 rpm y a 25°C
para recuperar el LI.
Los tiempos de calentamiento evaluados fueron 10, 15 y 20 min, mientras que
los tiempos de enfriamiento fueron 5, 10 y 15 min. Para evaluar el volumen de
LI se probaron 55, 65 y 75 ulL. Por ultimo, para seleccionar el tiempo de

centrifugacion, se utilizaron 10, 20 y 30 minutos.
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4.3.4 Evaluacion de la TC-IL-DLLME

Los procedimientos de TC-IL-DLLME desarrollados se evaluaron calculando
exactitud, precision y factor de enriquecimiento. Para la evaluacion se utilizaron
soluciones de los derivados FMOC-glifosato y FMOC-AMPA a una
concentracion de 25.9 y 26.4 ug/L respectivamente, preparadas en agua
desionizada, se realizé la extraccion y se cuantificd la concentracion de los
analitos extraidos.

El factor de enriquecimiento (FE) se calculé mediante la Ecuacion 5, en donde
Cu corresponde a la concentracion del analito obtenida en el LI recuperado y Cy

a la concentracion inicial del analito.

Ecuacion 5 FE = 4

La exactitud se evalud a través del porcentaje de recuperacién (% R) utilizando
la ecuacion 6, comparando la cantidad de analito en la fase extractante y la

cantidad del mismo en la muestra inicial.

Cantidad de analito en la fase extractante

Ecuacion 6 %R = ( ) x 100

Cantidad de analito en la muestra inicial

Para evaluar la precision de los métodos de TC-IL-DLLME desarrollados se

realizaron las extracciones de los derivados de glifosato y AMPA por triplicado.
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Con la concentracién de los analitos extraidos se calculd el porcentaje de
desviacion estandar relativa (% DER) utilizando la ecuacion 2.

Ademas se construy6 una curva de calibracion de la extraccién, mediante el
analisis por triplicado de soluciones estandar de los derivados de glifosato y
AMPA a cinco niveles de concentracion, dichas concentraciones fueron 0.84,
1.68, 3.36, 6.72 y 13.44 ug/L, los cuales fueron sometidos al procedimiento de
extraccion. Con los datos obtenidos se calculé el % DER de los factores de
respuesta y se realizd el analisis de regresion utilizando el programa Microsoft
Excel 2010.

Empleando el valor de la pendiente de la curva de calibracion, se calculé el
limite de deteccién y el limite de cuantificacion de la extraccion, de acuerdo a

las ecuaciones 3 y 4 respectivamente.

4.3.5 Aplicacion de la TC-IL-DLLME a muestras de agua

Para evaluar la aplicabilidad del método desarrollado al analisis de muestras de
agua, se analizaron una muestra de agua de grifo y una muestra de agua de
pozo utilizada para riego de cultivos. A estas muestras se les determiné la
conductividad y el pH, realizado por el Servicio Analitico LASEQA.

Las muestras fueron analizadas sin adicionar y adicionadas con un estandar de
glifosato y AMPA a una concentracion de 32 nug/L empleando el método

propuesto. Todas las muestras, fueron filtradas por gravedad con papel
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Whatman # 2 y con filtros de jeringa de nylon como parte del pretratamiento de
la muestra.

Para contrarrestar el efecto de matriz que produce la clorinacion del agua, asi
como la presencia de metales, fue necesario incluir una etapa mas de
pretratamiento. Se probaron dos procedimientos, uno de ellos consistié en
acidificar la muestra por una hora con acido clorhidrico 6 N, posteriormente se
neutraliz6 con hidréoxido de sodio 6 N e inmediatamente se realizd la
derivatizacion [70]. El otro procedimiento incluyé ademas de la acidificacion de
la muestra por una hora, la adicion de EDTA y posteriormente se realizd la
derivatizacion [16].

Una vez que se establecieron las etapas incluidas en el pretratamiento de la
muestra, se realizé la extraccion de las dos muestras por la TC-IL-DLLME
desarrollada y se llevo al analisis por HPLC. Con las concentraciones obtenidas

se calcularon el % Ry el % DER para glifosato y AMPA.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Implementacion del método cromatogréfico

En esta etapa se optimizaron las condiciones de separacién y de derivatizacion

y el método desarrollado fue validado.

5.1.1 Optimizacién de las condiciones de separacioén cromatografica

En las figuras 5 y 6 se presentan los cromatogramas obtenidos para los

derivados FMOC-Glifosato y FMOC-AMPA utilizando una columna de fase

inversa Cg con las condiciones presentadas en la tabla VI.
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Figura 5. Cromatograma obtenido para FMOC-Glifosato (500 ug/L) con una
columna Cg Fase mévil acetato de amonio (5 mM, pH 9)—acetonitrilo, en

gradiente, 0.5 mL/min, 35°C.

] FMOC-AMPA
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s0.00—

Fliorgscence

Figura 6. Cromatograma obtenido para FMOC-AMPA (500 ug/L) con una
columna Cg Fase mévil acetato de amonio (5 mM, pH 9)—acetonitrilo, en

gradiente, 0.5 mL/min. 35°C.
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Para la columna HILIC, se optimizaron el pH de la fase acuosa, asi como la
fuerza idnica, el porcentaje de fase acuosa y la temperatura de la columna.

Los cromatogramas obtenidos con las condiciones de partida descritas en la
tabla VII, se muestran en la figura 7 para el derivado FMOC-Glifosato y FMOC-

AMPA.

0 <+— FMOC-AMPA
FMOC-Glifosato

] '
4 4
¢ 1]
1 y
i i
| b
H l IR
L L
0

T T I I T I e T T T I T
L1 T 1 1 1 11 L T 11 1 O
[ s

Figura 7. Cromatogramas obtenidos con las condiciones iniciales en modo
HILIC para a) FMOC-Glifosato y b) FMOC-AMPA a 500 ug/L. Columna Kinetex

HILIC, fase mdévil acetato de amonio (100 mM, pH 7)-acetonitrilo 15:85, 1

mL/min, 40°C.

Otra variable estudiada fue la inclusion de un formador de par iénico a la fase

acuosa, CTAB, el cromatograma obtenido para el derivado FMOC-glifosato se

muestra en la figura 8.
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Figura 8. Cromatograma de FMOC-Glifosato (500 ug/L) con formacion de par
ionico en HILIC. Columna Kinetex HILIC, fase mévil acetato de amonio (100 mM,

pH 7) con CTAB 10 mM-Acetonitrilo 15:85, 1 mL/min, 40°C.

En la tabla IX se presentan las condiciones 6ptimas de separacion establecidas

para el modo HILIC y en las figuras 9 y 10 los cromatogramas obtenidos para

los derivados de glifosato y AMPA en estas condiciones.

Tabla IX. Condiciones 6ptimas de separacion en modo HILIC.

Columna Kinetex HILIC (4.6x50 mm, 2.6 um)

Fase movil Acetonitrilo-acetato de amonio

(250 mM, pH 7) 85:15

Flujo 1.2 mL/min
Volumen de inyeccion 5puL
Temperatura de columna 40°C
Deteccion por Fluorescencia Aexc: 260 nm Aem: 310 nm
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Figura 9. Cromatograma obtenido para FMOC-Glifosato (500 ug/L) bajo las

condiciones 6ptimas de separacién en modo HILIC (Tabla 1X).
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Figura 10. Cromatograma obtenido para FMOC-AMPA (500 ug/L) bajo las

condiciones éptimas de separacion en modo HILIC (Tabla IX).
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En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido con el método HILIC para

el derivado FMOC-Glifosato, después de un poco numero de inyecciones.
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Minutes

Figura 11. Cromatograma obtenido en modo HILIC para el FMOC-Glifosato
después de 10 inyecciones. Columna Kinetex HILIC, fase mévil acetato de

amonio (250 mM, pH 7)-acetonitrilo 15:85, 1.2 mL/min, 40°C.

Por ultimo, en la figura 12 se presentan los cromatogramas obtenidos con una

columna Atlantis dC+5 en las condiciones mostradas en la tabla VIII.
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Figura 12. Cromatogramas de a) FMOC-Glifosato y b) FMOC-AMPA obtenidos

con una columna Atlantis dC+g. Fase mévil formiato de amonio (5 mM, pH 3)-

acetonitrilo, en gradiente, 0.3 mL/min, 40°C.

Las condiciones finales de separacion para la columna Atlantis dCqs se

muestran en la tabla X y el cromatograma correspondiente en la figura 13.
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Tabla X. Condiciones finales de separacion utilizando una columna de fase

inversa Atlantis dCs.

Columna Atlatis dC+s (4.6x150 mm, 3 um)
Fase movil A: Formiato de amonio (5 mM pH
3)
B: Acetonitrilo
Flujo 0.3 mL/min
Gradiente Tiempo (min) %ACN
0 30
5.8 38
13.8 38
13.9 100
24 100
25 30
45 30
Temperatura de columna 45°C
Volumen de Liquido I6nico 20 puL

Deteccidén por Fluorescencia

Aexc: 260 Nnm A gm: 310 Nnm
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Figura 13. Cromatograma de FMOC-Glifosato y FMOC-AMPA adicionados con
20 uL de DMIM-BF4, bajo las condiciones finales de separacién en columna de
fase inversa Atlantis dC+g. Fase mévil formiato de amonio (5 mM, pH 3)-

acetonitrilo, elucién en gradiente, 0.3 mL/min, 45°C.

Este método cromatografico fue seleccionado para el analisis de glifosato y

AMPA en presencia de liquidos ionicos.
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5.1.2 Optimizacién de la derivatizacion con 9-fluoroenilmetil cloroformato.

Como primer paso, se optimizé el porcentaje de acetonitrilo necesario para
solubilizar al reactivo derivatizante (FMOC-CI). En la tabla XI se muestran los
resultados obtenidos para los diferentes porcentajes de acetonitrilo empleados y

sometidos a diferente proceso de solubilizacion.

Tabla Xl. Resultados de la solubilizacion de FMOC-CI.

% Acetonitrilo Solubilizacion
10 X
20 X
30 v

v Soluble, X Insoluble.

n=3
De acuerdo a los resultados, se continué el trabajo con un 30 % de acetonitrilo.
Posteriormente se evalué el efecto del calentamiento y la agitaciéon en
ultrasonido durante el proceso de derivatizacién en la respuesta de los analitos

y en la figura 14 se presentan los resultados.
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Figura 14. Efecto del calentamiento y la agitacién en ultrasonido sobre la

eficiencia de la derivatizacién de glifosato y AMPA (n=3).

La siguiente variable optimizada fue el efecto de la temperatura de reaccion en

la respuesta, los resultados se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Efecto de la temperatura de reaccion sobre la eficiencia de la

derivatizacién de glifosato y AMPA (n=3).
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Por ultimo, en la figura 16 se muestra el efecto del tiempo de reacciéon en la

respuesta.
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Figura 16. Efecto del tiempo de reaccion sobre la eficiencia de la derivatizaciéon

de glifosato y AMPA (n=3).

En la tabla Xl se resumen las condiciones Optimas para la reaccion de

derivatizacion de glifosato y AMPA.

Tabla XIl. Condiciones 6ptimas para la derivatizacién de glifosato y AMPA con

FMOC-CI.
Variable Valor 6ptimo
Porcentaje de acetonitrilo 30%
Tiempo de reaccion 60 minutos
Temperatura de reaccion 40°C
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5.1.3 Validacién del método cromatografico

Teniendo establecido el método cromatografico (Tabla X), asi como las
condiciones de derivatizacion que proporcionaron una mayor sefal

cromatografica, se realiz6 la validacion del método cromatografico.

5.1.3.1 Linealidad.
En las figuras 17 y 18 se presentan las curvas de calibracién construidas a 5

niveles de concentracion (22.5, 45, 90, 180 y 360 ug/L) para FMOC-Glifosato y

FMOC-AMPA.
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L 1000000
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Concentracion FMOC-Glifosato (pg/L)

Figura 17.Curva de calibracion obtenida para FMOC-Glifosato.
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Figura 18. Curva de calibracién obtenida para FMOC-AMPA.

5.1.3.2 Exactitud.
En las figuras 19 y 20 se presentan las graficas obtenidas en la evaluacién de la
correlacién entre la concentracion calculada y la concentracion real para FMOC-

Glifosato y FMOC-AMPA.
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Figura 19. Grafica de la concentracion calculada en funcién de la concentracion

real de FMOC-Glifosato.
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Figura 20. Grafica de la concentracion calculada en funcién de la concentracion

real de FMOC-AMPA.
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5.1.3.3 Precision

En la tabla Xlll se presentan los porcentajes de desviacion estandar relativa (%

DER) para estandares derivatizados de glifosato y AMPA, evaluados a tres

niveles de concentracion.

Tabla Xlll. % DER de la concentracion de los derivados de glifosato y AMPA.

Analito Nivel % DER
Bajo: 22 pg/L 11.6
FMOC-Glifosato Medio: 90 pg/L 8.3
Alto: 360 ng/L 1.8
Bajo: 22 ug/L 11.8
FMOC-AMPA Medio: 90 ng/L 6.5
Alto: 360 ng/L 6
n=3
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5.1.3.4 Limites de deteccion y cuantificacion.
En la tabla XIV se presentan los valores de los limites de deteccién (LOD) y de

cuantificacion (LOQ) obtenidos para FMOC-glifosato y FMOC-AMPA.

Tabla XIV. Limites de deteccién y cuantificacion del método cromatografico

para el analisis de glifosato y AMPA.

Analito LOD LOQ
(ng/L) (ng/L)
FMOC-Glifosato 3.2 9.6
FMOC-AMPA 2.8 8.6

5.2 Seleccion del liguido iénico

En las tablas XV y XVI se presentan los resultados obtenidos para la seleccion

del liquido iénico para la TC-IL-DLLME con el método de calentamiento de la

mezcla de fase acuosa-L| y con el método de calentamiento de la fase acuosa.
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Tabla XV. Seleccion del liquido idnico por el método de calentamiento de la

mezcla de fase acuosa-LlI.

Temperatura Liquido Miscible Nube de Recuperacion

(°C) ionico dispersion de LI
(ub)

DMIM-BF4 Si +++ 50

40 HMIM-otf No - 55

Sets-Ntf Parcialmente ++ 10

HMIM-PFg Parcialmente + 55

DMIM-BF4 Si +++ 50

50 HMIM-otf No - 50

Sets-Ntf Parcialmente ++ 20

HMIM-PFg Parcialmente + 50

DMIM-BF4 Si +++ 50

60 HMIM-otf No - 45

Sets-Ntf Parcialmente ++ 20

HMIM-PFg Parcialmente ++ 40

n=3

- No forma nube de dispersién

+ Nube de dispersion ligera

++ Nube de dispersién moderada

+++ Nube de dispersion abundante
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Tabla XVI. Seleccién de liquido idnico por el método de calentamiento de la

fase acuosa.

Temperatura Ligquido Miscible Nube de Recuperacién

(°C) ionico dispersion de Ll
(uL)

DMIM-BF4 No ++ 50

40 HMIM-otf No - 57

Sets-Ntf Parcialmente ++ 40

HMIM-PFg No + 70

DMIM-BF4 Parcialmente +++ 50

50 HMIM-otf No - 50

Sets-Ntf Si +++ 40

HMIM-PFg No + 70

DMIM-BF4 Parcialmente +++ 50

60 HMIM-otf No - 40

Sets-Ntf Si +++ 40

HMIM-PFg No ++ 70

n=3

- No forma nube de dispersion

+  Nube de dispersion ligera

++ Nube de dispersién moderada

+++ Nube de dispersion abundante
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5.3 Optimizacién de la TC-IL-DLLME

La optimizacion de la TC-IL-DLLME se realiz6 para los dos modos de
calentamiento de la fase acuosa. A continuacion se presentan los resultados de
las variables optimizadas: volumen de LI, tiempo de calentamiento, tiempo de

enfriamiento y tiempo de centrifugacion.

5.3.1 Efecto del volumen de liquido i6nico

En la figura 21 se presentan los resultados de la optimizacion de esta variable

en la TC-IL-DLLME empleando el calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LlI.

Mientras que los resultados para la TC-IL-DLLME con calentamiento de la fase

acuosa se muestran en la figura 22.
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Figura 21.Efecto del volumen de liquido iénico en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LI (n=3).
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Figura 22. Efecto del volumen de liquido iénico en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la fase acuosa (n=3).
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5.3.2 Efecto del tiempo de calentamiento

Para la TC-IL-DLLME con calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LI| los
resultados del efecto del tiempo de calentamiento se muestran en la figura 23 y
los resultados para la TC-IL-DLLME con calentamiento de la fase acuosa en la

figura 24.
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Figura 23. Efecto del tiempo de calentamiento en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LI (n=3).
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Figura 24. Efecto del tiempo de calentamiento en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la fase acuosa (n=3).

5. 3. 3 Efecto del tiempo de enfriamiento

En la figura 25 se muestran los resultados del efecto del tiempo de enfriamiento

para la TC-IL-DLLME empleando el calentamiento de la mezcla de fase acuosa-

LI. Los resultados del efecto de esta variable en la TC-IL-DLLME con

calentamiento de la fase acuosa se presentan en la figura 26.
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Figura 25. Efecto del tiempo de enfriamiento en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LI (n=3).
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Figura 26. Efecto del tiempo de enfriamiento en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la fase acuosa (n=3).

71



5.3.4 Efecto del tiempo de centrifugacion

Los resultados de la optimizaciéon del tiempo de centrifugacion para la TC-IL-
DLLME calentando la mezcla de fase acuosa-LI| y para la modalidad calentando

la fase acuosa, se presentan en las figuras 27 y 28, respectivamente.
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Figura 27. Efecto del tiempo de centrifugacién en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la mezcla de fase acuosa-LI| (n=3).
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Figura 28. Efecto del tiempo de centrifugacién en la TC-IL-DLLME empleando

calentamiento de la fase acuosa (n=3).

En la tabla XVII se presenta un resumen de las condiciones establecidas para la
TC-IL-DLLME en la modalidad de calentamiento de la mezcla de la fase
acuosa-Ll. El método desarrollado por TC-IL-DLLME con la modalidad de

calentamiento de la fase acuosa se presenta en la tabla XVIII:
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Tabla XVII. Condiciones 6ptimas de la TC-IL-DLLME empleando el método de

calentamiento de la mezcla de la fase acuosa-LlI.

Variable Condicion final
Liquido i6nico DMIM-BF 4
Volumen de LI 65 uL
Temperatura 40°C
Tiempo de calentamiento 20 minutos
Tiempo de enfriamiento 5 minutos
Tiempo de centrifugacion 20 minutos

Tabla XVIII. Condiciones 6ptimas de la TC-IL-DLLME con calentamiento de la

fase acuosa.

Variable Condicion final
Liquido iénico DMIM-BF4
Volumen de LI 65 puL
Temperatura 50°C
Tiempo de calentamiento 10 minutos
Tiempo de enfriamiento 10 minutos
Tiempo de centrifugacién 20 minutos
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5.4 Evaluacion de la TC-IL-DLLME

En la tabla XIX se presentan los resultados obtenidos para el analisis de una

solucién de estandar con los métodos de TC-IL-DLLME desarrollados.
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Tabla XIX. Resultados del analisis de una solucidon de estandares con los métodos de TC-IL-DLLME desarrollados.

Método de Analito Concentracion | Concentracion Volumen de % R % DER FE
calentamiento Real Calculada Ll recuperado
(ng/L) (ng/L) (uL)
FMOC-
Mezcla Glifosato 25.9 141.7 92 7.1 5.5
Fase acuosa FMOC- 42
+ AMPA 26.4 147.5 94 1.7 5.6
LI
FMOC-
Fase Glifosato 25.9 131.1 97.3 1.7 5.1
acuosa FMOC- 48
AMPA 26.4 136.5 99.4 3.9 5.2
n=3
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Considerando los resultados obtenidos en el analisis de estandares, se decidid
continuar el trabajo con el método TC-IL-DLLME con calentamiento de la fase
acuosa. En las figuras 29 y 30 se presentas las curvas de calibracion obtenidas

para estandares de los derivados de glifosato y AMPA a cinco concentraciones

(0.84, 1.68, 3.36, 6.72 y 13.44 - (¢/L) analizados por el método de TC-IL-

DLLME seleccionado.
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Figura 29. Curva de calibracion obtenida para estandares de FMOC-Glifosato

analizados por el método TC-IL-DLLME seleccionado (n=3).
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Figura 30. Curva de calibracién obtenida para estandares de FMOC-AMPA

analizados por el método de TC-IL-DLLME seleccionado (n=3).

En la tabla XX se presentan los limite de deteccién (LOD) y de cuantificaciéon

(LOQ) obtenidos para el método seleccionado.

Tabla XX. Limites de deteccién y de cuantificacion del método de TC-IL-DLLME

seleccionado.

Analito LOD LOQ
(ug/L) (ng/L)

FMOC-Glifosato 0.27 0.82
FMOC-AMPA 0.22 0.67
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5.5 Evaluacién de la aplicabilidad de la TC-IL-DLLME a muestras de agua

En la tabla XXI se muestran la informaciéon de las muestras incluidas en este

estudio.
Tabla XXI. Muestras de agua analizadas.
Muestra Origen pH Conductividad*
Facultad de Medicina
Agua de grifo UANL 7.22 78 mS/m
Huerta “La Noria”
Agua de pozo | Montemorelos, Nuevo 7.22 33 mS/m

Ledn
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En la figura 31 se presentan los cromatogramas obtenidos para las muestras de

agua extraidas con el método desarrollado y sin ningun pretratamiento.
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Figura 31. Cromatogramas obtenidos para las muestras de agua adicionadas a
32 ug/L con Glifosato y AMPA extraidas con el método de TC-IL-DLLME
propuesto. a) Agua de grifo y b) Agua de pozo. Columna Atlantis dC+sg, fase
movil formiato de amonio (5 mM, pH 3)-acetonitrilo, elucién en gradiente, 0.3

mL/min, 45°C.

En la figura 32 se presentan los cromatogramas obtenidos para las muestras de
agua de grifo y agua de pozo acidificadas. En la figura 33 se muestran los
cromatogramas obtenidos para las muestras incluidas en el estudio acidificadas

y adicionadas con EDTA.
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Figura 32. Cromatogramas de la extraccion de las muestras acidificadas.

Adicionadas con glifosato y AMPA a 32 ug/L a) agua de grifo y b) agua de pozo.

Sin adicionar; c) agua de grifo y d) agua de pozo. Columna Atlantis dC+g fase

movil formiato de amonio (5 mM, pH 3)-acetonitrilo, elucidon en gradiente, 0.3

mL/min, 45°C.
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Figura 33. Cromatogramas de la extraccién de las muestras acidificadas y

Bl b)

bl

B B
.1 FMOC-Glifosato FMOC-AMPA
i
a0
! /

50

i

Ei0;

RN ANy sy L Ly L L L s e e T e e e
1 (O 1 11 1 1

s

ki

Ly d)

FMOC-OH

L} l

ol

i

i

i

kil

n

s

0

T I e [P I I I I I I
I 1 1 1 1 1 1 1
i

agregando EDTA. Adicionadas con glifosato y AMPA a 32 ng/L a) agua de grifo

y b) agua de pozo. Sin adicionar; c) agua de grifo y d) agua de pozo. Columna

Atlantis dC4g fase movil formiato de amonio (5 mM, pH 3)-acetonitrilo, elucion

en gradiente, 0.3 mL/min, 45°C.

En la tabla XXIl se presentan los resultados obtenidos en la extraccion de las

muestras con y sin pretratamiento.
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Tabla XXII. Resultados del analisis de las muestras de agua con y sin

pretratamiento.

Analito Muestra Tratamiento %R FE %DER
Sin
pretratamiento 25 1.3 40.3
Acidificacion
A%“rﬁode + 26 1.2 1.1
EDTA
EMOC- Acidificacion 53 2.7 2.5
Glifosato Sin
Pretratamiento 63.3 3.3 9
Acidificacion
A%L(’;:e + 51 3 107
EDTA
Acidificacion 95.8 5 1.6
Sin
Pretratamieinto | 21.5 1.1 11.3
Acidificacion
A%“rﬁcode N 266 | 1.2 4
EDTA
EMOC- Acidificacion 98.8 5 1.2
AMPA Sin
Pretratamiento 68.8 3.6 5
Acidificacion
A
%‘gi:e + 543 | 32 0.8
EDTA
Acidificacion 83 4.2 1.5
n=3
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En la tabla XXIII se presenta el método completo desarrollado en este trabajo

para el analisis de glifosato y AMPA en agua.

Tabla XXIIl. Método desarrollado para el analisis de Glifosato y AMPA en agua.

Pretratamiento 1. Filtracion

2. Acidificacion de la muestra

Derivatizacion Porcentaje de acetonitrilo: 30 %
Temperatura de reaccion: 40°C

Tiempo de reaccion: 60 minutos

Liquido i6nico: DMIM-BF4

Volumen de liquido ioénico: 65 ulL

Método de calentamiento: Calentamiento de fase acuosa
Extraccion Temperatura de calentamiento: 50°C

TC-IL-DLLME Tiempo de calentamiento: 10 minutos

Tiempo de enfriamiento: 10 minutos

Tiempo de centrifugacion: 20 minutos a 3500 rpm, 25°C

Columna: Atlantis dC1g

Fase movil: A- Formiato de amonio (5 mM pH 3)
B- Acetonitrilo

Analisis Flujo: 0.3 mL/min

HPLC-FD Temperatura de columna: 45°C

Volumen de LI: 20 pL

Deteccion: Fluorescencia. Agye: 260 Nm, Aem: 310 nm
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CAPITULO 6

DISCUSION

6.1 Implementacién del método cromatografico

Como parte del desarrollo de la microextraccion liquido-liquido dispersiva
asistida por temperatura utilizando liquidos id6nicos como solventes de
extraccion, fue necesario implementar un método cromatografico que se
adecuara a la presencia del liquido i6nico al momento de realizar el analisis.
Teniendo en cuenta este requerimiento fue necesario considerar durante la
optimizacion de la separacién cromatografica contar con un sistema que fuera

compatible con el liquido idbnico empleado para la extraccién del analito.
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6.1.1 Optimizacién de la separacion cromatografica

De acuerdo a la informacion recabada durante la revision bibliografica realizada,
se comenzo trabajando con una columna de fase inversa Cg ya que esta fase
estacionaria es de las mas utilizadas. Las condiciones de partida que se
emplearon, mostradas en la tabla VI, fueron las establecidas por el Servicio
Geoldgico de los Estados Unidos [34]. Como el glifosato y el AMPA son
compuestos muy hidrofilicos, es de esperarse que estos analitos eluyan con un
alto contenido de agua en la fase moévil, tal como puede observarse en los
cromatogramas presentados en las figuras 5 y 6. Considerando que el liquido
ionico seleccionado (DMIM-BF4) no es miscible en agua, solo en mezcla 50:50
con acetonitrilo, este método cromatografico no resulté adecuado el analisis de
glifosato y de AMPA, debido a que ambos analitos eluyen con un porcentaje de

agua cercano al 90% en la composicion de la fase mavil.

Por lo mencionado anteriormente, se evalué el uso de la cromatografia de
interacciones hidrofilicas (HILIC), ya que es una alternativa para el analisis de
compuestos altamente hidrofilicos que emplea una proporcién alta de solvente
organico en la fase movil, tal como lo requiere el liquido iénico al momento de

introducirlo en el sistema cromatografico.

En este tipo de cromatografia, es recomendable comenzar utilizando un
porcentaje alto de solvente aprético, de al menos 60 %en la fase maovil, ya que

en HILIC, |la fase movil debe formar una capa rica en agua en la superficie de la
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fase estacionaria polar, de manera que el analito se distribuye entre estas dos
capas [71-72]. En nuestro caso, se comenzo trabajando con las condiciones de
partida (Tabla VII), con un alto contenido de solvente organico en la fase mouvil,
lo que beneficiaba la introduccion del liquido i6énico en el sistema
cromatografico. Ademas de optimizar el porcentaje de fase acuosa, en HILIC es

necesario optimizar la fuerza iénica y el pH de la fase acuosa.

En esta modalidad de cromatografia una molécula que se encuentra cargada es
mas hidrofilica que una molécula neutra, por lo tanto su retencion se ve
favorecida [71]. El glifosato presenta los valores de pKa de 0.8, 2.3, 6 y 11, por
lo que se evalud el uso de fases acuosas (acetato de amonio) a valores de pH
de 3, 5, 6 y 7. Utilizando un pH de 7 se obtuvo una mejor retencion y una mejor

forma de la sefal cromatografica para ambos analitos.

Como se menciono anteriormente, otra variable importante a optimizar en HILIC
es la fuerza ionica. En este tipo de cromatografia, al utilizar una mayor
concentracion del buffer se mejora la forma de la sefial cromatografica, debido a
que la presencia de una sal en la fase acuosa reduce las interacciones
electrostaticas entre el analito cargado y la fase estacionaria [71-72]. En la
figura 7, se presentan los cromatogramas obtenidos utilizando como fase
acuosa acetato de amonio 100 mM, en el caso del glifosato es muy evidente
como la forma de la sefal cromatografica no es favorecida utilizando esa
concentracion a consecuencia de interacciones secundarias que el analito

presentaba con la fase estacionaria.
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Qian proponen el uso de un reactivo formador de pares idnicos para mejorar las
senales del glifosato [20]. Por lo que se evalué el uso del bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). A la fase movil de acetato de amonio 100 mM
se adicion6 el CTAB a una concentracion de 10 mM, sin embargo, a pesar de
que se consiguid una pequeia mejora en la forma del pico (Figura 8) y se
incrementd la retencion del glifosato, la sefal era muy ancha. Por lo anterior se
decidid incrementar la concentracion del acetato de amonio a 250 mM y hasta
500 mM, sin aditivos. Utilizando el buffer a una concentracion de 250 mM se
obtuvo una notable mejoria en la forma de la sefial cromatografica (Figura 9), al
igual que con 500 mM, sin embargo, no se observé un cambio significativo en la
forma de las sefiales cromatograficas entre estas dos concentraciones, por lo

que se decidio trabajar con acetato de amonio a una concentracion de 250 mM.

Con el método indicado en la tabla IX, se obtuvieron buenos resultados para los
derivados de glifosato y AMPA, como se observa en los cromatogramas de las
figuras 9 y 10. Sin embargo, fue necesario buscar otra alternativa para el
analisis de glifosato y AMPA debido a que después de un bajo numero de
inyecciones, la sefal cromatografica del FMOC-Glifosato se deformaba (Figura
11). Este problema se atribuyé a una rapida saturacién de la columna con la
muestra inyectada, ya que se trabajé con una columna de nucleo sélido que
cuenta con una cubierta de fase estacionaria muy delgada. Para evitar este
problema, se evalu6 disminuir el volumen de inyeccidn pero, aunque la senal

cromatografica no se deformaba, la sefial de los analitos fue muy baja.
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Como se menciondé anteriormente, un aspecto prioritario en el desarrollo de la
separacion cromatografica fue la compatibilidad con el liquido iénico, por lo que
se decidié evaluar el uso de una columna de fase inversa con tecnologia Aqua,
ya que este tipo de fases estacionarias favorecen la retencién de los

compuestos hidrofilicos.

Se utilizé una columna Atlantis dCqis y se evalud inicialmente con las
condiciones propuestas por Kruve [24], mismas que se presentan en la tabla
VIIl. Como puede verse en los cromatogramas de la figura 12, en estas
condiciones ambos analitos presentaron una retencién muy alta, por lo que fue
necesario realizar ajustes en la composicion de la fase mévil incrementando el
porcentaje de solvente organico. Utilizando un 38 % de acetonitrilo fue posible

lograr una buena retencion y resolucién de los analitos.

La adicion de volumenes de entre 10 y 20 uL de liquido i6énico a la solucion de
los derivados de glifosato y AMPA inyectada, produjo una notable mejoria en la
forma de los picos. Sin embargo, al incrementar el volumen de LI a 25 uL se
observd una pérdida en la resolucion. Se decidié seguir inyectando los
derivados de glifosato y AMPA con 20 uL del liquido iébnico DMIM-BF4. En la
tabla X se presenta el método de separacion final para el analisis de glifosato y
AMPA, que fue utilizado en el desarrollo del resto del trabajo y en la figura 13,

se presenta el cromatograma obtenido con este método.
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6.1.2 Optimizacién del procedimiento de derivatizacion

Como se menciond anteriormente, debido a la ausencia de grupos cromoforos
en las moléculas de glifosato y AMPA, es necesario realizar una derivatizacion
previa de los analitos. En este trabajo se utilizo el FMOC-CI como reactivo

derivatizante, con el cual se producen derivados fluorescentes.

En este estudio, se tomé como método de partida el procedimiento propuesto
por Hanke [16]. Brevemente, una alicuota de los estandares de glifosato y
AMPA fue llevada a pH de al menos 9 adicionando buffer de boratos (50 mM,
pH 9.5); posteriormente se anadié el reactivo derivatizante FMOC-CI (1 mg/mL)

y se dej6 reaccionar por 120 minutos a temperatura ambiente.

La primera etapa de la optimizacidén del procedimiento de derivatizacion,
consistio en establecer el contenido de acetonitrilo en el medio de reaccion para
garantizar la solubilizacion del FMOC-CI, ya que es insoluble en agua y es
soluble en solventes organicos como acetonitrilo o acetona. En la literatura se
ha reportado el uso de hasta un 50% de acetonitrilo [16, 23]. En este trabajo, se
evaluaron 10, 20 y 30 % de acetonitrilo; los resultados se presentan en la tabla
XI. Como puede observarse, solamente con 30 % de acetonitrilo fue posible
solubilizar completamente al reactivo derivatizante y fue el contenido utilizado el
resto del trabajo. Debe cuidarse el contenido de acetonitrilo empleado, ya que

éste puede actuar como co-solvente en la extraccidén, por lo tanto se busca
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emplear el minimo contenido de acetonitrilo con el que el FMOC-CI pueda

solubilizarse.

Para favorecer el proceso de solubilizacidon, se evalud el uso de agitacion en
bafo de ultrasonidos (20 min) y de calentamiento (40°C). Para ello se realizaron
pruebas derivatizando estandares de glifosato y AMPA a una concentracion de
500 pg/L que contenian un 30% de acetonitrilo. Una vez adicionado el reactivo
derivatizante, estas soluciones se agitaron en bafo de ultrasonidos durante 20
minutos o se calentaron en incubadora a 40°C, para después continuar con el
proceso de derivatizacion. Como puede verse en la figura 14, con el uso de la
agitacion en ultrasonido, la respuesta del glifosato fue menor con respecto a la
obtenida con calentamiento en bafio de agua. En caso del AMPA, se observo
una respuesta ligeramente mayor con agitacion en ultrasonido. Dado que la
respuesta obtenida para el glifosato era menor que la del AMPA, se decidi6
emplear un 30 % de acetonitrilo en la reaccién de derivatizacién del glifosato

con FMOC-CI con calentamiento a 40°C.

En cuanto a la temperatura de reaccion, los reportes de la literatura van desde
temperatura ambiente, 40°C, hasta 80°C [16, 23 y 34]. Aunque Druart y
colaboradores, encontraron una disminucién en el rendimiento de la reaccion
con el incremento de la temperatura cuando ésta es mayor a los 30°C [23]. En
este trabajo las temperaturas evaluadas fueron: la temperatura ambiente, 30 y
40°C. Como puede verse en la figura 15, a temperatura ambiente se obtuvo una
menor respuesta y ésta aumenta para ambos analitos conforme se incrementa

la temperatura de reaccion.
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Por ultimo, en cuanto al tiempo de reaccion, se han reportado periodos que van
desde los 30 minutos hasta las 24 horas [16, 23 y 34]. En un estudio previo,
encontramos que, con tiempos de reaccion mayores a los 60 minutos, la
respuesta de los analitos disminuia. Por lo tanto se decidi6 evaluar 20, 40 y 60
minutos de reaccion. La figura 16 presenta los resultados obtenidos y se puede
observar que la mejor respuesta se obtiene cuando la reaccion se lleva a cabo
por 60 minutos. En la tabla XIl se presentan las condiciones de derivatizacion

establecidas en este trabajo.

6.1.3 Validacién del método cromatografico

Una vez establecido el método de analisis, se realiz6 la validacion del mismo.
Se comenzd evaluando linealidad, para lo cual se construyeron curvas de
calibracion con soluciones de los derivados de dlifosato y AMPA a
concentraciones de 22 a 360 ug/L. En las figuras 17 y 18 se presentan las
curvas obtenidas. El método demostré ser lineal en este intervalo de
concentracion, con un coeficiente de determinacion mayor a 0.99 para ambos
analitos y un % DER para los factores de respuesta de 9.1 % para glifosato y de

8.8 % para AMPA.

Para la evaluacion de la exactitud, se calcularon las concentraciones de los

estandares de calibracion empleando la ecuacion de la recta. En las figuras 19
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y 20 se presentan las graficas de la concentracion calculada en funcién de la
concentracion real, y se realizd un analisis de regresion lineal. Para ambos
analitos, se obtuvieron coeficientes de determinacion mayores a 0.99 asi como
pendientes cercanas a 1, lo que indica que existe una buena correlacion y

puede considerarse que el método es exacto.

Para evaluar la precision del método, se obtuvo el % DER para los estandares a
tres niveles de concentracién, los resultados se presentan en la tabla XIlI. Tal
como se observa, para ambos analitos la variacion fue menor al 12 % en los

tres niveles de concentracion evaluados.

Por ultimo, los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) del método
cromatografico se calcularon con las ecuaciones 3 y 4 respectivamente,
utilizando la desviacion estandar de la respuesta del blanco de reactivos vy la
pendiente de la curva de calibracién de cada analito. Los valores obtenidos se
muestran en la tabla XIV, siendo de 3.2 y de 2.8 ug/L los LODs para glifosato y
AMPA respectivamente, mientras que los LOQs obtenidos fueron de 9.6 y 8.6

ug/L para glifosato y AMPA, respectivamente.
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6.2 Seleccion del liguido idnico

En este trabajo se incluyeron 4 Lls, el DMIM-BF4, HMIM-PFs. HMIM-otf y Sets-
Ntf que fueron seleccionados considerando los coeficientes de particion liquido

idnico-agua establecidos por Garza Tapia [27] para farmacos hidrofilicos.

Estos cuatro Lls se evaluaron para determinar cuales cumplian con los
requisitos de la TC-IL-DLLME, es decir, si eran miscibles con agua en caliente y
formaran la nube de dispersién en frio. Como criterio adicional para la seleccion
del LI se establecio la recuperacion de al menos 40 uL, el manejo de cantidades

muy pequefias genera un margen de error mayor.

La seleccion del LI se realizd empleando dos variantes para la etapa de
calentamiento, una de las modalidades consistio en calentar la mezcla fase
acuosa-L| y la otra variante en calentar solamente la fase acuosa para
posteriormente inyectar el LI. En ambos casos, una vez realizado el
calentamiento para miscibilizar las fases (40, 50 y 60°C), la solucién se enfrio
en bafo de hielo para formar la nube de dispersién y posteriormente los tubos

fueron centrifugados (3500 rpm, 25°C) para recuperar el LI.

Los resultados obtenidos para la modalidad de calentamiento de la mezcla fase
acuosa-LI| se presentan en la tabla XV. Como puede observarse, el HMIM-otf no
fue miscible a ninguna de las temperaturas empleadas, mientras que el HMIM-
PFs y el Sets-Ntf fueron parcialmente miscibles a las tres temperaturas

probadas, solamente el DMIM-BF, fue miscible desde los 40°C. Este LI fue
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también el que presentd la mejor nube de dispersion. En lo que respecta a la
recuperacion, con todos los Lls fue posible recuperar un volumen de al menos
40 uL, a excepcidon del Sets-Ntf que dio como maximo una recuperacion de 20
uL. Considerando estos resultados, se decidié continuar el trabajo con DMIM-

BF4 a 40°C para la modalidad de calentamiento de la mezcla fase acuosa-LlI.

Para la variante de calentamiento de la fase acuosa y posterior inyeccion del LI,
los resultados obtenidos se muestran en la tabla XVI. Para esta modalidad de
calentamiento, solamente el Sets;-Ntf resultdé parcialmente miscible a 40°C.
Cuando se aumento la temperatura a 50°C, ademas del Sets;-Ntf, el DMIM-BF4
también resultd miscible. Ni el HMIM-PFg ni el HMIM-otf fueron miscibles a

ninguna de las temperaturas probadas.

Por otro lado, tanto el Sets;-Ntf como el DMIM-BF4 formaron una buena nube de
dispersion. Sin embargo, a pesar de que el Sets-Ntf puede usarse como
solvente de extraccion trabajando a 40°C, se decidié no utilizarlo debido a la
incompatibilidad con la fase movil del método cromatografico ya que no es
miscible en esta. Por ello, para la modalidad de calentamiento de la fase acuosa

el DMIM-BF, fue seleccionado como solvente de extraccion.

De acuerdo con la bibliografia consultada, para la microextraccion liquido-
liquido dispersiva asistida por temperatura, entre los Lls mas utilizados se
encuentran aquellos en los que esta presente el anion hexafluorofosfato [55-67],
destacando el HMIM-PFs, aunque generalmente éste es utilizado con
temperaturas que van desde los 60 a los 80°C [55-63]. En nuestro caso, utilizar

una temperatura mayor a los 60°C no resulté viable, debido a que los derivados
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FMOC-Glifosato y FMOC-AMPA son termolabiles, por lo tanto, una de las
prioridades en la seleccion del LI, ademas de lo anteriormente mencionado, fue

que la temperatura para miscibilizar al LI no fuera mayor a los 60°C.

6.3 Optimizacién de la TC-IL-DLLME

Para las dos modalidades de calentamiento mencionadas anteriormente, se
optimizaron ademas, otras variables que afectan la eficiencia de la extraccion
como el tiempo de calentamiento, tiempo de enfriamiento, tiempo de

centrifugacion y volumen de LI.

6.3.1 Efecto del volumen de liquido iénico

Una vez seleccionado el LI, se establecio el volumen del LI empleado. Esto se
define de acuerdo a la recuperacion que se quiere obtener del LI, por lo tanto
este parametro debe ajustarse teniendo en cuenta lo anterior. En el caso del
calentamiento de la mezcla fase acuosa-LI, cuando se utiliza un volumen muy
grande de LI, no se logra miscibilizar el total de LI, quedando un exceso que
puede pegarse en las paredes del tubo y por lo tanto los analitos pueden migrar
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hacia ese LI, que al centrifugar, no forma parte del sedimento que es llevado al
analisis, observandose una disminucion en la eficiencia de la extraccion [60]. Si
se utiliza un volumen muy pequefo, se corre el riesgo de recuperar una muy
pequefia cantidad del LI para realizar el analisis, afectando la eficiencia de la
extraccion, ya que al recuperar poca cantidad del solvente de extraccion

conlleva a disminuir la recuperacion de los analitos.

Se evaluaron 55, 65y 75 uL de LI. Las figuras 21 y 22, muestran los resultados
obtenidos para la modalidad de calentamiento de la mezcla fase acuosa-L| y
para la modalidad de calentamiento de la fase acuosa, respectivamente. Como
puede verse, cuando se utilizaron 55 uL de DMIM-BF,4, se obtuvo la menor
respuesta, la cual aumento con 65 ulL y posteriormente disminuyo con 75 pL del
LI. Estos resultados coinciden con lo descrito por Zhou [61], que reporta que un
mayor volumen de LI, resulta en una menor miscibilidad, con lo que el area de
contacto entre el analito y la fase extractante disminuye afectando la migracién

de los analitos al LI y por lo tanto la eficiencia de la microextraccion.

Este comportamiento se observd con las dos modalidades de calentamiento

evaluadas, por lo que 65 puL fue el volumen de LI seleccionado.
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6.3.2 Efecto del tiempo de calentamiento

La temperatura es un factor que juega un papel importante en el proceso de
extraccion, ya que puede afectar la transferencia de masa de los analitos e
incrementar el area de contacto entre el LI y la fase acuosa [62, 64]. Por ello, el
tiempo de calentamiento fue optimizado probando 10, 20 y 30 minutos para las

dos modalidades de calentamiento.

Para la TC-IL-DLLME calentando la mezcla de la fase acuosa-LlI, los resultados
se presentan en la figura 23. Como puede observarse, calentando por 20
minutos se obtuvo la respuesta mas alta para ambos analitos asi como la

menor desviacion estandar en la respuesta.

Para la modalidad de calentamiento de la fase acuosa, se observd un
comportamiento diferente. Como puede verse en la figura 24, para el glifosato
con un calentamiento de 10 minutos se obtuvo la mejor respuesta, mientras que
para el AMPA el maximo se obtuvo a los 30 minutos. Aunque con este periodo
la variacion en la respuesta es mayor para ambos analitos. Dado que el
glifosato fue el analito que presentd la menor respuesta, se decidié continuar el

trabajo con un tiempo de calentamiento de 10 minutos.

Esta diferencia en el tiempo requerido para el calentamiento es atribuido a que,
cuando se trabaja con una mezcla, se ocupa mas tiempo para alcanzar la
temperatura necesaria para miscibilizar las fases, mientras que, cuando se

trabaja con la fase acuosa precalentada, el liquido i6nico se miscibiliza
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rapidamente con la fase acuosa debido a que ésta ya cuenta con la temperatura

adecuada.

6.3.3. Efecto del tiempo de enfriamiento

En la TC-IL-DLLME, el tiempo de enfriamiento es uno de los pasos mas
importantes en el proceso, ya que durante este periodo se forma la nube de
dispersion, lo cual incrementa la transferencia de los analitos desde la fase
acuosa hacia el LI, siendo considerado como tiempo de extraccion el periodo
comprendido entre el inicio del enfriamiento en el bafio de hielo y el inicio de la

centrifugacion [61, 65].

En este trabajo se evaluaron 5, 10 y 15 minutos de enfriamiento. Para la
modalidad de la TC-IL-DLLME con calentamiento de la mezcla fase acuosa-LlI
se encontré que al ir incrementando el tiempo de extraccion, disminuye la
eficiencia tanto para el glifosato como para el AMPA. Como puede observarse
en la figura 25 un tiempo de enfriamiento de 5 minutos produjo la mejor
respuesta. Los resultados para la TC-IL-DLLME con calentamiento de la fase
acuosa se muestran en la figura 26; como puede verse, la mayor respuesta se
alcanzé con un tiempo de enfriamiento de 10 minutos. La diferencia en los
tiempos de enfriamiento con las dos modalidades de calentamiento se debe a

que, cada una de las modalidades se trabajé con diferente temperatura, siendo
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mayor cuando se trabajé con el calentamiento de la fase acuosa (50°C) que

cuando se trabajé con el calentamiento de la mezcla fase acuosa-LI| (40°C).

En general, los métodos de TC-IL-DLLLME reportados emplean tiempos de
extraccidon cortos que no sobrepasan los 30 minutos [58, 60, 61, 65], debido a
que tiempos muy prolongados de enfriamiento pueden incrementar la
viscosidad del LI, lo que dificulta su separacion de la fase acuosa y como

consecuencia disminuye la eficiencia de la extraccion [63].

6.3.4 Efecto del tiempo de centrifugacion

En la TC-IL-DLLME, el tiempo de centrifugacion debe optimizarse debido a que,
es necesario que sedimenten todas las microgotas del LI formadas en la nube
de dispersion, evitando un calentamiento de la solucion por una centrifugacion

excesiva y una consecuecuente miscibilizacion del LI [61].

Como se observa en la figura 27, para la TC-IL-DLLME calentando la mezcla de
la fase acuosa-Ll, al utilizar un tiempo de centrifugacion de 10 minutos se
obtiene la menor respuesta para ambos analitos y al ir incrementando el tiempo
de centrifugacion hasta llegar a los 20 minutos aumenta la respuesta de los
analitos. Del mismo modo, en el caso de la TC-IL-DLLME calentando la fase
acuosa, la figura 28, muestra que la respuesta de los analitos con 20 minutos

de centrifugacion.
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De acuerdo a lo reportado en la literatura, generalmente se utiliza como tiempo
de centrifugacion de 15 a 20 minutos, ya que utilizando tiempos menores no se
logra la sedimentacion del liquido ionico, mientras que utilizar tiempos mayores

a los 20 minutos, disminuye la eficiencia de la extraccion [57, 61, 62, 65].

Las condiciones finales para la TC-IL-DLLME calentando la mezcla de fase
acuosa-L| se presentan en la tabla XVII. Las condiciones finales de la TC-IL-
DLLME calentando la fase acuosa se presentan en la tabla XVIIl. Las
diferencias entre ambas modalidades de calentamiento fueron en la

temperatura y tiempo de calentamiento asi como en el tiempo de enfriamiento.

6.4 Evaluacion de la TC-IL-DLLME

Los métodos de desarrollados fueron evaluados analizando una solucién de

estandares de los derivados de glifosato (25.9 pg/L) y AMPA (26.4 ng/L).

Los resultados se presentan en la tabla XIX. Como puede verse, ambos
métodos tienen un buen desempefio con factores de enriquecimiento (FE)
cercanos a 5 y porcentajes de recuperacion (% R) mayores al 90 %. Ademas el

% DER para ambos métodos resultdé menor al 7.5 %.

El método de TC-IL-DLLME con la modalidad de calentamiento de la fase

acuosa mostré un porcentaje de recuperacion ligeramente mayor asi como una
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desviacion estandar menor. Considerando estos resultados, se decidié utilizar la

TC-IL-DLLME calentando la fase acuosa y posteriormente inyectando el LI.

De acuerdo con la literatura consultada, existe una modalidad de la DLLME
llamada microextraccion liquido-liquido dispersiva con liquidos ionicos y
agregacion inducida por frio (IL-CIA-DLLME) en la que también se utiliza el
precalentamiento de la fase acuosa, solo que a diferencia de la TC-IL-DLLME
con calentamiento de la fase acuosa que se desarrollé en este trabajo, es que
en la IL-CIA-DLLME se hace uso de un solvente dispersante [73-76]. Al
momento, no existen reportes del uso de precalentamiento de la fase acuosa en

la TC-IL-DLLME sin el uso de solvente dispersante.

La linealidad y los LOD y LOQ se establecieron para el método seleccionado.
Para construir la curva de calibracion, se analizaron soluciones de los derivados
de glifosato y AMPA en un rango de concentraciones de 0.8 a 13.44 ug/L. La
figura 29 muestra la curva de calibracion obtenida para los estandares
derivatizados y extraidos de glifosato y la figura 30, la curva correspondiente a
los derivados de AMPA. El método demostré ser lineal con coeficientes de

determinacion mayores de 0.99 para ambos analitos.

Utilizando la pendiente de la curva de calibracion realizada y la respuesta de la
sefal del blanco se calcularon tanto el limite de deteccion como el limite de
cuantificacion. Los valores de LOD y LOQ se presentan en la tabla XX, siendo

de 0.27 y 0.82 ug/L el LOD y LOQ respectivamente para el FMOC-Glifosato.
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Mientras que para el FMOC-AMPA el LOD fue de 0.22 ug/L y el LOQ de 0.67

ug/L.

Los limites de deteccion para glifosato y AMPA alcanzados con el método
desarrollado en este estudio, fueron mayores a los requerimientos establecidos
por la Comision Europea (0.1 ug/L la concentracion maxima para plaguicidas
individuales en agua para beber [14]), pero menores a los requeridos por la
EPA en los Estados Unidos (0.7 mg/L [8]). Ademas éstos se encuentran dentro
del rango de algunos LODs encontrados en reportes de la literatura. Por
ejemplo, Kusters utilizando extraccion con resinas de intercambio idnico y la
cromatografia de liquidos con deteccidén por fluorescencia para el analisis de
glifosato y de AMPA en muestras de agua reportan un limite de deteccién de
0.012 pg/L para el glifosato y de 0.014 ug/L para el AMPA [18]. Por su parte
Druart utilizando un método por cromatografia de liquidos con deteccién de
fluorescencia y extraccion con barra de agitacion magnética en muestras de

suelos, obtuvieron un limite de deteccion de 9.5 ug/L para el glifosato y de 1.5

ug/L para el AMPA [23].
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6.5 Aplicabilidad de la TC-IL-DLLME desarrollada a muestras de agua

La aplicabilidad del método desarrollado a muestras reales se evaluo
analizando dos muestras de agua, una de agua de grifo y una de agua de pozo.
Para ambas muestras se determiné la conductividad y el pH, estos resultados
se presentan en la tabla XXI. Como puede observarse, el pH de las muestras
de agua fue similar (7.22), pero la muestra de agua de pozo presento una

conductividad menor.

Las muestras se analizaron con y sin adicidon de los analitos. Los resultados
mostraron una disminucion en la respuesta de glifosato y de AMPA (Figura 31),
en comparacién con soluciones de glifosato y de AMPA preparadas en agua
desionizada a la misma concentracion. En la tabla XXIl se muestran los valores

de los FE, los % R asi como el % de DER.

La disminucion en la respuesta es atribuida a la presencia de sales y metales
en las muestras reales de agua, que pueden interaccionar y formar complejos
tanto con el glifosato como con el AMPA [70, 77]. Para disminuir este efecto de
matriz, en la literatura se proponen dos tipos de pretratamiento de la muestra
para evitar la interaccion de estas interferencias con los analitos. El reportado
por |Ibafez consiste en romper los complejos que puede llegar a formar el
glifosato con los metales presentes en la muestra ajustando el pH de la muestra
a un valor cercano a 1 [70]. Mientras que el propuesto por Hanke, consiste en la

acidificacion de la muestra y la posterior adicion de EDTA, también con la
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finalidad de romper los complejos que pudieran interferir en la derivatizacion del

glifosato [16].

En las figuras 32 y 33, se presentan los cromatogramas de las muestras de
agua adicionadas y sin adicionar, tratadas con los procedimientos descritos.
Puede observarse que tanto para el agua de grifo como para el agua de pozo,
la acidificacion de la muestra previo a la derivatizacion, es el pretratamiento con
el que se obtiene una mejor respuesta, mientras que, utilizando la acidificacion

y la adicién de EDTA, no se logra ninguna mejora en la respuesta.

La efectividad de los dos tipos de pretratamiento puede verse de forma mas
clara en la tabla XXII, donde se presentan los % DER, los FE y los % R. En el
caso del glifosato en la muestra de agua de grifo, la acidificacion de la muestra
incrementa el % R de 25 % a un 53 %. En el caso del agua de pozo, con la
acidificacién de la muestra logré alcanzarse una recuperacion de hasta un 95.8
%. En lo que respecta a la adicion de EDTA podemos observar que aunque
mejora la recuperacion de la muestra, se logra una mejor recuperacién cuando

solo se acidifica la muestra.

Para el AMPA, puede observarse un comportamiento similar al del glifosato.
Cuando la muestra de agua de grifo se acidifica se logra un % R del 98.8 %
mientras que con la adicion de EDTA solamente se obtiene un % R del 26.6 %.
Para la muestra de agua de pozo, de igual manera, se observa un incremento
en el % R con un 83% mientras que con la adicion del EDTA el % R obtenido

fue del 54.3%.
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Considerando estos resultados se decidio realizar la acidificacion de la muestra
previa a la derivatizacion. En la tabla XXIlII se presenta el método final
establecido para el analisis de glifosato y AMPA en agua incluyendo las etapas

de pretratamiento de la muestra, extraccion y analisis.

Los resultados obtenidos concuerdan por lo reportado por Hanke vy
colaboradores quienes a pesar de realizar el pretratamiento de una muestra de
agua de grifo, no pudieron mejorar la recuperacion [16]. Esto se atribuy6 a la
hipercloracion del agua potable. Hanke [16], y Kusters [18] mencionan que las
muestras de agua profunda, presentan una menor interferencia de la matriz y

por lo tanto la recuperacion de los analitos se ve menos afectada.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

En este trabajo se desarroll6 un método por HPLC para la determinacion de

Glifosato y AMPA en presencia del DMIM-BF,.

El método propuesto, basado en el uso de una columna de fase inversa y
deteccidon de Fluorescencia, demostro ser lineal, preciso y exacto entre 22 y 360
mg/L, con limites de deteccién de 3.2 y 2.8 mg/L para Glifosato y AMPA
respectivamente y de cuantificacion de 9.6 mg/L para Glifosato y 8.6 mg/L para

AMPA.

El método de IL-TC-DLLME con calentamiento de la fase acuosa desarrollado
para el analisis de glifosato y AMPA en agua, presentdé un buen desempefio
ademas de preconcentrar a los analitos, lo cual resulta importante considerando

las bajas concentraciones de los analitos en las muestras reales.
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Aunque se observé una influencia importante de la matriz en las recuperaciones
fue posible superar este problema incluyendo una etapa de pretratamiento de la

muestra.

El método de microextraccion propuesto es simple y eficiente en el analisis de
muestras. Teniendo como limite de deteccion para el glifosato de 0.27 pg/L y
para el AMPA de 0.22 ng/L. El limite de cuantificacion fue de 0.82 ug/L para el
glifosato y de 0.67 pg/L para el AMPA. Este método demostro ser lineal y

preciso en un rango de concentracion de 0.84 a 13.44 ugl/L.

Al momento, no se cuenta con reportes del uso del precalentamiento de la fase
acuosa en la TC-IL-DLLME sin el uso de un solvente dispersante, por lo que
eéste trabajo representa una importante contribucion para el desarrollo de
técnicas de microextraccion evitando el uso de un mayor numero de solventes

involucrados en el proceso.

Se demostré que los liquidos idnicos pueden desempefarse como solventes de
extraccion para glifosato y AMPA en métodos de TC-DLLME por lo que pueden

considerarse como una buena alternativa a los solventes convencionales.
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