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RESUMEN
Ana Susana Santos Hernandez Fecha de graduacion: Julio de 2015
Universidad Auténoma de Nuevo Leén - Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de tesis: IMPLEMENTACION DE UN SISTEMA LAB-ON-VALVE CON
EXTRACCION POR MICROONDAS PARA LA DETERMINACION DE LOS
HERBICIDAS ATRAZINA Y 2 4-D EN GRANO DE MAIZ

Numero de paginas: 117.

Candidato para el Grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en Quimica
Analitica Ambiental.

Area de estudio’ Quimica Analitica Ambiental

Propésito y método de estudio: La presente investigacion consistid en
implementar un método automatizado para la determinacion de atrazina y 2 4-D
(acido 2 4-diclorofenoxiacético) en grano de maiz. Se basa en la uso de un
sistema Lab On Valve utilizando la extraccion asistida por microondas y una fase
solida Strata-X acoplado a una bomba de HPLC para preconcentrar a los analitos
y detectarlos a baja concentracién permitiendo el andlisis en linea. En la
actualidad estos herbicidas se usan cominmente en este tipo de cultivo y es
importante monitorizar si existe presencia de ellos, debido a que si se usa de
manera indiscriminada pudieran afectar a los productos alimenticios.

La separacién se realiz6 en una columna monolitica C18 (25 x 4.6 mm) con una
fase movil que consiste en CH3CN:CH;COOH/CH;COONa (20:80 v/v) (pH 4) a un
flujo de 2 mL/min y los analitos fueron detectados a las longitudes de onda de 223
y 230 nm para la atrazina y 2,4-D, respectivamente.

Se evaluaron los factores que influyen en la extraccion de los herbicidas por
microondas en el grano de maiz, mediante un disefio experimental para establecer
las mejores condiciones de extraccién los cuales fueron tiempo, temperatura y
relacion de agente extractante y para la etapa de preconcentracion se evaluaron
diferentes factores tales como cantidad de fase sdlida y eluyente.

Contribuciones y conclusiones: Se implementé el sistema automatizado para la
monitorizacion de los herbicidas atrazina y 2,4-D en el grano de maiz. Los mejores
resultados se obtuvieron utilizando como agente de extraccidn una mezcla de
MeQOH:agua (30:70 v/v) a 50 °C, un tiempo de extraccion de 20 min y para la
preconcentracion se cargd un volumen de 10 mL de muestra eluyéndose con O 5
mL de MeOH;H,0 (80:20 v/v) a 1 mL/min.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El abasto continuo y suficiente de productos debido al constante crecimiento de la
poblacion implica una mayor inversion y mejorar el rendimiento de las cosechas.
La agricultura juega un rol importante en el mundo debido a que se requieren altas
producciones en los cultivos para compensar la demanda de la sociedad, para ello
se requiere impulsar el incremento y efectividad del cultivo. Para hacer frente a
estos requisitos se utilizan compuestos quimicos conocidos como herbicidas para
eliminar y/o controlar las malezas que pueden afectar a la cosecha y de esta forma

garantizar una maxima produccion[1].

Los herbicidas son sustancias quimicas usadas en la agricultura para eliminar las
hierbas nocivas que crecen en las zonas de cultivo. La aplicacion de estos
productos requiere cuidados para que no se vean afectadas las plantas. La
mayoria de los herbicidas son derivados de compuestos organicos heterociclicos,

lo que eleva su poder toxico, incluso en dosis bajas[2].

La utilizacion de herbicidas puede provocar cambios en el suelo, provocando su
degradacion, erosion y disminucion en la capacidad de retencién del agua,
ademas pueden alterar la cubierta vegetal y los microorganismos del suelo
dejandolo pobre y estéril, haciendo muy dificil su recuperacion[3]. La aplicacion de
los herbicidas con diferentes composiciones quimicas, rociadas con diversos

equipos terrestres y aéreos, aportan una alta eficiencia pero también una elevada



capacidad de dispersibn y contaminacion del medio ambiente[4]. EI
comportamiento ambiental de un herbicida esta regido por procesos que pueden
disminuir la cantidad original aplicada (Figura 1). Antes de que el herbicida alcance
el suelo, puede degradarse por fotodescomposicion, por volatilizacién y puede ser
adsorbido o absorbido por las hojas del vegetal o en la superficie. Una vez que
ingresa al suelo, el herbicida se reparte en las fases soélida, gaseosa y liquida, y es
en esta ultima en la cual ocurre la degradacion quimica y microbiana, que es el
proceso mas importante para la mayoria de los herbicidas. En la fase sdlida se
adsorben con diferente fuerza en lugares de enlace de los coloides organicos e

inorganicos del suelo (materia organica y arcillas)[5].
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Figura 1. Movilidad de los herbicidas en el medio ambiente.

Uno de los cultivos mas importantes que recurre al uso de herbicidas es el maiz

debido que es esencial protegerlo del ataque de plagas y enfermedades para



evitar fuertes pérdidas en la calidad del grano, proporcionando una solucién a los

problemas de las malas hierbas y plagas.

El maiz es uno de los principales granos que se producen a nivel mundial ademas
de trigo, arroz, cebada, sorgo y avena. El maiz tiene la mayor produccion con un
39%, le sigue el trigo con 30%, y el arroz con 21%. Estos tres granos concentraron

el 90% de la produccién mundial en el ciclo 2010-2011[6].

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) estimé que la
produccion mundial de maiz en el ciclo 2013-2014 fue 973.9 millones de
toneladas. México es el octavo productor mundial de maiz y se estima que su

produccion fue de 21 millones de toneladas|[7].

Cabe destacar la importancia que tiene este grano en México tanto en el ambito
agricola como en el econdmico, es importante para el consumo humano, ya que
se utiliza en la elaboracion de tortillas de maiz, frituras, cereales, y como alimento
para animales (ganado, aves, etc.), entre muchos otros usos. Por su alto
contenido de almidén y bajo contenido de fibra hace que sea una fuente alta de

energia[8].

Debido a lo anterior, la aplicacion intensiva de herbicidas ha dado lugar a la
contaminacion del agua, suelo, productos agricolas (trigo, maiz, vegetales) en
consecuencia la contaminacién directa o indirecta de los alimentos y productos

alimenticios[9].



Es importante conocer el grado de contaminacion que presenta el grano de maiz
por el uso de diferentes herbicidas como el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) y
atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina). En literatura se
menciona que este tipo de herbicidas son los que comunmente se utilizan para
controlar las malezas en los cultivos de maiz, por lo que pudiera existir rastros de
ellos en el grano. Por todo esto, existe la necesidad de contar con procedimientos
analiticos lo suficientemente sensibles, selectivos y econémicos para tener un
control de los herbicidas y realizar evaluaciones periddicas del contenido de

residuos de los mismos.

En el presente proyecto de investigacion, se propone la implementacion de un
sistema de analisis Lab-On-Valve (LOV), el cual es un sitema de tercera
generacion desarrollado por Ruzicka et.al en 2000 basado en la reduccion del
consumo de reactivos[10] combinado con extraccion asistida por microondas para
la determinacion de los herbicidas 2,4-D y atrazina en grano de maiz, con la
finalidad de desarrollar una nueva metodologia para determinar a nivel de trazas
dichos herbicidas, ademas de contribuir al uso tecnologias automatizadas,

facilitando el manejo de la muestra y reactivos.

1.1 Hipoétesis
El sistema de analisis LOV combinado con la extraccion asistida por microondas
permite la determinacién a nivel de trazas de los herbicidas 2,4-D y atrazina, en

grano de maiz.



1.2 Objetivo general

Implementar el sistema de analisis LOV combinado con la extraccion asistida por

microondas para la determinacion a niveles traza de los herbicidas 2,4-D y

atrazina, en grano de maiz.

1.3 Objetivos especificos

a)

Implementar el sistema LOV que incluye las etapas de preconcentracion,
separacion y deteccion de 2,4-D y atrazina.

Establecer las condiciones de extraccion asistida por microondas mas
favorables considerando: tipos de solvente, cantidad de muestra, volumen de
solvente, tiempo y temperatura de extracciéon en las muestras de grano de
maiz.

Determinar la concentracion de residuo de los plaguicidas 2,4-D y atrazina en
muestras de grano de maiz, mediante la extraccion asistida por microondas y

el sistema LOV.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1 PRODUCCION DE MAiz

El maiz es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen y debido
a sus grandes bondades y variedad de usos se ha convertido en el cultivo mas

importante entre los cereales a nivel mundial.

Con respecto al estado de Nuevo Ledn, en los municipios con la produccion
agricola mas importante en cuanto al cultivo de maiz de acuerdo a los datos
obtenidos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) del afio 2013, se reporta un total de 94,149.94

toneladas (Tabla 1)[11].

Tabla 1. Produccién de maiz en grano en el estado de Nuevo Ledn en el ano 2013.

Municipio Toneladas de maiz/Aiho
General Zaragoza 2,100.00
Anahuac 5,798.94
Mier y Noriega 9,000.00
Aramberri 5,040.00
Doctor Arroyo 34,260.00
Galeana 37,951.00
Total 94,149.94




A pesar de su gran volumen de produccién, el maiz es un cultivo propenso al
ataque de plagas y enfermedades. Es por ello que requiere del uso de herbicidas
para evitar pérdidas en la calidad del grano.

Los pesticidas se clasifican de acuerdo a diferentes criterios: los organimos en el
que actuan, su toxicidad aguda (capacidad de producir un dano agudo a la salud a
través de una o multiples exposiciones en un periodo de tiempo), su vida media de
efectividad (permanentes, persistentes, moderadamente persistentes y no
persistentes), su estructura quimica (derivados de triazinas, derivados de acido
fenoxiacético, etc.) y su uso (agricultura, hogar, industria, etc.)[12], en la Tabla 2
se muestra una clasificacion de acuerdo al tipo de organismo en el que se realiza

su accion[13].

Tabla 2. Tipos de plaguicidas.

Tipo de pesticida Organismos sobre el cual actuan
Fungicidas Hongos
Insecticidas Insectos
Herbicidas Malezas (malas hierbas)
Acaricidas Acaros que se alimentan de plantas y
animales
Rodenticidas Ratones
Avicidas Aves




2.2 HERBICIDAS

La produccidn agricola depende considerablemente del uso de los herbicidas para
controlar las malezas. Estos se clasifican de acuerdo a su estructura quimica
como son benzonitrilos, fenoxiacidos, triazinas, amidas, sulfonilureas, cloro-

acetanilidas, fenilcarbamatos, etc.

En este manuscrito nos enfocamos en el 2,4-D y la atrazina clasificado en la

familia de los fenoxiacidos y a las triazinas respectivamente.

De los cuales son productos quimicos con la capacidad de eliminar plantas
selectivamente, se utilizan en diferentes etapas del crecimiento del cultivo.
Algunos efectos que los herbicidas tienen sobre las plantas no deseadas es la
inhibicion de la germinaciéon de semillas, amarillamiento o deformacién de las
hojas, etc.[1], son usados extensivamente en la agricultura, en la industria y en
zonas urbanas, debido a que si son utilizados adecuadamente proporcionan un
control eficiente de maleza a un bajo costo. No obstante, si no son aplicados
correctamente los herbicidas pueden causar dafios a las plantas cultivadas, al
medio ambiente, e incluso a las personas que los aplican[14]. Por lo que es
necesario conocer el manejo de estos productos quimicos sobre los cultivos,
puesto que la forma en que sean aplicados influye considerablemente en la

presencia de residuos en el medioambiente.

Es frecuente detectar herbicidas en el agua o suelo de zonas agricolas o sus

alrededores en donde han sido aplicados, en parte por la persistencia del

8



compuesto, aunado a la sobreaplicacion de estos productos. Esto puede

ocasionar que el agua que consumimos tenga rastros de herbicidas[1].

2.2.1 Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

El 2,4-D esta clasificado como posible carcindbgeno para el ser humano[15-17].
Este herbicida es un regulador de crecimiento, selectivo en gramineas como
sorgo, maiz y trigo en etapas vegetativas. Este se absorbe por hojas y raices, y se

transportan por el floema y xilema[14].

El 2,4-D se formula como ésteres o sales de aminas (Figura 2). Los ésteres son
volatiles y pueden causar dafio a cultivos sensibles por el acarreo de vapores, y
las aminas tienen baja volatilidad; la dosis de 2,4-D es 0.8-1.2 L/ha cuando las
malezas hayan emergido y cuando el maiz haya alcanzado una altura de 10-15
cm[12]. Su limite maximo de residuo o tolerancia (LMR) es 0.05 mg/kg en el grano

de maiz[18].

El suelo y los cuerpos de agua son sus medios receptores directos, pero se
dispersa en todos los compartimentos del ambiente. En el aire persiste por horas y
puede ser eliminado por precipitacion junto con la lluvia. En agua y suelo es
degradado en poco tiempo (vida media menor de 7 dias) por hidrolisis y por la
acciéon de los microorganismos. Su movilidad en suelo varia de baja a moderada,

por ello puede lixiviarse hasta las aguas subterraneas. La biodegradacion de este



compuesto generalmente dura varios meses dependiendo de las condiciones

fisicas, quimicas y de la aplicacién previa de plaguicidas.
Cl

Cl

HO
Figura 2. Estructura quimica de 2,4-D.

2.2.2 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina (atrazina)

La atrazina pertenece a la familia de las triazinas (Figura 3), se clasifica en el
grupo de los inhibidores de la fotosintesis que se utilizan para el control de la
maleza de hoja ancha, se aplican al suelo y se transportan en las plantas por el
xilema, requieren de irrigacion para su movilidad. La afinidad de atrazina para ser
adsorbida por los coloides del suelo es de moderada a alta, por lo que la dosis se
debe ajustar segun el tipo de suelo. Su uso se extiende a mas de 7 millones de

hectareas de maiz a nivel mundial anualmente[19], la dosis va de 1 a 2 L/ha[20].

N
N J\

N N
H

Figura 3. Estructura quimica de atrazina.
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La atrazina se ha utilizado desde los afios 50°s, es el herbicida que mas se utiliza
en todo el mundo, se ha demostrado que puede ser toxico a niveles altos, por lo
que la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA) tiene como
tolerancia maxima 0.25 mg/kg en el grano de maiz, y la Uniéon Europea (EU) 0.01

mg/kg para cereal[21].

2.3 SISTEMA LAB ON VALVE

El laboratorio en una valvula (Lab-On-Valve, LOV) se basa en la conexion en
secuencia de micro canales, consta de una valvula de inyeccidon multicanal
estandar acoplada a un moédulo multijeringa que permite tomar volumenes bajos
de muestras o reactivos con gran repetibilidad y ademas anadir reactivos en
puntos adecuados del sistema, asi como llevar a cabo los procesos de
preconcentracion utilizando materiales adsorbentes particulados[22].

El sistema consta de canales con diametros de 0.5 a 2 mm, es una estructura
monolitica hecha de Polimetilmetacrilato, policloruro de vinilo (PVC) o Poliéter éter
cetona (PEEK), todo ello para mejorar la resistencia quimica y ampliar el rango de
uso de los solventes organicos; esta montado encima de una valvula de seleccidn
de seis, ocho o diez puertos, segun sea necesario. Esta disefiado para incorporar
todas las medidas necesarias para una variedad de analisis quimicos de fase
homogénea y heterogénea, es apto para operar con los dispositivos periféricos de
tamafo convencional, incluyendo una amplia variedad de técnicas de deteccion
Opticas, por ejemplo, espectrometria de absorcion atomica, espectroscopia de

emisién atomica, espectrometria de masas, etc.[23]. En la (Figura 4) se muestra
11



un sistema de inyeccion LOV acoplado a un sistema de columna para separacion,

usando varios modos en la interfase.

Suspension de perlas

Soporte de salida

Soporte de

Transportador

r—
Dﬂ F st

LT Vial Bomba de
Calumna 2 jeringa

Figura 4. Sistema automatizado del tipo Lab-On-Valve (LOV).

2.4 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

Utilizar la técnica de extraccion asistida por microondas (MAE por sus siglas en
inglés), para la extraccion de los herbicidas en el grano de maiz, es una
herramienta rapida, presenta tiempo de extraccion entre tres y diez minutos,
requiere pequefia cantidad de muestra (de 0.5 a 2 g) y disolventes (entre 1y 15
mL), permite el control de parametros que afectan a la eficacia de extraccidn
(naturaleza del disolvente y de la matriz, temperatura, potencia y tiempo de
extraccion) para conseguir que el compuesto o compuestos de interés pasen de la

muestra al disolvente adecuado[24]. Algunas de las desventajas son que depende
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de la naturaleza de la muestra y esto limita el uso de algunos disolventes, el
extracto queda en contacto con la muestra al acabar la extraccion y se necesita su

posterior filtracion o separacion[25].

La transferencia de energia es la principal caracteristica del calentamiento por
microondas. En la MAE la energia de microondas se pasa directamente a los
materiales a través de interacciones moleculares con el campo electromagnético

convirtiendo la energia electromagnética en energia térmica[26].

El principio de calentamiento utilizando la energia de microondas se basa en el
efecto directo de las microondas en las moléculas por dos mecanismos la
conduccion ionica y la rotacidn de dipolos. La conduccién idnica es la migracion
electroforética de iones cuando se aplica un campo electromagnético. La
resistencia de la disolucidon a este flujo de iones da lugar a la friccion vy, por lo
tanto, se calienta la disolucién. La rotacion de dipolos significa realineacién de
dipolos con el campo aplicado. Una frecuencia de 2,450 MHz es utilizada en
sistemas comerciales, los dipolos se alinean y aleatorizan 49,310 veces por

segundo y de este movimiento molecular resulta el calentamiento[27].

2.4.1 Factores que afectan al proceso de extraccion

2.4.1.1 Disolvente

El primer factor que se debe considerar es el disolvente a utilizar, debido a que

una seleccién apropiada de disolvente proporcionara un proceso de extraccidon
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mas eficiente. La seleccién del disolvente depende de la solubilidad de los
compuestos de interés, es importante seleccionar un disolvente con alto poder de
extraccion y fuerte interaccién con la matriz y el analito. Dado que la absorcion de
microondas ocurre por la reorientacion de dipolos en un campo eléctrico, la
cantidad de energia absorbida sera dependiente de las propiedades dieléctricas
de las moléculas presentes en el proceso: constante dieléctrica del disolvente
utilizado como extractante (e¢°), factor de perdida dieléctrica (¢'") y factor de
disipacién (tan 6= €"'/e’). Valores grandes de este parametro indican una buena
susceptibilidad a la energia de microondas. Cuanto mayor sea la constante
dieléctrica, mas energia térmica sera liberada y mas rapidamente se alcanzaran
temperaturas a las cuales el paso de los analitos de la matriz al disolvente se ve
favorecido siendo la responsable de la eficiencia del calentamiento por
microondas[13].

Los disolventes polares, tales como etanol, metanol, y agua pueden ser
calentados por la energia de microondas. El grado de absorcion de microondas
generalmente aumenta con la constante dieléctrica, en la Tabla 3 se muestran
algunos parametros de algunos disolventes utilizados en el 90% de las

aplicaciones de MAE[22, 28].
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Tabla 3. Constantes fisicas y factores de disipaciéon de algunos solventes[26, 28].

Solventes Constante Factor de Punto de | Temperatura
Dieléctrica €¢” | disipacion tan | ebullicion en vaso
a 20°C 5 (10 °Ca cerrado °C
101.4kPa

Acetona 20.7 5,555 56 164
Acetonitrilo 37.5 82 194
Etanol 24.3 2,500 78 164
Hexano 1.89 69 -

Metanol 32.6 6,400 65 151
Agua 78.3 1,570 100 -

2.4.1.2 Potencia de microondas y temperatura de extraccion

La potencia de microondas proporciona un calentamiento localizado en la muestra
que actua como una fuerza impulsora para destruir la matriz de modo que el
analito puede difundirse y disolverse en el disolvente. Por lo tanto el aumento de la
potencia mejora el rendimiento de la extraccién dando lugar a un menor tiempo de

extraccion.

La temperatura ayuda a aumentar la difusividad de los analitos desde la matriz al
disolvente, la eleccion de la temperatura de extraccion depende de la estabilidad y
el rendimiento de la extraccion del compuesto deseado. Un aumento de la
temperatura hace que el poder del disolvente aumente debido a una descenso de
la viscosidad y la tension superficial, facilitando que el disolvente solubilice los

solutos, y mejore la humectacion y penetracion de la matriz[26, 29].
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2.4.1.3 Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion también es estudiado, debido a que tiempo excesivamente

largo podria causar la degradacion de compuestos termolabiles.

Después de realizar la extraccion se requiere una etapa de limpieza para evitar
interferencia en la deteccion de los herbicidas de interés, en especial cuando se

trabaja con muestras complejas.

2.5 EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

La extraccion en fase sélida es una técnica ampliamente utilizada para el pre-
tratamiento de muestras, y consiste en pasar un volumen conocido de muestra a
través de un adsorbente soélido (cartucho, columna o disco), bajo condiciones
controladas que favorecen la absorcion preferencial del analito sobre los
componentes de la matriz. El analito retenido es eluido con un pequefo volumen
de una mezcla de solventes apropiada, proporcionando extractos altamente

concentrados|[30].

La SPE consta de cuatro pasos (i) acondicionamiento del sorbente, (ii) aplicaciéon
de la muestra, (iii) enjuague y limpieza de la muestra, y (iv) la desorcion y la

recuperacion de los analitos en la etapa de separacion[31].
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2.5.1 Factores que afectan al proceso SPE

Los parametros que influyen en la SPE son la seleccion del tipo y cantidad de
sorbente, la determinacion del volumen de muestra que se puede aplicar sin
pérdida de recuperacién, la composicion y el volumen del lavado que se puede
aplicar sin pérdida de analitos y, finalmente, la composicion y el volumen de la

disolucién de elucion o de desorcion[31].

2.5.1.1 Tipo de adsorbente

La seleccion de un material de SPE adecuado es muy importante debido que en él
se da la retencion selectiva de analitos, y este dependera de las caracteristicas

fisicoquimicas del herbicida y de los componentes que acomparien a la matriz[32].

Para asegurar la absorcion suficiente de analitos, diversos tipos de adsorbentes se
han desarrollado para la preconcentracion y limpieza de residuos de plaguicidas

en los alimentos[33].

Se clasifican en tres tipos: Los empaquetados con base de silica, los poliméricos y
el carbon activado. Todos ellos pueden modificarse de distintas formas para
cambiar sus propiedades como extractante. Los materiales mas comunes son
cartuchos de silice, alumina o florisil para la SPE en fase normal y, C8 y C18 de

fase reversa[13].
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2.5.1.2 Disolvente de elucion

Ademas del adsorbente, el disolvente de elucién apropiado o mezcla de solventes
de elucion juega un papel importante para incrementar en la eficiencia de limpieza,
ya que los disolventes pueden interrumpir la interaccion entre los analitos y el

adsorbente mediante la elucién de los analitos del mismo[33].

2.5.1.3 Proporcion entre el adsorbente y la muestra

La cantidad normal que se utiliza esta entre 1 a 10 g o mas, en funcion del
volumen de muestra. En matrices algo concentradas, o cuando se cargan en el
cartucho volumenes grandes de muestra, llega un momento en el que se
interrumpe la retencién debido a que el dispositivo de SPE ha llegado a su

capacidad maxima de adsorcion[13].

2.6. ANTECEDENTES

Actualmente ha aumentado el interés por encontrar técnicas mas eficientes para
analizar muestras complejas como lo es el maiz que pudiera estar contaminado
por herbicidas. A continuacién se describen algunos estudios en donde usa la
extraccidon asistida por microondas con buenos resultados analizando diferentes
matrices y por otra parte el sistema LOV para preconcentrar diferentes analitos

haciendo sensibles dichos analisis.
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2.6.1 Extraccion asistida por microondas (MAE):

Wang et al.[21], en 2012, determinaron cinco triazinas (ametrina, propazina,
atrazina, desmetrina, simazina) en cereales, entre ellos el maiz, combinando la
extraccion dinamica asistida por microondas (DMAE) y HPLC con detector UV.
Encontraron en el maiz de tres de las triazinas estudiadas, las muestras fueron
fortificadas y su recuperacién fue 80 a 102%. Los limites de deteccion fueron 1.1 a

1.5 ng/g.

Otro estudio donde utilizan la MAE fue el realizado por Setyaningsih et al.[34] en
el que evaluaron mediante MAE la extraccion de melatonina en muestras de arroz.
Las condiciones para la extracciéon fueron: temperatura 195°C, potencia 1000 W,

tiempo de extraccién 20 min y como agente extractante metanol.

Por otra parte, una investigacion para cuatro triazinas (metribuzina, atrazina,
ametrina, terbutrina), pero en muestras de suelo colectadas en un campo de maiz,
fue realizada por Shah et al.[35]; utilizando para tal fin la extraccién asistida por
microondas con HPLC-UV. En dicho estudio, solo se detectd la atrazina. Las
muestras  estudiadas fueron fortificadas con los analitos y se obtuvieron

recuperaciones del 83 a 96%.

El-Saeid et al., en 2010[36], utilizando MAE y analisis por cromatografia de gases
con deteccion por espectrometria de masas (GC-MS), realizaron la determinacion
de 12 pesticidas en suelo. En este trabajo, se compard esta técnica con la
extraccion Soxhlet y se encontré que en 11 de los 12 residuos de pesticidas fueron

detectados en el limite maximo de residuo (0.1 mg/kg), y al fortificar las muestras,
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obtuvieron mejores rendimientos cuando utilizaron MAE (del 98 a 102%) que con
Soxhlet (de 93 a 97%). Los autores resaltan que el uso de MAE permitio la
extraccion simultanea de varias muestras, con un menor tiempo de extraccion y

bajo consumo de disolvente.

Un trabajo distinto fue el realizado por Yang y Zhai en 2010[37], en el que
utilizaron un disefio de experimentos tipo Box-Behnken para obtener las
condiciones 6ptimas de extraccion de antocianinas en mazorcas de maiz morado
utiizando MAE como técnica de extraccion y comparandola con la técnica de
extraccion convencional, empleando como técnica de analisis HPLC-MS. Con la
ecuacion del disefio de experimentos, se obtuvo la respuesta de la funcion
polinomial y el contenido total de antocianinas fue 185.1 mg/100g. Cuando
utilizaron MAE, el contenido fue 184.8 mg/100 g (el 99.8%) en 19 minutos,
mientras que en la extraccién convencional, en 60 min fue 158.2 (el 85.6%). Se
detectaron e identificaron 6 tipos de antocianinas como cianidina-3-glucésido,
perganidin-3-glucosido, peonidin-3-glucoésido y sus respectivos homologos

cianidina-3-malonato, perganidin-3-malonato, peronidin-3-malonato.

You et al.[38] determinaron los herbicidas atrazina, simazina y prometrina en
muestras a base de cereales para infantes, utilizando PMAE-HPLC-EIS/MS. Las
condiciones Optimas correspondieron al uso de 20 mL metanol como agente
extractante, con un tiempo de extraccion de 10 min, temperatura de 105°C y una
potencia de 600 W. Las recuperaciones de los analitos bajo estas condiciones se

encontraron en el rango de 66.2 a 88.6%.
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La mayoria de los trabajos de investigacion mencionados utilizan como
tratamiento de muestra la técnica de extraccién asistida por microondas para
extraer moléculas organicas en suelo y en cereales, obteniendo mejor eficiencia
de extraccion, reduccion en el tiempo de extraccion, el consumo de disolvente y de
muestra, por lo que MAE surge como una alternativa viable para el proceso de

extraccion de herbicidas presentes en el grano de maiz.

2.6.2 Sistema Lab-On-Valve (LOV):

Boonjob et al., en 2011[39], evaluaron residuos de atrazina, simazina, propazina y
degradacion deisopropil atrazina (DIA) y dietilatrazina (DEA), utilizando nanofibras
de carbono en muestras de agua y suelo. Estudiaron el efecto de tipo y cantidad
de nanoparticulas (nanofibras de carbono (CNFs), nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNTSs) y nanotubos de carbono oxidados (MWCNT-COOH), volumen
de muestra y volumen de eluyente. Los mejores resultados se obtuvieron con 10
mg de CNFs, utilizando metanol como eluyente, y un volumen de muestra 10 mL.
Las recuperaciones de agua y suelo oscilaron entre 94-104% y 84-105%,
respectivamente.

Boonjob et al., en 2010[40] determinaron atrazina, simazina, propazina y
productos de degradacion de DIA y DEA, en muestras de agua y suelo, usando N-
vinilpirrolidona/divinilbenceno (oasis HLB), para la preconcentracion de las
clorotriazinas y un polimero impreso molecularmente terbutilazina para una

limpieza de muestra, evaluaron el volumen y flujo de eluyente, y volumen de
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muestra. Las condiciones Optimas correspondieron a un volumen de
preconcentracion de 10 mL en el caso del agua y 1 mL en las muestras de suelo,
metanol como eluyente y un flujo de 0.5 mL/min. Las recuperaciones obtenidas
oscilaron entre 88 y 104% para el caso del agua 'y 89 y 111% para las muestras de

suelo.

Oliveira et al., en 2010[41] utilizaron un sistema MSFI-BI-LOV-LC para la
determinacién de productos de proteccion solar benzofenona-3, (BP3),
butiimetoxidibenzoilmetano, (BMDBM), metoxicinamato de etilhexilo, (EHMC) y
homosalato (HMS) en muestras de agua salada y dulce. Para las muestras de
agua dulce las concentraciones fueron < LOD 0.45-3.2 pg/L excepto HMS 104-

107% y para agua salada fue 104%.

En ese mismo afo, Vidigal et al.[42] desarrollaron una metodologia para la
determinacion espectrofotométrica de la actividad de la peroxidasa de extractos
vegetales, utilizando un sistema de inyeccién secuencial (SI-LOV). El
procedimiento SI-LOV se realizé en dos etapas: primero se aspiraron los reactivos
y la muestra al espiral de retencién (bomba de inyeccién en el orden 1000 uL del
portador, 50 uL de 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), 15 uL de
H20,, 15 pL de la enzima y 100 yL de ABTS), después se invirtio el flujo y se
propulsé la mezcla hacia la deteccion (30 segundos), seguido de un lavado final
del sistema. Los autores reportaron que el LOV es una herramienta util para la
determinacién de peroxidasa en los vegetales, ya que el método reportado posee
resultados similares comparado con un método propuesto por Sigma, con un
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menor consumo de muestra y reactivos, ademas de que era posible alcanzar un

intervalo lineal de hasta 2 mg/L de la enzima peroxidasa de rabano (HRP).

Un procedimiento para extraer y cuantificar riboflavina en diferentes productos
alimenticios fue reportado por Oliveira et al.[43] en 2010, utilizando un método
automatico para realizar la extraccidon en fase solida impresa molecularmente
(MISPE), acoplandolo a un sistema BIl-LOV-HPLC con detector UV. Se aplico esta
metodologia a un material de referencia certificado de leche para lactantes
mostrando una recuperacion de 95.4%. En el caso del higado de cerdo se reportd

una recuperacion del 96.16%.

En un trabajo que realizaron Quintana et al.[44] en 2009, utilizaron la extraccion
en fase solida para la determinacion de bifenilospoliclorados (PCB’s).El sorbente
utilizado fue introducido en un sistema LOV acoplado a un cromatégrafo de gases
con detector de captura de electrones (BI-LOV-GC). ElI método implica la
incorporacion del sorbente en el microconducto del LOV, sirviendo como una
microcolumna empacada para la preconcentracién de las especies organicas,
después los analitos cargados en el sorbente se eluyen, la fase sélida se desecha
y se procede a la separacion por GC para la determinacion automatica de PCB's.
Se analizaron dos muestras, una de lixiviados de residuos solidos y otra de sitios
de disposicion de equipo electronico. No se detectaron PCBs, por lo que ambas
muestras fueron fortificadas a concentraciones de 10 y 50 ng/L, se obtuvieron
porcentajes de recuperacion mayores al 81%, los limites de cuantificacion estaban

en un intervalo de 0.5 a 6.1 ng/L.
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De acuerdo a lo revisado, el sistema LOV, puede ser considerado como una
interesante herramienta para las etapas de preparaciéon de muestra, resultando
atractivo debido a su versatilidad, ya que permite realizar el analisis de manera
automatizada, lo cual facilita la preconcentracion de los analitos, con una posterior
separacion cromatografica y deteccidon de los compuestos de interés. Ademas de
ofrecer un ahorro en tiempo de andlisis y menos consumo de disolventes,

eliminacién de interferencias, etc.

No se ha reportado la extraccion y determinacion de herbicidas como atrazina y
2,4-D en granos de maiz, asi como tampoco el empleo del sistema LOV
combinado con la extraccion asistida por microondas. En este trabajo se aplicaran
dichas técnicas como medio para determinar si existen residuos de herbicidas en

los granos de maiz.
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CAPIiTULO 3
3. MATERIALES Y METODOS

3.1MATERIALES Y EQUIPOS

3.1.1 Reactivos

0 Atrazina 98.8%, Fluka Analytical.
o Acido 2,4-diclorofenoxiacético 98%, Spectrum.
o0 Metanol 99.8%, J.T. Baker grado HPLC.

o Acido acético glacial 99%, J. T. Baker grado HPLC.

0 Acetonitrilo grado HPLC 99.5%, TEDIA high purity solvents.

0 Acetato de sodio polvo 99%.

0 Acetona 99.96%, CTR scientific.

o Agua nanopura(18 MQ-cm).

0 Agua desionizada.

0 NayCO3 99.5%, Sigma-Aldrich.

o NaHCO399.7%, Sigma-Aldrich.

o NayHPO4H20 99%, Sigma-Aldrich.

o NaH;PO-2H,0 98% Sigma-Aldrich.

0 H3PO485%, J.T. Baker.

o Strata X Fase Reversa, Phenomenex.

o0 Sulfato de cobre anhidro. J.T. Baker
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3.1.2 Equipo

0]

0]

Espectrofotometro UV-Vis, Cary 50, Varian.

Balanza Analitica Digital, marca Ohaus.

Medidor de pH, marca Corning.

Sistema Lab-On-Valve de Sciware.

Columna monolitica Phenomenex C18 (25x4.6 mm).
Celda de flujo comun de Hellman (cuarzo).

Software Autoanalysis v5.0 de Sciware.

PC para el control, almacenamiento y procesamiento de datos.

Fuente de luz UV-Vis Modelo DT 1000 CE, Analytical Instrument Systems, Inc.

Detector espectrofotométrico UV-Vis de Ocean Optics USB2000.
Microondas CEM Mar 6.

Malla de acero inoxidable 200MM.

Rotavapor Yamato RE500.

Centrifuga Thermo scientific Sorvall ST16.

Molino de granos del rey.

Agitador magnético con calentamiento, Modelo CIMAREC, marca Barnstead

Thermolyne.
Multi-Burette 4S de Crison.
Bomba de HPLC YL9200 Single Pump.

Vortex mixer (Mini Vorterex), marca Fisher Scientific.
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Estudio espectrofotométrico de los herbicidas atrazinay 2,4-D

Se prepararon disoluciones madre de los herbicidas atrazina y 2,4-D con
concentraciones de 30 y 100 mg/L respectivamente, pesando 0.003 g de atrazina
y 0.01 g de 2,4-D diluyendo con metanol 4% a la atrazina, aforando a 100 mL. Se

guardaron bajo refrigeracion a 4°C.

Se obtuvieron los espectros de absorcidn para identificar la longitud de onda
maxima de cada analito, en un espectrofotometro UV-Vis a una concentracion de

10 mg/L de cada herbicida.

Disoluciones de trabajo: Se prepararon diferentes soluciones buffer utilizando los

siguientes reactivos Na;COs;, NaHCOj;, NayHPO4H,0, NaH,P0O4.2H,0,

CH3COONa, CH3COOH y acido fosforico.

Para tener una perspectiva del comportamiento de los herbicidas y observar si hay
un efecto al utilizar diferentes condiciones de analisis, se realizaron experimentos
de efecto de pH, volumen y estabilidad tomando como concentracion maxima 8 y
30 mg/L de atrazina y 2,4-D, respectivamente, los ensayo se hicieron por

triplicado.

Para realizar el ensayo de efecto del pH y la variacion de volumen se tomaron de
estas disoluciones amortiguadoras 1 mL, agregando 2.66 mL y 3 mL de la solucién
madre de atrazina y 2,4-D aforando a 10 mL con agua desionizada para obtener

concentraciones de 8 y 30 mg/L, respectivamente.
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Por ultimo se realizaron pruebas de estabilidad a pH 4, haciendo mediciones cada

10 min por una hora.

Se prepararon disoluciones de 0.4-30 mg/L para 2,4-D y para atrazina de 0.1-8
mg/L, para construir la curva de calibracion de cada herbicida, para ello se
tomaron diferentes volumenes de cada disolucion madre aforados a un volumen

de 10 mL con agua nanopura.

3.2.2 Separacion cromatografica

Para realizar los experimentos de la separacién cromatografica, se cred un
procedimiento automatizado usando el sistema de valvula multicanal y de
inyeccion acoplado a una bomba de HPLC, un médulo multijeringa equipado por
una jeringa de 5 mL, un guarda columna C18, una columna monolitica C18
(25x4.6mm), un detector espectrofotomeétrico UV-Vis de Ocean Optics conectado a
una celda de cuarzo (Hellma 178.711-QS) y el Software Autoanalysis v5.0 para la
adquisicion y procesamiento de los datos, los cuales fueron guardados y se
procesaron usando el software Origin v6.1. Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.

Se establecid un procedimiento para la ejecucion del sistema cromatografico
multijeringa, el cual consistid en utilizar una jeringa de 5 mL que se usaba para
dispensar o cargar muestra segun sea el caso, el rango del espectro de

absorbancia fue de 200-300 nm, y la longitud de onda de medicién 223 y 230 nm.
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A continuacién se describen las etapas de que consta la separacion
cromatografica usando el software Autoanalysis (Tabla 4 y Figura 5), asi como un
esquema de separaciéon y cuantificacion de los herbicidas atrazina y 2,4-D (anexo

A).

Tabla 4. Etapas del método para la separacién cromatografica de los herbicidas atrazina y

2,4-D.
Operacion Descripcién

1 Dispensar 0.5 mLa 5 off off off Ajuste de la posicion de los pistones
mL/min

2 Aspirar0.5mLa 5 on 4 inyeccion  Aspiracion de la muestra al bucle de
mL/min carga

3 Dispensar 0.4 mL a 2 on 1 carga Separacion de los analitos por 300
mL/min seg

4 Dispensar 0.5mL a on 1 inyeccion  Para limpiar tuberia
2ml/min

5 Aspirar 0.9 mLa 5 off off off Llenado de jeringas y el sistema esta
mL/min listo para comenzar etapa 1

Nota: V2: Valvula solenoide VS: Posicion de valvula de seleccién, IV: Valvula de inyeccion, los
valores indicados de caudal y volumen se refieren a la jeringa J2, OFF (valvula desconectada) y

ON (valvula activa).
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Figura 5. Esquema del sistema desarrollado para la separacion cromatografica de los

herbicidas en estudio.

Se hicieron disoluciones amortiguadoras de pH 4 a diferente concentracion de
CH3COONa 0.01, 0.05 y 0.1 M ajustado con acido acético de 0.1M, se peso y se
diluyeron con agua nanopura en vasos de precipitados hasta disolverse totalmente

y se ajusté a pH 4 y fueron aforadas hasta 100 mL.
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3.2.2.1 Curvas de calibracién y parametros analiticos

De los resultados obtenidos experimentalmente de la separacién cromatografia se
construyeron las curvas de calibracion y se determinaron los parametros analiticos

utilizando las siguientes ecuaciones.

La desviacion estandar se calculd a traveés de la siguiente férmula:

(1)

szxl’ Xy
S =

n—1
Asi mismo la desviacion estandar relativa:

S (2)
%d.s.r.z;* 100

La desviacion tipica de la media:

- 3
S N (3)
El porcentaje de error (%E)
% E — % (4)

Finalmente, los limites de deteccidn (LOD) y de cuantificaciéon (LOQ)[45] se
calculan con las siguientes formulas.

3S 108
- L, =— 5
Ld—m = (5)

Donde: S = desviacion estandar, X = valor promedio, n = nimero de réplicas, m =
pendiente de la curva de calibracion, t = es la t de Student valores tabulados al

95%.
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Para calcular la eficiencia y la resoluciéon de la separacién cromatografica se

utilizaron las siguientes ecuaciones:

N = 16(’%)2 (6)

r=2(R2~tR1)
witwy (7)

Donde:
tr1 Y tr2 = tiempo de retencién de 2,4-D y atrazina respectivamente.

w1 Yy W= anchura del pico base 2,4-D y atrazina respectivamente.

3.2.3 Extraccion asistida por microondas

Para la realizacion de extraccion de los herbicidas en el grano de maiz se utilizo

un equipo de microondas CEM Mars 6, que contiene 8 vasos de teflon Express.

Figura 6. Equipo de microondas usado para la extraccién de los herbicidas en el grano de

maiz.
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Se realizé un pretratamiento de la muestra: el cual consta de tres etapas. En la
primera, una cantidad de maiz fue triturada en un molino de granos (molino de
granos del Rey) y tamizada para que este tenga un tamafio homogéneo quedando
polvo (malla de acero inoxidable 200 mm). En la segunda etapa se pesoé cierta
cantidad maiz (polvo) el cual fue fortificado con los herbicidas a un nivel de
concentracion de 6 y 12 mg/L para atrazina y 2,4-D, respectivamente. Por ultimo
fue humedecido con acetona durante 90 minutos usando un rotavapor para su
homogeneizacion y evaporacion del disolvente (rotavapor Yamato RES500), para

posteriormente iniciar con los procesos de extraccion.

Para ello se aplicd en una primera instancia un disefio de experimentos Box
Behnken que considerd 15 experimentos y un posterior disefio de tipo factorial 32
que consta de 11 experimentos, estos disefios se aplicaron para evaluar el efecto
de los factores y sus interacciones para poder determinar las condiciones 6ptimas
del proceso de extraccion asistida por microondas. Los factores evaluados fueron
temperatura (60, 90 y 120°C), tiempo (5, 15 y 25 min), y agente extractante
(metanol: agua (50:50), metanol (100%) y acetonitrilo (100%), estos solventes son
los mas reportados en métodos de extraccion convencional para este tipo de
herbicidas[46-48], para el caso el disefio factorial se evalud el extractante metanol:
agua en diversas relaciones 30:70, 50:50 y 70:30 v/v y temperaturas de 50, 70 y
90°C (Tabla 5), manejando como condicién fija la cantidad de muestra 0.5 g,
volumen de solvente de 20 mL y una potencia de 600 W en cada experimento. El
extracto fue centrifugado a 4000 rpm x 10 min (centrifuga Thermo Scientific Sorvall

ST16) y filtrado usando filtros Whatman de 0.45 ym y se analizé utilizando el
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procedimiento de cromatografia multijeringa implementado con ayuda del software
Autoanalysis v5.0, utilizando una columna de fase reversa del tipo monolitica C18
phenomenex (25x4.6 mm), una fase movil constituida por
CH3CN:CH3COOH/CH3;COONa 0.01 M a pH 4 (20:80), con un caudal de 2

mL/min.

La variable respuesta evaluada fue el porcentaje de recuperacién. Los resultados

obtenidos fueron analizados utilizando el programa estadistico STATISTICA v7.0.

Tabla 5: Disefio de experimentos tipo Box Behnken (a) y Factorial 3% (b) para obtener

condiciones 6ptimas de extraccion.

(a) (b)
Exp Temperatura Tiempo Solvente Exp Solvente Temperatura
1 =1 -1 o]
1 =7 7]
2 1 -1 o}
2 o -1
3 =] 1 o}
3 1 7
4 1 1 o}
a -1 o
5 =] o} =]
5 o o
6 1 o} -1
6 1 o
7 -1 o 1
7 =7 1
8 1 o} 1
8 o 1
=] o -1 =]
(=} 1 1
10 o 1 -1
10
11 o -1 1
11
12 o 1 1
13 o o} o}
14 o o} o}
15 o [0} o}
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Teniendo las condiciones O6ptimas de extraccidon se procedié a evaluar las

condiciones que serian favorables para la preconcentracion de los analitos.

3.2.4 Preconcentracion

La plataforma del LOV se ha convertido en los ultimos afios en un sistema
miniaturizado ideal para la automatizaciéon del tratamiento de muestra en el
analisis de trazas de contaminantes ambientales, debido a que permite la
manipulacion automatica de muestras y su pretratamiento en linea previa a su
separaciéon. En dicho sistema se pueden empaquetar fases sdlidas que sirven
para preconcentrar los contaminantes organicos y eliminar interferentes de la

matriz de la muestra.

En este trabajo se realizaron diferentes ensayos para la preconcentracion con el
adsorbente de fase reversa (strata-X), tamafio de particula 33 um y diametro de
poro 85 A. Una torunda de algoddn se puso al final de la salida de la mini-columna
SPE para la retencion de la fase sdélida en su interior. Al final de cada analisis se

limpiaba dicha columna para ser empacaba con sélido nuevo.

Se evalué la seleccion de la cantidad de adsorbente probando diferentes
cantidades (15, 30, 45 y 60 mg). La relacién entre los disolventes es muy
importante debido que permite una adecuada desorcion del analito del adsorbente,
por lo que se utilizaron diversas composiciones de metanol:agua (40:60, 60:40 y

80:20 v/v). Otros factores que se analizaron fueron el volumen de muestra a
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preconcentrar y volumen del disolvente para su elucién cuando ya se habia

seleccionado una cantidad de sorbente y la relacion de eluente.

Al realizar dichas pruebas se llevd a cabo una etapa de activacién del adsorbente

con metanol y agua.

Para realizar los experimentos y obtener los datos experimentales de dichas
pruebas se generaron procedimientos de acondicionamiento de fase sodlida para
su activacion y otro procedimiento para realizar la preconcentracion de la muestra,
lavado y elucion-separacion de los analitos. En la Tabla 6 se detallan los ocho
pasos de que consta la activacion de la fase solida strata-X para posteriormente
usarla para preconcentrar el extracto obtenido en la extraccidn asistida por
microondas, y en la Tabla 7 los pasos para la preconcentracion y separacion de
los herbicidas el cual consta de tres etapas: carga de muestra, lavado y

separacion y detecciéon (anexo B).
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Tabla 6. Procedimiento para el acondicionamiento de la fase estacionaria strata-X con

ayuda del software Autoanalysis v5.0.

Etapas Operacién Descripcion

1 Dispensar 1 mL a 5 mL/min off off off Ajuste de la posicion de los
pistones

2 Aspirar 1 mL a 5 mL/min on 7 no mover Aspiracion de metanol al bucle
de carga

3 Dispensar 2 mL a 1 mL/min on 6 inyeccion Dispensado metanol y agua

4 Aspirar 2 mL a 5 mL/min off off off Ajuste de posicién de piston

5 Dispensar 0.8 mL a 5 mL/min off off off Vaciado de jeringa

6 Aspirar 0.8 mL a 5 mL/min on 1 inyeccion Cargando aire

7 Dispensar 0.8 mL a 5 mL/min on 6 inyeccion Dispensando aire al
absorbente

8 Aspirar 0.8 mL a 5 mL/min off off off Posicién de ajuste de los
pistones y listo para realizar la
etapa 1
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Tabla 7. Procedimiento de las etapas de preconcentracion y separacion de los herbicidas

en muestra fortificada de maiz con ayuda del software Autoanalysis v5.0.

Etapas Operacion V2 VS IV Descripcion
1 Dispensar 2 mL a 5 mL/min off off off Ajuste de la posicion de los pistones
2 Aspirar 2 mL a 5 mL/min on 4 no mover Aspiracion de extracto al bucle de
carga
3 Dispensar 2 mL a 1 mL/min on 6 inyeccion Dispensado el extracto
4 Dispensar 0.5 mL a 5 mL/min off off off Ajuste de posicion de piston
5 Aspirar 0.5mL a 5 mL/min on inyeccion Cargando aire
6 Dispensar 0.5 mL a 5 mL/min on 6 inyeccion Se mando el aire a la fase sdlida
7 Aspirar 2.5 mL a 5 mL/min off off off Se rellena la jeringa
8 Se repiteelpaso1al7,5
veces para tener 10 mL de
carga de muestra
9 Dispensar 1.5 mL a 6mL/min off off  off Etapa de lavado
10 Aspirar 1.5 mL a 5 mL/min on 3 no mover Cargando agua
11 Dispensar 1.5 mL a 1 mL/min on 6 inyeccion Dispensando el agua a la fase sodlida
12 Dispensar 0.8 mL a 6 mL/min off off  off Dispensando agua al reservorio
13 Aspirar 0.8 mL a 5 mL/min on 3 inyeccion Aspirar aire
14 Dispensar 0.8 mL a 5 mL/min on 6 inyeccion Dispensar aire a la fase solida
15 Aspirar 2.3 mLa 6 mL/min off off  off Se rellena la jeringa
16 Dispensar 1 mL a 5 mL/min off off off Etapa de elucién de analitos
17 Aspirar 1 mL a 5 mL/min on 2 inyeccion Carga de metanol
18 Dispensar 0.5 mL a 1 mL/min on inyeccion Dispensado a la fase solida
19 Dispensar 0.5 mL a 1 mL/min on carga Etapa de separacion 300 segundos
20 Dispensar 0.5 mL a 1 mL/min on 6 inyeccion Enviar resto de metanol al desecho
21 Dispensar 0.5 mL a 5§ mL/min off off off Enviar agua al contenedor
22 Aspirar 0.5 mL a 5 mL/min on inyeccion Aspirar aire
23 Dispensar 0.5 mL a 5 mL/min on 6 Inyeccion Dispensado a la fase soélida
24 Aspirar 1.5 mL a 5 mL/min off off off Se rellena la jeringa
25 Se regresa la valvula a la El sistema esta listo para comenzar el
etapa 2 proceso

En la (Figura 7), se muestra la configuracidon que tiene el sistema para la

preconcentracion y determinacién de los herbicidas en el grano de maiz.
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Figura 7. Esquema de preconcentracion usando una mini columna para la extraccion en

fase solida.

El sistema de deteccion consta de una fuente de luz de Deuterio DT-1000CE
(Analytical Instrument System, Inc.) y un espectrofotémetro USB2000 CCD (Ocean
Optics) (Figura 8). La primera etapa consiste en espera de 30 s para que se
estabilice el sistema de deteccion, después se selecciona el Ocean Optics para
que se obtenga un espectro de corriente de luz oscura (Get dark current spectrum)
y este se espera por 30 s, enseguida se da clic para encender la fuente de luz

esperando 30 s.
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Figura 8. Fuente de luz de deuterio y espectrémetro USB2000 CCD.

3.2.5 Disposicion de residuos

Los residuos generados durante la realizacion del proyecto de investigacion se
dispusieron y clasificaron de acuerdo a las caracteristicas de los mismos. Para tal
fin se utilizaron los recipientes proporcionados por el Departamento de Manejo y
Control de Residuos de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas, mismo
que llevd a cabo las labores pertinentes de almacenaje previas a la disposicion

final de los residuos.
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE LOS HERBICIDAS ATRAZINA Y

2,4-D

Se registré el espectro de absorciéon UV de una mezcla de los herbicidas atrazina
y 2,4-D de una concentracion de 10 mg/L, obteniendo una longitud de onda de

maxima absorcion de 223 nm para atrazina y 230 nm para 2,4-D (Figura 9).

2.0 5

| / Amax 223 _ 2,4_D

1.5 = atrazina

Abs

Amax 230

0.5 1

0.0 1

T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)
Figura 9. Espectro de absorcion de una disolucion de herbicidas en estudio a una

concentracion de 10 mg/L, tanto para atrazina como para el 2,4-D.

El analizar el efecto que ejercen los cambios de pH en una solucién en la
absorcion de los compuestos organicos es importante, ya que en ciertas
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condiciones pueden estar ionizados, neutros y se puede afectar en la recuperacion
de una determinada extraccion, por tal motivo se estudié el efecto del pH (2 a 10)
para atrazina y 2,4-D, se us6 una concentracion de 8 y 30 mg/L respectivamente.
En la (Figura 10), se observa que el pH no tiene un efecto significativo en la
absorcion. La atrazina tiene una ligera caida en la absorcién a pH 2, esto pudiera
deberse a que en esta condicién la molécula se encuentra protonada, y que a un
pH superior de 4 la molécula esta neutra favoreciendo una mejor absorcion. Caso
contrario al 2,4-D debido a por encima de pH 4 la molécula se encuentra ionizada
y eso hace que absorba mas porque estan mas disponibles sus pares de
electrones. Se elige el pH 4 para las siguientes pruebas debido a que a pH

mayores no se observa un aumento en la absorbancia.

1.4

1.2

0.8

Abs

0.6

0.4 —o—atrazina 8 mg/L

—=—2,4-D 30 mg/L
0.2

0 2 4 6 8 10
pH

Figura 10. Efecto del pH en la absorbancia de 2,4-D y atrazina.
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Por otra parte se hizo la prueba a pH 4 variando la cantidad de buffer (Figura 11)
como se puede observar, no tiene ningun efecto significativo en la absorcién la
variacion del volumen de buffer en cada analito estudiado. Se elige el tomar 1 mL

de buffer para futuras pruebas.

1.60

1.40 E E i — }

1.20 * &> * »

1.00

8 0.80

2o
0.60
0.40

+—atrazina

0.20 —=—2,4-D

0.00
0 1 2 3 4
Volumen (mL)

Figura 11. Estudio de la cantidad de buffer a pH 4 para atrazina y 2,4-D.

Por ultimo, utilizando el buffer de pH 4 (acido acético:acetato de sodio), se
monitorizaron estos herbicidas por una hora, se observdé que son estables con el

tiempo, ver Figura 12.

43



2.0

1.8
1.6
1.2
210 ¢ —s ——a
<
0.8
0.6
=¢— Atrazina pH 4
0.4
—@—2,4-D pH 4
0.2
0.0
0 10 20 30 40 50 60

tiempo (min)

Figura 12. Monitorizacion de la estabilidad de los herbicidas en estudio en un tiempo de
60 min.

Se realizaron las curvas de calibracion (Figura 13) correspondientes para cada herbicida
utilizando longitudes de absorcibn maxima de cada uno, a partir de una serie de

estandares de 0.4 a 30 mg/L para 2,4-D y de 0.1 a 8 mg/L para la atrazina.
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Figura 13. Curvas de calibracion de a) 2,4-D y b) atrazina obtenidas mediante

espectrofotometria UV-Vis.
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4.2 SEPARACION CROMATOGRAFICA MULTIJERINGA-HPLC

Se optimizaron las condiciones cromatograficas para la separacion de los
herbicidas Inicialmente se hicieron pruebas de pH ajustando la fase mévil con HCI
1MapH2,3y4,y porotro lado con acido acético 0.1 M para pH 3 y 4, usando el
procedimiento de Tabla 4 a concentraciones de 10 mg/L para atrazina y 2,4-D, una
relacion de fase moévil CH3CN:agua (20:80), elucidon isocratica a un caudal de 2

mL/min. En la (Figura 14) se presentan los resultados.

0.5+
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Figura 14. Efecto del pH de la fase mévil en la separacion cromatografica de atrazina y

2,4-D utilizando para el ajuste de pH a) HCI 1 M y b) acido acético 0.1 M.

La separacion del herbicida 2,4-D a pH 2 se ve mas favorecido, debido a que se
disminuye su ionizacion favoreciendo su retencion en la columna debido a que
sera menos polar, sin embargo se observa una coelucién con la atrazina por lo

que su separacion no es factible a esta condicion debido a que no se tiene una

46



buena resolucién, sin embargo cuando se usa acido acético a pH 4 se ve una
mejor separacion cromatografica de los analitos, presentando menor tiempo de
retencién, lo que significa que los dos analitos tienen mas afinidad a la fase movil

eluyéndose un mas rapido.

Se realizé una prueba con un amortiguador de acido acético/acetato de sodio pH
4, variando la concentraciéon de la base, para ver si existe un efecto en la
separacion cromatografica. En la (Figura 15) se aprecia que cuando se tiene una
concentracion de 0.01 M de acetato se tiene una mayor sensibilidad y separacion
de los analitos que cuando esta en mayor concentracion (0.05 y 0.1 M), esto
pudiera deberse a que existe una competencia por los sitios activos en la columna
disminuyendo su absorcidn, ademas que se tiene un ligero corrimiento en el tgr que
cuando el acetato de sodio estda mas diluido, por lo que se decide utiliza el
amortiguador de acido acético/acetato de sodio 0.01 M a pH 4 para regular el pH

de la fase mévil durante la separacion cromatografica de los analitos de estudio.

0.8

0.7+
1 atrazina
064 24-D
0.5
2 044
< ] 0.1M
0.3 =0.05M
024 =0.01M
0.1+
00 T T T T T T ' T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (s)
Figura 15. Efecto de la variacion de la concentracion del acetato de sodio en la

separacion cromatografica.
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Las mejores condiciones fueron: CH3CN:CH3;COOH/CH3COONa 0.01 M (20/80)
pH 4.0, caudal 2 mL/min, Anax 223 y 230 nm, columna monolitica C18 (25x4.6
mm). En la Figura 16 se muestra la separaciéon cromatografica de atrazina y 2,4-D,
la cual se llevé a cabo en menos de 4 min, presentando tiempos de retencion y
valores de eficiencia (N) para 2,4-D de tr1= 0.92 min y 41.75, y para atrazina try =
2.69 min y 121.24 y una resolucién de 2.28. Por su menor polaridad, la atrazina
interacciona mas que el 2,4-D con la columna, lo que trae como consecuencia un

tiempo de retencion mayor y una mayor cantidad de platos teoricos.

0.12
atrazina

0.10 - 2.4-D

0.08 +
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0.04

0.02
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Figura 16. Cromatograma de atrazina y 2,4-D a una concentracion de 8 y 16 mg/L

respectivamente.

Después de obtener las mejores condiciones en la etapa de separacidon
cromatografica, se evaluaron los parametros analiticos como son el porcentaje de

error (% E) y la desviacion estandar relativa (% d.s.r), los limites de deteccion
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(LOD) y cuantificacion (LOQ) de acuerdo con las ecuaciones 2, 4 y 5. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8. Los porcentajes de error y la

desviacion estandar relativa oscilan entre 3.5 y 5.7 %, que son porcentajes

aceptables cuando se trabaja con este nivel de concentraciéon (mg/L).

Tabla 8. Parametros analiticos del método de separacion cromatografica propuesto

utilizando el software Autoanalysis v5.0[45].

Parametro

Ecuacion Lineal
Coeficiente de correlacion (r)

Rango de Trabajo (mg/L)

% d.s.r.

% E

*LOD (mg/L)

*LOQ (mg/L)

0.996
1-24
5.3 (1 mg/L)
4.6 (16 mg/L)
4.4 (1 mg/L)
3.8 (16 mg/L)
0.15

0.5

atrazina

Y =0.0059x + 0.0028 Y =0.0123x + 0.0012

0.999
1-12
5.7 (1 mg/L)
4.3 (8 mg/L)
4.7 (1 mg/L)
3.5 (8 mg/L)
0.1

0.5
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4.3 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS (MAE)

Se inicid con un disefo Box-Behnken el cual resultd en 15 experimentos para
determinar qué factor o factores presentan mas influencia en la extraccion asistida
por microondas (MAE). Los factores analizados fueron tiempo (5, 15 y 25 min),
temperatura (60, 90 y 120°C) y el tipo de agente extractante (1.- MEOH:H,O
(50:50 v/v), 2.- MEOH y 3.- CH3CN), estos factores se eligieron porque de acuerdo
a la literatura consultada son los parametros que mayor influencia tienen para la
eficiencia de la extraccion, 0.5 g de muestra de maiz se us6 para examinar las
recuperaciones de estos dos herbicidas. En la Tabla 9 se presentan las
recuperaciones obtenidas de cada uno de los experimentos del disefio Box-

Behnken, y en (Figura 17) se presenta la funcién de deseabilidad.
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Tabla 9. Porcentajes de recuperacion de los herbicidas en estudio de acuerdo al disefio

Box-Behnken.

Exp. Temperatura Tiempo Solvente Recuzp.):_rg cion Rec;ttj'gizzc;ién
1 60 5 2 18.48 45.21
2 120 5 2 17.52 46.33
3 60 25 2 14.49 46.17
4 120 25 2 12.10 37.14
5 60 15 1 60.69 56.29
6 120 15 1 49.33 68.75
7 60 15 3 0 27.20
8 120 15 3 0 29.28
9 90 5 1 32.93 69.45
10 90 25 1 38.80 83.89
11 90 5 3 0 40.73
12 90 25 3 43.28
13 90 15 2 17.49 49.44
14 90 15 2 16.76 46.65
15 90 15 2 15.15 48.55
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Figura 17. Funcion de deseabilidad para evaluar las condiciones de extraccion a través

del disefio de experimentos tipo Box-Behnken.

De acuerdo con lo observado en la funcion de deseabilidad, temperatura menor de
60°C es la mas conveniente para extraer a los herbicidas. El tiempo no presenté
un efecto significativo en la extracciéon del herbicida 2,4-D en todo el rango
estudiado; un comportamiento diferente se ve para la atrazina, que en un tiempo
superior de 15 min se obtienen mejores recuperaciones, lo que pudiera deberse al
caracter apolar de la atrazina que requiere de mas tiempo para que el solvente

interaccione con ella. Una alta recuperacion se obtuvo con agente extractante
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MEOH:H,O (50:50 v/v) como agente extractante, esto es debido a que el agua
tiene una mayor constante dieléctrica y menor factor de disipacién como se puede
observar en la Tabla 3, lo que significa que el sistema absorbe mas energia de
microondas provocando que incremente la temperatura dentro de la muestra
haciendo que la radiacion sea mas efectiva para desorcion y extraccion de los
compuestos[26, 48]. A partir de este disefio de experimentos se logré establecer
un tiempo de extraccién de 20 min, agente extractante MEOH:H,O (50:50 v/v) y

temperatura menor a 60°C.

Se aplicd un segundo disefio de experimentos de tipo factorial 3% para obtener la
mejor condicion de extraccion, en la Tabla 10 se muestran las recuperaciones. Los
resultados indican que las dos variables estudiadas tienen un efecto significativo
(p=0.05) en el caso 2,4-D como se puede observar en la (Figura 18).Un resultado
negativo indica que el incrementar la relacion de agente extractante y la
temperatura disminuye el porcentaje de recuperacion de este analito. Respecto a
la recuperacidén de atrazina no tiene ninguna influencia el cambiar las relaciones

de agente extractante ni la temperatura estudiada (Figura 19).
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Tabla 10. Resultados obtenidos del disefio factorial 32.

Recuperacion Recuperacion

Exp Solvente Temperatura

2.4-D atrazina
L 30 50 137.70 102.37
2 50 50 102.98 105.01
. 70 50 70.78 92.02
4 30 70 129.19 83.39
° 50 70 96.60 80.06
6 70 70 62.34 76.84
! 30 90 112.70 79.71
8 50 90 93.18 87.15
2 70 90 61.59 78.69
10 5 70 93.00 83.59
1 50 70 81.61 69.20
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Figura 18. Diagrama de Pareto para 2,4-D de la influencia de las variables

correspondientes a la optimizacién de la extraccidén por microondas.
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Figura 19. Diagrama de Pareto para atrazina de la influencia de las variables

correspondientes a la optimizacién de la extraccidon por microondas.
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En el grafico de deseabilidad (Figura 20), se muestra la mejor condicion de
extraccion de estos herbicidas que es una relacion de agente extractante metanol:

agua (30:70) y temperatura de 50°C.

Deseabilidad

60
solvente n 5% 6

temperatura

Figura 20. Condiciones 6ptimas de extraccion para los herbicidas en el grano de maiz.

Se encontré que para extraer el 2,4-D y la atrazina eficientemente, es bajo las
condiciones: 20 mL de agente extractante en relacion MEOH:H,O (30:70), un

tiempo de 20 min y una temperatura de 50 °C y pesando cuidadosamente 0.5 g de

maiz.

A continuacion se presentan en la Tabla 11, los porcentajes de recuperacion
cuando se aplica el proceso de extraccion 6ptimo y la separaciéon cromatografica
implementada utilizando el software Autoanalysisv5.0 con la muestra fortificada a

una concentracion de 6 y 12 mg/L de atrazina y 2,4-D, respectivamente.

56



Tabla 11. Porcentajes de recuperacion de 2,4-D y atrazina.

Herbicidas R1 R2 R3 Recuperacion
(%)*
2,4-D 99.4 99.7 102.4 100.5+2.8
atrazina 98.7 99.7 102.2 100.2+3.1

* Nivel de confianza 95% y n = 3.

4.4 PRECONCENTRACION DE LOS HERBICIDAS

Con la fase sdlida strata-X se estudio la concentracion de eluente que fuera mas
factible para la elucion de los analitos. Se empaqueté 30 mg de strata-X, se
preconcentr6 3 mL de muestra, subsecuentemente los compuestos fueron
retenidos en la fase sdlida a 1 mL/min este caudal es bajo debido a que se
maximiza la interaccion entre fase sélida y el analito, después fueron eluidos con 1
mL de eluente a un caudal 1 mL/min. Los resultados se muestran en la (Figura
21), se observa por la altura del pico cromatografico que el metanol al 80% tiene
mayor fuerza para desorber los analitos de la fase estacionaria, esta
concentracion de eluente se establecio para el estudios de las siguientes

condiciones.
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Figura 21. Porcentaje de metanol para la desorcion de los herbicidas strata-X, utilizando

una concentracion de 1 mg/L y volumen de muestra de 3 mL.

Es muy importante estudiar el volumen del solvente de elucion en la
preconcentracion debido a que un volumen menor maximiza el factor de
enriquecimiento preconcentracion [49]. Asi mismo, se estudiaron las variables de
volumen de eluente y cantidad de fase sélida (Figura 22) se muestra los

resultados.
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Figura 22. Efecto del volumen de eluente y la cantidad en mg de fase sélida strata-X

utilizada para preconcentrar.

Se encontro para la desorcidn de la atrazina y 2,4-D un volumen de metanol de
0.5 mL es suficiente cuando se usan 15 y 30 mg de fase solida, ya que con un
volumen mayor no se detecta debido a que la elucidon de estos herbicidas es
rapida. Por otro lado, cuando se incrementa la cantidad de fase sdlida de 45 a 60
mg se necesita mayor cantidad de eluente para eluir a la atrazina debido es
demasiada fase sélida que hace que interaccione mas con esta, en el caso del
2,4-D no se ve este efecto debido a que su caracter polar y su pobre afinidad con
la fase so6lida se eluye rapidamente. En el caso de la atrazina, cuando se tienen 60

mg de fase solida y se eluye con 1 mL de metanol, se obtiene una altura de pico
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de 0.42, misma que se obtiene cuando se usan 30 mg con menos volumen. Por lo
tanto, 30 mg de adsorbente y 0.5 mL de eluyente son la mejor condicién para la

etapa de preconcentracion.

Se estudio el volumen de muestra que soporta la fase sélida para preconcentrar,
en el que se observa que 10 mL de muestra es el volumen maximo debido a que
la fase estacionaria ya no tiene capacidad para retener mas cantidad de los
analitos (Figura 23), ya que si se sigue incrementando el volumen los herbicidas

ya no se retienen, lo que hace que disminuya la altura de pico cromatografico.

2,4-D
0.18 g
—&— atrazina

e o e
- . -
] £ [l

Altura del pico
=4
ia

Volumen de muestra, mL

Figura 23. Efecto de la carga de muestra durante la etapa de preconcentracién con 30 mg

de fase solida, 0.5 mL de eluente y caudal de 1 mL/min.

Se obtuvieron como condiciones finales para la preconcentracion 10 mL de
muestra, con 30 mg de sdlido y un volumen de 0.5 mL metanol al 80% (v/v) para
desorcion de los herbicidas de la fase sdlida, obteniendo un factor de
preconcentracion de 20 debido a que 10 mL de muestra se preconcentraron en 0.5

mL.
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Con las condiciones antes mencionadas se obtuvieron los siguientes parametros
analiticos (Tabla 12). Para la cuantificacién de los herbicidas se obtuvo una curva
de calibracién con un rango de 70 a 700 ug/L obteniendo correlaciones de 0.9990,
se obtuvieron los porcentajes de error (% E) y la desviacion estandar relativa (%
d.s.r.) los cuales oscilan de 3 a 7%, que son errores aceptables cuando se

trabajan en concentraciones de partes por billon.

Tabla 12. Parametros analiticos de la etapa de preconcentracion.

Parametro 2,4-D atrazina
Ecuacion Lineal y =0.071x+0.0098 y =0.1647x+ 0.0018
Coeficiente de correlacion (r) 0.993 0.999
Rango de Trabajo (mg/L) 0.07-0.7 0.07-0.7
% dsr 5.7 (0.07 mg/L) 7.2 (0.07mg/L)

6.0 (0.3 mg/L) 4.0 (0.3mg/L)
o E 4.7 (0.07 mg/L 6.0 (0.07mg/L)

4.9 (0.3 mg/L) 3.3 (0.3 mg/L)
LOD (mg/L) 0.03 0.02
LOQ (mg/L) 0.1 0.1

Se analizaron muestras de maiz fortificadas, procedentes de Galeana, Nuevo
Ledn, las recuperaciones se calcularon con la altura del pico cromatografico, a los
extractos se les agregé 0.1 mL de sulfato de cobre al 7% para la eliminacién de
interferencias como las proteinas, debido a que el endospermo de maiz se
solubilizada en presencia de CUSO4[50]. En las dos muestras no se detectd la

presencia de estos herbicidas.
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Tabla 13. Porcentajes de recuperacién dentro del sistema implementado para la

determinacion los herbicidas en el grano de maiz.

Muestra fortificada Compuesto % Recuperacién*
en (mg/L)
M1 (0.4) atrazina 97+5.06
2,4-D 75+5.39
M2 (0.5) atrazina 98+5.80
2,4-D 70+2.06
M1 (SFR) atrazina <LD
2,4-D <LD
M2 (SFR) atrazina <LD
2,4-D <LD

* 95% nivel de confianzay n = 3.
(SFR) = maiz sin fortificar.

<LD = por debajo del limite de deteccion.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método que permite la determinacion a nivel de trazas de

atrazinay 2,4 D en muestras de maiz.

El sistema LOV implementado para el tratamiento de la muestra en linea

permite preconcentrar y analizar una muestra en 20 min.

Las condiciones para la separaciéon cromatografica de los herbicidas en el
sistema propuesto son: fase moévil CH3;CN:CH3;COOH/CH3;COONa 0.01M

(20:80) a pH 4, caudal 2 mL/min, carga de muestra 0.4 mL.

Se establecieron las condiciones de extraccion asistida por microondas:
agente extractante metanol/agua (30:70), temperatura 50°C y tiempo de

extraccion 20 min.

En la etapa de separacion-MAE se obtuvieron porcentajes de recuperacion
para 2,4-D y atrazina en el grano de maiz del 100.5 y 100.2%,

respectivamente.

El maximo factor de enriquecimiento fue de 20 cuando se usé 10 mL de

muestra.
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Con el sistema implementado la recuperacién de atrazina y el 2,4-D esta en el

intervalo de 70-98%.

No se obtuvo presencia de 2,4-D y atrazina en el grano de maiz de las dos

muestras analizadas procedentes de Galena, N. L.
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APENDICE 1

En este apartado se describe el trabajo que se desarrollé en colaboracion con la
Universidad de las Islas Baleares para la determinacion de los herbicidas 2,4-D y
atrazina en grano de maiz por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas, utilizando el sistema Lab-On-Valve (LOV) para realizar el tratamiento
de muestra. En este caso la espectrometria de masas permite confirmar la
presencia de los herbicidas estudiados, gracias a su identificacion inequivoca a
través del patréon de fraccionamiento de la molécula, contenido en el espectro de

masas.

l. Introduccién

El desarrollo de metodologias sensibles para la determinacion de herbicidas en
muestras de maiz, requiere de un pre tratamiento de la muestra para llevar a cabo

su extraccion y separacion facilitando su determinacion.

La cromatografia de gases (siglas en inglés GC) constituye en la actualidad una
técnica versatil, muy sensible, selectiva y adecuada para el analisis de residuos de
herbicidas en una amplia variedad de muestras medioambientales, debido a su
elevado poder de resolucién y numero de detectores disponibles, utiliza como fase

movil gases inertes, lo que permite disminuir la contaminacién ambiental. En la
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actualidad, la espectrometria de masas se considera la técnica de deteccion mas
sensible y selectiva ya que proporciona informacién estructural, mediante la
identificacion de los compuestos a través de su patron de fragmentacién en el

espectro de masas[51].

Dependiendo de su naturaleza quimica existen compuestos que pueden ser
analizados directamente como la atrazina, o en cambio cuando los herbicidas son
mas polares como los phenoxiacidos y carbamatos requieren ser derivatizados.
para hacerlos compatibles con GC en la cual se requiere que los compuestos sean

volatiles o suceptibles a ser volatilizados[52].

Tal es el caso del herbicida 2,4-D su determinacion mediante GC es un
procedimiento complejo, puesto que su naturaleza polar hace que se adsorban a
la fase estacionaria, ya que posee un enlace de hidrégeno del grupo carboxilico
que impide su rapida volatilizacion. Por otro lado, su baja estabilidad térmica
aumenta el riesgo de degradacion a otros productos, dando origen a picos

asimétricos e irreproducibles.

En las reacciones de derivatizacion, se reemplazan los hidrogenos acidos por
grupos no polares antes del analisis cromatografico, mediante reacciones de
sililacion, alquilacion y esterificacion, formandose como derivados mas comunes

los trimetilsililéteres, metiléteres y metilésteres[51].

Uno de los reactivos frecuentemente utilizados para la derivatizacion de dicho

herbicida es diazometano, sin embargo es toxico, y cancerigeno. Por esta razoén,

71



otros reactivos como el trifluoruro de boro en metanol, cloroformato,
trimetilsilildiazometano, MtBSTFA (N(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida) y
BSTFA (N, O bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) han sido reportados en la

derivatizacion y determinacion de este herbicida[47, 53].

En el caso del MtBSTFA y BSTFA, la reaccidon que ocurre consiste en una
sililacion, es decir en la sustitucion de algun atomo de hidrogeno activo del analito
por un grupo trialquilsilil (Figura A1), reduciendo de esta manera las interacciones

moleculares de puente de hidrégeno y aumentando la volatilidad[54, 55].

En cuanto al mecanismo de reaccion (Figura A1a) este ocurre con el
desplazamiento de un protén activo en un grupo OH, NH y SH, y la posterior
entrada de una molécula alquilsilil (Si—(R)3), en donde R generalmente es un

grupo metilo para dar origen a los derivados trimetilsilados[56].

La reaccién procede como un ataque nucleofilico SN2 desde el heteroatomo mas
electronegativo al atomo de silicio del agente derivatizante, produciendo un estado
de transicion bimolecular (Figura 1Ab). El grupo saliente debe poseer mayor
basicidad que el grupo atacante y una alta capacidad de estabilizar la carga
negativa en el estado de transicidén a fin que la reaccién pueda completarse, ya

que es reversible[56].
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RsSi ——X + R—H —P» R;Si —R' + HX (a)

HY + —Si—X —— [ Y----Si----- X| ——> Y—Si—— + HX (b)

Figura A1. Esquema de la reaccion de sililacion (a) y (b) estado de transicion de esta.

Como se expuso anteriormente en este manuscrito, numerosos métodos han sido
publicados para cuantificar una amplia variedad de triazinas en diferentes
matrices[21, 38]. Usualmente, los compuestos son extraidos por agitacion
mecanica y/o homogenizacién con solventes organicos. Posteriormente los
extractos se pasan a columnas de SPE (silica, alumina, florisil) utilizando para ello
una amplia variedad de disolventes dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas de las triazinas como son: acetona, etanol, cloroformo, metanol,

agual47].

Teniendo en cuenta lo anterior y en vista del potencial que presenta la
cromatografia de gases como técnica selectiva y sensible, en este trabajo se

desarroll6 un método alternativo para la determinacion de los herbicidas 2,4-D y
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atrazina en grano de maiz, utilizando el sistema Lab-On-Valve (LOV) acoplado

GC-MS.

Para desarrollar esta procedimiento de preconcentracion automatica, separacion y

determinacion de los herbicidas se plantearon los siguientes objetivos

Como objetivo general se planted: Desarrollar una metodologia para la
determinacién de atrazina y 2,4 D utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y un sistema LOV para realizar el tratamiento de la

muestra.

Entre los objetivos especificos se encuentran los siguientes:

» Establecer las condiciones de extraccion en fase sélida de los analitos en el
sistema LOV.

e Estudiar las condiciones de derivatizacion a fin de obtener el mayor
rendimiento y por consiguiente la maxima sensibilidad.

e Aplicar las mejores condiciones de extraccion y derivatizacion en el analisis

de muestras de maiz en el sistema LOV/GC-MS.

1.2 Materiales y equipos

1.2.1 Reactivos

* Atrazina 98.8%, Fluka Analytical.

74



Acido 2,4-diclorofenoxiacetico 98%, Spectrum.

Metanol 99.7%, Scharlau grado HPLC.

Acetonitrilo 99.9% grado HPLC Lichrosolv

Sulfato de cobre I, reactivo analitico Probus. S. A.
« MBSTFA(N (t-butyldimethylsilyl)-N-metiltrifluoroacetamida), 97%, Aldrich
Chemistry

¢ BSTFA (N,O bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) SupelcoSolutionswithin

MSTFA ( N-Metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida) Sigma Aldrich
# Strata X Fase Reversa, Phenomenex.

#» Oasis HLB, Waters.

1.2.2 Equipo

» Balanza Sartorius.

® Medidor de pH micropH 2002.

e Centrifuga CENCOM II.

¢ Vortex Heldoph REAX 2000.

# Cromatégrafo de gases masas, Varian Saturn 2100T.

# Columna capilar DB5 (methyl 5% phenyl polysiloxane 30m x 0.25mm i.d. x
0.25um) Agilent.

» Sistema Lab-On-Valve de Sciware.

+ Software Autoanalysis v5.0 de Sciware.

e PC para el control, almacenamiento y procesamiento de datos.
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& Multi-Burette 4S de Crison.

1.3 Metodologia experimental

1.3.1 Preparacion de soluciones

Se prepard una solucion patrén de 1000 mg/L de los herbicidas atrazina y 2,4-D

para lo cual se peso6 0.01 g aforando a 10 mL con CH3CN respectivamente.

Se prepardé una solucién de trabajo de 10 y 1.0 mg/L de atrazina y 2,4-D en

CH3CN para obtener los iones caracteristicos de esta molécula.

Todas las soluciones fueron almacenadas bajo refrigeracién a 4°C hasta el

momento de su analisis.

Con respecto al pretratamiento de la muestra de maiz se siguié el procedimiento
que se menciona en el (apartado 4.2.3) fortificado a una concentracion de 0.5

mg/L.

1.3.2 Derivatizacion

Como se mencion6 anteriormente, el 2,4-D, es un herbicida polar y por lo tanto no
puede ser inyectado directamente en el GC-MS, requiriendo de una derivatizacién
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como parte del tratamiento de muestra. En este sentido, se estudiaron algunos
reactivos sililantes tales como BSTFA, MSTFA y MtBSTFA, con el fin de mejorar la
volatilidad del analito. Las reacciones de sililacion presentan beneficios
importantes que permiten su posterior automatizacion, entre ellas una cinética
rapida y el uso de reactivos poco agresivos. Ademas los productos de reaccién
poseen patrones de fragmentacidén especificos en el espectrometro de masas, lo

cual favorece su identificacion[53, 57].

Para la realizacion de este estudio, se prepard una solucion estandar de 10 mg/L,
utilizando esta concentracion para realizar los ensayos preliminares con los
diferentes agentes derivatizantes y evaluar su efecto en la derivatizacién. Una vez
elegido el reactivo derivatizante, se estudiaron tres formas de realizar la reaccion,
a saber: temperatura ambiente durante 15 min, calentamiento a 100°C en 30 miny
finalmente bafo de ultrasonidos por 5 min a temperatura ambiente, agregando a
los diferentes viales 100 uL del 2,4-D y 100 pyL de cada reactivo derivatizante y se

agité suavemente.

Se prepard una mix de 2,4-D y atrazina que correspondia a una concentracion de

1 mg/L en CH5CN.

1.3.3 Extraccion mediante ultrasonido (EUA)

Para optimizar la extraccion asistida por ultrasonidos (siglas en inglés EUA), se

realizé la extraccidon tanto con microondas y como por ultrasonido con la finalidad
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de evaluar si existe diferencia significativa entre el modo de extraccion de los
analitos en las muestras de maiz. Las ondas ultrasénicas se han utilizado para
acelerar la extraccién de compuestos organicos a partir de matrices complejas,
donde las burbujas producidas por la cavitacion acustica promueven la
penetracién de disolvente facilitando la liberacion de los analitos y proporcionando

un contacto mas eficiente entre la muestra soélida y los disolventes de extraccion.

Para realizar dicho estudio se utilizd la condicion 6ptima de extraccion obtenida

por MAE ver apartado 5.3, (Figura 20) modificando el tiempo de extraccion.

El bafio de ultrasonido se llend con agua desionizada, y se colocd la muestra en
tubos de 25 mL con una relacion de MEOH:H,O que también fue evaluada
posteriormente, estableciendo un tiempo de extraccion de 15 min. Para cada
extraccion se realizaron tres réplicas. A los extractos obtenidos se les agrego
CUSOy, se centrifugo vy filtré con (nylon de 0.45 um. de diametro), colectandose en
tubos falcon de 25 mL, posteriormente fueron evaporados por corriente de
nitrogeno a sequedad y se reconstituyeron en CH3CN, a fin de facilitar su
inyeccion dentro del sistema. Finalmente se mezclé con 0.1 mL de reactivo
derivatizante y 0.1 mL de extracto redisuelto y se coloco en el automuestreador del

GC-MS.

1.3.4 Preconcentracion: Lab On Valve y extraccion en fase sélida
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Para la realizacion de la etapa de preconcentracion se usé un médulo multijeringa
(Multi-bureta 4S Crison) una jeringa de 10 mL y una valvula de seleccion Lab On
Valve (LOV) que contiene 8 posiciones de los cuales, las posiciones 8 y 5 se
usaron para la carga de fase sélida y retencion de esta, respectivamente con un
diametro interno de 3 mm. Dicha valvula se conect6é a un bucle de 3 mL con un
diametro interno de 1.5 mm, conectado a un puerto central. En la posicion 7 se
cargé la fase de acondicionamiento MeOH:H,O (80:20 v/v), la carga de muestra
en el puerto 6 y en el canal 1 CH3CN como eluyente. En la Figura A2 se muestra
el sistema implementado para la preconcentracion de los herbicidas, asi como en
la Tabla A1 y A2 se muestran los procedimientos utilizando el software
Autoanalysis v5.0 para la carga de la fase sdlida y preconcentracion
respectivamente, en el anexo C se tiene una informacién detallada de estos

procedimientos.

Tabla A1. Procedimiento de carga de fase sdlida.

Etapas Operacion V2 VS Descripcion

1 Aspirar 1 mLa 0.70 mL/min on 8 Carga de fase sdlida, humedecida en
MeOH:H20 (80:20v/v)

2 Dispensar 1 mL a 1 mL/min on 5 Sevacia lafase sélida
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Tabla A2 Procedimiento de preconcentracion en el sistema LOV.

Operacion

Descripcion

1 Wait Condicional (siono) off off E sta variable se uso para si requiere

acondicionar la fase sélida sio no
Condicional Inicia etapa de acondicionamiento

3 Aspirar3 mL a 10 mL/min off 1 Se carga agua a la jeringa del

reservorio
Aspirar1 mLa 1 mL/min on Carga de metanol :agua (80’:20 v/v)

5 Dispensar 2mL a 0.573 mL/min off Se dispensa el reactivo cargado y
agua a la fase sélida para su
activacion

Condicional Termina acondicionamiento

Aspira1 mla 1 mL/min on Carga de muestra

Dispensar 1 mLa 0.573 mL/min off 5 Se dispensa ala fase sélida para su
preconcentracion

9 Aspirar 0.5 mL a 1 mL/min on 1 Etapa de elucion, se aspira acetonitrilo
para eluirlos analitos

10 Dispensar 0.5mL a 0.573 mL/min on 5 Se espera unos segundos y se colecta
el eluido

11 Aspira1 mL a 1 mL/min on 1 Etapa de limpieza

12 Dispensar 1mL a 0.573 mL/min on 5 Se dispensa ala fase sdlida

13 Aspira 1 mL a 1 mL/min off Se aspira agua del reservorio

14 Dispensar 1 mL a 0.573 mL/min on 5 Se dispensa ala fase sdlida

15 Dispensara 10 mL/min off Se vacia lajeringa al reservorio listo
para continuarel paso 1

Nota: V2: Valvula solenoide VS: Posicion de valvula de seleccion, los valores indicados

de caudal y volumen se refieren a la jeringa J2, OFF (valvula desconectada) y ON (valvula

activa).
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Figura A2. Sistema LOV para la preconcentracion de los herbicidas en el grano de maiz.

En este trabajo se evaluaron dos fases sélidas una strata-X y la Oasis HLB para la
retencién de los herbicidas. La strata-X es un absorbente de fase reversa que
retiene a los analitos por interaccién hidrofobica. Ademas tiene capacidades de
enlace de H y 1-m que mejoran la retencion de los analitos polares y
aromaticos[58] y con un tamano de particula de 33 um. Por otra parte la Oasis
HLB también es fase inversa y extrae compuestos acidos, neutros y basicos
gracias a las relaciones especificas de dos mondémeros el hidrofilico N-
vinilpirrolidona y el lipofilico divinilbenzeno. El tamano de particula utilizado fue de
60 um[59]. Estos sorbentes poseen las caracteristicas que menciona Ruzicka[10]
que deben ser esféricos y un tamano de particula de 20 a 150 ym para que su

manipulacion dentro de la valvula y que sea reproducible[10, 40].
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Se preparé una mezcla 0.5 mg/L de los herbicidas en fase acuosa para su
preconcentracion en LOV. También se fij6 un carga fase sdélida 30 mg y se
colectaron diferentes fracciones del eluato para determinar el volumen necesario
de eluyente para desorber los analitos de fase sdélida (Tabla A1 y A2).
Subsecuentemente a 0.1 mL extracto obtenido se le adicion6 0.1 mL del reactivo

derivatizante y se inyectd en el cromatdgrafo de gases.

1.3.5 Estudio del pH en la preconcentracion de herbicidas

De acuerdo los estudios reportados en la literatura, es necesario ajustar el pH de
una solucion para que se favorezca la retencibn de los analitos en una

determinada fase solida modificando la forma quimica de los analitos[60].

En este sentido, se evaluaron diferentes pH 3, 4 y 5 con la finalidad de estudiar su
influencia en la recuperaciéon de los analitos. Para ello, se prepard una disoluciéon
de 2 mg/L que contenia a los dos herbicidas ajustando el pH de aguaa 3,4y 5
con HCI, estos fueron aforados a un volumen de 20 mL. Los experimentos fueron

realizados por triplicado.

1.3.6 Efecto de relacion de metanol en la extracciéon en fase sélida

Este estudio se realizd, para evaluar diferentes relaciones del disolvente

MeOH:H,0 y observar la influencia que posee el MeOH en la preconcentracion de
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los analitos usando la Oasis HLB. Las relaciones de MeOH:H,O fueron 30:70,
20:80, 10:90 y 5:95 v/v ajustando el agua a pH 4 con HCI, trabajando con el mix de

2 mg/L de los herbicidas en estudio.

1.3.7 Instrumentacion y analisis

Para el analisis de los herbicidas se uso6 el cromatégrafo de GC-MS Saturn2100T,
el inyector fue conectado a una columna capilar DB-5 (95% polidimetilsiloxano y
5% Fenil), el gas de arrastre fue Helio a 1 mL/min, el puerto de inyeccién fue
operado en modo splitless, con una temperatura de inyecciéon de 250 °C y un

volumen de 1 pL.

La temperatura programada en el horno fue inicialmente con 70 °C (se mantuvo

por 1 min) a 15 °C/min a 250 °C manteniéndose por 1 min

El espectro de los herbicidas fue obtenido por ionizacién por impacto de
electrones, realizando un monitoreo de ion selectivo (SIM) para cada analito,
empleando aquellos iones con mayor abundancia en sus respectivos espectros de
masa. Se obtuvieron los iones caracteristicos para la atrazina 215, 200 y 173 y

iones secundarios de 122 y 138 m/z utilizando una concentracién de 10 mg/L[61].
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1.4 Resultados

1.4.1 Derivatizacion

En la Tabla A3 se muestran las areas del pico cromatografico obtenidas al
reaccionar el 2,4-D con los diferentes agentes derivatizantes utilizando una

concentracion de 10 mg/L.

Tabla A3. Efecto de diferentes condiciones de reaccion con el agente derivatizante

MtBSTFA.

Derivatizantes BSTFA MSTFA MtBSTFA

tr area tr area tr area

;'irfmbie“tem 10.5 68122 10.59 79249 12.27 56319
Estufa a 100

°C 30 min 10.6 93788 10.59 92390 12.27 57357

Ultrasonido 5

min 10.6 107567 10.6 95871 12.27 55261

Se utilizé un método de monitoreo de ion selectivo para evaluar a los analitos. Los
iones evaluados fueron los siguientes 291, 256, 233, 200y 73 y con el BSTFA son

291, 256, 233y 73 y con MtBSTFA 277, 279 m/z.
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Como se aprecia en la Tabla A3 con el reactivo BSTFA y MSTFA se tiene un area
mayor utilizando la derivatizacion asistida con US y con el MtBSTFA, no se ve
afectado por los tres factores estudiados. Sin embargo para automatizar es mejor
una reaccién a temperatura ambiente debido se puede hacer mas facil el montaje
del sistema, ademas de que cuando se utilizan los dos primeros agentes
derivatizantes se tiene un tiempo de retencion del 2,4-D de 10.6 mismo que se
obtiene con la atrazina sin derivatizar, es por ello que se selecciona el MtBSTFA
debido a que con este se obtiene una separacion de los herbicidas, asimismo se
reporta que los derivados de acidos carboxilicos son mas estables, posee
estabilidad térmica e hidrolitica dando mayor estabilidad a los derivados, ademas
se tienen fragmentos especificos en el espectrometro de masas (Figura A3)[47,
57, 62]. Por este motivo se decide utilizar el MtBSTFA a temperatura ambiente por

10 min para futuras pruebas.
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Figura A3. Espectro de masas del 2,4-D, derivatizado con MtBSTFA y sus fragmentos

caracteristicos.

Por otra parte se evalu6 diferentes proporciones del 2,4-D:MtBSTFA 1:1,1:2,1:3,
1:4 y 1:5 respectivamente, para determinar la cantidad de reactivo necesario para
alcanzar una completa reaccion de derivatizacién, dejando la reaccion a
temperatura ambiente por 10 min monitoreando los iones de cada uno, atrazina:
m/z 173, 200, 215 y para 2,4-D:m/z 277 y 279, estos compuestos se llevaron a

una concentracion final de 1 mg/L (Tabla A4).
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Tabla A4. Variacion de diferentes relaciones de reactivo derivatizante.

Proporciones 2,4-D
2,4D:Mt{BSTFA tr area
1:1 12.28 17652
1:2 12.28 20047
1:3 12.28 20949
1:4 12.27 20339
1:5 12.27 17000
25000
o 15000
()
‘G
10000
5000
—-2,4-D
0

1:1 1:2 1:3 1:4 1:5

Figura A4. Variaciéon de volumen de reactivo derivatizante con el analito 2,4-D de 1 mg/L.
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Como se observa (Figura A4) no existe una diferencia de acuerdo a las areas
obtenidas del 2,4-D con el empleo de una mayor o menor volumen de reactivo
derivatizante, esto se debe a la cinética rapida de la reaccidén que permite utilizar
poco volumen de reactivo para que la reaccion se complete y conforme se

aumenta dicho reactivo las areas no cambian ya que esta en exceso.

Por otra parte se evalué la reactividad variando el tiempo de reaccion mix:
MtBSTFA con una relacion 1:1, los tiempos fueron 1, 2, 3, 5 y 10 min obteniendo

los siguientes resultados (Tabla AS y Figura A5).

Tabla A5. Variacion de tiempo de reaccion con una concentracion final 1 mg/L de los

herbicidas.
Tiempo (min) 2,4-D
tr area
1 12.27 20239
2 12.29 18516
3 12.29 19146
5 12.29 18594
10 12.29 17799
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Figura A5. Efecto del tiempo en la reaccion de derivatizacion.

Como se observa en la Figura A5, la derivatizacion se lleva a cabo a partir de un

minuto, por lo tanto se fijé este tiempo de reaccion para posteriores experimentos.

Finalmente debido a que el reactivo sililante es muy volatil, requiere mezclarse con
otro disolvente que inhiba su rapida volatilizacion y asi poderlo emplear faciimente
al automatizar el tratamiento de la muestra. Para optimizar dicho volumen de
disolvente se estudiaron diferentes relaciones, utilizando CH3CN como disolvente
organico para tal fin, ya que no contiene atomos de hidrogeno activos, que
pudiesen interferir posteriormente en la etapa de sililacion, en la Figura A6 no se
observa ningun efecto significativo que disminuya su reactividad, de tal manera

que se elige la proporcion MtBSTFA:CH3CN 1:3 v/v para los futuros experimentos.
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Figura A6. Diferentes relaciones de CH3;CN con el reactivo MtBSTFA.

Los resultados o6ptimos se lograron con una relacion 1:3 de reactivo derivatizante:
medio de reaccion CH3;CN y un tiempo de 1 min para la reaccion de derivatizacion

a temperatura ambiente.

En la Figura A7 se muestran las curvas de calibracién para los dos herbicidas en
un rango de trabajo de 0.025-1 mg/L, obteniendo un coeficiente de correlacién (r)

0.994 2,4-D y atrazina 0.999.
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Figura A7.

y = 18313x - 248.92 &
R? = 0.9891

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentracion de 2,4-D mg/L

y =53300x - 229.43 b
R?=0.9992

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Concentracion atrazina mg/L

Curva de calibrado de los herbicidas de 0.025-1 mg/L, a 2,4-D y b atrazina.
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1.4.2 Extraccion por Ultrasonido

Tabla A6. Comparacion de la EUA y MAE.

atrazina 2,4-D

tr area tr area
Ultrasonidos 10.67 34258 12.27 12319
MAE 10.66 38923 12.26 13582

Los resultados obtenidos para la extraccidn de los herbicidas en maiz, utilizando
una muestra fortificada de 0.5 mg/L se presentan en la Tabla A6 utilizando tanto
MAE y EUA. Se observo que no existen diferencias significativas en las areas
cuando se utilizan estas dos técnicas, de tal modo que se elige la EUA para hacer
los experimentos debido a que esta es mas econdmica, sencilla y disponible en
laboratorios de analisis de rutina comparada con MAE, estableciendo como
condicion para la extraccion una cantidad de muestra de 0.5 g maiz, con una

relacion de MeOH:H,0O (30:70 v/v) en tiempo de 15 min.

1.4.3 Preconcentracion

Se realizaron pruebas preliminares para la preconcentracion de los herbicidas en
estudio, utilizando la fase solida strata-X y la Oasis HLB para evaluar su capacidad

de retencion de los analitos.
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Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla A7, utilizando un mix de
estandares de 0.5 mg/L, preconcentrando 3 mL de muestra. En esta prueba se
colectaron dos fracciones de eluido de 0.5 mL y una fraccién completa de 1 mL,
utilizando CH3CN como agente extractante. Como se puede observar, los analitos
se eluyen en la primera fraccién, concluyendo que 0.5 mL de CH3;CN es suficiente
para eluir a los analitos. Ademas no se observo una diferencia en el area entre las
fases utilizadas debido a que estos dos sorbentes pueden retener a analitos
polares como apolares[40, 59]. Sin embargo se observa una baja recuperacion del
2,4 D probablemente debida al volumen muerto de la columna, que contribuye a la
presencia de trazas de agua en el extracto, favoreciendo la hidrélisis del MtBSTFA
e inhibiendo la reaccion. En este sentido, se evaporé a sequedad el eluato
preconcetrado, con una corriente de nitrogeno y se reconstituyé en 0.5 mL de

CH3CN (Figura A8) observandose un ligero aumento en el area.

Tabla A7.Efecto en la preconcentracién de los herbicidas con el uso de los sorbentes
strata-X y Oasis HLB.

Fase sélida mL atrazina 2,4-D
tr area tr area
0.5 10.655 15399 12.253 2578
strata-X 05 -—-

1 10.659 9831 12.263 2961

0.5 10.664 19763 12.267 4882
Oasis HLB 05 -
1 10.654 14008 12.255 1701
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Figura A8. Preconcentracion de los herbicidas 3 mL, 0.5 mg/L, evaporados con corriente
de nitrégeno.

Por lo tanto se considera para los estudios siguientes utilizar la Oasis HLB, 0.5 mL

de CH3CN como eluyente y una carga de fase estacionaria de 15 mg.

Para mejorar la retencién del 2,4-D se evalud el efecto del pH ajustando la
disolucién a pH 3, 4 y 5. Los resultados se muestran (Figura A9), en este
experimento las condiciones experimentales utilizadas fueron 1 mL de muestra y
0.5 mL de CH3CN como eluyente, agregando Na,SO4 para eliminar restos de
agua. En este caso se indica que aun pH 3 es mas favorable para su
preconcentracion, sin embargo estas condiciones pueden afectar la vida media de
la columna cromatografica, mientras que a 4 y 5 no se observa una diferencia en
el area obtenida. Como compromiso, se decide fijar el pH 4 para futuras pruebas y

asi prolongar la vida de la columna. Por otra parte el extracto de maiz que se
94



obtiene por ultrasonido posee un pH 4 por lo que no se requeriria ajustarle el valor

del pH del extracto obtenido.

J

20000
18000 -
16000 -
14000 -
12000 -

area

10000 -
8000 -
6000 -
4000 -
2000 - m24-D

3 4 5
Variacién de pH

Figura A9. Efecto del pH, 2 mg/L del analito, eluyente 0.5 mL CH3;CN.

Se estudié el maximo factor volumen de preconcentracion en la SPE. En este
caso, el volumen de carga de muestra se fue incrementando, utilizando un mix de
estandares de 2 mg/L en fase acuosa. Las velocidades de carga de muestra y
elucién de los analitos fueron de 1 y 0.573 mL/min respectivamente, agregando al
eluido Na,;SO4 Los resultados obtenidos para 15 mg de fase sdlida se muestran
(Figura A10), se observo que en el caso de la atrazina se tiene una maxima
retencién cuando se carga con 4 mL de muestra y en el caso del 2,4-D con 2 mL.
Con la finalidad de establecer una situacion de compromiso entre los analitos se

tomd como condicion maxima de carga de muestra de 2 mL.
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Figura A10. Estudio del volumen de carga de muestra (0.5, 1,2, 4,6y 8 mL), para la

preconcentracion eluido con 0.5 mL de CH3CN a 0.573 mL/min.

En la Figura A11 se presentan los resultados del efecto de la relacion de
MeOH:H,O a pH 4 utilizando un mix de estandares de 2 mg/L en la
preconcentracion de los analitos en la Oasis HLB, con la finalidad de evaluar el
efecto del disolvente organico en la limpieza de la matriz y elucién de los analitos.
El 2,4-D al ser un analito polar se puede ver afectado por la presencia de
pequenas cantidades de disolvente organico en la extraccion en fase sdlida,

influyendo en su eluciéon prematura junto con componentes de la matriz. Por ello el
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estudio de este parametro es crucial para establecer las condiciones Optimas de

extraccion.

100000 +

90000 -

80000 -

70000 -

60000 -

50000 -

40000 -

30000 - M atrazina
20000 - ®2,4-D
10000 -

0 - T T T
20:80 5:95 30:70 10:90

Figura A11. Variacion de la relacion MeOH:H,O en la preconcentracion de los analitos en
mezcla a una concentracion de 2 mg/L.

Como se puede observar (Figura A11) existe un efecto en el uso del solvente
organico en la preconcentracion, cuando se tiene una mayor relacion de
MeOH:H,O 30:70 v/v el 2,4-D se eluye mas rapido que cuando se tiene una
relacion 5:95 v/v. Esto se debe a que entre menos polar este la solucién hay
menor interaccion con la fase sélida lograndose una menor retencién, tomandose
la relacion de 5:95 v/v para realizar la extraccién debido a que se tiene una mayor

adsorcion de los analitos en el sélido.

En la Figura A12 se muestra el resultado que se obtuvo cuando se realizé la

extraccion con el maiz fortificado de 0.5 mg/L con relaciones de 5:95 y 30:70
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MEOH:H,O en el que se observa que es mejor realizar la preconcentracion

utilizando menor cantidad de disolvente organico.

12000 -+

10000 -

8000 -

6000 - 24D
M atrazina

4000 -

2000 -

30:70 5:95

Figura A12. Extraccién de maiz por ultrasonidos con una relacion MEOH:H,O 5:95 y

30:70 a pH 4.

Un resumen de las condiciones optimizadas del sistema cromatografico se
muestran en (Tabla A8 y Figura A13) se muestra un cromatograma cuando se
traté por el procedimiento descrito la muestra de maiz fortificada 0.5 mg/L en el
que se observa una buena resolucidén de los analitos en estudio. Se obtuvieron
porcentajes de recuperacién para atrazina del 60 y 114% para 2,4-D, una muestra
no forticada se analiz6é de igual manera y no se obtuvo presencia de estos analitos

<LD.
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Tabla A8. Condicién final de la extraccion-preconcentracion off line GC-MS.

Condicién de extraccién-preconcentracion

Extraccion
Ultrasonido

0.5 gr maiz, MeOH:HZO 5:95 pH 4, tiempo de
extraccion 15 min y 0.1 mL CUSOQO,.

Preconcentracioén
LOV

Oasis HLB 15 mg, carga de muestra de 2 mL,
0.5 mL de CH3CH, agregando Na,SO4.

Cromatégrafo de
GC-MS

Columna DB-5 (95%
polidimetilsiloxano y
5% Fenil)

Gas de arrastre Helio a 1 mL/min

Temperatura de 250°C

inyeccion

Volumen de 1 yL, Splitless

inyeccion

Horno 70°C (1.0 min) a 250°C

(1 min) a 15 °C/min

Espectro de masas

Impacto electronico
(El), en un rango de

40-650 m/z
lones atrazina 173,200y 215
(m/z) 2,4-D 277y 279
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Figura A13. Separacion cromatografica GC-MS de los analitos en estudio.

1.4.4 Conclusiones preliminares

®* En el presente trabajo se desarrollé un método sencillo, preciso que permite
la determinacion de atrazina 'y 2,4 D en muestras de maiz.

® E| procedimiento propuesto que implica el uso de LOV para el tratamiento
de muestra en linea demostré ser una excelente alternativa en comparacion
con aquéllos reportados que consumen tiempo y disminuyen la frecuencia
de analisis.

# E| uso del reactivo derivatizante MtBSTFA proporciona productos

térmicamente mas estables en la reaccion con el 2,4-D.
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La separacion por CG y deteccién por MS se realizd en 15 min sin la
presencia de interferentes.

La condicion de extraccidn- preconcentracion se obtuvo con 0.5 gr de
muestra, agente extractante MeOH:H,O 5:95 v/v, tiempo de 15 min,
agregando CuSOy para la precipitacién de proteinas solubles provenientes
del maiz.

El método desarrollado es potencialmente automatizable, proponiéndose
como estudio a futuro su acoplamiento en linea con GC-MS, lo cual
permitiria reducir aun mas el tiempo de analisis, reactivos y disolventes, asi

como también el costo del mismo.
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Anexos
Anexo A

Etapas del método para la separacién cromatografica.

En estas etapas se describe la operacion del sistema, en el paso 1 se dispensa
agua por la posiciéon OFF de la V2 al reservorio correspondiente, para liberar
espacio y en el siguiente paso cargar muestra. Un volumen preciso de muestra es
aspirado por la misma valvula en posicion ON cuando la VS esta en la posicion 4 y
la IV en modo de Inject paso 2, por el bucle de carga que tiene una capacidad de
2.5 mL, un diametro interno de 1.8 mm, dicho bucle esta conectado a un puerto
central en la VS. Posteriormente, se activa la V2 en posicién ON, con la VS en
posiciéon 1 y IV en modo Load, en donde la muestra se dispensa en el loop de
carga con capacidad de 0.087 mL y empieza la deteccién y separacién de los
analitos paso 3. La separacion que permanece por 300 s con un caudal de 2
mL/min impuesto con una bomba de HPLC, al término la valvula se coloca en
posicion 1 con la V2 en ON y se dispensa el exceso de muestra paso 4.
Finalmente se llena la jeringa con agua paso 5 y el sistema esta listo para

comenzar el ciclo de analisis nuevamente.
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Anexo B

Etapa de preconcentracion.

Se desarrollaron dos procedimientos uno para la activacion de fase sélida y el otro
para preconcentrar el extracto y separacion de los herbicidas.

En la etapa de activacion de la fase sdlida como se observa, el primer paso
consiste en dispensar en la jeringa J2 un volumen de H,O al reservorio con la V2
en modo OFF, para dejar un espacio y aspire por esta misma valvula en modo ON
1 mL de MeOH paso 2 cuando la VS esta en la posicion 7. Posteriormente se
dispensa 1 mL MeOH y 1 mL de H,O con la VS en la posicion 6 y la V2 en ON y la
IV en modo Inject paso 3, después se rellena la jeringa cargando 2 mL de H;0 en
modo OFF paso 4, para dispensar 0.8 mL de H,O en OFF paso 5, se aspira ese
mismo volumen pero de aire con la V2 en ON, cuando la valvula esta en la
posiciéon 1 paso 6 para eliminar restos de agua que no haya salido al desecho,
estando la valvula en posicion 6 ON y IV en modo Inject, finalmente en paso 7, la

jeringa se llena y las valvulas se posicionan para iniciar con el paso 1 nuevamente.

El segundo procedimiento consta de una etapa de carga de muestra, una etapa de
lavado y de una etapa de separacion y deteccion. Para ejecutar dicho
procedimiento el primer paso consistié en dispensar H,O con la V2 en modo OFF
al reservorio paso 1 para dejar un volumen libre y aspirar el extracto paso 2
cuando la VS esta en la posicidén 4 y la V2 en modo ON, después la VS se mueve
a la posicion 6, estando la IV en modo Inject y V2 en ON para que se dispense el

volumen del paso 2 a la fase sélida que retendra los analitos paso 3,
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posteriormente se vacia un volumen de agua al reservorio paso 4 para aspirar aire
por la VS en 1, estando colocados la V2 y IV en ON e Inject respectivamente paso
5, después la VS se posiciona en 6, teniendo la V2 modo ON y IV en Inject para
dispensar el aire paso 6, finalmente se llena la jeringa con un volumen mostrado
en el paso 7, para que se repita cinco veces el paso 2-7; estos pasos que se
mencionan corresponde a la etapa de carga de muestra. Cuando se termina este
ciclo se procede a hacer la etapa de lavado para lo cual se dispensa un volumen
paso 9 al reservorio de agua en modo OFF, entonces la VS se mueve a la
posicion 3 y V2 en modo ON, aspirando un volumen preciso paso 10, después se
activa la valvula 6, en ON e Inject la V2 e IV, dispensando dicho volumen a la fase
sélida para eliminar cualquier impureza que el extracto tenga paso 11; una vez
suministrada se regresa un volumen de agua al reservorio en OFF paso 12,
después la VS se dirige a la posicién 3, en modo ON la V2 e |V Inject para aspirar
un volumen de aire al bucle paso 13, este se mantiene por un momento y se activa
la VS 6 en modo ON y en Inject la V2 y la IV, se dispensa a la fase sélida para que
no haya restos de agua en el sdlido paso 14, para terminar esta etapa la jeringa se
llena con un volumen apropiado paso 15. Para finalizar con la etapa de elucion de
los analitos de la fase estacionaria y estos pasen a separarse a la columna
monolitica C18 por un tiempo de 300 s, para realizarlo se dispensa un volumen
adecuado de agua al reservorio en modo OFF paso 16, después se aspira un
volumen de eluyente paso 17 cuando la VS esta en la posicion 2, en ON y modo
Inject, luego la valvula se coloca en la posicion 6 en ON e inyeccion y se dispensa

la mitad del volumen que se aspird en paso anterior paso 18 para que los analitos
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se eluyan de sélido activandose la VS 1 y en modo de carga paso 19 para que
pasen a separarse, cuando se termina la separacion se activa la valvula 6 en
modo ON e inyeccion y se dispensa el resto del volumen del paso 17 mandandose
al desecho paso 20, entonces se procede a dispensar un volumen de agua al
reservorio de agua por OFF paso 21, para dejar un espacio para la aspiracion de
aire paso 22 por la VS 1 en posicion ON e inyeccion, después se dispensa ese
aire cuando la valvula esta en la posicidén 6 en ON e inyeccidon paso 23, finalmente
se rellena la jeringa en modo OFF para que el sistema esté listo para hacer

nuevamente el paso 2.

105



Anexo C

Etapas de activacion de fase sélida y preconcentracion en el sistema Lab On
Valve en la separaciéon por GC-MS.

En la carga de la fase sdlida se pes6é 15 mg de fase, y se puso en la jeringa que
estaba montada en el canal 8 suspendida en MeOH:H,O (80:20 v/v), se aspiré con
la V2 en modo ON hacia el bucle de carga, después la VS giro a la posicién 5
teniendo la V2 en ON dispensando la fase, cabe mencionar que esta tenia una

frita como medio de soporte.

Para realizar la preconcentracion de los herbicidas se requieren de 3 etapas:
acondicionamiento de la columna SPE, carga de muestra y elucién de los analitos.
Para realizar la etapa de acondicionamiento se realizé la carga de fase sodlida
antes mencionada, posteriormente se procedié a cargar cierta cantidad de agua a
la jeringa con la V2 en OFF paso 3, se activo la VS en posiciéon 7 y la V2 en ON
cargandose MeOH:H,0 (80:20 v/v) para activar la fase paso 4, se dispensé en VS
5y laV2 en ON paso 5. Para la carga de muestra se aspira un volumen conocido
cuando la VS esta en la posicion 6 paso 7 y la V2 en modo ON, después se
dispensa a la VS 5 paso 8 con la V2 en ON. Posteriormente se eluyen los analitos
cuando se ha cargado un volumen de eluyente por VS en 1, con la V2 activada en
ON paso 9, y se dispensa por VS 5 con V2 en modo ON. Finalmente se realiz6
una etapa de limpieza para evitar el efecto memoria y la contaminacion cruzada
entre muestras, en el cual se carga eluyente por VS 1 con la V2 en ON,

dispensandose por VS 5 con la V2 activa en ON paso 11 y 12, seguido de carga
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de agua por V2 en modo ON y dispensado por VS 5 con la V2 en ON paso 13y

14.
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