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RESUMEN

Q.C.B. Olga Catalina Rodriguez Martinez Fecha de graduacién: Agosto, 2025
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo de estudio: Desarrollo de un método para el andlisis de glifosato, &cido
aminometilfosfénico y glufosinato en agua empleando extraccion en fase sdlida
dispersiva y cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Numero de paginas: 103

Area de estudio: Quimica Analitica Candidata para el grado de
Maestria en Ciencias Orientacion
en Quimica Biomédica

Propésito y método de estudio: El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método
de extraccién en fase sélida dispersiva (DSPE) con cromatografia liquida de alta
resolucién con detector de fluorescencia (HPLC-FL) para la determinacién de glifosato,
4cido aminometilfosfénico y glufosinato. Se seleccionaron las mejores condiciones de
separacion cromatografica con soluciones estandar de cada analito previamente
derivatizados con 9-fluorenilmetilcloroformiato. Se probaron distintas composiciones de
la fase movil (FM), ademas, se modificé la temperatura de columna y flujo, tomando
como criterios la resolucién y el tiempo de andlisis. Una vez establecido el sistema
cromatografico, se determinaron las mejores condiciones de extraccién con soluciones
a 25 yg/L. Finalmente, se aplicé al andlisis de muestras de agua.

Las condiciones establecidas para la separacién cromatografica fueron las siguientes:
utilizando una columna de Atlantis dC18 con elucién en gradiente, FM agua:acetonitrilo
con 0.75% de &cido férmico, flujo de 0.3 mL/min y temperatura de columna 45°C. Las
mejores condiciones para la extraccién mediante DSPE incluyeron el uso de Oasis HLB
como fase extractante, agitacion tipo vértex, tiempo de extraccion y de desorcion de 1
min, 50 pL de acetonitrilo como solvente de desorcién, pH 10 y NaCl al 2.5%p/v.

Contribuciones y conclusiones: El método propuesto se validd, mostrando linealidad
en un rango de concentraciones de 0.05-0.6 pg/L, es exacto, preciso y sensible. El limite
de cuantificacion fue de 0.05 pg/L, inferior a los limites maximos establecidos por la EPA
(0.7 pg/L) y la UE (0.1 pg/L). EI método de DSPE-HPLC-FL permite preconcentrar a los
analitos y procesar hasta 30 muestras simultdneamente. Es un método rapido, simple y
econdmico por lo que constituye una nueva alternativa a los métodos reportados en la

literatura.

Dra. C. Rocio Castro Rios

Directora de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas

Un plaguicida es una sustancia empleada para controlar cualquier plaga
que se presente durante la produccidén agropecuaria, de acuerdo con la definicion
establecida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) (FAO, 2022). Los
plaguicidas se clasifican segun el tipo de plaga a la cual atacan, como
insecticidas, fungicidas, molusquicida, ovicida, herbicida, acaricida, nematicida,
entre otros (Del Puerto et al., 2014).

El empleo a nivel mundial de plaguicidas se duplicé entre 1990 y 2022 a 4
millones de toneladas en total, con una tasa de crecimiento anual de mas del 4%
a partir del afio 2015 (Mohd et al., 2023). Uno de los grupos de plaguicidas mas
utilizados a nivel mundial son los herbicidas, los cuales son empleados en la
agricultura para el control de las malezas de las plantas que pueden crecer en

los cultivos y afectar la calidad de los productos agropecuarios.



Tanto en México como a nivel mundial, el uso de los herbicidas es
aceptado entre los productores agricolas, debido a que facilitan el control y
combaten malezas no deseadas en los cultivos. El consumo de plaguicidas en
México ha aumentado de forma constante, tal que, en 1994 de 31.1 mil toneladas
consumidas, de las cuales 11.2 mil fueron de herbicidas, la cifra aumentd a 55.8
mil toneladas en 2015, de las cuales 26.9 mil toneladas correspondieron a
herbicidas y defoliantes. En 2018, la produccién total de plaguicidas en el pais
llegd a 123.5 mil toneladas segun datos del CEDRSSA (2020). En la Figura 1 se
muestra un grafico de la distribucion de su produccién, en la cual se observa que
el 27.5% del total correspondié a herbicidas y defoliantes (CEDRSSA, 2020).

41906 ton: 33.9% 47 669 ton: 38.6%

;

33977 ton: 27.5%
—

Fungicida = Herbicida y defoliante = Insecticidas

Figura 1. Distribucion por tipo de plaguicidas en México durante 2018
(CEDRSSA, 2020)



1.1.1 Clasificacion de los herbicidas

Los herbicidas pueden clasificarse segun el momento de etapa de
aplicaciéon, su capacidad para afectar determinadas plantas (selectividad), su

mecanismo de accion y su familia quimica.

En cuanto a la etapa de aplicacion, los herbicidas son clasificados como
pre-siembra, pre-emergencia y post-emergencia. Los herbicidas pre-siembra se
caracterizan por ser volatiles y son aplicados previo a la siembra del cultivo, a
diferencia de los herbicidas pre-emergentes que son aplicados posterior a la
siembra, pero antes de que aparezcan las malezas, mientras que, los herbicidas
post-emergentes son utilizados después de que aparezcan las malezas y los
cultivos (Mohd et al., 2023).

Los herbicidas selectivos; son aquellos que son elaborados para destruir
plantas especificas, sin afectas los cultivos. En cambio, los herbicidas no
selectivos se utilizan cuando es necesario limpiar completamente la tierra de toda
vegetacion o en casos donde las malezas no estan cerca de los cultivos. Algunos
ejemplos son el paraquat, diquat, picloram, amitrol y el glifosato (Mohd et al.,
2023).

El mecanismo por el cual el herbicida destruye a las malezas es conocido
como su mecanismo de accion, dentro de esta clasificacion se encuentran: los
inhibidores del desarrollo de plantulas, de la fotosintesis, de la division celular,
asi como de la sintesis de pigmentos, lipidos o aminoacidos, y herbicidas que

dafian las membranas celulares (Mohd et al., 2023).

Otra clasificacion de los herbicidas se basa en la familia quimica a la que
pertenecen. Los principales grupos son: triazinas, dinitroanilinas, fenoxiacéticos,
cloroacetamidas, sulfonilureas, bipiridilos, acidos fosfonicos y acidos fosfinicos.
Los fosfonatos son aniones de acidos fosfonicos, mientras que los fosfinatos son
aniones de acidos fosfinicos. Dentro de estas familias, se encuentran al glifosato

y el glufosinato de amonio, lo cuales son dos de los herbicidas mas utilizados en



la produccion agropecuaria a nivel mundial (Mohd et al., 2023; Harsagi &
Keglevich, 2021).

El glifosato y el glufosinato actuan inhibiendo la sintesis de aminoacidos y
son herbicidas no selectivos de amplio espectro, ya que pueden eliminar una
amplia gama de plantas. En la actualidad, se suelen estudiar juntos ya que son
herramientas importantes en la agricultura y poseen un mecanismo de accién

similar.

1.2 Glifosato y glufosinato

El glifosato, o N-fosfonometilglicina, es el herbicida con mayor aplicacion
en los cultivos a nivel mundial. Se inicid su comercializacion dese 1974 con el

nombre de Roundup ® para el control de malezas (Conahcyt, 2020).

El glifosato, anteriormente, era utilizado en la fase pre-emergencia; sin
embargo, con la incorporacién de organismos genéticamente modificados
(OGM), los cuales son resistentes a glifosato, también se empezé a utilizar en la

fase post-emergencia (Masci et al., 2024).

Su uso aumentd un 1500% a partir de 1996 con la comercializacion y
siembra de maiz, algodon y soya genéticamente modificados resistentes al
glifosato, es decir, que no mueren al aplicarles este herbicida. Actualmente, cerca
de la mitad de su consumo esta destinado a cultivos OGM. En México, se ha
documentado que su consumo en la agricultura se encuentra entre 1.5 a 4.3
kg/Ha (Conahcyt, 2020).

El glifosato es un herbicida sistémico y no selectivo que actua bloqueando
la via enzimatica de Shikimato. En la Figura 2 se ilustra su mecanismo de accion,
el cual se basa en inhibir la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, lo que
bloquea la sintesis de aminoacidos como la fenilalanina, triptéfano y la tirosina,

que son esenciales para el crecimiento de la planta. Al no producirse estos



aminoacidos se detiene la sintesis de proteinas en las células vegetales, lo que

provoca la muerte de la planta (Soares et al., 2021).

Shikimato

Shikimato quinasa

v

Shikimato-3- fosfato

EPSI%:{égeno ¢«—— Glifosato
v

5-Enolpiruvil Shikimato-3-Fosfato

Z v
Acido corismico

/N

Acido prefénico Acido a]tranilico

Z

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Figura 2. Mecanismo de accién del glifosato basado en el bloqueo de la
sintesis de aminoacidos inhibiendo la via enzimatica del Shikimato (Bayer de
México, 2018)

La principal forma de exposicién para seres humanos se da por la ingesta
de restos del herbicida en vegetales, frutas y animales. El aumento en el uso de
cultivos OGM ha elevado la contaminacion por glifosato, esta exposicion puede
ocasionar danos en la salud, causando autismo, trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad, cancer, dano renal, dafio en el sistema nervioso central,
causando enfermedades como Parkinson o Alzheimer, ademas de un incremento

en la irritacion de ojos y piel (Singh et al., 2024).

En 2015, se incluyo al glifosato en el grupo 2A de la Agencia Internacional
para la Investigaciéon sobre el Cancer (IARC), como un probable agente
cancerigeno humano, fundamentandose en pruebas de carcinogenicidad
humana. Los estudios mostraron una correlacién positiva entre el glifosato y el

linfoma no Hodgkin. En 2016, la FAO y la OMS evaluaron conjuntamente residuos

5



de plaguicidas en los alimentos y concluyeron que es poco probable que las
personas expuestas al glifosato por la dieta, en las concentraciones aceptadas
segun la norma, presenten carcinogénesis; por lo tanto, decidieron no incluirlo

como compuesto cancerigeno (Singh et al., 2024).

En 2016, la Comision Europea estableci6 que no habia evidencia
suficiente para clasificar al glifosato como carcinégeno, por lo que se extendiendo
su permiso de uso hasta 2022. La decision para una nueva renovacién se
pospuso en 2022 y en noviembre de 2023, se autorizo6 su utilizacidn hasta 2033,
fundamentandose en un dictamen de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (AESA) (Masci et al., 2024).

Aunque agencias como la AESA, la Agencia de Proteccién Ambiental de
Estados Unidos (EPA) y la OMS no han declarado evidencia de los posibles
efectos cancerigenos, su uso ha sido restringido o prohibido en muchos paises.
Esta decision se ha tomado debido a la existencia de numerosos reportes in vitro
e in vivo donde se ha encontrado que el glifosato actua como disruptor endocrino
(modificando la actividad hormonal y los procesos reproductivos), aumenta el
estrés oxidativo y tiene efectos citotoxicos y genotoxicos (Lorenz, et al., 2021;
Peillex & Pelletier, 2020).

En México, en febrero de 2023 se decretd en el Diario Oficial de la
Federacion (DOF) que el uso del glifosato disminuiria gradualmente, con una
prohibicién total para el 31 de marzo de 2024. Sin embargo, el gobierno decidié
posponer su prohibicion ante la falta de alternativas para el sector agricola (DOF,
2023).

Por otra parte, existe evidencia de toxicidad de este herbicida para peces,
aves, anfibios, abejas y otros animales, y también se ha observado un impacto

ambiental debido a su persistencia en las particulas del suelo (Singh et al., 2024).

La biodegradacion del glifosato se produce por dos vias principales: una
catalizada por una enzima oxidasa, que rompe el enlace carbono-nitrogeno para

formar el acido aminometilfosfonico (AMPA), y la otra via, esta mediada por la



enzima C-P liasa, través de la ruptura del enlace carbono-fosforo, lo que da lugar
a la formacion de sarcosina y glicina (Venditti et al.,2023). De los productos de
degradacion del glifosato, el AMPA es el unico metabolito persistente, por lo que

es crucial monitorearlo. (Masci et al., 2024).

Como producto de degradacién, el AMPA suele coexistir con el glifosato.
Este metabolito estd ampliamente presente en el aire de las areas agricolas,
aguas superficiales, sedimentos y aguas subterraneas poco profundas. Segun un
estudio realizado por Battglin y cols. (2014), de 3,732 muestras ambientales
analizadas, solo el 2.3% contenia glifosato sin la presencia de su metabolito, el
AMPA. Actualmente, no hay datos epidemiologicos acerca de la exposicion al
AMPA a través de los cuerpos de agua, y los estudios toxicoldgicos in vitro en
células humanas y animales son muy limitados (Battglin et al., 2014; Grandcoin
& Baures, 2017).

El glufosinato de amonio (D, L-fosfinotricina o acido 2-amino-4-
(hidroximetilfosfinil)butanoico) ocupa el segundo lugar en el uso de herbicidas a

nivel mundial, es un herbicida no selectivo y post-emergencia (Han et al., 2016).

Comercializado por primera vez en los Estados Unidos y Canada en 1993-
1994, su uso ha aumentado, especialmente para combatir el nUmero creciente
de malezas resistentes a glifosato. Es de uso comun en América del Sur,
especialmente para la elaboracibn de algodon resistente al glifosato,
también es utilizado para el cultivo de arroz, huertos y vifiedos en Brasil (Takano
& Dayan, 2020).

En la Figura 3 se presenta el mecanismo de accién del glufosinato, basado
en la inhibicion competitiva de la enzima glutamina sintetasa (GS). El glufosinato
actua sobre la enzima GS, clave en el metabolismo del nitrégeno la produccion
de glutamina. Al inhibir esta enzima se produce un incremento en los niveles de
amoniaco y una deficiencia de glutamina, un aminoacido esencial para el
crecimiento de las plantas. Esto causa clorosis en las hojas, detencion del
crecimiento y puede llevar a la muerte de la planta (Takano & Dayan, 2020).
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Figura 3. Mecanismo de accién del glufosinato basado en la inhibicion

enzimatica de la glutamina sintetasa (Bayer de México, 2018)

Las plantas pueden descomponer al glufosinato formando cinco
metabolitos principales: acido 4-[hidroxi(metil)fosfiril]-2-oxobutanoico (PPOB),
acido 3-(hidroximetilfosfinil)propanoico (MPPA), acido 2-
(hidroximetilfosfiril)acético (MPA), acido 4-metilfosfinico-2-hidroxibutanoico
(MHB) y acido 4-fosfonobutirico (MPB) (Takan & Dayan, 2020).

La OMS clasifico al glufosinato como moderadamente téxico. Una
exposicion aguda al glufosinato puede provocar, en la etapa inicial, sintomas
gastrointestinales como nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal, seguidos
de depresion respiratoria, fiebre e hipotension. Ademas, el glufosinato puede
tener efectos en el sistema nervioso central (SNC), causando convulsiones y
pérdida de la memoria (Kim & Park, 2022; Nguyen et al., 2022).



1.3 Normatividad

El aumento en el uso de glifosato y glufosinato ha generado una gran
preocupacion por su posible toxicidad, lo que ha llevado a un incremento en los
estudios sobre sus impactos en la salud humana y en el ambiente (Singh et al.,
2024).

En 2016, la AESA determiné un valor de Ingesta Diaria Admisible (IDA) de
0.5 mg/kg de peso corporal de glifosato, basado en un estudio realizado en
conejos. Por otra parte, la OMS y la FAO establecieron la dosis letal para el 50%
de la poblacién (DL50), que corresponde a la dosis necesaria para que una
sustancia cause la muerte al 50% de los sujetos analizados, de 5600 mg/kg de
peso corporal para la via oral y >2000 mg/kg de peso corporal para la via dérmica
(FAO/WHO, 2016). En México, la Comisién Federal para la Proteccién contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) establecio para el glifosato un valor de IDA de

0.3 mg/kg, pero no ha establecido un nivel maximo permitido para el glufosinato.

También, el glifosato y el glufosinato se han encontrado como agentes
contaminantes en el medio ambiente y alimentos (Leyva et al., 2023), esto ha
llevado a que organismos nacionales e internacionales generen regulaciones

para los residuos de glifosato y glufosinato en agua y alimentos.

El Codex Alimentarius ha establecido los limites maximos de residuos
(LMR) para el glifosato en alimentos, por ejemplo, se establecié un LMR de 20
mg/kg en soya, 6 mg/kg en maiz, 0.05 mg/kg en leches, mientras que, para el
glufosinato de amonio se ha establecido un valor de 2 mg/kg en soya, 0.1 mg/kg
en maiz y 0.02 mg/kg en leches (FAO/WHO Codex Alimentarius, 2024).

Ademas, en Estados Unidos la EPA, ha establecido un valor de LMR en
agua potable de 0.7 mg/L para el glifosato, mientras que, para el glufosinato no
se ha establecido (U.S. EPA, 2024). La Unién Europea (UE), no ha definido una

concentracion maxima permitida especifica para el glifosato y glufosinato en
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agua; sin embargo, en su directiva 2020/2184 establece una concentracion
maxima permitida en agua de 0.1 pg/L por plaguicida individual y de 0.5 ug/L para
la suma de todos los plaguicidas presentes en la muestra (European Parliament
& Council of the European Union, 2020).

1.4 Propiedades fisicoquimicas de los analitos

En la Figura 4 se muestran las estructuras quimicas del glifosato, AMPA y
glufosinato. Se observa que los tres compuestos presentan una estructura de tipo
lineal y carecen grupos cromoforos. Asimismo, tienen una estructura
zwitterionica, lo que les proporciona la capacidad de formar complejos con iones
metalicos. Tanto el glifosato como el glufosinato, tienen un grupo amino, un grupo
carboxilo y un grupo fosforilado en su estructura (Singh et al., 2024; Soares et al.,
2021).

O
A) o] 0 B) I
I H HoNo _P—
~~"\"OH
HO
C) o 0
HO’,IP\/\‘I).LOH
NH>

Figura 4. Estructura quimica de los herbicidas. A) glifosato, B) AMPA 'y C)
glufosinato

En la Tabla | se presenta un resumen de las propiedades fisicoquimicas
del glifosato, AMPA y glufosinato.
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Tabla I. Propiedades fisicoquimicas del glifosato, AMPA y glufosinato

(NCBI, 2024)
Glifosato AMPA Glufosinato
Foérmula molecular C3HsNOsP CHsNOsP CsH12NO4P
Nombre IUPAC N- Acido Acido 2-amino-4-
(fosfonometil) aminometil [hidroxi(metil)
glicina fosfénico fosforil] butanoico
Peso molecular 169.07 111.04 181.13
(g/mol)
Presién de vapor 0.013 - 0.039
(mPa)
Solubilidad en 1050 - 1370
agua (g/L)
Constantes de 20,2556y 5.9, 10.8 <2,29y9.8
disociacion (pKa) 10.6
Constante de -4.6 -4.7 -5
distribucion o
Relacion de
particion
(log Pow)

Como puede observarse en la Tabla |, los tres compuestos presentan
valores negativos de Log Pow, |0 que indica que tienen una mayor afinidad por el
agua, siendo el glufosinato el mas hidrdéfilo, con un log Pow de -5.0. Estos
compuestos son altamente solubles en agua y poco solubles en solventes
organicos. También, presentan una baja presion de vapor, lo cual refleja que

tienen baja volatilidad.

Por otra parte, presentan propiedades acido-base con varios grupos
ionizables, el glifosato tiene tres grupos acidos y uno alcalino, mientras que el
AMPA vy el glufosinato tienen, cada uno, dos grupos acidos y uno alcalino, los
valores de pKa se muestran en la Tabla |. En consecuencia, en el rango entre pH

2y 9, los tres analitos tienen tanto cargas positivas como negativas. A pH de 2.0
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a 2.4, el zwitterion predominante tiene una carga negativa y una positiva. Por lo
tanto, los analitos tienen una alta tendencia a formar complejos metalicos
quelantes y a adherirse a los componentes de la matriz y las superficies del
instrumento de analisis, lo que plantea grandes desafios para el proceso
analitico, especialmente para los pasos de extraccion, limpieza y medicion
(Amberger et al., 2023).

Las propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos, como su baja
volatibilidad, alta hidrofilicidad, junto con la ausencia de un grupo cromadforo,

hacen que su extraccion y deteccion sean complejas.

1.5 Métodos de analisis

Debido al aumento en el uso de estos herbicidas y sus posibles riesgos en
la salud humana por la contaminacion en agua, suelos y alimentos, ha crecido el

interés en la busqueda y el desarrollo de técnicas para su analisis.

Para la determinacién del glifosato, AMPA y glufosinato se ha reportado el
uso de la cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccion ultravioleta-
visible (HPLC-UV) (Khrolenko, 2005) y cromatografia de liquidos de alta
resolucidon con deteccion de fluorescencia (HPLC-FL) (Wang, 2016). Debido a
que estos herbicidas no presentan en su estructura grupos funcionales
cromoforos que absorban la radiacion UV, el analisis mediante estas técnicas

requiere un paso de derivatizacion para la deteccion de estos compuestos.

Para el analisis por HPLC-FL, se ha utilizado principalmente Ila
derivatizacion pre-columna con el 9-fluoroenilmetilcloroformiato (FMOC-CI), que
es la base del método recomendado por la Norma ISO 16308:2014 para analisis
de agua potable, subterraneas y superficiales. En medio basico, a pH entre 9-9.5,
el FMOC-CI reacciona con aminas primarias y secundarias formando los

derivados fluorescentes a través de una sustitucion nucleofilica aromatica. En la
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Figura 5 se presenta la reaccion que se produce en este proceso de

derivatizacion.

Glufosinato Glifosato AMPA
X N_8 1
oo no N fepn Ao

2 H

O o
ok
FMOC-CI a

W,

“ Buffer boratos

pH 9.5
HO Oo
A “o H . o Nv
HO F u OJK," ,g\x ‘ apH
FMOC-Glufosinato FMOC-Glifosato FMOC-AMPA
(FMOC-GLUF) (FMOC-GLI)

Figura 5. Esquema de la reaccion de derivatizacion del glifosato, AMPA 'y

glufosinato utilizando FMOC-CI en medio alcalino (Campanale et al., 2022)

También se emplea la derivatizacion post columna con o-ftaldialdehido en
presencia de 2-mercaptoetanol (OPA-2-ME) en buffer de boratos, que es la base
del Método 547 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos.
(De Miranda & Masini, 2014; Oliveira et al., 2019).

Debido a que el glifosato es una amina secundaria, no reacciona
directamente con OPAy 2-ME, por lo que debe ser sometido a un tratamiento con
hipoclorito para ser oxidado a glicina antes de la reaccién con el reactivo
fluorogénico. Oliveira y cols. (2019) destacan que la ventaja de este método sobre
el que utiliza FMOC-CI es que la reaccidn es rapida y puede hacerse en linea con
la separacion. Sin embargo, Martin y cols. (2023), mencionan que este proceso
de derivatizacion post columna genera un volumen muerto adicional debido a los
tubos de reaccién requeridos, lo que reduce la eficiencia de la separacion vy

provoca variaciones en la linea base.
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Otras técnicas que se han utilizado incluyen la cromatografia de gases
(CG) con deteccién fotométrica de llama, o con deteccion de espectrometria de
masas (CG-MS) y la electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas
(Wimmer et al., 2020; Zhang et al., 2019). Sin embargo, debido a la baja
volatilidad de los analitos, su derivatizacion mediante acilacién, esterificacion
simultanea o trialquilsililacion es obligatoria en el caso de la CG (Oliveira et al.,
2019)

También se han desarrollado metodologias eficientes para la
determinacion del glifosato, AMPA y glufosinato que involucran la cromatografia
de liquidos de alta resolucién acoplada a la espectrometria de masas en tandem
(HPLC-MS/MS), el uso de esta técnica mejora la selectividad en la deteccion de
los analitos (Martin et al., 2023). Aunque algunos autores, como Alonso y cols.
(2022) han reportado que la HPLC-FL presenta una mayor sensibilidad para el

analisis de glifosato y AMPA en muestras de agua dulce.

Como se ha mencionado anteriormente, los herbicidas se aplican en
cultivos, suelos y sistemas acuaticos. Como consecuencia, pueden ingresar
indirectamente a las aguas superficiales a través de la escorrentia o lixiviacién,
lo que provoca contaminacion de los cuerpos de agua (Mohd et al., 2023) que
son esenciales al proporcionar el agua para el consumo humano. El uso intensivo
de herbicidas puede exponer a plantas, animales y humanos a efectos en las

funciones del ecosistema y las comunidades microbianas en el medio ambiente.

Debido a esto, se han desarrollado diversos métodos para la
determinacion del glifosato, AMPA y glufosinato en distintas muestras de agua.
En la Tabla Il se presenta una seleccion de métodos de HPLC-FL desarrollados

para la determinacion de los analitos en muestras de agua.

14



Tabla Il. Seleccion de métodos reportados para el analisis de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de agua

mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccion por fluorescencia (HPLC-FL)

Tratamiento de

Columna

LD

LoQ

Muestra muestra cromatografica Fase movil Analitos (g/L) (g/L) Referencia
Agua de rio Derivatizacion pre- ACE 5 C18, Fase A: H3PO.4 Glifosato 0.2 0.4 Gabardo,
columna con FMOC- | 250 x 4.6 mm, 5 | 0.05% (pH 2.9) AMPA 0.4 0.8 Corderio &
Cl y extraccion en Mm Fase B: ACN Glufosinato 0.2 04 Peralta, 2024
resina de
intercambio aniénico
IRA-900 y
Agua dulce Derivatizacion pre- Hypersil gold Fase A: buffer de Glifosato No 0.25 Alonso et al.,
superficial de | columna con FMOC- C18, NH,CH;CO, 5 AMPA reportado 1 2022
rios Cl 250 x 4.6 mm, 5 mM (pH 9.5)
pm Fase B: ACN
Agua de rio | Filtracién/liofilizacion | PRP-X100, 250 Fase A: MeOH Glifosato No 0.5 Pires et al.,
y derivatizacion x 4.1 mm, 10 Fase B: KH,PO, AMPA reportado 0.2 2020
post-columna con pgm 10 mM (pH 2.1) | Glufosinato 0.3
OPA-2-ME
Agua potable Derivatizacion con Atlantis dC18 Fase A: Glifosato 0.27 0.82 Padilla et al.,
y de pozo FMOC-Cly TC-IL- | 150x 2.1 mm, 3 | NHsHCO35 mM AMPA 0.22 0.67 2017
DLLME um pH 3
Fase B: ACN
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Agua de mar | Derivatizacion con Zorbax SB C18 Fase A: Glifosato 0.24 0.8 Wang et al.,
FMOC-CI 150 x 4.6 mm, 5 | NHsHCO35 mM AMPA 0.06 0.2 2016
pMm pH9
Fase B: MeOH
Aguas Derivatizacion con Gemini C18 Fase A: buffer de Glifosato 0.058 No Ramirez,
superficiales FMOC-Cly 150 x 4.6 mm, 5 | amonio/amoniaco AMPA 0.108 reportado Bellmund &
liofilizacion pm (pH 9.5) Gardinalli, 2014
Fase B: ACN
Agua potable | Derivatizacion con Gravity C18 Fase A: H3PO4 Glifosato 0.012 No Kisters &
FMOC-CI, SPE con 250 x 4 mm, 5 0.1% AMPA 0.014 reportado | Gerhartz, 2010
resina de Mm Fase B: ACN
intercambio
catioénico y
evaporacion con
rotavapor.
Agua de rio Derivatizacion con Kromasil 100 Fase A: buffer de Glifosato 0.1 No Corbera,
FMOC-Cl y SPE de NH- fosfatos (pH 5.5) AMPA 0.3 reportado Hidalgo &
intercambio idnico 250 x 4.6 mm, 5 Fase B: ACN Salvado, 2006
um
Agua potable Derivatizacion con Kromasil 100, Fase A: buffer de Glifosato No 0.02 Hidalgo et al.,
y FMOC-CI-SPE 30 x 4.6, 10 ym/ | fosfatos (pH 5.5) AMPA reportado 0.02 2004
subterranea intercambio idnico Hypersil APS, Fase B: ACN
250 x 4.6 mm, 5
um

ACN: acetonitrilo; GLI: glifosato; GLUF: glufosinato;, Me OH: metanol; TC-IL-DLLME: microextraccion liquido-liquido asistida

por temperatura utilizando liquidos i6nicos
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1.6 Métodos de extraccion

La determinacidn de analitos a niveles traza en muestra complejas, como
agua, suelos o alimentos, es esencial para la evaluacion y el monitoreo ambiental
de compuestos que pueden ser nocivos para la salud. Pocas técnicas analiticas
son los suficientemente sensibles para la deteccién directa de los analitos traza
en muestras. Por esta razon, se requiere de un paso de aislamiento o

preconcentracion del analito antes de su deteccion (Spietelun et al., 2014).

Hasta ahora, se ha propuesto métodos de analisis de herbicidas que
utilizan principalmente la extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion en fase
sélida (SPE) y; sin embargo, su uso en algunos casos requiere pretratamientos

adicionales.

Las principales desventajas de la LLE son que demandan de mucho
tiempo y trabajo, lo que conlleva una exposicion prolongada a vapores de
reactivos quimicos nocivos, principalmente los disolventes organicos. Ademas,
los multiples pasos involucrados durante el desarrollo de extraccion, aumenta el
riesgo de pérdida de analito y contaminacion. Por tal razén, la busqueda de
alternativas ecologicas, automatizadas, sin disolventes 0 que empleen una
cantidad minima de estos se ha convertido en los uno de los temas mas
populares de investigacién en quimica analitica en los ultimos anos (Spietelun et
al., 2014).

La SPE presenta ventajas sobre la LLE, como el requerimiento de
menores cantidades de disolventes, menos tiempo de operacion y menor

complejidad, proporcionando una mejor eficacia y selectividad.

Con la finalidad de acelerar y miniaturizar el proceso de extraccion por
SPE, se han desarrollado algunas variantes como la microextraccién en fase
sélida (SPME), dispersion en fase sélida de matriz (MSPD), extraccion en fase
sélida por intercambio idnico (IE-SPE, extraccién por sorcion con barra agitadora

(SBSE), y extraccion en fase solida dispersiva (DSPE). Estas técnicas se han
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vuelto en algunas de las mas utilizadas para la preparacion de muestras solidas
o liquidas (Scigalski & Kosobucki, 2020).

1.6.1 Extraccion en Fase Sélida Dispersiva

La DSPE es una técnica que ha sido utilizada desde el afio 2003, cuando
Anastassiades y cols. (2003) la reportaron para la extraccion de plaguicidas en
productos agricolas. Desde entonces, se ha empleado con éxito para la
extraccion, aislamiento y limpieza durante el pretratamiento analitico de muestras
(Faraji et al., 2019).

La DSPE es una técnica de limpieza rapida, facil, barata, eficiente, robusta
y segura, que permite analizar varias muestras simultaneamente y reduce las
cantidades empleadas de adsorbentes y disolventes (Islas et al., 2017). En la
Figura 6 se presenta un esquema de los pasos involucrado en un procedimiento
de DSPE, el cual implica la adicion de una cantidad determinada de un
adsorbente o fase extractante directamente a la muestra, seguida de una
dispersion que favorece el contacto entre los compuestos de interés y la fase de
extraccion, esto permite alcanzar de forma rapida el equilibrio de extraccion.
Posteriormente, la fase extractante con los analitos adsorbidos en su superficie,
se separa mediante centrifugacion o filtracién y los compuestos extraidos se
eluyen del adsorbente con la adiciéon de un disolvente afin a ellos (Islas et al.,
2017).
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Figura 6. Esquema de un procedimiento general de extraccion en fase

solida dispersiva

La DSPE es una técnica de extraccion y limpieza a micro y macroescala,
utilizado en diversas metodologias analiticas como procedimiento para la
eliminacion de interferencias potenciales (clean-up) que podrian afectar la

determinacion posterior de los analitos (Islas et al., 2017).

En la DSPE los volumenes de muestra y solventes, asi como la cantidad
de extractante soélido pueden ajustarse con el fin de garantizar la sensibilidad del
analisis, asi como para reducir costos y residuos. Por ello, se considera una
técnica de bajo costo en comparacion con otras clasicas como LLE y SPE (Islas
et al., 2017). Recientemente, se implementd una version miniaturizada, la
extraccion en fase solida microdispersiva (UDSPE), que utiliza volumenes de
muestra y solventes en el orden de los microlitros y cantidades muy bajas de fase

extractante.

Las principales variables que afectan la eficiencia de la extraccion en
DSPE son el tipo y cantidad de adsorbente, el tipo y volumen del solvente
utilizado para la desorcion, el sistema de agitacion, el tiempo de extraccion y de
desorcion, el pH y en algunos casos la presencia de sales, especialmente cuando

los compuestos tienen carga (Islas et al., 2017).

Uno de los pasos criticos de la DSPE es la selecciéon del adsorbente, ya

que es necesario considerar las propiedades fisicoquimicas para garantizar una
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interaccion optima entre el adsorbente y los analitos, asegurando la selectividad
en la extraccion y favoreciendo la preconcentracion de los compuestos de interés
presentes en las muestras (Islas et al., 2017). Ademas, idealmente el adsorbente

debe cumplir con las siguientes caracteristicas (Socas-Rodriguez et al., 2015):

Debe permitir la desorcion de los compuestos de interés.
Debe ser poroso y tener una alta superficie especifica.

Alta pureza

OO N

Debe ser quimicamente estable en las muestras, en los solventes

utilizados y en el rango de pH de trabajo.

Los adsorbentes mas utilizados en DSPE incluyen particulas de silice en
fase ligada, materiales carbonosos, adsorbentes poliméricos, adsorbentes de
reconocimiento molecular, particulas inorganicas y de estructuras organicas

metalicas (Scigalski & Kosobucki, 2020; Socas-Rodriguez et al., 2015).

Los adsorbentes de silice en fase ligada son los mas utilizados como fase
extractante, pueden ser polares, no polares o de intercambio i6nico. Son
materiales faciles de sintetizar, econdmicos y rigidos, con buena resistencia a la
contraccion y a la expansion, ademas de ser facilmente modificables (Islas et al.,
2017; Scigalski & Kosobucki, 2020).

El octadecilsilano (C18) es la fase ligada mas utilizada en RP-DSPE,
particularmente util para fines de limpieza. (Socas-Rodriguez et al., 2015). En
2008, el Laboratorio Europeo de Referencia para Métodos de Residuos Unicos
desarroll6 el método Quick Polar Pesticides (QuPPe), este método implica el uso
de metanol acidificado e involucra el uso de la RP-DSPE para la eliminacién de

interferencias no polares (Liao et al., 2022; Manzano et al., 2020).

Los adsorbente de fase normal, también pueden basarse en silice, algunos
ejemplos son el gel de silice, aminopropilo, cianopropilo, diol, etc.; sin embargo,
estos materiales se han usado poco en DSPE en comparacion con C18 (Socas-
Rodriguez et al., 2015).
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Entre los adsorbentes carbonosos mas utilizados se encuentra el grafito y
el grafeno. El grafito es un alétropo de carbono cristalino natural con una
estructura hexagonal. Se utiliza ampliamente debido a su gran area superficial,
lo que le confiere una alta capacidad de adsorcion. Ademas, presenta buena
resistencia mecanica, eléctrica y térmica y es quimicamente inerte. El grafeno,
es un derivado del grafito, consiste en una lamina bidimensional de atomos de
carbono dispuestos en una estructura hexagonal. Debido a que los anillos de
carbono que lo forman presentan propiedades aromaticas, este adsorbente tiene
un sistema de electrones 1 deslocalizados, lo que le confiere la utilidad de

interactuar con otros compuestos aromaticos (Scigalski & Kosobucki, 2020).

Los adsorbentes de polimeros porosos basados en resinas organicas
reticuladas forman perlas de diametro uniforme con tamafios de poro regulares.
Sus ventajas incluyen diversidad funcional y estabilidad fisicoquimica,
especialmente en presencia de agua, ademas de exhibir areas superficiales muy
elevadas. Algunos ejemplos incluyen la poliamida en polvo dispersivo y el
copolimero de polivinilpirrolidona-divinilbbenceno (PVP-DVB) (Scigalski &
Kosobucki, 2020).

Entre las fases extractantes inorganicas, los adsorbentes mas comunes
son alumina y Florisil, su gran aplicabilidad se debe a su alta capacidad para
eliminar sustancias interferentes polares en etapas de limpieza. Ademas, se han
propuesto otros materiales como hidréxidos dobles laminares hechos de
magnesio y aluminio, nanoparticulas esféricas de ferrita de bario, entre otros

(Socas-Rodriguez et al., 2015).
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1.7 Antecedentes

En el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la
UANL, Padilla y cols. (2017) desarrollaron un método para la determinacion del
glifosato y AMPA en matrices de agua mediante microextraccion liquido-liquido
dispersiva basada en liquido ionico asistida por temperatura. Los compuestos se
derivatizaron utilizando el reactivo FMOC-CI y se cuantificaron por HPLC-FL. El
método presentd buenos resultados con % Recuperacion de 75 a 99%. Sin
embargo, este método es complejo y laborioso, ya que involucra cambios de
temperatura durante el paso de extraccion y ademas no se contemplo el analisis

del glufosinato.

Por otra parte, diversos estudios han reportado el uso del método QuPPe
modificado que afiade un paso de purificacion/limpieza con DSPE. Schéfery cols.
(2024) desarrollaron un método de extraccion con metanol acidificado con acido
férmico 1% (método QuPPe), se adicion6 EDTA y una etapa de limpieza con
ACN, posteriormente se realizé6 una DSPE con octadecilsilano como fase
adsorbente. Con este método se logré la extraccion de 11 plaguicidas polares,
entre ellos el glifosato, AMPA y glufosinato, en productos de origen animal y
vegetal, incluidas frutas, verduras, legumbres, cereales, higado y leche. Sin
embargo, esté procedimiento no involucra la extraccion directa de los analitos
mediante DSPE, unicamente es utilizada como etapa de limpieza (Schéafer et al.,
2024).

Dong y cols. (2024) compararon el uso de la SPE y DSPE con distintas
fases adsorbentes para el analisis de glifosato, glufosinato y AMPA en alimentos.
En este estudio se evaluaron distintos métodos de purificacion, incluyendo C18
SPE, HLB SPE, PRIME HLB SPE y C18 DSPE, se observd que tanto con C18
SPE y C18 DSPE no se alcanzé una eficiencia de purificacion satisfactoria. Con
la modalidad HLB SPE y PRIME HLB SPE se obtuvieron los mejores resultados,

por tanto, utilizaron la tecnologia PRIME HLB SPE como método de purificacion
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(Dong et al., 2024). Sin embargo, en este estudio no se incluyé el analisis de

otras fases adsorbentes en la modalidad de DSPE.

Anteriormente, Wang y cols. (2021) desarrollaron un método para la
determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en t¢é empleando DSPE con
Carbén grafitizado-Polivinilpilorridina como fase extractante para la eliminacion

de interferencias en la matriz causada por los polifenoles (Wang et al., 2021).
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

En la actualidad, el glifosato y el glufosinato son los herbicidas mas
utilizados a nivel mundial para el control de las malezas. Diversos estudios han
demostrado la toxicidad de estos herbicidas y del AMPA tanto para seres
humanos como para la biota. Ademas, el uso de estos compuestos ha aumentado
en los ultimos afos y por esto resulta necesario monitorear su presencia en el

agua.

El analisis de estos herbicidas es complicado debido a la ausencia de
grupos cromoforos, lo cual dificulta la deteccion y su alta hidrofilicidad hace dificil
su extraccion de matrices acuosas, por lo que los métodos de analisis son, en

general, largos y complejos.

Por ello, es necesario explorar alternativas que permitan desarrollar
métodos sensibles, selectivos y sencillos, capaces de analizar estos analitos de
manera confiable. La DSPE en combinacién con HPLC puede ser una alternativa

eficaz para el analisis de herbicidas hidrofilicos.
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CAPIiTULO 3

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método para el analisis de glifosato, acido
aminometilfosfonico y glufosinato en agua empleando extraccion en fase solida

dispersiva y cromatografia de liquidos de alta resolucion.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Desarrollar y validar un método de HPLC para la determinacién glifosato,
AMPA y glufosinato.

. Establecer las condiciones de extraccion mediante DSPE para el analisis

de glifosato, AMPA y glufosinato.
. Evaluar el desempefo del método desarrollado.

. Aplicar el método de DSPE-HPLC propuesto al analisis de muestras de

agua.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos

Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker.

Acido aminometilfosfénico (99%), Aldrich.

Acido bérico (295%), Sigma Aldrich.

Acido clorhidrico (36.5%), Jalmek.

Acido etilendiaminotetraacético disédico (99%), Laboratorios Monterrey.
Acido férmico (298%), Sigma Aldrich.

Adsorbente Accu Bond SCX, Agilent.

Adsorbente Cabdén activado Norit, Sigma-Aldrich.

Adsorbente Florisil, EMD.

Adsorbente Oasis HLB, Waters.
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Agua destilada, bidestilada y desionizada, Laboratorios Monterrey.
Cloruro de sodio (299.5%), EMSURE.

Formiato de amonio (299%), Fluka Analytical.

Glifosato (99.9%), Fluka Analytical.

Glufosinato de amonio (299%), Sigma Aldrich.

hidroxido de sodio (298%), Fluka Chemika.

Metanol grado HPLC, J.T. Baker.

Tetraborato de sodio (99%), Sigma Aldrich.
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5.2 Equipos

Agitador tipo vortex, Scientific Industries Genie 2.
Balanza analitica, OHAUS Pioneer.

Balanza semianalitica, AND GX-200,

Bafo de ultrasonido, Branson 3510.

Bomba de vacio, Fisher Scientific.

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién, Waters Alliance 2695.
Equipado con una bomba de cuaternaria, desgasificador en linea,
automuestreador, horno de columna, detector UV-Vis de longitud de onda

variable y detector de fluorescencia.
Potenciometro, Thermo Scientific, Orion Star A211.

Purificador de agua, Pure Lab Flex, Elga.
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5.3 Materiales

Bulbo para pipeta Pasteur.

Columna Atlantis dC18, 150 mm x 2.1 mm, 3 um, Waters.

Espatulas.

Frascos reservorios para fase movil de 100 y 500 mL con tapa rosca.
Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 50 y 500 mL.

Membranas para filtracién para disolvente de Nylon 0.45 um, Millipore.
Pipetas automaticas de 20 a 200 uL, Eppendorf.

Pipeta automatica de 100 a 1000 uL, Eppendorf.

Papel Parafilm M.

Pipetas Pasteur.

Sistema de filtracién, Pall Corporation.

Tubos centrifuga 0.75 mL con filtros de membrana Nylon 0.45 um,

Eppendorf.
Vasos de precipitados de 10, 50, 100 y 250 mL.

Viales de vidrio ambar con inserto de 400 pL con tapon de rosca y septum

de teflén/silicon.

Viales de vidrio ambar de 2 mL con tapon de rosca y septum de

teflon/silicon.

Viales de vidrio ambar de 15 y 40 mL con tapon de rosa y septum de

teflon/silicon.

30



5.4 Preparacioén de soluciones

Se prepararon soluciones madre de glifosato, AMPA y glufosinato con una
concentracion de 1 mg/mL en agua desionizada. Estas soluciones se
almacenaron a 4°C en oscuridad, por un periodo no mayor a un mes. Las
soluciones de trabajo se prepararon por dilucion de la solucion madre en agua
desionizada y se almacenaron a 4°C en oscuridad y se prepard fresca

semanalmente.

La solucion FMOC-CI fue preparada a una concentracion de 1 mg/mL con

acetonitrilo (ACN) grado HPLC. La solucién se conservé a 4°C en oscuridad y se

preparo fresca semanalmente.

El buffer de boratos 50 mM fue preparado pesando 0.163 g de tetraborato
de sodio y 0.028 g de acido bdrico, posteriormente se disolvieron en 25 mL de
agua desionizada a 50°C y se ajusté a pH 9.5 con NaOH. La solucion se conservo

a 4°C en oscuridad y se preparé fresca semanalmente.
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5.5 Metodologia

5.5.1 Desarrollo y validaciéon del método cromatografico

Para el analisis de los compuestos de interés se utilizd un cromatografo
de liquidos de alta resolucion Alliance 2965 (Waters), equipado con
desgasificador en linea, bomba cuaternaria, automuestreador, horno de columna,

detector de arreglo de diodos (2996) y detector de fluorescencia (2474).

5.5.1.1 Establecimiento de las condiciones de separaciéon

cromatografica

Para establecer las condiciones de separacion cromatografica se utilizaron
soluciones acuosas de estandar de glifosato, AMPA y glufosinato a una
concentracion de 500 ug/L, las cuales fueron previamente derivatizadas con el
reactivo FMOC-CI de acuerdo con el procedimiento establecido por Padilla y cols.
(2017). Brevemente, 800 uL de la solucion estandar de los analitos se adicionaron
con 100 pL de buffer de boratos (60 mM, pH 9.5) y 100 uL de reactivo FMOC-CI;
la mezcla se dejo reaccionar por 1 hora a 40°C y finalmente, la reaccién se detuvo

con 20 pL de acido formico al 90%.

Como condiciones de partida se tomaron las condiciones cromatograficas
establecidas por el grupo de trabajo, la cuales se muestran en la Tabla Il (Padilla,
et al., 2017), se evaluaron diferentes composiciones de fase movil, flujo y
temperatura. La seleccion de las mejores condiciones de separacién para el
analisis de los compuestos se realizd mediante una inspeccion visual de los
cromatogramas obtenidos, considerando los tiempos de retencion (tr) de cada

analito y la resolucion (R) entre las sefales cromatograficas.
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Tabla lll. Condiciones de partida del sistema cromatografico (Padilla et

al., 2017)
Columna Atlantis dC18 (150 mm x 2.1 mm, 3 pm)
A: Formiato de amonio (5 mM, pH 3)
Fase movil
B: ACN
Flujo 0.3 mL/min
Tiempo (min) %ACN
0 30
5.8 38
13.8 38
Gradiente
13.9 100
24 100
25 30
35 30
Temperatura de .
45C
columna
Volumen de
: . SuL
inyeccion
Deteccion por Aexc = 260 nm
fluorescencia Aemi= 310 nm

Aexc: longitud de onda de excitacion

Aemi: longitud de onda de emision
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5.5.1.2 Validacion del sistema cromatografico

Una vez establecidas las condiciones del sistema cromatografico, se
realizé la validacién, para lo cual se evaluo la linealidad, precision, exactitud y se
establecieron los limites de deteccion y de cuantificacion, tomando como base la
guia de la Eurachem (Eurachem, 2014). Para realizar la validacion se utilizaron
soluciones preparadas a partir de los derivados de FMOC-Glifosato (FMOC-GLI),
FMOC-AMPA y FMOC-Glufosinato (FMOC-GLUF) en un rango de

concentraciones de 5 a 40 ug/L.
5.5.1.2.1 Linealidad

Para evaluar la linealidad del sistema cromatografico, se construyé una
curva de calibracion por estandar externo utilizando 5 niveles de concentraciéon

de los derivados de los analitos (5, 10, 20, 30, y 40 ug/L), por triplicado.

Con los resultados obtenidos, se realizé un analisis de regresion lineal por
el método de minimos cuadrados. Con la Ecuacion 1 se calcularon los factores
de respuesta (FR) y con la Ecuacién 2 se obtuvo el porcentaje de desviacion
estandar relativa (%DER) de los mismos. Finalmente, se evalud el coeficiente de
correlacion (r) y el coeficiente de determinacién (r?). El analisis de los datos se

realizd con el programa Microsoft Excel 2016.

Area de la sefial

Ecuacion 1 FR = — -
Concentracién del estandar

Donde:

FR = factor de respuesta
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Ecuacion 2 %DER == x 100

Klw

Donde:
%DER = Porcentaje de desviacion estandar relativa
s = desviacién estandar

X = media

5.5.1.2.2 Precision

La precision se evalud con él %DER de las respuestas obtenidas para
cada nivel de concentracion de la curva de calibracion, el %DER se calculd

utilizando la Ecuacion 2.

5.5.1.2.3 Exactitud

Le exactitud se evalué mediante un analisis de correlacién entre la
concentracion calculada para los estandares de la curva de calibracion y su
concentracion real, la concentracion de los estandares fue calculada utilizando la
ecuacion de la recta. Con estos datos se realizo el analisis de regresion y se
evalué el valor de la pendiente, el coeficiente de correlacidn y el coeficiente de

determinacion.

5.5.1.2.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y de cuantificacion se determinaron tomando
como base el procedimiento descrito por la Guia para la Validacion de
procedimientos analiticos ICH Q2 (European Medicines Agency, 2023), que
involucra la relacion sefal/ruido de los cromatogramas del estandar mas bajo de

la curva de calibracion, mediante las ecuaciones 3 y 4.
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Ecuacion3 LD =3 (S/N)
Ecuacion4 LC =10 (S/N)
Donde:

LD = limite de deteccion

LC = limite de cuantificacion

S/N = relacién sefial/ruido

5.5.2 Establecimiento de las condiciones de extraccion mediante
DSPE

Una vez establecido el método cromatografico, se establecieron las

condiciones de extraccién mediante DSPE. Los parametros evaluados fueron:

e Fase extractante

e Sistema de agitacion

e Tiempo de extraccion y desorcion
e Solvente de desorcion

e Volumen de desorcion

e pH

e Adicion de NaCl

Para el desarrollo del método de DSPE se utiliz6 una mezcla acuosa de
glifosato, AMPA vy glufosinato a una concentracion de 25 ug/L, la cual fue

previamente derivatizada con el reactivo FMOC-CI.

El primer paso en el desarrollo del procedimiento de DSPE fue la
estandarizacion en la preparacién de los tubos que se utilizaran para la extracciéon
con la cantidad deseada de adsorbente y para ello se evalud el uso de una
suspension de este. Se pesaron 200 mg de fase extractante en un vial de vidrio

de 15 mL, se afadieron 5 mL de ACN y la mezcla se llevo a agitacion en bafio de
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ultrasonido durante 5 min. A un tubo de centrifuga de 0.75 mL con filtro de
membrana Nylon 0.45 um, previamente pesado, se afadieron 0.5 mL de la
suspension (equivalente a 20 mg de fase extractante). Los tubos se
centrifugaron, posteriormente se desecho el sobrenadante y el adsorbente se
dejo secar toda la noche. Al dia siguiente los tubos se pesaron nuevamente. Para
evaluar la eficiencia del proceso, este procedimiento se realizé6 10 veces y se
realizé una prueba t de Student para comparar la media obtenida con la cantidad
de adsorbente esperada. Ademas, se determind el %DER, para evaluar la

reproducibilidad del procedimiento.

El procedimiento general de DSPE consistié en afadir 0.5 mL de agua
desionizada a los tubos de extraccion con la fase extractante, con el objetivo de
acondicionarlos. Los tubos se sometieron a agitacion, luego se centrifugaron y se
desecho el sobrenadante. Después se afiadieron 0.5 mL del estandar o muestra,
los tubos fueron mezclados, centrifugados y el sobrenadante fue nuevamente
desechado. Finalmente, se afadio el solvente de desorcion, se agitd en vortex,
se centrifugd y se recupero el extracto para su analisis. En cada etapa los tubos
se centrifugaron a 8000 rpm por 5 min. Las condiciones iniciales de extraccion se

muestran en la Tabla IV.

Tabla IV. Condiciones iniciales de extraccion mediante extraccion en fase sélida

dispersiva
Variable Condicién inicial
Sistema de agitacion Vortex
Tiempo de extraccion 1 min
Tiempo de desorcién 1 min
Solvente ACN
Volumen de desorcion 100 pL
pH 24
Adicién de NaCl Sin adicién
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Para optimizar cada variable, los experimentos se realizaron por triplicado,
con las areas obtenidas mediante el andlisis por HPLC-FL se calcul6 el %DER 'y
se realizdo un ANOVA de un factor para comparar el efecto de las condiciones
evaluadas. Se considerd un nivel de significancia de p < 0.05. El analisis se

realizd con el programa Microsoft Excel 2016.

Para la seleccion de la fase extractante se evalud el uso de los siguientes
adsorbentes: Carbon activado Norit, SCX (Strong Cation eXchange), Florisil y
Oasis HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balanced). Estas fases fueron seleccionadas
con base a reportes en la literatura y por su afinidad a los compuestos. Cada
adsorbente fue probado individualmente por triplicado, mediante extracciones de

una mezcla derivatizada de los analitos a 25 pg/L

Una vez seleccionada la fase extractante, se continu6 con la seleccién del
sistema de agitacion, asi como el tiempo de extraccion y de desorcidon. Los
sistemas de agitacion evaluados fueron mediante voértex y ultrasonido. Para
evaluar el tiempo de extraccidn se probd durante 1, 3 y 5 min, mientras que, para

determinar el tiempo de desorcion se evalué durante 1, 1.5y 2 min.

Posteriormente, se realizé la seleccion de solvente y volumen de
desorcioén, los solventes evaluados fueron: ACN, metanol y agua; y para el

volumen de desorcion se probaron 50, 100 y 150 pL.

Para evaluar el efecto de pH en la eficiencia de la extraccién se probaron

tres valores 2.4, 7 y 10.

Finalmente, se evalud el efecto de la fuerza idnica. Para ello, se
compararon las respuestas de los analitos derivatizados (25 jg/L) en
extracciones sin NaCl con las obtenidas al anadir NaCl al 2.5 y 5 %p/v a las

soluciones estandar derivatizadas.
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5.5.3 Evaluacién del desempeio del método desarrollado

Para la cuantificacion de los analitos se utilizé una curva de calibracion de
los estandares extraidos derivatizados a cinco niveles de concentracion: 0.05,
0.1, 0.2, 0.4 y 0.6 ug/L, preparados por triplicado. Con las areas obtenidas se
evalu6 la linealidad, precision, exactitud y se determinaron los limites de

deteccion y cuantificacion.

Para evaluar la linealidad se determiné el %DER de los factores de
respuesta y se realizé un analisis de regresion por minimos cuadrados. Para
evaluar la precision se calculd el %DER del area obtenida en cada nivel de
concentracion. Para la exactitud se realizé un analisis de correlacion entre la
concentracion real de los estandares y la concentracion obtenida con la ecuacion
de la recta. Finalmente, los limites de deteccién y cuantificacion se estimaron con

las ecuaciones 3 y 4, respectivamente.

El desempeiio del método desarrollado se evalu6 analizando una mezcla
acuosa de los derivados FMOC-GLI, FMOC- AMPA y FMOC-GLUF a 0.3 ug/L,
por triplicado. Los parametros considerados fueron la exactitud, precisién y el
factor de enriquecimiento (FE). Para la exactitud se calculé la recuperacion en

porcentaje (% R) utilizando la Ecuacion 5.

Cantidad de analito en fase extractante

x 100

j : 0 1 [ - . . . ..
Cantidad de analito inicial

Para evaluar la precision se calcul6 el %DER con la Ecuacion 2. Mientras
que, el factor de enriquecimiento (FE) se calcul6 con la Ecuacion 6.

i5 A
Ecuacion 6: FE = Tea extracto

Area soicuion inicial
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5.5.4 Aplicacion del método DSPE-HPLC-FL a muestras de agua

Para evaluar la aplicabilidad del método desarrollado al analisis de
muestras de agua, se analizdé una muestra de agua embotellada y agua de rio
utilizada para riego de cultivos. La muestra de rio fue colectada del Rio Ramos
ubicado en Allende, Nuevo Ledn, México; en el area conocida como Rio Raices
(25°15'24.6"N 100°00'57.4"W). El agua embotellada fue de una marca nacional y
fue adquirida en una tienda de conveniencia. Una vez recolectadas, fueron

almacenadas en refrigeracion hasta su analisis.

Las muestras se filtraron por gravedad con papel Whatman. Se probaron
dos métodos de pretratamiento de muestra. El primero consistié en acidificar la
muestra con HCI 12 M a un pH cercano a 1, se dejé reposar por 1 h. Transcurrido
este tiempo la muestra se neutralizé6 con NaOH 10 My se realiz6 la derivatizacion.
El segundo procedimiento consistio en la acidificacién de la muestra, reposar por
1 h, derivatizar y adicionar una alicuota de EDTA 1 M con el fin de obtener una

concentracion final de 0.04 M.

Las muestras se analizaron sin adicionar y adicionadas, estas ultimas
afiadiendo la mezcla acuosa de los analitos a una concentracion de 0.4 ug/L. Se
aplicé el método DSPE-HPLC-FL desarrollado y se calcul6 el % Recuperacion y

el % DER para cada analito.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Desarrollo y validacién del método cromatografico

6.1.1 Establecimiento de Ilas condiciones de separacion

cromatografica

En la Figura 7 se presentan los cromatogramas obtenidos para los
derivados FMOC-GLI, FMOC-AMPAy FMOC-GLUF utilizando la columna Atlantis

dC18, con las condiciones presentadas en la Tabla IIl.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos para estandares derivatizados (500 pg/L)
con la columna Atlantis dC18 y las condiciones descritas en la Tabla Ill. A)
FMOC-GLI (tr = 6.01 min; factor de asimetria = 4.64), B) FMOC-AMPA (tr =

7.49 min; factor de asimetria = 5.13) y C) FMOC-GLUF (tr = 10.93 min; factor

de asimetria = 3.82)

A partir de estos resultados, se decidié modificar la composicion de la fase
movil. En la Tabla V se presentan las mejores condiciones de separacion
cromatografica obtenidas y en la Figura 8 se presenta un cromatograma obtenido
para una mezcla de los derivados. Este sistema cromatogréfico fue utilizado para

todos los analisis.
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Tabla V. Condiciones finales de separacion cromatografica

Columna Atlantis dC18 (150 mm x 2.1 mm, 3 um)
A: Acido férmico 0.75%
Fase movil
B: ACN con férmico 0.75%
Flujo 0.3 mL/min
Tiempo (min) %ACN
0 30
5.8 38
11.5 38
Gradiente
11.6 100
21 100
22 30
32 30
Temperatura de .
45C
columna
Volumen de
: . SuL
inyeccion
Deteccion por Aexc = 260 nm
fluorescencia Aemi= 310 nm
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Figura 8. Cromatograma obtenido para una mezcla de derivados (20
Mg/L) con la columna Atlantis dC18 y las condiciones descritas en la Tabla Ill. A)
FMOC-GLI (tr = 6.33 min), B) FMOC-AMPA (tr = 7.95 min) y C) FMOC-GLUF
(tr = 9.65 min)

6.1.2 Validacion del sistema cromatografico

Una vez establecido el sistema cromatografico (Tabla V), se realizo la
validacion. Los parametros incluidos fueron linealidad, precisiéon, exactitud y

limites de deteccion y de cuantificacion.

6.1.2.1 Linealidad

En la Figura 9 se presentan las curvas de calibracion obtenidas a 5 niveles
de concentraciéon (5, 10, 20, 30 y 40 ug/L) para FMOC-GLI, FMOC-AMPA y
FMOC-GLUF. Ademas, en la Tabla VI se muestra la ecuacion de la recta, el valor

der, el r? y el %DER de FR obtenidos para cada curva de calibracion.
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Figura 9. Curvas de calibracion obtenidas para FMOC-GLI (¢), FMOC-
AMPA (m) y FMOC-GLUF (A), durante la validacién del sistema cromatografico

Tabla VI. Resultados obtenidos del analisis de regresion por minimos

cuadrados para la evaluacién de la linealidad del sistema cromatografico

FMOC-GLI | FMOC-AMPA | FMOC-GLUF
Ecuacién de | y=952705x- | y=1929187x- y=862361x-
la recta 570084 596610 471442
r 0.9985 0.9973 0.9996
r? 0.9971 0.9946 0.9992
%DER de FR 6.88 8.11 3.39
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6.1.2.2

En la Tabla VII se presentan los valores de %DER obtenidos de las

respuestas en cada nivel de concentracion para los estandares derivatizados de

Precision

glifosato, AMPA y glufosinato.

Tabla VII. %DER obtenidos en cada nivel de concentraciéon de los derivados de

los analitos para la evaluacion de la precision del sistema cromatografico

Concentracion %DER
(ng/L) FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF
5 9.65 13.25 4.04
10 0.84 2.35 1.61
20 1.96 2.33 1.55
30 2.87 3.24 1.48
40 3.87 4.96 1.76
6.1.2.3 Exactitud

En la Figura 10 se muestran las curvas de correlacién obtenidas entre la
concentracion real y la calculada para cada nivel de concentracion de los

derivados de los analitos, también se presentan los valores de pendiente (m) y r?

obtenidos, para cada uno de ellos.
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Figura 10. Curvas de correlacion entre la concentracion real y la
concentracion calculada para FMOC-GLI (¢), FMOC-AMPA (m) y FMOC-GLUF
(A)

6.1.2.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores de LD y LC obtenidos para FMOC-GLI, FMOC-AMPAy FMOC-
GLUF se muestran en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para la validacion del

sistema cromatografico

PARAMETRO FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF
LD (pg/L) 1.17 0.62 1.17
LC (ug/L) 3.89 2.06 3.90
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6.2 Establecimiento de las condiciones de extraccion mediante
DSPE

En la Tabla IX, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion del
procedimiento de preparacion de los tubos de extraccion a partir de una suspension

de fase extractante.

Tabla IX. Resultados obtenidos de la preparacion de tubos de extraccion

Cantidad de
fase extractante (mg)
Tubo 1 18.0
Tubo 2 18.7
Tubo 3 19.8
Tubo 4 20.2
Tubo 5 20.3
Tubo 6 20.0
Tubo 7 20.6
Tubo 8 20.6
Tubo 9 20.7
Tubo 10 20.0
Media 19.9
DS 0.0009
%DER 4.4178
Prueba t Student p =0.7014

DS: Desviacioén estandar
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En la Figura 11 se muestran los cromatogramas obtenidos de la evaluacién
de los adsorbentes: SCX, Florisil y Oasis HLB. Con la fase de carbén activado

Norit no se logro la recuperacion de los derivados.

= |-

Fluorescencia
Fluorescencia

Fluorescencia

A
1000 00- A
[ |

1M 20 W0 40 S0 6m T
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Figura 11. Cromatogramas obtenidos con el método HPLC-FL (Tabla V)
para la extraccion de una mezcla de derivados (25 ug/L) con distintas fases
extractantes, bajo las condiciones de DSPE descritas en la Tabla IV. A) Fase
SCX, B) Fase Florisil y C) Fase Oasis HLB

En la Figura 12 se muestra un grafico comparativo de las respuestas
obtenidas con cada fase extractante, asi como los resultados del analisis

estadistico con los valores de p obtenidos para cada analito.

49



60000000
ANOVA

Analito p (a=0.05)
FMOC-GLI 0.03

50000000

40000000 FMOC-AMPA 3.6x107

FMOC-GLUF 0.0001
30000000

.

20000000

o I ' I
o (1 | . -

FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF
m Oasis HLB m Florisil mSCX

AREA

Figura 12. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con los adsorbentes evaluados

La Figura 13 muestra las areas obtenidas usando vértex y ultrasonido

como sistema de agitacion.
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Figura 13. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes sistemas de agitacion
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Los resultados de la evaluacion de los tiempos de extraccion y desorcion
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B 1 minuto

H 3 minutos

de presentan en las Figuras 14 y 15, respectivamente.

0 I
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FMOC-GLUF
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Figura 14. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes tiempos de extraccion
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Figura 15. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes tiempos de desorcion
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En la Figura 16 y 17 se presentan los resultados obtenidos para la

evaluacion del solvente y volumen de desorcién, respectivamente.

180000000
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140000000
Analito p (a=0.05)

120000000 FMOC-GLI 0.0003
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o
L 50000000 FMOC-GLUF 0.0015
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o I .

]

FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF

u Metanol mACN M Agua

Figura 16. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes solventes de desorciéon
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Figura 17. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes volumenes de desorcién
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Finalmente, los resultados de la evaluacién del efecto de pH y el efecto de

la fuerza iénica mediante la adicion de NaCl se muestran en las Figuras 18 y 19

respectivamente.
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. " ANOVA
Analito p (0=0.05)
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Figura 18. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes pH
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Figura 19. Comparacion de la respuesta obtenida para los derivados de

los analitos con diferentes concentraciones de NaCl
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Las mejores condiciones de extraccién mediante DSPE se presentan en
la Tabla X y en la Figura 20 se presenta un cromatograma obtenido para una

mezcla de los derivados con el método de HPLC-DSPE desarrollado.

Tabla X. Condiciones 6ptimas de extraccion para el método de DSPE

desarrollado.

Variable Condiciodn inicial
Fase extractante Oasis HLB
Tipo de agitacion Vortex
Tiempo de extraccion 1 min
Tiempo de desorcién 1 min
Solvente ACN
Volumen de desorcion 50 yL
pH 10
Adicién de NaCl 2.5%

650.00
52000 FMOC-AMPA

550.00
500.00
430.00
40000 FMOC-GLUF
350.00

300.00

Fluorescencia

FMOC-GLI
250.00

200.00
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100.00

50.00
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Minutos

Figura 20. Cromatograma obtenido para una mezcla de derivados (0.6
Mg/L) analizada con el método de DSPE-HPLC-FL desarrollado
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6.3 Evaluacion del método desarrollado

En la Figura 21 se presentan las curvas de calibraciéon construidas a 5
niveles de concentracion de los estandares derivatizados extraidos a 0.05, 0.1,
0.2, 0.4 y 0.6 pg/L, por triplicado. Ademas, en la Tabla XI se muestra la ecuacién

de la recta, el valor de r, el r? y el %DER de FR obtenidos para cada curva de

calibracion.
9
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¢ FMOC-GLI " FMOC-AMPA 4 FMOC-GLUF

Figura 21. Curvas de calibracion obtenidas de la extraccion de soluciones
estandar de los analitos derivatizados tratados con el método propuesto (0.05 a
0.6 ug/L) FMOC-GLI (¢), FMOC-AMPA (m) y FMOC-GLUF (A)
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Tabla Xl. Resultados obtenidos del analisis de regresion por minimos
cuadrados para la evaluacién de linealidad del método DSPE-HPLC-FL

desarrollado

FMOC-GLI | FMOC-AMPA | FMOC-GLUF
Ecuacion de | y=8154220x+ | y=13775358x- | y=7629379x-
la recta 7604.80 70435.82 92719.31
r 0.9988 0.9982 0.9965
r? 0.9976 0.9964 0.9931
%DER de FR 4.22 9.63 15.99

En la Tabla Xll se presentan los valores de %DER obtenidos para las
respuestas en cada nivel de concentracion para los estandares extraidos de
FMOC-GLI, FMOC- AMPA y FMOC-GLUF.

Tabla XII. %DER obtenidos en cada nivel de concentracién para la evaluacion
de la precisién del método DSPE-HPLC-FL desarrollado

Concentracién %DER
(hglL) FMOC-GLI FMOC-AMPA | FMOC-GLUF
0.05 5.37 21.35 8.46
0.1 9.83 5.08 16.65
0.2 2.05 0.17 0.95
0.4 1.19 2.13 3.30
0.6 3.81 4.47 5.34
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En la Figura 22 se muestran las curvas de correlacion entre la
concentracion real y la calculada para cada nivel de concentracion de los

derivados de los analitos, también se presentan los valores de pendiente (m) y r?

obtenidos.
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Figura 22. Curvas de correlacién entre la concentracion real y la
concentracion calculada para FMOC-GLI (¢), FMOC-AMPA (m) y FMOC-GLUF
(A) para la evaluacion de exactitud del método DSPE-HPLC-FL desarrollado
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Los valores de LD y LC obtenidos para FMOC-GLI, FMOC-AMPAy FMOC-

GLUF se muestran en la Tabla XIII.

Tabla XIIlI. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para la validacion del
método DSPE-HPLC-FL desarrollado

PARAMETRO FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF
LD (ug/L) 0.0048 0.0038 0.0036
LC (ug/L) 0.05 0.05 0.05

En la Tabla XIV se presentan los resultados obtenidos para el analisis de

la mezcla acuosa de los derivados de los analitos a una concentracion 0.3 pg/L
con el método DSPE-HPLC-FL desarrollado.

Tabla XIV. Resultados obtenidos para el analisis de la mezcla acuosa de los
derivados de los analitos a 0.3 pg/L con el método DSPE-HPLC-FL

Concentracion

Analito | Coneentracion | “To . lada | %R | %DER | _Factorde
real (ng/L) enriquecimiento
(Mg/L)
FMOC-GLI 0.3 0.2533 84.44 | 5.73 15.80
FMOC-AMPA 0.3 0.2841 94.70 | 4.17 8.43
FMOC-GLUF 0.3 0.2773 92.44 | 5.06 8.17
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En la Figuras 23 se muestra a manera de resumen un diagrama de flujo
del método de DSPE desarrollado .

Extraccion de DSPE
Derivatizacién con FMOC-CI i
— ’ _’ ) Eliminar
I _é sobrenadante
800 de muestra Dejar reacciunear
+100 pL de FMOC-CL por1horaa 40 F’ Tubos de Anadir 0.5 mL de Agitar en Centrifugacién a
detener la reaccién ” L . .
+100 pL buffer boratos con 20 uL AF al extraccion agua vértex x 1 min 8000 rpm x 5 min
pH9.5 - con 20 mg FE
90%
Repetir o Repetir
pasos 3a5 pasos 3a 5
Recuperar 50 L Agregar 0.5 mL de Agregar 0.5 mL
de extracto ACN de muestra

derivatizada

Figura 23. Esquema del procedimiento del método de DSPE propuesto
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6.4 Aplicacion del método DSPE-HPLC-FL a muestras de agua

En la Figuras 24 y 25 se muestran los cromatogramas obtenidos para las

muestras de agua extraidas con el método DSPE-HPLC desarrollado.
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Figura 24. Cromatogramas obtenidos para el analisis de agua
embotellada con el método DSPE-HPLC-FL sin adicionar y adicionada a 0.4
Mg/L. A) Sin adicionar, B) Sin pretratamiento y adicionada, C) Acidificada y
adicionada, D) Acidificada + EDTA y adicionada
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Figura 25. Cromatogramas obtenidos para el analisis de agua rio con el
método DSPE-HPLC-FL sin adicionar y adicionada a 0.4 pg/L. A) Sin adicionar,
B) Sin pretratamiento y adicionada, C) Acidificada y adicionada, D) Acidificada +
EDTAy adicionada
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En la Tabla XV se presentan los resultados obtenidos del analisis de agua
embotellada con y sin pretratamiento. Para visualizar mejor los resultados se

construyé un grafico con los % R el cual se muestra en la Figura 26.

Tabla XV. Analisis de agua embotellada con y sin pretratamiento adicionada a

una concentracion de 0.4 ug/L de los analitos derivatizados

0

Analito Pretratamiento % R % DER
Sin pretratamiento 152.24 114.16
Acidificacion 92.24 22.93
FMOC-GLI
Acidificacion +
88.90 3.64
EDTA
Sin pretratamiento 144.46 90.29
Acidificacion 111.80 12.94
FMOC-AMPA
Acidificacion +
103.78 8.06
EDTA
Sin pretratamiento 91.54 77.87
Acidificacion 70.53 7.55
FMOC-GLUF
Acidificacion +
75.44 8.66
EDTA
350
300
250
=
:g 200
E. 150
A NN
= 50 . '
|

FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF
-50

m Sin pretratamiento = Acidificacion = Acidificacion + EDTA
Figura 26. Grafico de la recuperacion de los derivados de los analitos en el

analisis de agua embotellada adicionada con y sin pretratamientos
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En la Tabla XVl y en la Figura 27 se presentan los resultados del analisis

agua de rio con y sin pretratamiento.

Tabla XVI. Analisis de agua de rio con y sin pretratamiento adicionada a una

concentracion de 0.4 ug/L de los analitos derivatizados

Analito Pretratamiento % R % DER
Sin pretratamiento 44.86 19.06
EMOC-GLI Acidificacion 91.31 17.85
Acidificacion +
73.73 22.37
EDTA
Sin pretratamiento 105.47 20.38
Acidificacion 120.43 4.68
FMOC-AMPA
Acidificacion +
98.02 23.84
EDTA
Sin pretratamiento 45.29 11.03
Acidificacion 60.52 3.18
FMOC-GLUF
Acidificacion +
52.54 15.33
EDTA
140
120
100
:é 80
% 60
&
= 40
20
0
FMOC-GLI FMOC-AMPA FMOC-GLUF

m 5in pretratamiento m Acidificacion u Acidificacion + EDTA
Figura 27. Grafico de recuperacién de los derivados de los analitos en el

analisis de agua de rio adicionada con y sin pretratamientos
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CAPITULO 7

DISCUSION

7.1Desarrollo y validaciéon del método cromatografico

Para realizar el desarrollo del método de extraccion en fase soélida
dispersiva, fue necesario primero implementar el método cromatografico que

permitiera la determinacién de los analitos.

El glifosato, AMPA y glufosinato son compuestos altamente polares sin
grupos croméforos en su estructura, por tanto, para llevar a cabo el desarrollo del
método fue necesario realizar una derivatizacion utilizando el reactivo FMOC-CI.
La reaccion de derivatizacidn se realizé bajo las condiciones establecidas
anteriormente por el grupo de trabajo, la cual se basa en hacer reaccionar a los
analitos con el FMOC-CI en un medio alcalino por una hora a 40°C, para

posteriormente finalizar la reaccion con acido férmico (Padilla et al., 2017).
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7.1.1 Establecimiento de las condiciones de separacion

cromatografica

En la Tabla Ill se muestran las condiciones iniciales de la separacion
cromatografica utilizadas por Padilla y cols., (2017). Se empled una columna
Atlantis dC18, que tiene una fase estacionaria con ligandos C18 bifuncionales,
disenada para utilizar fases moéviles altamente acuosas, incluso hasta un 100%
de agua. Aunque los analitos tienen una gran hidrofilicidad, el proceso de
derivatizacion con FMOC-CI| genera un cambio estructural que incrementa
significativamente el caracter hidrofébico de los analitos, lo que favorece su

retencion en la fase estacionaria C18 (Campanale et al., 2022).

En la Figura 7, se presentan los cromatogramas obtenidos con las
condiciones iniciales de trabajo, como puede observarse se logré una adecuada
retencion de los derivados, con diferentes tiempos de retencién. Sin embargo, en
estas condiciones las sefiales cromatograficas presentaron coleo con factores de
asimetria >3.82. Este coleo puede atribuirse a interacciones electrostaticas de
los grupos silanol residuales de la fase estacionaria con los derivados FMOC-
GLI, FMOC-AMPA y FMOC-GLUF. Estas interacciones provocan asimetria de los

picos y disminucion de la respuesta de los analitos (Ehling et al., 2015).

Cabe senalar que la diferencia entre los resultados obtenidos y los
reportados anteriormente por el grupo de trabajo, se debe a la presencia del
liquido i6nico que se empled para la microextraccion liquido-liquido. Multiples
estudios han demostrado que el uso de liquidos idnicos mejora la retencion de
los analitos a la columna, ya que disminuye las interacciones no deseadas con
los grupos silanol libres, esto reduce significativamente el coleo de los picos
cromatograficos (Navarro Fernandez, 2013; Peris Garcia, 2019). En este caso
Padilla y cols., (2017) emplearon el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio

(DMIM-BF4) como liquido iénico, lo cual mejoro las sefiales de los compuestos.

65



Debido a que en este trabajo no se contemplo el uso de liquidos idnicos,
decidimos modificar la composicién de la fase mévil del método. Ehling y cols.,
(2015) desarrollaron un método para la determinacion de glifosato y AMPA en
ingredientes nutricionales y leche. En su estudio, los autores mencionan que el
coleo en las sefales correspondientes a los derivados es debido a la presencia
de grupos fosfatos libres de los analitos derivatizados. Estos grupos fosfato
pueden unirse a los sitios metalicos activos en la columna e interaccionar con los
grupos silanol libres, generando asimetria en los picos cromatograficos (Ehling,
et al., 2015)

Zhang y cols. (2014) reportaron algunos los mecanismos responsables del
coleo en los picos cromatograficos de compuestos que tienen en su estructura
grupos fosfato y plantearon una alternativa con el fin de disminuir el coleo de las
senales. Analizaron las interacciones silanofilicas, interacciones metal-fosfato y
el efecto del pH de la fase movil. En su estudio concluyen que, el uso de una fase
movil a un pH bajo (<2) favorece la repulsion electrostatica entre los grupos silanol
y fosfato, ambos con carga negativa, manteniendo los grupos silanol protonados
(-Si-OH), lo que reduce significativamente el problema de coleo en los picos

cromatograficos (Zhang, et al., 2014).

Por otra parte, se ha demostrado que cuando se incrementa la fuerza
idnica, los iones presentes en la fase movil compiten con los iones de los analitos
por los sitios silanol ionizados. Esta competencia disminuye la interaccién no
deseada entre los analitos y la fase estacionaria, lo que mejora la forma de los

picos cromatograficos (McCalley, et al., 2015).

La fuerza iénica puede incrementarse con disolventes acuosos que
contengan sales buffer, como el formiato y acetato de amonio, también es posible
aumentar la fuerza idnica adicionando acidos como el acido férmico o acético a
la fase movil, e incluso mediante la adicion de acidos mas fuertes como el acido

trifluoroacético (McCalley, et al., 2015).

Con el propdsito de facilitar la preparacion de la fase movil, disminuir el pH

y aumentar la fuerza iénica, se decidié adicionar unicamente acido férmico tanto
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a la fase A (agua desionizada) como a la fase B (ACN). Para evaluar su efecto,
se ajusté la concentracidon de acido féormico en la fase movil, probando
condiciones de 0.25% (pH 2.5), 0.5% (pH 2.35) y 0.75% (pH 2.26).

En la Figura 8 se muestran los cromatogramas obtenidos utilizando 0.75%
de acido férmico, a partir de estos resultados se observa que a esta
concentracion de acido formico se disminuye el coleo en los picos
cromatograficos. Aunque trabajar a un pH <2 puede ser lo ideal, un pH
ligeramente superior (pH 2.26), puede ser suficiente para reducir las
interacciones secundarias. Ademas, es importante evitar trabajar a condiciones
extremadamente acidas, ya que esto puede comprometer la integridad de la

columna.

7.1.2 Validacion del sistema cromatografico

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de separacion, se realizo
la validacion del sistema cromatografico. Se evalud la linealidad, precision,

exactitud y los limites de deteccion y cuantificacion.

Para evaluar la linealidad se construydé una curva de calibracién por
estandar externo a 5 niveles de concentracion (5, 10, 20, 30 y 40 ug/L) de los
derivados de los analitos, por triplicado. En la Figura 9 se muestran las curvas de
calibracion obtenidas, como puede observarse presentan una tendencia lineal
dentro del intervalo de concentracion evaluado. En |la Tabla V se presentan los
valores de r y r?, los cuales fueron mayores a 0.995 y 0.990, respectivamente.

También se muestran los %DER de los FR los cuales fueron menores a 8.11%.

De acuerdo con Christian (2009), valores de r y r? superiores a 0.99,
indican una excelente linealidad, ya que refleja un alto grado de correlacion entre
las variables instrumentales medidas. Asimismo, la U.S. EPA (1999), establece

que un %DER de los FR menor a 25% es aceptable para considerar que un
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meétodo es lineal. Por tanto, con base a estos criterios y los resultados obtenidos,

se puede considerar que el método es lineal.

La precision del sistema cromatografico se evalué con el %DER de las
respuestas obtenidas en cada nivel de concentracion de la curva de calibracion.
Como criterio de aceptacion se utilizé el establecido por la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC), que indica un valor de %DER menor al
21% para concentraciones cercanas a 10 ug/L (AOAC, 2016). En la Tabla VI se
presentan los %DER obtenidos en cada nivel de concentracion, se muestra que
todos los valores cumplen con el criterio de aceptacion, el FMOC-GLI presento
%DER inferiores a 9.65%, FMOC-AMPA menores a 13.25% y FMOC-GLUF por
debajo del 4.04%, por lo que se consideré que el método cromatografico fue

preciso.

Para evaluar la exactitud del sistema cromatografico, se analizé la
correlacion entre la concentracion real y la concentracion obtenida sustituyendo
la respuesta obtenida para nivel de concentracion En la Figura 10 se muestran
las curvas de correlacidén obtenidas, como puede verse las tres curvas presentan
un valor de pendiente cercano a 1 y r? superiores a 0.99, lo que indica que la
concentracion obtenida mediante la curva de calibracion es cercana a la

concentracion real. Por tanto, el sistema cromatografico fue considerado exacto.

Finalmente se establecieron los limites de deteccion y cuantificacién del
método que fueron calculados considerando la relacion sefial/ruido, de acuerdo
con el procedimiento descrito por la Guia para la Validacion de procedimientos
analiticos ICH Q2 (European Medicines Agency, 2023). Para el FMOC-GLI los
limites de deteccion y de cuantificacion fueron de 1.17 ug/L y 3.89 ug/L,
respectivamente. Para el FMOC-AMPA fueron de 0.62 ug/L 'y 2.06 pg/L. Mientras
que, para el FMOC-GLUF fueron de 1.17 ug/L y 3.90 pg/L. Estos valores son
menores al LMR de 0.7 mg/L, establecido por la US EPA para el glifosato en agua
(U.S. Environmental Protection Agency, 2024). Sin embargo, los limites de
deteccion y cuantificacion obtenidos son mayores a la concentracion maxima

permitida de 0.1 pg/L establecida por la UE para plaguicidas individuales en agua

68



(European Parliament & Council of the European Union, 2020). Debido a esto, es
necesario incluir un procedimiento de preparacion de muestra que permita

preconcentrar los analitos.

7.2 Establecimiento de las condiciones de extraccion mediante DSPE

El primer paso en un procedimiento de DSPE es la preparacion de los
tubos de extraccion. De manera habitual esto se hace pesando el adsorbente
directamente en el tubo de extraccién. Sin embargo, este procedimiento puede
ser laborioso y en algunas ocasiones la fase extractante es un polvo fino dificil
de manejar. Como alternativa, en este proyecto se evalu6 la posibilidad de

preparar los tubos a partir de una suspension del adsorbente.

La suspension se prepard pesando una cantidad determinada del
adsorbente y se afadido un volumen definido de acetonitrilo. A cada tubo de
extraccion se agrego un volumen de la suspension equivalente a 20 mg de
adsorbente. Se peso cada tubo antes y después de la adicion de la suspension

para determinar la cantidad de adsorbente en cada tubo.

Los resultados de la evaluacién de este modo de preparacion se muestran
en la Tabla X. La cantidad de fase extractante esperada en cada tubo era de 20
mg, como se observa todos los tubos presentaron valores cercanos al esperado
con una media de 19.9 mg. Se realiz6 una prueba t de Student y se encontré que
la cantidad promedio de fase en la muestra corresponde estadisticamente
(p>0.05) a los 20 mg deseados. Ademas, se obtuvo un %DER de 4.41%, lo que
mostré que el procedimiento es reproducible. Considerando estos resultados, fue

el proceso que se utilizé para preparar los tubos para el proceso de extraccion.

Una vez establecido el modo de preparacion de los tubos, se establecieron
las mejores condiciones de extraccion. A partir de una mezcla acuosa de los
derivados a 25 ug/L se evalud el tipo de fase extractante, sistema de agitacion,

tiempo de agitacion, solvente y volumen de desorcion, pH y adicion de NaCl.
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Evaluar el tipo de adsorbente en la DSPE es crucial debido a que afecta
la eficiencia del proceso, es necesario considerar las propiedades fisicoquimicas
de los analitos y de la fase extractante para asegurar la selectividad de la
extraccion (lIslas et al., 2017). En este trabajo se evaluaron cuatro adsorbentes
que fueron: Carbén activado, SCX, Florisil y Oasis HLB, estos fueron
seleccionados considerando su composicion y su afinidad por los analitos o sus

derivados.

En la Figura 11 se muestran los cromatogramas obtenidos de la extraccion
de los derivados con cada fase, a excepcion de la fase de carbdn activado Norit,
ya que con esté adsorbente no se logro la recuperacion de los mismos bajo las
condiciones evaluadas. Esta fase extractante es un adsorbente compuesto
principalmente de carbono con una gran area superficial y fuerte capacidad de
sorcion. Se ha utilizado principalmente como paso de limpieza, para la
eliminacién de interferencias organicas no polares, tales como: pigmentos, lipidos
o compuestos fendlicos. Con este adsorbente no se logro la recuperacién de los
derivados bajos las condiciones evaluadas, esto se atribuy6 a que los derivados
FMOC-GLI, FMOC-AMPA y FMOC-GLUF contienen un anillo aromatico que les
permite interaccionar con la fase extractante mediante interacciones hidrofdbicas,

dificultando la recuperacion (Socas et al., 2015).

Por otra parte, como puede verse en la Figura 11a la fase SCX mostro las
respuestas de menor intensidad, lo que nos indica que presenta una baja
recuperacion de los derivados. Esta fase SCX es un adsorbente de intercambio
cationico fuerte, compuesta a base de silice ligada a acido fenilsulfénico y esta
disefiada para la retencion de cationes. Como se mencioné anteriormente, los
analitos son moléculas zwitteridnicas, con grupos amino, fosfato y carboxilato que
pueden ionizarse y retenerse en intercambiadores de cationes o aniones segun

el valor de pH (De Llasera, et al., 2005).

Para que los analitos puedan ser retenidos en intercambiadores de
cationes es necesario que el grupo amino (-NHs*) se protone, lo que se logra a

un pH extremadamente acido (pH 1.5 a 2) (De Llasera, et al., 2005). Sin embargo,
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al derivatizar los analitos, estos reaccionan con el FMOC-CI a través de una
sustitucion nucleofilica con el grupo amino (Campanale, et al., 2022), lo que
ocasiona que los analitos ya no puedan adquirir carga positiva. Por otra parte, los
grupos fosfato y carboxilato son grupos acidos, que tampoco pueden adquirir
carga positiva. En consecuencia, los derivados no pueden ser retenidos en fases
de intercambio cationico. Adicionalmente, se analizé primero realizar la
extraccion mediante DSPE y posteriormente derivatizar; sin embargo, no se logro

la recuperacion de los analitos bajo las condiciones evaluadas.

Nomura y cols. (2020), desarrollaron un método para la determinacion de
glifosato en orina humana mediante SPE utilizando dos tipos de fases
extractantes la SCX y la NH2 (intercambio cationico débil), el analisis se llevo a
cabo sin derivatizaciéon con el uso de HPLC-MS/MS. Este procedimiento puede
ser complicado ya que involucra dos pasos de SPE, ademas en su estudio
mencionan que utilizaron un equipo automatizado de SPE, que aumenta el costo

de analisis.

En la Figura 11b se observa que con el adsorbente Florisil aumento las
respuestas obtenidas en comparacion con la fase SCX, sin embargo, no fueron
las mejores. La fase Florisil es un adsorbente compuesto principalmente por
silicato de magnesio sintético disefiada para la retencion de compuestos polares
(Agilent Technologies, 2025). El método EPA 3620C recomienda utilizar Florisil
como fase de limpieza para el analisis de plaguicidas polares (U.S. Environmental
Protection Agency, 2000). A pesar de ello, esta fase no resulto efectiva. Los
analitos son compuestos altamente hidrofilicos; sin embargo, al derivatizarlos los
compuestos cambian su polaridad, volviéendose mas hidrofébicos (Masci et al.,

2024)., lo que disminuye su afinidad por esta fase extractante.

Watanabe S. (2004), desarroll6 un método para la determinacion de
glifosato, glufosinato y MPPA en frutas y hortalizas por SPE-CG. Para la
extraccion se utilizé una columna de resina de intercambio anidnico y posterior a
la derivatizacion, se realizé una purificacion con un cartucho Florisil para la

eliminacion de interferencias polares; sin embargo, en su estudio utiliza este
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adsorbente como paso de limpieza, no es utilizada para la retencion de los

derivados.

Finalmente, como puede observarse en la Figura 11c las mejores
respuestas se obtuvieron con la Oasis HLB, lo que demuestra una mayor
recuperacion de los derivados. El adsorbente Oasis HLB es una fase polimérica
compuesta por divinilbenceno (hidrofébico) y copolimero de N-vinilpirrolidona
(hidrofilico), disefiada para la retencién de compuestos polares, intermedios y no
polares (Jeon, Schaffer, & Smith, 2017). Como se menciond anteriormente, la
polaridad de los analitos cambia al ser derivatizados con el reactivo FMOC-CI, lo
que aumenta su afinidad hacia este adsorbente mediante interacciones

hidrofébicas, obteniendo las respuestas mas altas.

Cabe mencionar que el uso de Oasis HLB para la extraccion de los analitos
0 como paso de limpieza mediante SPE para el analisis de estos compuestos ya
ha sido reportado anteriormente en la literatura. Chamkasem y Harmon, (2016)
determinaron glifosato, glufosinato y AMPA en soya y maiz mediante HPLC/MS-
MS utilizando un paso de SPE Oasis HLB para retener particulas en suspension

e interferencias apolares.

Por otra parte, Pérez y cols., (2022) desarrollaron un método para la
determinacion de glifosato y AMPA en vinos. El primer paso en la etapa de
preparacion de muestra fue la extraccidon de los compuestos utilizando un
adsorbente con Polimeros de Impresion Molecular (SPE-MIP). Tras la extraccion
los analitos se derivatizaron con FMOC-CI y se utilizé un cartucho Oasis HLB de
200 mg para la limpieza y concentracion de los compuestos. El analisis de se
realizé por HPLC-MS/MS. A pesar de que adsorbentes como MIP posee una alta
selectividad en matrices complejas, aumentan los costos del analisis. Ademas,
como se menciond anteriormente, realizar dos pasos de SPE aumenta la

complejidad del analisis.

Por tanto, con base a estos resultados se seleccion6 la Oasis HLB como
fase extractante, ya que este adsorbente permitié recuperar a los tres analitos

con las mejores respuestas.
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En la DSPE, la agitacion es utilizada para acelerar el proceso de adsorcion,
lo que disminuye el tiempo de equilibro, de extraccion y de desorcién. Se han
utilizado distintos sistemas de agitacion, como la agitacion magnética, las ondas

ultrasonicas y el vortex (Badawy et al., 2022).

En este trabajo, se evalu6 el uso del voértex y el ultrasonido. En la Figura
13 se presenta una comparacion de la respuesta obtenida para los diferentes
sistemas de agitacion, asi como los valores de p obtenidos del ANOVA de un
factor. Como puede observarse las repuestas mas altas fueron obtenidas
utilizando el vortex. Al realizar el analisis estadistico se observo que no habia una
diferencia estadisticamente significativa entre las respuestas (p > 0.05). Sin
embargo, esto se atribuye a que la reproducibilidad fue menor al utilizar
ultrasonido (%DER >57%), debido a una falta de homogeneidad en la agitacién
en los tubos de extraccion y como consecuencia disminuye la eficiencia de la

extraccion.

Por tanto, se continu6 trabajando con agitacion por vortex, ya que ofrece
una agitacion homogénea y controlada. Ademas, en la literatura se ha reportado
que generalmente se utiliza el vortex para agitacién en DSPE (Anastassiades et
al., 2003; Denzi¢ Lugomer et al., 2024 & Wang et al., 2021).

El tiempo de extraccion es un factor importante para asegurar la adsorcion
suficiente de los analitos en la fase extractante. En la DSPE y en otras técnicas
de enriquecimiento, es esencial determinar el tiempo necesario para alcanzar el
equilibro, es decir, donde se obtiene la mayor cantidad de analitos adsorbidos
sobre la superficie de la fase extractante. Se ha reportado en la literatura que, al
aumentar el tiempo de extraccién la eficiencia mejora significativamente (Liu et
al., 2019 & Zhou et al., 2014). Por tal razdn, los tiempos de extraccion probados

fueron 1, 3y 5 min.

En la Figura 14, se muestra una comparacion de la respuesta obtenida con
los diferentes tiempos de extraccion probados. Como se puede observar para los
tres analitos, un aumento en el tiempo de extracciéon no produce un aumento

significativo en la respuesta. A diferencia de otras técnicas de extraccion, en la
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DSPE la dispersion del adsorbente en la muestra incrementa la superficie de
contacto, facilitando el intercambio entre fases, lo que permite alcanzar de forma
rapida el equilibrio de extraccién (Dugheri et al., 2021 & Islas et al., 2017), lo que
contribuye positivamente a la disminucion en los tiempos de analisis. Por tanto,
con base a estos resultados se decidid mantener 1 min como tiempo de

extraccion.

La desorcion de los compuestos de la fase extractante es un paso crucial
en las técnicas de extraccion en fase soélida por adsorcion, la eluciéon con
solventes es el método mas utilizado e importante en el enriquecimiento de
muestras ambientales. La desorcién también se considera una etapa de
equilibrio, por lo tanto, es necesario un tiempo para alcanzar el equilibrio de
desorcién de los analitos de la fase extractante (Zhou et al., 2014). Para desorber

los analitos, se probd 1, 1.5y 2 min.

En la Figura 15 se muestra la variacién en la respuesta de los analitos
segun el tiempo de desorcién evaluado. Como se observa, tampoco hubo una
diferencia estadisticamente significativa en las respuestas (p > 0.05) y los %DER
fueron bajos en los tres tiempos evaluados. Debido a que no se presentan
diferencias significativas en la desorcién de los analitos y con el fin de tener un
meétodo de preparacion de muestra lo mas sencillo y corto posible, se establecio

1 min como tiempo de desorcién.

La seleccion del solvente de desorcion es fundamental en el desarrollo de
la DSPE, se debe considerar la selectividad del solvente por los analitos de
interés durante la extraccién y la particién (Reis et al., 2020), ya que, de esto
depende la eficiencia de la desorcion, en funcion a las propiedades fisicoquimicas
de los solventes y los compuestos de interés (Zhou et al., 2014). En este trabajo,

se evalud agua, metanol y ACN como solventes de desorcion.

En la Figura 16, se muestra el andlisis de la respuesta obtenida con los
solventes de desorcion evaluados. Como se puede observar, con el agua no se
lograron recuperar los analitos, debido al caracter mas hidrofobico de los

derivados. Por otra parte, se obtuvo una mayor respuesta de los derivados con
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el ACN que con metanol, esto debido a que el ACN presenta una menor polaridad
(Badawy et al., 2022), aumentando su afinidad a los analitos. Ademas, se ha
demostraron que ACN proporciona una mayor estabilidad de los compuestos
derivatizados (Susano et al., 2024). Por lo tanto, se seleccioné el ACN como

solvente de desorcion.

Asimismo, se evalu6 el volumen de desorcién, se probaron 50, 100 y 150
ML. En la Figura 17, se muestra la comparacion de las respuestas obtenidas de
los derivados con los diferentes volumenes probados. Tal como se observa, hay
mayor respuesta a un volumen de 50 uL y se demostré que hay diferencia
estadisticamente significativa en los volumenes evaluados (p < 0.05). Ademas,
los %DER fueron mejores con el volumen de 50 pL, con valores menores a
1.88%.

Una reduccion del volumen de solvente conduce a una mayor
concentracion de los analitos, lo que resulta en un incremento de la respuesta
obtenida. Esta estrategia permite la preconcentracion de los analitos (Ago et al.,
2024), contribuyendo significativamente a la sensibilidad del método. Con base
en estos hallazgos la condicidén 6ptima en cuanto al volumen de desorcién fue de
50 L.

El pH puede ser uno de los factores mas criticos en el procedimiento de la
DSPE, ya que afecta la eficiencia de la separacién. Las recuperaciones mas altas
se alcanzan cuando el pH de la solucién proporciona a los analitos el medio
Optimo para interaccionar con la fase extractante (Badawy et al., 2022 & Zhou et
al., 2014).

En este trabajo, se evalud el efecto del pH en la extraccion, a un pH acido
de 2.4, pH neutro y pH basico de 10. Como se menciond anteriormente, la
solucion acuosa con glifosato, AMPA 'y glufosinato a 25 ug/L fue derivatizada, una
vez terminada la reaccion esta solucion presenté un pH de 2.4, por tanto, esta

solucion fue ajustada a pH 7 y 10 con una soluciéon de NaOH 10 M.
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En la Figura 18, se presenta una comparacion de la respuesta obtenida
con los diferentes pH probados, se muestra que las areas de los picos
cromatograficos fueron mayores a pH 10 y se observd una diferencia

estadisticamente significativa en los valores de pH evaluados (p < 0.05).

Las respuestas mas altas se obtuvieron a pH 10, ya que lo derivados
FMOC-GLI, FMOC-AMPA y FMOC-GLUF son mas estables en condiciones
basicas que acidas. Wang y cols. (2016) demostraron que la intensidad de
fluorescencia de los productos derivados aumenta significativamente con el pH,
siendo la 6ptima en un rango de 9-10. Esto debido a que, en un medio acido o
neutro, los derivados son susceptibles a descomposicion o hidrélisis, lo que

disminuye las respuestas de las sefiales.

Finalmente, se evaluo la eficiencia de la extraccién al aumentar la fuerza
ionica con la adicion de NaCl. Se probo sin la adicion de NaCl, con 2.5% y 5% de
NaCl. En la Figura 19, se presenta una comparacion de la respuesta obtenida
con las diferentes concentraciones de NaCl evaluadas, como puede observarse
las respuestas aumentaron a 2.5% de NaCl; sin embargo, las respuestas
disminuyeron a 5% de NaCl. En el analisis estadistico se demostro una diferencia
estadisticamente significativa en las respuestas de los derivados FMOC-GLI y
FMOC-AMPA.

Badawy y cols. (2022), menciona que la solubilidad de los analitos
disminuye al aumentar la fuerza idnica mediante la adicion de sales. Durante este
proceso, los iones de la sal son atraidos por el agua, lo que reduce la
disponibilidad de los analitos para la solvatacion por el efecto “salting out”,
aumentando de esta manera la recuperacion de los analitos. Esto se demostro
experimentalmente, dado que se observé un aumento significativo las sefiales

con 2.5% de NaCl, por tanto, esta fue la mejor condicién para la DSPE.

La disminucion en las respuestas con el aumento de la concentracion de
NaCl a 5%, se puede atribuir a que una mayor cantidad de soélidos disueltos en

la solucién que aumenta la viscosidad del medio, ocasionando una dispersion
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menos efectiva entre el adsorbente y los analitos, por tanto, una disminucién en

la eficiencia de extraccion.

A manera de resumen, se muestran las condiciones finales de extraccion
en la Tabla X y en la Figura 20, se muestra un cromatograma obtenido de una

mezcla de los derivados 0.6 pL con el método DSEP-HPLC.

7.3Evaluacion del método desarrollado

Para la cuantificacion de los analitos se construy6 una curva de calibracién
a 5 niveles de concentracién (0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 06 ug/L) con estandares de los
analitos sometidos al método de analisis propuesto. Esta estrategia permite
realizar la cuantificacion considerando las pérdidas ocurridas durante el proceso
de extraccion. Para la linealidad de la curva extraida, se construyeron graficas
del area en funcion de la concentracion, se calcularon los factores de respuesta
y se realiz6 un analisis de regresion lineal. En la Figura 21 se muestran las curvas
de calibracion obtenidas, en las cuales se observa una tendencia lineal dentro
del intervalo de concentracion evaluado para los tres analitos. En la Tabla Xl se
muestran que se obtuvieron valores de ry r> mayores a 0.99 y %DER de los FR
menores a 15.99% (ver Tabla XI). Se tomé como referencia los mismos criterios
descritos anteriormente. Christian (2009) establece que valores de r y r?
superiores a 0.99 indican una excelente linealidad y la U.S. EPA (1999), establece
que un %DER de los FR menor a 25% es aceptable para considerar que un
método lineal. Con base en estos resultados, se consideré que la curva de

calibracion es lineal y es confiable para la cuantificacion de los analitos.

La precision se evalu6 con él % DER de las respuestas obtenidas en cada
nivel de concentracion. Se tomo en cuenta el criterio de aceptacion establecido
por la AOAC, la cual indica un valor de % DER menor a 30% para
concentraciones cercanas a 1 ug/L (AOAC, 2016). En la Tabla Xl se muestran
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los %DER, como se observa los valores obtenidos son menores al criterio de

aceptacion, por lo que considerd que el método es preciso.

Para evaluar la exactitud, se estableci6 la correlacion entre la
concentracion real y la concentracion para los estandares de la curva de
calibracion. En la Figura 22 se observa que las curvas de correlacion construidas
tienen una pendiente igual a 1 y r? superiores a 0.99, lo que indica que la
concentracion obtenida mediante la curva de calibracion es cercana a la

concentracion. Por lo tanto, el método se considera exacto.

Ademas, para el céalculo del limite de deteccidén se utilizo el procedimiento
descrito por la Guia para la Validacion de procedimientos analiticos ICH Q2
(European Medicines Agency, 2023), en la Tabla Xlll. Para el limite de
cuantificacion se considerd el primer nivel de concentracion de la curva de
calibracion el cual fue de 0.05 pg/L. Los limites de cuantificacién determinados
por el método propuesto fueron menores al LMR establecido por la US EPA para
el glifosato de 0.7 mg/L en agua (U.S. Environmental Protection Agency, 2024) y
cercanos a la concentraciéon maxima permitida de 0.1 ug/L para cada plaguicida
establecida por la UE (European Parliament & Council of the European Union,
2020).

Ademas, estos resultados son similares e incluso mejores que algunos de
los métodos reportados en la literatura. Lopez y cols. (2023) determinaron
glifosato, AMPA vy glufosinato en muestras de agua superficial (obtenidas de
aguas y rios), agua mineral embotellada, agua de grifo y agua de pozo; las
muestras se filtraron con filtros de jeringa de politetrafluoroetileno hidréfilo,
mediante SPE en linea con HPLC-MS/MS. En su estudio se determinaron los
limites de cuantificacion mediante la relacién sefial/ruido, obteniendo valores de

0.01, 0.005 y 0.02 ug/L para el glifosato, AMPA y glufosinato, respectivamente.

Pires y cols., (2020) desarrollaron un método para el analisis de glifosato,
AMPA y glufosinato en muestras de agua de rio mediante HPLC-FL, utilizando la

liofilizacidn como método de preconcentracion tras la derivatizacion con OPA.
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Con este método obtuvieron limites de cuantificacion para el glifosato, AMPA y

glufosinato de 0.2, 0.5y 0.3 ug/L, respectivamente.

Como se menciond anteriormente, en el Departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Medicina UANL, Padilla y cols. (2017) desarrollaron
un método de TC-IL-DLLME con HPLC-FL, en el cual obtuvieron limites de
deteccion para el FMOC-GLI y FMOC-AMPA de 0.27 y 0.22 ug/L,
respectivamente. Mientras que se obtuvieron limites de cuantificacion de 0.82 y
0.67 pg/L. Como se observa, Con el método propuesto en este trabajo se lograron

obtener mejores resultados.

Una vez establecida la curva de calibracion para la cuantificacion de los
derivados extraidos con el método DSPE, se realizé la evaluacion del método.
Se analizo por triplicado una mezcla acuosa de los derivados a una concentracién
de 0.3 pg/L y se evalud la exactitud, precisién y se determin6 el factor de

enriquecimiento.

Para la exactitud se calcul6 el % R de los derivados a una concentracion
de 0.3 ug/L, se calculé la concentracion mediante la curva de calibraciéon
establecida. En la Tabla XIV, se muestran los % R obtenidos para cada analito,
los cuales fueron de 84.44, 94.70 y 92.44% para el FMOC-GLI, FMOC-AMPA y
FMOC-GLUF, respectivamente. Estos resultados se encuentran dentro del rango
recomendado por la UE en la guia sobre métodos analiticos para plaguicidas
SANTE/2020/12830 Rev.1 (European Comission, 2021), en la cual se establece

un valor aceptable de 70-120%.

Los % R obtenidos presentan un desempefio similar que algunos de los
métodos reportados en la literatura mediante HPLC-FL. Pires y cols. (2022)
reportaron para glifosato % R de 74, 84 y 82% a concentraciones de 0.2, 0.6 y 1
Mg/L, respectivamente. Mientras que, para el glufosinato a concentraciones de
0.3, 1.2 y 2.0 ug/L se obtuvieron % R de 72, 86, 94 %. Ademas, las
recuperaciones obtenidas en este trabajo son parecidos a métodos reportados
con otro sistema de deteccién. En métodos como HPLC-MS/MS, Campanale y

cols. (2022) reportaron % R entre 81-113%. Mientras que en otros métodos que
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emplean HPLC-DAD, CG-MS/MS, Electroforesis capilar-MS y Colorimetria
mostraron % R de 64.1-102.7 (Khrolenko & Wieczorek, 2005), 71-102 (Steinborn
et al., 2016), 87.2-99.5 (Wimmer, 2020) y 96.17-105.12 (Li, et al., 2023),

respectivamente.

A partir de la comparacion realizada con otros métodos desarrollados y
debido a que los resultados obtenidos cumplen con los criterios recomendados

por la UE, el método se considerd exacto.

Para evaluar la precision, se determiné el %DER para cada derivado a una
concentracion de 0.3 ug/L, en la Tabla XIV se muestra que se obtuvieron valores
de 5.73, 417 y 5.06% para FMOC-GLI. FMOC-AMPA y FMOC-GLUF,
respectivamente. Del mismo modo, estos valores cumplen con los criterios
establecidos por la UE en la guia SANTE/2020/12830 Rev.1 (European
Comission, 2021), en la cual se establece un valor aceptable de <20%. Ademas,
la US EPA en el Método 547, considera un valor aceptable de 85-115% en una
concentracion de 0.25 pg/L. Por tanto, el método se considero preciso. Asimismo,
estos resultados son similares a los obtenidos con otras técnicas de deteccion y
cuantificacion como HPLC-DAD, HPLC-MS/MS, CG-MS/MS, Electroforesis
capilar-MS y Colorimetria en las cuales se reportaron % DER de 3.6-21
(Khrolenko & Wieczorek, 2005), <15 (Campanale et al., 2022), 7-16 (Steinborn et
al., 2016), 1-11 (Wimmer et al, 2020) y 2.36-5.13 (Li, et al., 2023),

respectivamente.

El factor de enriquecimiento se calculé mediante la relacion entre el area
inicial de los derivados de la mezcla acuosa sin extraccién y el area final de los
derivados después de aplicar el método DSPE desarrollado a una concentracion
de 0.3 pg/L. En la Tabla XIV se muestran los FE obtenidos, como puede
observarse estos fueron de 15.80, 8.43 y 8.17 para el FMOC-GLI, FMOC-AMPA
y FMOC-GLUF, respectivamente. Estos resultados nos indican que el método
DSPE fue capaz de preconcentrar los analitos al menos ocho veces, lo que

contribuye a la sensibilidad del método.
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Tabla XVII. Comparacién de resultados del método TC-IL-DLLME-HPLC y DSPE-HPLC-FL

Concentracion Factor de Limites de
Método Analito % R % DER . .. cuantificacion
(ng/L) enriquecimiento
(ng/L)
TCAL- FMOC-GLI 25.9 92.00 7.10 5.5 0.82
DLLME-
HPLC FMOC-AMPA 26.4 94.00 1.70 5.6 0.67
FMOC-GLI 0.3 84.44 5.3 15.80 0.05
DSPE-
FMOC-AMPA ) 4.7 417 4 )
HPLC-FL oC 0.3 94.70 8.43 0.05
FMOC-GLUF 0.3 92.44 5.06 8.17 0.05
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En la Tabla XVII se presenta una comparacion de los resultados obtenidos
y los reportados por Padillay cols., (2017). Como puede observarse, los FE y los
limites de cuantificacion alcanzados son mejores con el método de DSPE
desarrollado en este trabajo para glifosato y para AMPA. Estos resultados
permiten considerar el método propuesto como una alternativa interesante para

el analisis de estos herbicidas en agua.

7.4 Aplicacion del método DSPE-HPLC-FL a muestras de agua

El método DSPE-HPLC-FL desarrollado se aplico a una muestra de agua
embotellada y una de rio. Las muestras se analizaron y como puede verse en las
Figuras 23 a 'y 24 a, no se detecto la presencia de ninguno de los analitos. Para
evaluar el efecto de la matriz en el analisis se tomaron alicuotas que fueron
adicionadas con una mezcla acuosa de los analitos a 0.4 pg/L. A partir de las
concentraciones obtenidas, se calculé el % R y el % DER para evaluar la

precision y la exactitud.

Previamente se ha reportado, que hay un efecto matriz en las muestras de
agua analizadas. Se ha demostrado que, por su caracter ionizable, los analitos
pueden presentar interacciones con compuestos organicos e inorganicos. La
presencia en muestras de agua de metales divalentes o trivalentes como Ca?*,
Mg?*, Fe3*, Cu?*, etc., resulta en la formacién de complejos estables con los
analitos, modificando la intensidad de la senal (Gros et al., 2019; Hanke, Singer
& Hollender, 2008).

Ibafiez y cols. (2006) propusieron un procedimiento que involucra la
acidificacion de la muestra a pH cercano a 1 y su posterior neutralizacién, con la
finalidad de evitar la interaccion de los analitos con los metales y romper los
complejos formados. Por otra parte, Hanke, Singer & Hollender (2008),

mencionan que ademas de la acidificacion es necesaria la adicion de EDTA
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posterior a la derivatizacion, ya que los complejos pueden volver a formarse
durante y después de la derivatizacion resultando en una disminucion de la
respuesta. En ese trabajo se analizaron las muestras sin un tratamiento previo,
ademas, se evaluaron dos procedimientos de pretratamiento, el primero consistio
en acidificar la muestra durante una hora con HCI y después llevarla a la
neutralidad con NaOH. El segundo pretratamiento consisti6 en acidificar la
muestra con HCI por una hora, llevar a la neutralidad y derivatizar, posteriormente
se adicion6 EDTA.

En la Figura 23b se presenta el cromatograma obtenido de la muestra
embotellada adicionada y sin pretratamiento, se observa que las sefales de los
analitos son mas altas con respecto a los cromatogramas de las Figuras 23c y
23d, los cuales corresponden al analisis de la muestra con pretratamiento. En la
Tabla XVI, se muestra que los % R obtenidos sin pretratamiento fueron de 152.24,
14446 y 9154 % para el FMOC-GLI, FMOC-AMPA y FMOC-GLUF,
respectivamente, o que nos indica que la matriz tiene un efecto importante sobre
el glifosato y el AMPA. Ademas, la reproducibilidad del analisis fue muy pobre con
%DER superiores a 77.87%.

Estos resultados superan los criterios de aceptacion recomendados por
UE en la guia sobre métodos analiticos para plaguicidas SANTE/2020/12830
Rev.1 (European Comission, 2021), lo cuales son para €l % R de 70-120 y para
él % DER <20. Esto demuestra que sin un pretratamiento previo los resultados

no son exactos y ni reproducibles.

Del mismo modo ocurrio con el analisis de agua de rio, tal como se
muestra en la Figura 24b, sin un pretratamiento se observé una disminucién en
las respuestas de los analitos. Como puede verse, las recuperaciones variaron
entre 44 y 105 % con %DER menores a 20 %. A pesar de que los resultados
presentaron mejor reproducibilidad, los % R del FMOC-GLI y FMOC-GLUF, son
menores al criterio recomendado por la UE, mencionados anteriormente. En las

Figuras 23 y 24, se presentan los cromatogramas de las muestras con los
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pretratamientos mencionados. Se observa que tanto acidificando las muestras

como adicionando EDTA, mejoraron las sefiales de los analitos.

Para la evaluaciéon de la exactitud, en la Tabla XVI se muestra que los %
R obtenidos del analisis de agua embotellada con el primer pretratamiento, el
cual fue acidificando la muestra. Como puede verse, los valores disminuyeron de
152.24 a 92.94 para FMOC-GLI, de 144.46 a 111.80 para FMOC-AMPA y de
91.54 a 70.53 para FMOC-GLUF. Se observé un comportamiento similar con el
analisis adicionando EDTA, los % R disminuyeron a 88.90, 103.78 y 75.44. Por
lo tanto, en el caso de la muestra de agua embotellada no hubo una diferencia

significativa con los dos pretratamientos empleados.

En la Tabla XVIl se muestran los % R obtenidos para la evaluacion de la
exactitud, para el analisis de la muestra de rio acidificando. Tal como se muestra,
los valores aumentaron de 44.86 a 91.31% para FMOC-GLI, de 105.47 a
120.43% para FMOC-AMPAY de 45.29 a 60.52% para FMOC-GLUF. Al adicionar
EDTA también hubo un aumento en los % R a 73.73, 98.02 y 52.54 para FMOC-
GLI, FMOC-AMPAy FMOC-GLUF; sin embargo, se logré una mejor recuperacion
cuando unicamente se acidifico la muestra. Por lo tanto, en el caso de la muestra
de agua de rio es mas adecuado utilizar unicamente la acidificacion de la

muestra.

La guia sobre métodos analiticos para plaguicidas SANTE/2020/12830
Rev.1 (European Comission, 2021) sugiere recuperaciones en un intervalo de 70
al 120%. Como puede verse, todos valores de % R del agua embotellada
cumplen con estos criterios con ambos tratamientos previos. En cuanto a la
muestra de agua de rio los valores de FMOC-GLI y FMOC- AMPA cumplen con
el criterio. Mientras que, el FMOC-GLUF no cumplen con el criterio establecido
para ambos pretratamientos de muestra. Sin embargo, en la UE no esta
especificada la concentracién de trabajo. Ademas, se obtuvo un resultado
superior acidificando la muestra, por lo que se considerd que el método presenta

exactitud con este pretratamiento. Aunque, es necesario continuar trabajando en
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el establecimiento de las mejores condiciones de pretratamiento de muestra con

el objetivo de mejorar el % R del glufosinato.

En cuanto a la precision, en la Tabla XVI se muestra que los valores de %
DER obtenidos para el agua embotellada, como se observa los valores fueron de
7.5 a 22.93% acidificando la muestra y de 3.64 a 8.66% con la adicién de EDTA.
Los resultados para el agua de rio fueron de 3.18 a 17.85% con la acidificacion
de la muestra y de 15.33 a 23.84% adicionando EDTA. Aunque acidificando la
muestra se obtuvieron valores un poco superiores al valor recomendado por la
UE y tomando como criterio el valor establecido por AOAC de <30% para

concentraciones cercanas a 1 ug/L, se considero que el método es preciso.

En la Tabla XVIIl, se presenta una comparacion de los resultados

obtenidos con otros métodos reportado en la literatura.

85



Tabla XVIIIl. Comparacién del método DESPE-HPLC-FL propuesto con otros métodos reportados en la literatura

Limite de
Muestra Método Analitos | cuantificacion % R % DER Referencia
(ng/L)
Agua Glifosato Método
embotellada y DSPE-HPLC-FL AMPA 0.5 60.52-120.43 | 3.18-22.93
, . propuesto
de rio Glufosinato
Glifosato Gabardo,
Agua de rio SPE-HPLC-FL AMPA 0.2 91-113 <18 Corderio &
Glufosinato Peralta, 2024
Glifosato 0.12
Agua de rio SPE-HPLC-MS/MS AMPA 0.05 80-111 <8 Lépez et al., 2023
Glufosinato 0.09
Agua dulce Glifosato 0.25 Alonso et al
superflmal de HPLC-FL AMPA 1 No reportado 4 2022
rios
subg?féanseas Glifosato Campanale et al
. ’ HPLC-MS/MS AMPA 0.025 81.5-120 1.2-13.1 P v
superficial y de . 2022
’ Glufosinato
grifo
Glifosato 0.75 Ulrich & Lee,
Aguas duras HPLC-MS/MS AMPA 05 72.9-102 8-20 2021
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Glifosato 10
Agua potable SPE-HPLC-MS/MS AMPA 15 78.3-99.4 2.4-9.1 Giang et al., 2020
Glufosinato 10
Filtracionfliofilizacion | C'oSato 0.2
Agua de rio AMPA 0.5 72-94 1.8-9.1 Pires et al., 2020
-HPLC-FL .
Glufosinato 0.3
Agua de Glifosato 16.9 Oliveira et al.,
escorrentia HPLC-FL AMPA 5.6 90-123 21-25 2019
AQUAS Glifosato 0.0005
su egrficiales SPE-HPLC-MS/MS AMPA 0.0003 90.3-102.8 4-56 Guo et al., 2019
P Glufosinato 0.0005
Glifosato 0.6 Demonte et al
Agua de pozo SPE-HPLC-MS/MS AMPA 0.2 70-105 <15 ”
. 2018
Glufosinato 0.1
Agua potable y TC-IL-DLLME- Glifosato 0.82 Padilla et al.,
de pozo HPLC-FL AMPA 0.67 53-98.8 1.2:25 2017
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Con base a los datos presentados en la Tabla XVIII, el método desarrollado
de DSPE-HPLC-FL presenta una eficiencia similar a los reportados en la literatura
con buenos % Ry % DER y limites de deteccidn y cuantificacion comparables.
Ademas, la técnica de extraccion es rapida, sencilla y permite el analisis
simultaneo de muestras, en comparacion con otras técnicas mostradas en la
Tabla XVIII.
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CAPIiTULO 8

CONCLUSIONES

El modo de preparacion de los tubos de extraccion propuesto para
realizar la DSPE, mostro resultados reproducibles y confiables,
brindando una alternativa mas sencilla y rapida que el método de pesado

directo.

El método de DSPE-HPLC propuesto para el analisis de glifosato, AMPA
y glufosinato en muestras de agua demostré ser lineal, preciso y exacto,

con limites de cuantificaciéon 0.05 pg/L.

Con el método de DSPE fue posible preconcentrar a los analitos lo que
contribuy6 significativamente a la sensibilidad del analisis, un aspecto
crucial debido a las bajas concentraciones de los analitos en muestras.
Ademas, con el método desarrollado fue posible procesar hasta 30

muestras de manera simultanea.

El método de analisis propuesto es rapido, simple y econémico por lo
gue constituye una nueva alternativa a los métodos reportados en la

literatura.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

Aplicar el método DSPE-HPLC desarrollado a muestras de otras fuentes

de agua.

Evaluar la aplicacion del método a distintas matrices, como alimentos,

muestras biolégicas y ambientales.

Adaptar el método a HPLC-MS/MS para mejorar la selectividad de los

analitos.
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