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Reseña

María José Espina Ávila desarrolló interés por distintas ¡íreas

durante su enseñanza escolar, lo que se tradujo en dudas sobre

su real vocación, incluso dias previos a la postulación para

ingresar a una carrera universitaria. Sin embargo, la

motivación por la ciencia inclinó la decisión hacia la carrera de

Química Ambiental en la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile, donde ingresó a la escuela de pregrado el año 2005. Estudiar esta

carrera lo visualizaba como r¡n gran desafio, principalmente por dudas sobre su

desarrollo profesional y por no ser una carrera tradicional.

Los últimos años en la Universidad trajeron consigo los ramos de carrer4 donde

e[ enfoque es más profesional, en esta instancia fue que Maria José encontró su

verdadera vocación principalmente en el área de gestión ambiental y contaminación de

suelos. Por ende, su unidad de investigación se enfocó en suelos contaminados por

metales pesados, y fue realizado en la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas

de la Universidad de Chile.

El interés y conocimientos adquiridos en el áLrea de suelos fueron aumentando,

por lo que no dudó en aceptar y trabajar arduamente en un seminario de título en este

tema, el cual se denominó "A¡álisis de glifosato y su metabolito AMPA en suelos

mediante extracción asistida por microondas y determinación por TIPLC-FLD",
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realizado en el laboratorio de Química vegetal, departamento de Quimica Inorgánica y

A¡alítica de la Universidad de Chile

La üda universitaria no fue fácil, muchas horas de estudio y de desvelo, pero el

objetivo a alcanzar era claro: titula¡se como Químico Ambiental, aunque e§to implicara

grandes sacrificios y esfuerzos. Pero también vivió experiencias únicas, además de

adquirir una sólida formación académic4 le eúregó un grupo de amigas que quedaran

para toda la vida.

En la actualidad María losé Espina es una profesional completa con las

herramientas suficientes para enfrentarse como profesional al exigente mundo laboral,

estas fueron las huellas dejadas por la Facultad de Ciencias y que perdurarán por el resto

de su vida-

ir.



"Dedico este seminafia ¡le título a mi hermosafamilia,

gracits por su apoyo y amor incondicional"

"Lo importante es que tú seas feliz"
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RESUMEN

Glifosato §-(fosfonometil) glicina, GPS) es actualmente el herbicida más

utilizado tanto a nivel nacional como mundial, en agricultura, silvicultura y uso urbano.

Su principal metabolito es el Ácido Aminometilfosfonico (AMPA) que se produce

principalmente por biodegradación. Ambas moleculas presentan propiedades químicas y

fisicas simila¡es: son poco volátiles, polares e insolubles en solventes orgánicos. La

cuantificación de GPS y AMPA a niveles residuales es muy compleja debido a sus

características químicas, en particular la detección por fluorescencia no puede ser

aplicada sin una reacción previa de derivatización por la ausencia de grupos funcionales

fluorofbros.

En este seminario de título se estudió, optimizó y validó un método para la

determinación analítica de GPS y AMPA en matrices de suelo a partir de una reacción

de derivatización con 9-fluorenilmetilcloroformiato (FMOC-CI) y el uso de

cromatografia líquida de alta eficiencia GPLC) con detector de fluorescencia. Además

se aplicó el método en un estudio de adsorción de ambos compuestos en suelos a través

de isotermas y en un estudio preliminar de extracción por medio de microondas.

Las condiciones cromatográficas óptimas para la separación y cuantificación de

GPS y AMPA se establecieron utiliza¡do una columna YMC-Pack Pro C18, S-5 pm de

250x4,6 mm I.D. y fase móvil CII¡CN:Buffer borato pH 8, a un flujo de 1,2 ml/min y

una temperatura de columna de 35"C.
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Se estableció la influencia de cinco factores en el rendimiento de la reacción de

derivatización a través de un diseño facto¡ial de tipo exploratorio y, a partir de 1os

resultados obtenidos, se determinaron las condiciones óptimas a partir de un diseño

factorial multinivel con tres factores experimentales: tiempo de reacciór¡ concent¡ación

de FMOC-CI y relación entre la concentración de AMPA y GPS. Los resultados de

ambos tipos de diseño fueron analizados mediante ANOVA.

Para una curva de calibrado entre 0,2 y 1,0 ¡rg/ml, el método propuesto tiene una

linealidad de 0,964 para GPS y 0,989 para AMPA defrnidos por la relación entre la

pendiente y su desviación estfuldar ¡r.-'> O,eS para ambos analitos) con un límite de

detección de 0,025 y 0,011 pg/ml y límite de cuantificación de 0,083 y 0,039 ¡rg/ml

para GPS y AMPA, respectivamente.

Como una primera aplicación del metodo de derivatización se realizó un estudio

de adsorción de GPS y AMPA en tres suelos provenientes de la VI, VII y D( Región del

país para los cuales se establecieron las constantes Kr y l/n del modelo empírico de

Freundlich.

Además se realizó un estudio exploratorio de los factores que influyen en la

eficiencia de extracción de GPS y AMPA desde suelos utilizando microondas como

fuente de energía. Este estudio preliminar es la base de estudios posteriores de

optimización y validación del método para su aplicación en diferentes tipos de suelos.



ABSTRACT

Glyphosate §-(phosphonomethyl) glycine, GPS) is the most widely used

herbicide in agriculture, forestry and urban activities both in Chile and globally. Its

main metabolite, the aminomethylphosphonic acid (AMPA), is produced principally by

biodegradation. Both molecules have simila¡ chemical and physical properties: they are

poorly volatile, polar and insoluble in organic solvents. Quantification of GPS and

AMPA at residual levels is very complex due to these chemical properties, including the

fluorescence detection which cannot be applied without a previous derivatüation

reaction due to the absence of functional fluorophore groups.

In this seminar a method for the analytical determination of GPS and AMPA in

soil derived matrices based on the derivatization reaction with 9-Fluorenylmethyl

chloroformate, (FN{OC-CI) associated with High Performance Liquid Chromatography

and fluorescence detection was studied. Optimal conditions for the maximum yield were

established and subsequently the method was validated. Finally it was applied in two

kinds of works: an adsorption study through isotherms for both compounds and a

preliminary study of an extraction method assisted by microwaves.

The optimal chromatographic conditions for the appropriate resolution and

quantificadon of GPS and AMPA were established by using a YMC-Pack Pro C18

column (S-5 um, 12 nm of 250x4,6 mm ID) and CII:CN: borate buffer pH 8 as the

mobile phase at a flow 1.2 mllmin. The column temperature was 35 o C.

The irfluence of five factors on the yield of the reaction of derivatization was

established through an exploratory factorial design, and according to the results, optimal

\-\'i



conditions were determined from a multi Actorial design with three experimental

factors: reaction time, concentration of FMOC-CI and the concentration ratio between

AMPA and GPS. The results ofboth designs were analyzed using ANOVA.

For a calibralion curve between 0.2 and 1.0 mg / mL, the proposed metlod has a

linearity of 0-964 to 0.989 for AMPA GPS and defined by the relationship between rhe

slope and its standard deüation (R2 > 0.99 for both analytes) wit}r a detection limit of

0.025 a¡d 0.011 mg / mL and quanrification limit of 0.083 and 0.039 mg / rnL for GpS

and AMPA, respectively.

As a first application of the derivatization metho4 a study related to the

adsorption of GPS and AMPA on three Chilean soils fiom \|I, \|II and D( Region was

carried out. The constants tr(r and l/n from the empirical Freundlich model were

established.

Furthermore an exploratory factorial design was done for establishing the

influence of different factors on the extraction efficiency of GPS and AMPA from soils

by using an extraction method assisted by microwave energy. This preliminary study

constitutes the base for the optimization and validation analytical steps and further

application in different class of soils.
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I. INTRODUCCIÓN

En la actualidad el ser humano ha consumido de manera irracional y exponencial

los distintos recursos naturales para poder satisfacer sus necesidades. El suelo es un

recurso muy explotado por los cultivos para alcanzar una mayor producción de

alimentos, en donde el uso de pesticidas es una práctica habitual, debido a la amenaza de

diversas plagas en la producción agrícola.

Según el Decreto Ley No 3557 de 1980 del Miniserio de Agricultura de Chile un

plaguicida es un compuesto químico, orgá,nico o inorgánico, o sustancia natural que se

utilice para combatir malezas, enfermedades o plagas, potencialmente capaces de causar

perjuicios en organismos u objetos, como por ejemplo hongos, insectos y malezas.

Los plaguicidas se clasifican según su acción específica y entre los más

importantes se encuentran los insecticidas (control de insectos), fungicidas (control de

hongos) y los herbicidas; estos ütimos son utilizados para controlar las malezas que

compiten con los cullivos por recursos vitales como luz, agua o nufientes.

En este seminario de título se estudió y validó una metodología para la

determinación analítica de glifosato y su principal metabolito para ser aplicada en

matrices ambientales. Para ello se utilizaron herramientas quimiométricas como son un

diseño factorial de tipo exploratorio ("Screening") y un diseño experimental factorial

multinivel, para la optimización del método.



Glifosato (N-(fosfonometil) glicina, IIJPAC) es un herbicida que se comercializa

con el nomb¡e de ROUNDUP. Ingresó al mercado a través de la compañía Monsanto a

principios de los años 70 y se ubicó como uno de los plaguicidas más utilizados a nivel

mundial a fines de 1a déc¿da de los noventa. Se utiliza en agricultura y silvicultura para

la eliminación de hierbas y arbustos anu¿Ies y perennes. Es no selectivo, de amplio

espectro y acción sistémicA es decir su vía de absorción en las plantas es por las hojas y

tallos propagándose luego al resto de ella (Tomliq 2003). Su grado de efectividad es

muy alto debido a que las plantas lo metabolizan muy lentamente o no lo degradan. El

principal producto de degradación de GPS encontrado en plantas, suelo y agua es

AMPA (Freuze y col, 2007).

En Chile los herbicidas representan 13,9/o del total de plaguicidas vendidos

según el último informe publicado por el SAG (2008) concentrándose el mayor consumo

en la VI región con una venta de 21.849 toneladas. Glifosato es el plaguicida más

utilizado en Chile con un total vendido de 2.863 toneladas, correspondiente al 37,57yo

del total de ventas de herbicidas a nivel nacional. En la figura I se muestra la venta de

plaguicidas vendidos como el Total País y en la figura 2 se observa la evolución de las

ventas de GPS entre los años 2004 y 2008 (gráfico realizado a partir de las cifras

publicadas por SAG).
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Figura 1. Plaguicidas vendidos según su clasificación Total País, año 2008
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La molécula de GpS posee tres grupos funcionales polares: carboúlato, amino y
fosfonato' los que estarán positiva o negativamente cargados de acuerdo ar pH de ra
solución' La molécula de AMpA solo posee los grupos funcionales fosfonato y amino; a

pesar de no tener er grupo carboxilato, retiene muchas de las propiedades fisicas der

compuesto parental En la frgura 3 se muestran las estructura§ químicas de ambas

moléculas y en las figuras 4 y 5 se indican ras vías de disociación y los correspondientes

valores de pKa informados en la literatura (Llasera y col, 2005 y Miles and Moye,

1988) Glifosato es muy soluble en agua (12 g/L a 25"c) e insoluble en compuestos

orgánicos. Tiene una baja presión de vapor (0,04 mpa) y presenta un valor de Kow = 2,6

x10-5 (Tomlin, 2003).

Figura 3. Estructura química de GPS y su principal metabolito (AMPA)
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La prhcipal acción de este herbicida es inhibir Ia enzima 5-

enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa, que cataliza el sexto paso de la ruta de un

aminoácido a¡omiático de la shiquimat4 evitando así la producción de aminoácidos

aromáticos esenciales para las plantas como 1a fenilalanina, el triptófano y la tirosina

(Stalikas y col, 2001).

EI moümiento de los plaguicidas en el ambiente es muy complejo e incluye

transferencias que ocr¡Iren continuamente enüe diferentes compartimentos

medioambientales. El proceso de translocación de los herbicidas se puede lograr por

varias rut¿s, tales como el añastre de partículas por las corrientes de aire, evaporación y

a través de corrientes de agua. Debido a la alta afinidad de GPS por los componentes del

suelo, es prácticamente inmóvil y a pesar de su gran solubilidad en agu4 presentaría una



menor probabilidad de transporte por lixiviación o arrastre por escorrenlia. Sin embargo,

existen antecedentes respecto a la presencia a niveles residuales de este herbicida tanto

en aguas superficiales como subterráneas (Ibañez y col, 2006, Lee y col., 2002). por otro

partq debido a su baja presión de vapor es un compuesto considerado como no volátil.

Glifosato tiene una persistencia moderada en el sistema edáfico. La Agencia de

Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha establecido que su üda media en

el suelo es de alrededor de 60 días. Sin embargo, se añade que se han encontrado

residuos del herbicida al año siguiente. Por otro lado, el mismo organismo lo ubica en la

Btegoria III de toxicidad: produdos que llevan la etiqueta precaución. pese a que GpS

tiene una toxicología menor que oros herbicidag se requiere un estudio minucioso

acerca de é1, debido a que su aplicación es cada vez mayor. Según la OMS la tasa de

aplicación no debe sobrepasar 1os 5,8 Kg/há (World Health Organization, 1994).

La adsorción de Ios contaminantes orgiánicos en el suelo puede verse afectada por

factores como: tipo y contenido de minerales, contenido de materia orgánica, pH y

capacidad de intercambio catiónico. Glifosato posee características singulares de

adsorcióq debido a que su pequeña estn¡ctura con tres grupos firncionales polares

facilita la interacción con sílice, alúmina y óxidos de hierro de las particulas del suelo

(De miranda Colombo y col, 2011). Por otra partg estudios muestran que el fosfato

juega un papel importante en la determinación de la biodisponibilidad y lixiviación de

GPS en el suelo y en algunos casos el fosfato es capaz de desorber completamente el

analito. Además se ha propuesto que en suelos con mineralogía dominada por



compuestos cristalinos, GPS y fosfato, compiten por los sitios de adsorción (Gmsing y

col.,2002).

En este trabajo de investigación se utilizaron tres suelos provenientes de la zona

centro sur de Chile: Collipulli, Comalle y Santa Luisa.

El suelo Collipulli es un Ultisol, derivado de cenizas volcánicas. Es

representativo de las áLreas cultivables de la D( y X región. Se caracteriza por tener r¡na

superficie de carga variable dependiente del pH. Este suelo ha demostrado tener una alta

capacidad de adsorción para GPS (Cáceres-Jensen y col, 2009)- Comalle se ubica en la

proüncia de Curico, región del Maule y Suelo Santa luisa pertenece a la VI región.

La extracción de GPS y AMPA desde el suelo es un gran desafio considerando la

alta complejidad de la matriz y el comportamiento de ellos frente a diversos

compuestos. Se han realizado estudios con distintos métodos para extraer ambos

analitos desde el sistema edáfico, sin embargo las recuperaciones han sido deficientes e

irreproducibles. EI efecto combinado del carácter anfotero de GPS y AMPA con sus

altas solubilidades en agua, hacen imposible el uso convencional de extracción por

disolventes orgánicos. Un método a considerar es la extracción asistida por microondas

(MAE), la cual of¡ece una gran reducción en el tiempo de trabajo y consumo de

disolventeg además de un alto rendimiento de extracción. No obstante es muy

exhaustiv4 co-extrayendo junto con los analitos una serie de compuestos interferentes

que deben ser eliminados (Fuentes y col., 2007).



Debido a que el suelo es una matriz muy compleja y que GPS y AMPA se

encuentran a bajos niveles de concentración se requiere de un método altamente sensible

que permita determinar y cuantificar eficazmente ambos analitos a la vez.

Los principales métodos utilizados para la determinación de GPS y AMPA en

agua son la cromatogra.fia de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), la

cromatograffa líquida de alta eficiencia con detector de fluorescencia QIPLC-FLD) y

cromatografia de intercambio iónico con detector UV (IE,C-UV)- La cromatografia

liquida (LC) acoplada a espectrometría de masas, es un metodo sensible y robusto para

la cuantificación de GPS en agua natural. Estudios demuestran que los límites de

cuantificación obtenidos pueden llegar a 0,7 llrg/L y 0,8 ng/L para GPS y AMPd

respectivamente y los límites de detección a 0,2 rlglL para ambos analitos Qlanke y col.

2008).

La cuantificación de estos analitos, a bajos niveles de concentración, se hace

compleja debido a sus características fisicoquimicas. En particular la detección por

fluorescencia no puede ser aplicada debido a que los anal os no presentan grupos

detectables por este método, por lo que es requerida una reacción previa de

derivatización que permita generar derivados fluorescentes; además los analitos

presentalin menor carácter polar lo que facilitará la retención cromatogriífica. Los

reactivos derivatizantes más utilizados son el 9-fluorenilcloroformiato (FMOC-CL)

utilizado en modo de pre colunura, el o-ftalaldehido (OPA) utilizado en modo post

columna y el I -fluoro-2,4dinitrobenceno y el p-toluensulfonilcloruro utilizados para la

detección UV visible (Corbera y col., 2006).



Un desafio a considerar cuando se utiliza FMOC-CI como reactivo derivatizante

es la formación de subproductos como el FMOC-OH, obtenido por hidrólisis y

descarboxilación del reactivo original. Estos compuestos, de baja solubilidad en agua,

interferiria¡ en el método cromatográfico por precipitación en el sistemE afectando a la

columna cromatogriáñca y por consiguiente a la sensibilidad y robustez del método

global. Una forma de prevenir 1o anterior es elegir adecuadamente las condiciones de la

reacción de derivatización y de limpieza de la solución final. Tiempos cortos y bajas

temperaturas minimizan la formación de FMOC-OH (Ilanke, 2008). La ñgura 6 muestra

la reacción típica de derivatización de una molécula de GPS o AMPA con FMOC-CI

para la formación de derivados con características fluorescentes.

Figura 6. Reaccién de derivatización

Donde:

Rr:HzPO:

Rr: COOH (para GPS) oNH2 (para AMPA)
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En el presente seminario se aborda el estudio de la reacción de derivatización

conjunta de GPS y AMPA mediante FMOC-CI para la obtención de una metodología

que permita la determinación analítica de los correspondientes derivados fluorescentes a

niveles de concentración del orden de trazas. Para ello se utilizaron diseños

multiva¡iados que permiten definir la influencia de los diferentes factores que

intervienen en la reacción y sus inte¡acciones. Una vez definidas las condiciones óptimas

se establecieron los parámetros de calidad analítica del método y se aplicó en un estudio

de adsorción de ambos compuestos en tres suelos de uso agrícola de nuestro pais.

Finalmente se utilizó dicha metodología para la realización de un estudio preüminar de

la extracción por solventes asistida por microondas de los dos compuestos en el suelo

que presentó la menor capacidad de adsorción.

Este trabajo podría constituir un gran aporte teniendo en cuent¿ el uso masificado

de GPS tanto a nivel mundial como en la agricultura de nuestro país y la necesidad de

contar con estudios cientí{icos que describan su comportamiento en el sistema edáfico y

las posibles repercusiones que pueda ocasionar en el entorno.

1l



1.1. Hipótesis

El carácter cuantitativo de la reacción de derivatización de GPS y AMPA

mediante el uso de FMOC-CI será influenciado por factores propios de la reacción y por

las diferentes propiedades químicas de los suelos tanto en su aplicación en estudios de

adsorción como en la extracción de sus residuos

1,2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

o Validar una metodologia de determinación analitica de GPS y AMPA a niveles

residuales en matrices de diferente complejidad.

1.2.2. Objetivos específicos

o Optimizar y validar una metodologia analítica para la determinación simultánea

de GPS y AMPA por medio de la reacción de derivatización con FMOC-CI y

posterior detección mediante HPlC-fluorescencia.

o Aplicar el método propuesto en estudios de adsorción de GPS y AMPA en suelos

de diferente origen.

o Realizar un estudio preliminar de los factores que afectan la extracción asistida

por energía de mic¡oondas de GPS y AMPA desde suelos.
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IL MATERIALESYMÉTODOS

2.1 Meferiales

" Reactivos
- Acetonitrilo grado HPLC Merck

- Diclorometano grado HPLC Merck

- Ácido Clorhídrico 37Yo plv p.aMerck

- Bo¡ato de sodio lO-Hidrato p.a Winkler

- Cloruro de Potasio p.a.

- Cloruro de Calcio p.a.

- Hidróúdo de Potasio p.a

- Fosfato de potasio (hidrogeno fosfato di potasio anhidro) p.a. Merck

- Agua Nanogrado

- FMOC-CI, (9-fluoranilcloroformiato > 99Vo de pweza, Fluka)

" Materiales

- Micropipeta 100 -1000 pL

- Micropipeta de 20- 200 pL

- Material de vidrio y plástico de uso general y volumétrico

- Membrana de P\{DF 0,22 pm de poro, 13 mm de dímetro 1000/cx. Miller

- Columnas de extracción en fase solida supra-clean SPE columns C-18 U-S

Perkin Elmer.
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" Estánda¡es

- GPS, §-(fosfonometil) glicina 960A de pureza, Aldrich)

- AMPA 1Ácido Amino-etilfosfonico 99%o de pweza, Aldrich)

- GPS-FMOC, §-[(9H-fluoren-9-ylmethoxy) carbonyl]-N-(phosphonomethyl)

glycirc 97%o de pureza, Dr. Ehrenstorfer Gmbh)

2.2 Suelos

Se utilizaron muestras de tres suelos de uso agricola, Santa Luis4 Comalle y

Collipulli, de Ia VI, VII y D( Regiones, respectivamente. Las muestras fueron secadas al

aire y tamizadas a 2 mm y posteriormente, almacenadas en frascos plísticos a

temperatura ambiente. Las propiedades Físicas y Químicas más relevantes se encuentran

en la tabla 1.

Tabla l. Características de los suelos

Suelo o/o Carbono
orgánico *

%a Arcllla Yn Arenz VoLimo pH*
(medido
en agua)

Comalle 1.40 45,44 26,56 28 6,44

24

* Detemrinados de acuerdo a metodologia dc Sadzaska y col- 2006
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Collipulli 3,87 8,12 79,28 t2 5,10

Santa Luisa 1,22 2r,44 54,56 6,81



Eqaipos

Balanz4 Precisa 4000 C

Balanza analitic4 Precisa 40SM-200A

Centrífug4 Laboguge 400, Heraeus Instrumeñt.

pH metro, Fisher Scientific

Horno de microondas High Performance Microwave Digestion Unit, MLS 1200

mega, Milestone.

Agitador, Heidolph Reax 2.

Cromatógrafo liquido marca Waters equipado con una bomba cuaterna¡ia Waters

600, un detector de arreglo de diodos Waters 996, un detector de fluorescencia

Waters 2475 multi-), y un muestreador automático Waters 717 Plus. Para la

separación cromatognífica de los analitos se utilizó una columna YMC-Pack Pro

C18, S- 5 pm de medidas 250 x 4,6 mm I.D; El control de los equipos y la

adquisición y procesamiento de datos se realizó con el software Empower Pro.

15



2.3 Métodos

2.3.1 Método cromatográfico

La separación de los analitos y del agente derivatizante residual por medio de

HPLC se realizó con una fase móvil Buffer borato pH 8:ACN, en modo gradiente (tabla

2), a una velocidad de flujo de 1,2 mllmiq y una temperatura de columna de 35oC. La

longitud de onda utilizada en DAD fue un barrido entre 210 y 400 nm, y para

fluorescencia las longitudes de onda de excitación y emisión se fijaron en 263 y 317 nm

respectivamente.

Tabla2. Gradiente de la fase móvil

Gradiente

0-5 5 95

8-14 5 95

2.3.2 Diseño exploratorio

Se planteó un diseño factorial de tipo exploratorio ('screening") para cinco

condiciones experimentales y dos niveles (25¡ dando lugar a32 experimentos (tabla 4), y

se repitieron 4 de ellos para la estimación del error experimental. Los factores estudiados

fueron la concentración de derivatizante, concentración de analitos, tiempo de reacción,

cantidad de ACN presente en la reacción y tiempo que trasculTe para la lectura; estos se

muestran en la tabla 3.

t6

Tiempo %ACN 7o Buffer Borato pH 8

5-8 80 20



La reacción de derivatización se realizó agregando I mL de buffe¡ borato 40 mM

a 8 mL de una solución GPS-AMPA5 de concentración conocida. Luego se adicionó,

ACN y por último el reactivo derivatizante (las cantidades agregadas estiín dadas por el

diseño). Finalmente se eliminó el exceso del reactivo derivatizante mediante reparto con

2 porciones de 2 mL de diclorometano. El diseño experimental se obtuvo a partir del

programa computacional Statgraphics Centurion XV.

Tabla 3. Factores y niveles del diseño experimental

Tabla 4. Matriz codificada del diseño experimental

Niveles
-1 +1

A: Concentración de
derivatizante (uelml-)

40 200

B 0,1

C: Tiempo de reacción (h) i 17

D: Cantidad de ACN presente
en la reacción (oZ)

5 10

E: Tiempo que trascufe p¿¡ra la
lectura (h)

1 24

No
Experimento

Matriz Codificada

B C D E

I 1 -1 I I I
, l -1 -1 -1 -1

3 1 I 1 -1 -1

4 -1 I -1 -1 I
5 -1 -1 1 -1 I

6 -1 I I -1 -1

7 I I I -1 1

I -1 I I I 1

11

Factor

1,0
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i8

9 -1 1 -1 -1 -1

l0 -l _l I -1 -1

11 1 -l 1 -1 1

t2 -1 -t 1 1 1

l3 -l -1 -1 -1 I
t4 I 1 -1 I -I
l5 -1 1 1 -1 I

t6 -1 -1 -1 -1 -1

17 -1 1 -I 1 1

18 1 -1 I -1 -1

19 1 1 -1 -l I

20 -1 -t I I -l
2t -1 ,1 -1 1 -1
,', 1 -1 I 1 -l
23 1 -i -1 l 1

24 I 1 -l 1 1

25 I I 1 I -1

26 1 -1 -l I -1
11 -l -1 1 I 1

28 -.1 I 1 I -1

29 -1 l -1 I -l
30 I -1 .I -1 1

3t I 1 I I I

32 1 I -1 -1 -1



2.3.2.1 Estudios complementarios previos a 1a optimización

- Cinética de la reacción

Se preparó una solución de GPS y AMPA de concentración 1,0 ¡rg/ml, por

separado. A 5 mL de la solución que contiene el analito se agregó 310 pL de agua, luego

620 pL de Buffe¡ borato (40 mM) y por último 310 ¡rL de FMOC-CI (17O ¡tg/n,I-). t_a

reacción se realizó a 30oC. Los tiempos estudiados fueron 20 - 40 - 60 - 90 - 120 -
180 - 240 min. respectivamente. Cada punto del estudio cinético se realizó en

duplicado.

- Limpieza de la solución para la eliminación del exceso de FMOC-CI

Se compararoa los siguientes tres procedimientos:

. Limpieza con Diclorometano: A la solución derivatizada se le agregó 2 mL de

CtIrClz, se agitó manualmente, se separó el solvente por sedimentación y se

extrajo mediante una pipeta Pasteur. Este procedimiento se repitió una vez para

posteriormente medir los analitos y el reactivo derivatizante para comprobar la

efrciencia del lavado.

. Cambio de solvente: Se extrajo una alícuota de 1 mL de la solución derivatüada

y se agregaron 5 mL de agua nanogrado, terminando con lura filtración por

membrana.

¡ Extracción en fase sólida: De la solución derivatizada se extrajo una alícuota de 5

mL y se agregaron 10 mL de agua nanogrado. A continuación se pasaron los 15

mL a través de una columna de extracción en fase solida supra-clean SPE
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columns C-18. El eluato fiJe recibido en un matraz de aforo de 25 mL que

contenía 2 mL del buffer borato para mantener el pH de la solución.

2.3.3 Optimización

A partir de los resultados obtenidos por el diseño exploratorio y de los estudios

complementarios, se estableció un estudio final de optimización del método mediante un

diseño factorial multinivel (42*21), dando lugar a32 experimentos (tabla ó) repitiéndose

4 de ellos para la estimación del error experimental. Los factores estudiados y sus

niveles se encuentran en la tabla 5.

Para la reacción de derivatización se agregó 600 pL de buffer borato 40 mM a 5

mL de un¿ solución de GPS - AMPA" de concer¡tración conocida. Luego se adicionó 2

mL de ACN y por último 300 ¡rL de FMOC-CI. Transcurrido el tiempo, se tomó una

alícuota de 5 mL y se diluyó con 10 mL de agua nanogrado. A continuación se realizó

una extracción en fase sólida recibiendo el eluato en un matraz de 25 ml que contenía 2

mL de buffer borato. El diseño de optimización se obtuvo a partk del programa

computacional Statgraphics Centurion XV.
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Tabla 5. f,'actores y niveles del diseño experimental factori¡l multivari¡do

Tabla 6. Matriz codificada del diseño experimental factori¿l multivariado

Niveles
Factor -l -0,33 +0,33 +1

A: Interferencia entre
los analitos

0,2 pg/ml GPS -
0,2 uelml- AMPA

0,2 ¡rg/ml GPS -
2,0 usy'nú AMPA

40 80 120 160

C: Tiempo de reacción
(min.)

20 40 60 120

Nó experimento Matriz Codificada

A B C

I -1 -1 -1

2 I -1 -1

J -1 -0.3333 -1

4 I -0,3333 -1

5 -1 0,3333 -1

6 I 0,3333 -1

7 -1 1 -1

8 I 1 -t
9 -1 -1 .U,JJJ

10 1 -1 -0,333
1I -1 -U,J JJJ -0,333
t2 1 -o ttl
l3 1 0,3333 -0 I ii
t4 1 0,3333 -0,333
l5 -1 I -U.J-1J

l6 1 I -0,33 3

t7 -l -1 0,i3 33

18 1 -l U,JJJJ
l9 -1 -o i1r1 U,JJJJ
20 i -0,3333 0,3313

21 -1 0,3333 0,3333

21

B: Concentración
reactivo derivatizante

I u s/ml)

-U.JJJJ



22 I U,JJ.)J
23 -1 1 0,3333
24 1 1 0,33 33
,< -1 -1 1

26 1 -1 1

27 -l -U,JJJJ 1

28 1 -0,3333 I
29 -1 0,3333 I
30 I 0,3333 1

31 -1 i 1

32 I I l

2.3.4 Parámefios analí1icos instrumentales

Los límites de detección y cuantificacióo es posible calcula¡1os medi¿nte curvas

de calibración. Para ello se realizó una curva para la determinación simultánea de GPS-

AMPA de concentraciones: 0"05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,0 ¡rg/ml-. Cada

punto se preparó en duplicado. A partir de los datos se determinaron los siguientes

pará,rnetros: linealidad, sensibilidad límite de detección y límite de cuantificación. A

continuación se describen las ecuaciones utilizadas para el cá[culo de cada parámetro a

partir de las constantes de 1a ecuación de regresión lineal para la relación entre

concentración de cada atralito y la respuesta expresada en áLreas.

>> Sensibilidad

5Is:r
b

22
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)) Linealidad:

)) Límite de detección

r - 1 sb 1/
b

r sr l.-LDD- ' l"' Jb ! N-1

>> Límite de cuantifrcación

En donde:

S I - deviación estándar de la regresión

b : pendiente

S¡ = desviación estándar de la pendiente

N numero de pares de datos

ro sI I^lLDC: '!' 1b !N 1
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2.3.5 Aplicación del método de derivatización

2.3.5.1 Estudio de interferencia de rir,atriz con electrolito soporte

Pa¡a realizar estudios posteriores se requiere conocer el comportamiento de los

analitos frente a ciertos electrolitos soportes como son calcio y potasio.

Para el trabajo de iavestigación se utilizaroo soluciones de CaClz 0,01 M KCI

0,01 M y H2O en los suelos Collipulli, Comalle y Santa Luisa. Además se preparó una

solución patrón de GPS-AMPA de concentración 1,0 pg/ml-.

Se agregó 20 mL de solución a 4 gramos de suelo y se agitó por 2 horas a 30oC-

Luego Ia muestra se somete a centrifugación a 3500 RPM por 20 minutos. Con el

extracto obtenido se preparó una solución de GPS-AMPA de concentración 1,0 pg/ml-.

Por último se tomó una alícuota de 5 mL de la muestra para su posterior derivatización.

2.3.5.2 Estudio preliminar de adso¡ción

Este trabajo de investigación se realizó con una solución de KCI 0,01 lvI, como

extracto, y con tres suelos: Collipulli, Comalle y Santa Luis¿ con el objetivo de conocer

la cantidad de analito que puede ser adsorbido por los suelos.

A 2 gramos de suelo se agregó una alícuota de 10 mL de solución GPS-AMPA

de concentración 50,0 pglml- en KCI 0,01 M y se agitó por 2 horas a 30"C. Luego la

muestra fue sometida a centrifugación a 3500 RPM por 20 minutos. Finalmente se

extrajo una alícuota de 5 mL del sobrenadante para ser derivatizada.
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2.3.5.3 Isotermas de adsorción

Se realizó un estudio de isotermas, como una aplicación del método propuesto,

en donde los suelos utilizados fueron Collipulli, Comalle y Santa Luisa.

Para la obtención de las isotermas se pusieron en contacto 2 g de suelo con 10

mL de soluciones de 10; 2O; 30; 40 y 50 pg/ml de GPS-AMPA en KCI 0,01 M;

derivatizando una alícuota de 5 mL.

La cantidad de herbicida adsorbido fue calculado por la diferencia entre la

concentración inicial y la concentración fual del herbicida en solución.

La adsorción fue descrita por la ecuación de Freundlich

Cs-Kr*Ce1"

Donde.

Cs = Cantidad de herbicida adsorbido

Ce : Concentración de equilibrio en solución

K¡y l/n - constantes empíricas

El coeficiente de carbono orgánico (Koc), fue calculado a partir de la siguíente

expresión

Koc: ((f/ %CO) * 100 /6/

i5/
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2.3.6 Estudio preliminar de Extracción

Se realizaron estudios preliminares de extracción de GPS y AMPA desde el

suelo, con la finalidad de conocer su comportamiento para estudios posteriores. La

matriz utilizada en estos estudios fue el suelo Santa Luisa.

2.3.6. I Diseño exploratorio

Se planteó un diseño factorial de tipo exploratorio para cinco condiciones

experimentales y dos niveles (25) dando lugar a32 experimentos (tabla 8), repitiéndose 4

de ellos para la estimación de1 error experimental. Los factores estudiados fueron

potenciq tiempo, extract¿nte, pEI, peso muestra; estos se muestran en latablaT.

El diseño experimental se obtuvo a partir del programa computacional

Statgraphics Centurion XV.

Fortifrcación del suelo: A los gramos de suelo utilizados contenidos en un vaso de

microondas, se agregó 1 mL de una solución acuosa GPS-AMPA de concentración 10

pg/ml-. Se agitó por dos horas y se dejó a 4"C por 16 horas-

Extracción: Transcurrido el liempo, se realizó la extracción agregando 10 mL de

extractante a la muestra para ser sometidas a microondas con la potencia y tiempo

correspondiente. Luego las muestras fueron centrifugadas a 3500 RPM por 20 minutos.

Finalmente, se tomó una alícuota de 5 mL para su posterior derivatización.
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Tabla 7. Factores y niveles del diseño experimental factorial

Niveles
Facfor -1 +1

A: Potencia (W) 400 650
B: Tiempo (min) 5 10

C: Extractante K:HPO+ KOH
D: pH 9 l1
E: Peso muestra (g) I 2

Tabla 8. Matriz codificada en el diseño experimental fáctorial de la extreccién de
los analitos desde el suelo

No
Expeúmento

Matriz Codificada

A B C D E

I -1 -i -l -1 -l
2 1 -1 -1 -l _l

3 -1 I -1 -1 -1

4 I 1 -1 -l -1

5 -l -l I -1 1

6 I -1 I -1 -1

7 -1 1 1 -1 -1

I I I I -l -l
9 -1 -1 -,1 I -1

10 I -1 -1 1 -1

1t _l I -1 1 -1

t2 t
.l

-1 1 -t
13 -t -1 1 1 -1

14 I _l 1 1 -1

t5 -1 1 I I -1

l6 1 1 1 1 -1

17 -l -t -1 -1 1

18 1 -1 -1 -t 1

l9 -1 l -l -1 1

20 1 I -l -1 1

2l -1 -1 I -1 I

22 1 -1 I -1 1

,¡ -1 I I -l 1

24 I I I -l I
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25 -l -l -1 I l
26 I -1 -t 1 1

27 -1 1 -1 I I

28 1 1 -1 I 1

,o -1 -1 1 I I

30 I -1 I 1 1

31 -1 1 1 I 1

32 1 1 1 1 1

A partir de los resultados obtenidos del diseño exploratorio se realizaron estudios

complementarios para dilucidar el origen de las bajas recuperaciones; además de probar

una técnica descrita en la literatura para eliminar los posibles complejos formados.

Pa¡a conocer e1 origen de las bajas recuperaciones, se realizó un estudio

derivatizando un extracto de suelo Santa Luisa (obtenido bajo las condiciones descritas a

continuación) fortificado con una solución de GPS y AMPA de 1,0 pg/ml-. La respuesta

obtenida se comparó con un estáridar acuoso de los analitos de 1,0 pglml-. A modo de

comparación se realizó una extracción de un suelo fortificado de igual forma a lo ya

descrito en el punto 2.3.6.1 utilizando como extractante KzHPO+ a pH 9 y 500 Watts de

potencia por 5 minutos para las microondas.

Por otro lado, se comprobó una técnica para romper los complejos formados.

Para ello los extractos de suelo Santa Luisa (obtenidos bajo las condiciones descritas)

fueron acidi{icadas previo a la derivatización con HCI 12 M hasta pHl generando un

precipitado el que se trató de la siguiente manera:
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i) Se adicionó KOH de concentración 12 M para restaurar el pH inicial (pH 9)

disolviendo, de esta manera el precipitado.

ii) El precipitado fue separado por centrifugación a 3500 RPM por l0 minutos.

Luego se adicionó KOH de concentración 12 M para restaurar el pH inicial.

Paralelamente se realizó una extracción sin incluir la adición de estos reactivos

para la comparación de los resultados. Todas las fortificaciones fueron de 10 pglml- de

GPS y AMPA.

La figra 7 muestra la metodología utilizada para la extracción de los analitos.
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Figura 7. Metodología de extracción de GPS y AMPA asistida por microondas
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IIL REST]LTADOS

3.1 Método cromatográfrco

La identificación de los analitos derivatizados se realizó con un dercctor de

arreglo de diodos, a través del estudio de sus espectros que deben ser similares al

espectro de FMOC-CI. La similitud de los espectros radica en la estructura de la

molécula de FMOC-CI la cual es predominante frente a las pequeñas moléculas de

ambos analitos. Los tiempos de retención para GPS y AMPA son de 7,003 y 7,387

minutos respectivamente. El cromatograma fue extraído a 265,1 ¡m ya que el analito

registra un máximo de absorción a esa longitud de onda y no se observa co-elusión de

otros compuestos. En la figura 8 se muestra el cromatograma obtenido a partir de una

solución de GPS-AMPA de 1,0 pglml-, diluida 10 veces, utilizando detector DAD; por

otro lado la figura 9 muestra los espectros correspondientes a cada uno de los analitos y

del reactivo derivatizante.

Figura 8. Cromatograma tipo con detector DAI)
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Figura 9. Espectros IMe los compuestos: peak 7'003 corresponde a GPS' peak

7,387 corresponde a AMPA y peak9,770 corresponde a trMOC-Cl.

La literatura es muy variada con re§pecto a las condiciones analíticas que se

deben utilizar en HPLC-FLD para 1a determinación de GPS y AMPA derivatizados con

FMOC-CI. Por ejemplo Corbera (2006), propuso una fase móvil consistente en

ACN:Buffer fosfato a pH 5,5 (ácida), al coritrario de 1o propuesto por Hanke (2008), en

que la fase móül consistió en una solución de acetato de amonio 0,5 mM ajustada a pH

9 (básica). Ante la disparidad de la metodología reportada, se procedió a determinar el

gradiente y fase móül óptimos para la separación de los analitos, para ello se utilizaron

cuatro condiciones distintas, que se resumen en las tablas 9, 10, 1l y 12'
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Tabla 9. Gradienfe de la fase mévil ACN:acetato de sodio con ácido acético

(pH 2,s3)

Tiempo (min) % ACN 9/o Acetato de
sodio con ácido

acético (pH 2.53)
0-5 5 95

5-10 80 20
to-17 80 20
t7-19 5 95

Tabla 10. Gradiente de la fase móvil ACN:agua ajustada a pII 2,53 con H¡PO¿

Tiempo (min) % ACN o/" AEta, DE 2.53

0-s 5 95
5-10 80 20
r0-17 80 20
t7-t9 5 95

Tabla ll. Gradiente de Ia fase móvil ACN:Buffer borato pH 8

Tiempo (min) % ACN 7o Buffer borato
pH8

0-5 5 95

5-t0 80 20
1lLt5 5 95

Tabla 12. Gradiente de la fase móvil ACN:Buffer borato pH8

Tiempo (min) % ACN 7" BuITer borato
pE8

0-5 5 95

5-8 80 20

8-14 5 95



Teniendo en cuenta los antecedentes antes expuestos y los valores de pKa de

ambos analitos, se optó por utilizar como fase móvil una solución de ACN:Buffer borato

pH 8. La permanencia de las especies ionizadas provenientes de la etapa de

derivatización permitió lograr menores tiempos de retención debido a su menor afinidad

por la fase estacionaria y una mayor eficiencia. Con est¿ misma base se consideró de

importancia la mantención del pH básico resultante de la reacción de derivatización, en

donde solo predomina una especie quimica lo que se traduce en una adecuada simetria

de los correspondientes picos. En cambio a pH ácido (pH 2,53) podría existir más de una

especie presente en la solución, en donde ambas generarian una señal cromatográfica

acoplada.

En las condiciones üomatográficar¡ propuestas se logró la separación de los

analitos con una alta eficiencia y adecuada resolución. En la tabla 13 se encuentran los

tiempos de retención, ancho de pico en la base, resolución y número de platos teóricos

calculados usando una solución de 1,0 pglml- de GPS-AMPA. En 1a figura l0 se

observa el cromatograma obtenido para dicha solución con detector de fluorescencia. El

tiempo total de anáLlisis es de 14 minutos, incluida la etapa de re-equilibrio de la

columna. El pico correspondiente al reactivo derivatizante, que de acuerdo a la reacción

puede encontrarse en una cantidad apreciable y con la posibilidad de interferi¡ o co-eluir

con los analitos de interés, en estas condiciones eluye a un tiempo de retención de

12,250 min.
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Tabla 13. Parámetros cromatográfi cos

GPS AMPA

Ancho pick (s) 15 tó

Resolucién 1.13

Figura 10. Cromatograma tipo con detector de fluorecencia

En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido para las concentraciones

correspondientes al límite de detección: 0,02 pghnl- para GPS y 0,01 ¡rg/ml para

AMPA.

-15

Tiempo de retención
(min)

9,037 9,330

Número de platos
teóricos

20906,84 19586,00



Figura ll. Cromatograma obtenido para las concentraciones correspondientes al
límite de detección: 0,02 pglml y 0'01 pg/ml para GPS y AMPA respectivamente.

3. 2 Diseño Exploratorio

Para obtener un óptimo método de derivatización sería apropiado incluir, en un

estudio, todas las variables que ifierfleren en su desarrollo. Sin embargo, no existe

información referente a un estudio integrado. Por otro lado Ia información encontrada

acerca de la reacción de derivatización de GPS y AMPA con FMOC-CI no es

concordante, por lo que no están plenamente definidas las directrices a seguir para este

tipo de estudio

Sin embargo, a partir de la literatura se han establecido panámetros que podriao

influir en el rendimiento de la reacciór¡ que son los siguientes: concentración de los

analitos y del reactivo derivatizante, tiempo de reacción, cantidad de ACN presente en la

reaccióg y tiempo que transcüre para la lectura.
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Para procesar las respuestas cromatogrifficas obtenidas, se utiliza el programa

computacional Statgraphics Centurion XV mediante ANOVA. AI trabajar con dos

concentraciones de analitos se requiere que sean normalizadas para tener un pará'Íretro

de comparación. Los factores experimentales estudiados fueron:

A: concentración de derivatizante

B: concentración de analitos

C: tiempo de reacción

D: cantidad de ACN presente en la reacción

E: tiempo que transcurre para la lectura

La matiz decodificada del diseño y los resultados obtenidos para cada

experimento se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Matriz decodiñcada y respuestas cromatográficas del estudio
exploratorio

No
Experimento

Matriz Decodificada Area

B C D E GPS
(x107)

AMPA
(x107)

I 40 1,0 17 10 24 3,3814 1,2'775

2 40 1,0 I 5 I 2,7907 6,873

3 200 1,0 77 5 1 4,5943 7,485

4 200 0,1 I 5 24 5.4514 16,322

5 40 0,1 1.7 5 24 3,6725 16,682

6 200 0,1 17 5 1 8,5205 76,476

7 200 1,0 tl 5 4,5538 7,0465

8 200 0,1 r'7 t0 24 7,8943 16,521

9 200 0.1 l 5 I 4,563 15,949

40 0.1 17 5 I 16,478

1l 40 1,0 17 5 24 2,6866 6,736

l2 0,1 t7 10 24 4,5417 16,34

11

A

10 4,2393

40



l3 40 0,r 1 5 24 2,8674 75,O77

t4 200 1,0 I 10 1 4,0158 1,253

15 200 0.r t7 5 24 1,876 t6,34

16 40 0,1 1 5 I 4,9651 16,695

17 200 0,1 1 10 24 5,885 16,058

18 40 1,0 5 1 3,4064 7,612

l9 200 t,0 1 5 24 4,0287 7,025

20 0,1 17 10 I 3,3112

2t 40 0,1 I t0 I 4,5254 17.112
,, 40 1,0 77 10 I 3,7876 6,629

23 40 1,0 I 10 4,1 1,8013 11,961

24 200 1,0 1 10 24 4,4423 7,5983
,( 200 1,0 17 10 i 4,7342 7,5385

26 40 1.0 I l0 1 2,6721 6,911

27 40 0,1 I 10 3,4145 16,188

28 200 0,1 t7 l0 1 7,0601 16,348
,o 200 0,1 1 10 1 6,8663 16,92t
30 40 1,0 I 5 24 6,65

31 200 1,0 7'.1 10 24 4,8'.7s 7,682

32 200 1 5 1 2,8969 6,356

Las respuestas cromatográficas obtenidas se analizaron a partir del diseño

experimental mediante un an¡álisis de varialz4 estableciéndose que los efectos

estadísticamente significativo (P < 0,05) posiúvo en la respuesta de las áreas para GPS

son la concentración de derivatizante, de los analitos y el tiempo de reacción. Para

AMPA solo es significativo, negativamente, la concentración de los analitos. A

continuación las figuras 12 y 13 muestran las cartas de Pareto obtenidas para GPS y

AMPA respectivamente.
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Figura 12. Carta de Pareto estandarizada para GPS

Figura 13. C¡rta de Pareto estandarizada para AMPA
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3.2.1 Estudios complementarios preüos a la optimización

Para continuar con el estudio de la reacción de derivatización se ve la necesidad

de realizar algunos experimentos aclaratorios que son los siguientes.

- Estudio Cinético

El estudio cinético realizado indica que la reacción de derivatización para

ambos analitos encue¡rtra su tnáximo cerca de los 120 minutos (figura 14 y 15)-

Figura 14. Estudio Cinético para GPS

,10

5,00E+O8

5,00E+08

o 4,0OE+O8
.9

3 E,oor+os
1!
P'( 2,ooE*o8

1,0OE+08

O,OOE+OO

100 150 200

Tiempo (min)



8,80E+O8

8,60E+O8

8,40E+08

.! a,zor+oa
CL

3 e,oor*og

.¡ 7,80E+08

7,60E+08

7,40E+O8

7,2OE+O8

Figura 15. Estudio Cinético para AMPA

- Limpieza de 1a solución para 1a eliminación del exceso de FMOC-CI

En la reacción de derivatización no solo GPS y AMPA reaccionan con FMOC-

Cl, si no que también lo hace el agua, formando un reactivo hidrolizado (FMOC-OID,

por Io que un exceso de FMOC-CI debe ser añadído a Ia solución para que esta se lleve a

cabo Qlanke y col, 2008); además se debe considerar que la reacción no es favorable

termodinámicamente.
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Debido a la irreproducibilidad en los datos obtenidos se realizó un esh¡dio del

método de limpieza de la solución derivatizada, en donde se utilizó diclorometano para

eliminar el reactivo excedente. Este solvente es soluble con ACN, el cual es parte del

medio de reacción. Los resultados obtenidos con esta técnic¿ no son reproducibles por 1o

tanto se cree que al eliminar el CHzClz también se elimina parte de los analitos

solubilizados. Otra técnica utilizada fue el cambio de solvente en donde la solución fue

diluida en agur con el objetivo de disminuir el porcentaje de ACN contenido en el

medio. De esta manera por medio del filtrado se eliminaría el reactivo en exceso. Los

rezultados obtenidos con esta técnica no son reproducibles debido a que, al parecer, los

analitos quedan retenidos en el filtro. Finalmente se utilizó una columna de extracción

en fase sólida, con este método de limpieza el FMOC-CI es eliminado en gran caftidad

del medio; además se comprobó que esta técnica no afecta a los analitos, siendo la

recuperación de ellos un l00o%.

Harke y col. (2008), indica que FMOC-CI es casi insoluble en agu4 por lo que

la reacción debe contener una cierta cantidad de disolvente orgáLnico para que ocurra.

Por 1o tanto, el porcentaje de ACN presente en el medio de reacción es fundamental para

que el reactivo derivatizante esté completamente dizuelto, y de esta manera disponible.

Nedelkoska y Low (2004) proponen que la relación óptima de agua:ACN que se necesita

para que el FMOC-CI este completamente disuelto es de un 50:50. Se realizaron pruebas

para confirmar lo anterior dardo como resultado que la reacción se debe realizar en

presencia de un 250lo del solvente como mínimo.
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3.3 Optimización

A partir de los resultados entregados por el diseño exploratorio y de una serie de

experimentos de comprobación, el estudio final de optimización se llevo a cabo

acotando el intervalo del tiempo de la reacción y la cantidad de ¡eactivo derivatizante,

además se agregó el estudio acerca de la influencia que tiene AMPA sobre GPS.

Para procesar las respuestas cromatográficas obtenidas, se utiliza el programa

computacional Statgraphics Centurion XV mediante ANOVA. Se requiere que las

concentraciones sean normalizadas para establecer un paráLrnetro de comparación. Los

factores experimentales estudiados fueron:

A: Interacción entre los analitos

B: Concentración reactivo derivatizante

C: Tiempo de reacción

La malnz decodificada del diseño y los resultados obtenidos para cada

experimento se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Matriz decodilicada y respuestas cromatograficas en el estudio
exploratorio multivariado

No
experimento

Matriz Decodiftcada Area

A B C GPS
(x107)

AMPA
(x107)

I 0,2 pglml- GPS-
0.2 udml- AMPA

40 20 9,2t04 2.97'74

, 0,2 pg/ml GPS-
2,0 uglml AMPA

40 20 0,615 3,0369

3 0,2 pglml GPS-
0.2 ue/nil- AMPA 80 20 1.267 2,8586

4 0,2 ¡rg/ml GPS-
2,0 u.e/ml- AMPA

80 20 t,2205 2,9664
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5 l2a 20 1,3 854

6 0-2 ¡rg/nrl- GPS-
2.0 ue/ml- AMPA

120 20 I ,4401 3,03 41

7
160 20 2,93t6

8 0,2 pg/nü GPS-
2,0 ¡rdntl- AMPA 160 20 1.5427 2,983 I

9
40 40 0,8'76'.7 2,8633

l0 0.2 pg/ml GPS-
2,0 rrdml- AMPA 40 40 0.8615 2.889

11
80 40 2.1843

t2 0.2 pg/ml GPS-
2.0 tre/ml- AMPA 80 40 1.2294 2,8324

l3
120 40 1,399 ) '7) \\

t4 0,2 pg/rtil- GPS-
2.0 ue/ml- AMPA

120 40 1.3987 2,8758

15
160 40 , 1)19

l6 0,2 ¡rg/ml GPS-
2,0 uri/nú AMPA 160 40 r,532 2.9046

40 60 2,8478

18 0,2 pgÁrl- GPS-
2.0 uq/rnl AMPA

40 60 0,6478 2.91 18

l9
80 60

20 0,2 pg/ml GPS-
2,0 uCmL AMPA 80 60 1.3 345 , oro¿

60 2,8591

22 0,2 ¡rg/ml GPS-
2,0 uq/ml AMPA 120 60 1.2651 2,9161

23
160 60

24 0,2 pg/ml GPS-
2.0 ue/nú AN{PA

r60 60 I,6594 2,9498

,(
120

4.1

0,2 ¡rg/ml GPS
-0.2 us/ml AMPA

? q)qR

0,2 pg/ml GPS-
0.2 us/ml AMPA

1,585

0,2 pg/ml GPS-
0.2 ue/ril- AMPA

0,2 pg/ml GPS-
0.2 us/ml AMPA

1,4479

0,2 ¡ig/ml- GPS-
0.2 ue/ml- AMPA

0,2 pg/ml GPS-
0.2 ue/mI- AMPA 1,5192

t7 0,2 pg/ml GPS-
0.2 us/ml AMPA

0,8215

0,2 ¡rg/ml GPS-
0-2 us/ml AMPA

1,2723 2,8123

2t 0,2 pg/ml GPS-
0.2 ue/ml- AMPA

t20 1,4402

0,2 pg/ml GPS-
0.2 udml- AMPA

1.6924 2,8776

0,2 pglml GPS-
0.2 upr'ml AMPA 40 0,8352 2,851



26 0.2 ¡tg/ml GPS-
2.0 us/ml AMPA

40 120 0,7873 3,0 r 24

)1 0,2 pglml GPS-
0,2 ¡iq,/Írl- Alvfl'}4

80 120 7,2'183 2,8477

28 0.2 ¡rg/ml GPS-
2.0 ue/n - AMPA 80 t20 t,287 2,9794

29 0,2 pg/ml GPS-
0,2 tis/ml AMPA

120 120 t,4594 ) o17

30 0,2 pg/ml GPS-
2.0 upy'ml AMPA 120 t20 1,3059 2,9073

3t 0,2 pg/ml GPS-
0.2 us/ml AMPA

160 120 1,5641 2.1886

32 0,2 pg/ml GPS-
2,0 ue/ml- AMPA

160 720 1,5 501 ) o)5R

Se realizó el correspondiente análisis de varianza para la estimación de los

efectos e interacciones entre los misnros, dando conro resultados las correspondientes

superficies de respuesta para cada analito.

La superficie de respuesta generada para GPS indica que a medida que aumenta

la concentración del reactivo derivatizante eriste un aumento en la respuesta del analito,

hasta alcanzar un máximo. por otro lado no se observa interferencia de AMP A sobre

GPS a altas concentraciones de FMOC-CI; sin ernbargo a bajas concentraciones se

obseló una interferencia de AMPA sobre GPS, aunque no fue estadísticamente

significativa. La superficie de respuesta de AMPA indica que existe una interaccion con

GPS que favorece la respuesta del metabolito. Sin embargo, debido al bajo error

erperimental, se consideró como una sobreestimación del efecto A continuación las

figuras 16 y 17 muestran las correspondientes superficies de respuesta para GPS y

AMPA respectivamente. La ligura l8 r¡uestra un diagrama del procedimiento de

derivatización.
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Figura 16. Superficie de respuesta optimización GPS

Figura 17. Superf,rcie de respuesta optimización para AMPA
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5 mL de muestra
+

600 pL de Buffer borato 40 mM
+

2 mL de ACN

300 pL de FMOC-CI

5 mL de Solución derivatizada
+

l0 mL de H2O nanopure

JL
.-).

IItlt1tttlll

n<7

i

I

I

l_r

tt\7

15 mL de Solución

Columna de etracción
en fase sólida

2 mL de Buffer borato
pH8

HPLC,---1rr.

Matraz de aforo de 25 mL

Figura 18. Metodología para la determinación de GPS y AMPA por HPLC-FLD



3.4 Parámetros analíticos instrumentales

Para el cálculo de los parámetros analíticos se construyó una curva de calibración

con ambos analitos. El intervalo utilizado fue entre 0,05 y 1,0 ¡rg/ml. Se realizó en

duplicado.

3.4.1 Linealidad y Sensibilidad

Para la r:btención de estos parámetros se utilizó el rango de concentración más

alto de la curva, entre 0,2 ¡rg/rrrl- a 1^0 ¡rg/ml, füeron calculados a partir de las

ecuaciones 1 1, 2 obteniéndose la siguiente cun'a.

r> Linealidad:

» GPS

Figura 19. Curva de calibración para GPS

-tft

9,00E+07

8,00E+07

7 ,OOE+O1

6,00E+07

5,00E+07

o 4,00E+07

'< 3,mE+07

2,00E+07

1,00E+07

0,00E+00

y = 8,3494E+07x - 6,3103E+06
R'= 9,9023E-01

-2,OOE+O7

0,20 0,40 0,60 0,80 1,oo

concentración (ug/mL)



1,40E+08

1,20E+08

1,00E+O8

8,OOE+07

6,00E+O7

4,0OE+07

2,úE+O7

0,00E+00

-2,00E+07

y = t2239E+Oax - 18715E+O5
R'= 9,9914E-O1

,, AMPA

Figura 20. Curva de calibracién para AMPA

En la siguiente tabla se encuentran las respuestas obtenidas desde el programa

Excel para cada analito por regresión lineal. pendiente, intercepto, desviación está'fldar

de la regresióq coeficiente de determinaciórL sensibilidad analítica y linealidad.

Tabla 16. Parámetros analíticos

Analito R2 Pendiente Intercepto sb Sensibilidad
(pq/mL)

Linealidad

AMPA 0"99 1,22x70o -5,87x10 ) 1,27x10o 0,009 0,989

49

GPS 0,99 8,35x10' -6,31x10' 2,93x10" 0,031 0,964



i.4.2 Limite de Detección y Cuantificación

Para la obtención de estos parámetros se utilizó el rango de la curva más bajo,

entre 0,05 ¡rg/ml a 0,2 ¡rg/ml-, fireron calculados a paúir de la ecuaciones 3 y J

obteniéndose la siguiente curva.

t» GPS

1,40E+07

1,2OE+O7

1,00E+07

8,0OE+06

6,0OE+06

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00

-2,00E+06

-4,00E+06

y = 6,2504E+o7x - 1,6993E+o6
R' = 9,8063E-O1

Concentración (ug/mL)

Figura 21. Curva de calibración para GPS
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3,0Ot+O7

2,50E+07

2,0OE+O7

1,50E+07

1,OOE+07

5,0OE+06

O,00E+00

-5,0OE+06

y = 1,24O8E+08x - 5,5160E+05

R'z= 9,9566E-O1

Concentración (ug/mL)

»AMPA

Figura 22. Curva de calibración para AMPA

En la siguiente tabla se encuentran 1as respuestas obtenidas desde el programa

Excel para cada analito por regresión lineal: pendiente, intercepto, desviación estándaf de

la regresióq coeficiente de determinacióq sensibilidad analítica y linealidad

Tabla 17. Parámetros analiticos

Anelito RT Pendiente lntercepto Sy/x N LDD
(uelml,)

LDC
(uslml-)

5,67x10' 8

AMPA 0,99 I ,24x10E -5,52x10' 5,29x10' 8 0,011 0,039
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3.4.3 Límite de Detección y Cuantificación experimental

Para el cálculo de estos parámetros se realizaron l0 mediciones de una solución

de concentración 0,02 pg/ml de GPS y 0,01 ¡rg/ml. de AMPA; además de una curva de

calibración entre 0,02 y 0,1 ¡rglml-. Las concentraciones fr¡eron establecidas en base a

los limites de detección calculados por regresión lineal. Los resultados obtenidos son los

siguientes

Tabla 18. Parámetros analíticos instrumentales

Analito LDD luey'ml) LDC (Eqlml-)
GPS 0,00069 0,0023

AMPA 0,00062 0.0021

3.5 Aplicación del método de derivatización

De acuerdo a los buenos resultados de los parámetros de calidad analítica del

método se aplicó éste en el estudio del comportamiento de adsorción de GPS y AMPA

en tres suelos obteniéndose las constantes de adsorción a partir de las correspondientes

isotetmas. Para ello se realizó previamente un estudio de las posibles interferencias de la

matriz para cada suelo como también de las provenientes de los posibles electrolitos a

utilizar además de un estudio exploratorio respecto de la capacidad de adsorción de los

suelos.
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3.5. I Estudio de interferencias de matriz con electrolito soporte

De acuerdo a la literatura GPS podría formar complejos con compuestos

presentes en muestras de aguas naturales contaminadas a niveles residuales. La

reacción implicaría al grupo amino del analito, por lo que no se encontraría disponible

para la reacción de derivatización. (Ibañez y col, 2006).Una investigación acerca de la

influencia teórica y experimental de los cationes sobre ambos analitos en la reacción

de derivatización con FMOC-CI, indica que cationes monovalentes no presentan

interferencias ¡elevantes en las concentraciones que se utilizaron (hasta 500 mgÁ), por

el contrario en presencia de cationes polivalentes se observaron interferencias

importantes para GPS; en cambio para AMPA fueron más débiles (Freuze y col, 2007).

En vista de los antecedentes expuestos se planteó la necesidad de un estudio

previo de interferencias considerando que en general las isotermas se realizan utilizando

como electrolito soporte CaCl2 0,01M o KCI de la misma concentración. El estudio se

realizó con soluciones de ambas sales en presencia y ausencia de la matriz del suelo, con

el objetivo de observar posibles interferencias surgidas de la extracción de distintos

cationes (por ejemplo Fe, Cu o Zn) o de compuestos orgánicos solubles que puedan

reaccionar con el agente derivatizante, además de establecer el posible efecto quelante

del catión presente en el electrolito soporte. El rendimiento de la reacción, expresado en

porcentaje, se obtuvo utilizando como 10070 un patrón de GPS-AMPA 1,0 pg/ml

acuoso.

Los porcentajes obtenidos para la reacción de derivatización, realizada en

presencia de calcio fueron 39,9% para GPS y 6,73Yo para AMPA. Estos valores indican
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que efectivamente este catión, estaría formando complejos, por lo que ambos analitos no

se encuentran completamente disponibles para la reacción con FMOC-CI. A1 contrario

de lo señalado por Freuze y col. (200?), los valores más bajos se obtienen para AMPA y

no para GPS.

En el caso de la derivatización realizada en presencia de potasio, los porcentajes

obtenidos fueron 98,57olo para GPS y de 97,91%o para AMPA- Estos valores indican que

no existe interferencia por parte del catióq concorda¡do con los result¿dos de la

literatura.

En la tabla 19 se observa que los suelos Collipulli y Santa Luisa no presentan

interferencias que pudiesen afectar la reacción de los analitos con FMOC-CI ya que los

porcentajes obtenidos en el rendimiento de la reacción son cercanos al 100%. Por otro

lado los porcentajes obtenidos para el suelo Comalle indican una pequeña interferencia

para GPS pero no para AMPA

Tabla 19. Rendimiento de la re¿ccién de derivatiz¿ción en estudio de interferencias
de electrolito soporte y de la matriz suelo.

Sin matriz Suelo Collipulli Suelo Comalle Suelo Santa
Luisa

Rendimiento de la reacción de derivatización (%o)

GPS AMPA GPS AMPA GPS AMPA GPS AMPA

Hzo 100,0 100,0 105,35 96,98 92,49 103.21 104,05 115,21

100,0 100,0 100,28 96,42 93,76 103,07 103,17 tt4,74
KCI 97,43 97 57 98,23 75,73 61,52 48,95 93,05 73,r4

oo 7, 98,24 100,28 '77 55 62.13 47,39 91.79 73,49

CaClz 37,00 '7,O1 50,34 8,04 3 r,63 9,'77 47,57 )1¡

42,87 6,46 §l io 1,9'.7 32,O9 9,42 43,47 1 ?1

5.1



3.5.2 Estudio preliminar de adsorción

Los resultados del estudio preliminar de adsorción de ambos coüpuestos sobfe

los suelos Collipulli, Comalle y Santa Luisa se encuentran en la tabla 20.

se observa que la retención de los analitos en el suelo en orden decreciente es

Collipulli > Comalle > Santa Luisa. De acuerdo a estos resultados se plantearon las

condiciones analíticas que se considerarían para 1as isotermas de adsorció4 en función

de los límites de detección y cuantiflcación del método y de su linealidad. A partir de

este esh¡dio preliminar se concluyó que las soluciones en equilibrio de los estudios de

adsorción del suelo Santa Luisa debian diluirse preüo a la derivatización. Dicha

situación no se produce en el suelo Collipulli donde por su gran capacidad de adsorción,

la concentración de ambos analitos en la solución en equilibrio será mucho menor.

Tabla 20. Cantidad de analito adsorbido en el suelo

GPS AMPA

Suelo Adsorbido (pg/g) %n Adsorbido Adsorbido (pg/g) % Adsorbido

Collipulli 498,74 99,74 496,43 qq 05

498.54 99,70 496,28 99,01

Comalle 483,30 96,66 451,56 91,51

481.94 96,38 445,21 89,04

Santa Luisa 443,58 88,71 424,70 84,94

444,O3 88,80 426,89 85,37
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J.5.3 Isotermas de adsorción

La interacción de GPS y AMPA con las partículas que componen el suelo se

asocia a su pequeña estructura constituida por tres grupos funcionales polares. La

fuerza con que los analitos son retenidos, también depende de las características del

suelo como contenido de arcilla, tipo y contenido de minerales, contenido de materia

orgánica, pH y capacidad de intercambio catiónico. Comúnmente, los estudios de

adsorción se realizan variando la concentración de la sustancia cuya adsorción se

investiga, manteniendo constante la temperatura en que ocurrirá la reacción y la

cantidad de adsorbente. Las curvas obtenidas son llamadas isotermas.

Los resultados obtenidos indican que las curvas de adsorcióq para los tres

suelos, presentan un buen ajuste al modelo empírico de Freundlich con coeficientes de

determinación (x- 
2) comprendidos entre 0,9728 y 0,9957.

Según Gimsing y Borggaard (2002) existe una correlación entre la cantidad de

materia orgárnica presente en el suelo y la adsorción de Gps, lo que es concordante con

el estudio realizado debido a que el suelo collipulli es el que presenta el mayor

porcentaje de carbono orgánico (3,97%) y es el que mostró la mayor capacidad de

adsorción para este analito; en contraste la más baja adsorción se encontró para el suelo

santa Luisa quien presenta el menor contenido de materia orgánica. por otra parte se ha

atribuido la gran adsorción de GPS a la presencia de caolinita, principal compuesto

cristalino del suelo Collipulli (Cáceres-Jensen y col, 2009).
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Un descriptor de gran impofiancia para evaluar e1 comportamiento de adsorción

de un contaminante orgánico en un suelo es el valor de Koc. Este permite determinar la

influencia de la materia orgánica en el proceso de adsorción de un determinado

plaguicida y se considera como r¡ri coeficiente que normaliza el valor de trir o K¿ al

contenido de carbono orgá,nico- Los valores diferentes de Koc en distintos suelos tanto

para GPS como para AMPA presentados en la tabla 21, pueden atribuirse a que los

analitos no fueron adsorbidos solamente por 1a materia orgá'nica, sino que también

influyen los componentes inorgánicos presentes, como se ha mencionado anteriormente.

En los gráficos 23-27 se ilustra el comportamiento de los dos compuestos en los tres

suelos en estudio.

Tabla 21. Valores de coeñcientes de Freundlich Qfr y Un) y coefrciente de carbono
orgánico para la adsorción de los analitos en los suelos (K6c)

GPS AMPA
Suelo Kr lln K." Kr 1l¡ K."

Collipulli 863,32 o,7867 22308,0 609,29 0,806 15143,9

Comalle 214,O7 0,5208 15290,71 140,68 0.5783 10048,57

Santa Luisa 61,65 4,6467 6514,7s '¡q 55 0,8199 3247,8
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Figura 27. Isoterm¡ GPS en suclo Santa Luisa
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3.6 Estudio preliminar de Extracción

Los resultados del estudio de adsorción en suelos demuestran que estos retienen

una gran cantidad tanto de GPS como AMPA. Estos dos compuestos de acuerdo a los

antecedentes obtenidos en el laboratorio (Cáceres-Jensen y col. 2009), son fuertemente

retenidos en suelos de origen volcánico, como también ocure con suelos de otra

naturaleza.

La extracción asistida por microondas ofrece una gran reducción en el tiempo de

trabajo y consumo de disolventes, además de un alto rendimiento. Sin embargo para

lograr una extracción con buenos porcentajes de recuperación se requiere de un estudio

preliminar que permita establecer los factores que podrían influir en la metodologia. En

este trabajo se optó por realiza¡ un estudio multifactorial que consideró el efecto

simultáneo de los factores a través del diseño experimental. Para este estudio se

seleccionó el suelo Santa Luisa.

3.6.1 Diseño exploratorio

Se realizó un diseño exploratorio ("Screening") en donde los factores a estudiar

fueron: potencia y tiempo de aplicación de microondas, solución extractante, pH del

extractante y gramos de suelo utilizado.
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En el suelo la adsorción de GPS se ve influenciada por la presencia del anión

fosfato, porque ambos compiten por los sitios de adsorción (Borggard y Gmsing, 2008).

El fosfato juega un papel fundamental en la determinación de la biodisponibilidad y

lixiviación de GPS en el suelo, y en algunos casos es capaz de desorber completamente

el analito. El uso de KzHPO+ 0,1 M como extractante co-extrae una baja cantidad de

materia orgánica en comparación con otras soluciones como por ejemplo la solución de

(NH4) HrPO4 (Venegas, 2011), por ello se seleccionó como uno de los extractantes. De

acuerdo a la literatura otros extractantes posibles son soluciones alcalinas de diferente

concentración basadas en el uso de NaOH o KOH.

Para procesar los resultados del diseño experimental, expresados como

porcentaje de recuperación de la cantidad de analito inicial se utilizó el programa

computacional Statgraphics Centurion XV mediante ANOVA En la tabla 22 se

encuentra la matriz decodificada del diseño y los resultados obtenidos para cada

experimento. En donde

A: potencia

B: tiempo

C: extractante

D: pH

E: gramos de suelo
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Tabla 22. Matriz decodificada y respuestas del estudio exploratorio

No
Experimento

Matriz Decodificada Porcentaje de
Recuperacién

(o/"')

A B C D E GPS AMPA

I 400 5 K2 É{PO4 0,1 M 9 1 59,36 18,21

2 650 5 K2 I{PO4 0,1 M 9 1 15,90 3t,45

J 400 10 K2 HPO4 0,1 M 9 1 60,27 37,61

4 650 10 K, HPO4 0,1 M 9 1 13,69 1Rg

5 400 5 KOH 0,2 M 9 1 ),J_¿. orq
6 650 5 KOH 0,2 M 9 1 3,12 0,601

7 400 10 KOH 0,2 M o 1 3.97 0,68

I 650 l0 KOH 0,2 M 9 1 1,58 0,21

9 400 5 Kz HPO¿ 0,1 M l1 1 66,13 26,81

10 650 5 K2 HPO4 o,l M 1t 1 73,51 3'1,26

11 400 l0 K, IIPO4 0,1 M 1l 1 66,23

t2 650 10 Kz ÍIPO¿ 0,1 M 11 1 18,25 1)1

13 400 5 KOH 0,2 M 1l 1 6,22 1,14

t4 650 5 KOH 0,2 M 1l I 4,28 1.02

15 400 10 KOHO,2M 11 I 4,57 1,57

l6 650 l0 KOH 0,2 M ll 1 3,88 1,0 i
l7 400 5 K2HPO4 O,1M 9 2 49,66 18,72

18 650 5 Kr IIPO¿ 0.1 M 9 2 49,93 )) \o
19 400 10 Kr IIPO¿ 0,1 M 9 2 34,21 19.35

20 650 i0 Kz HPO+ 0,1 M 9 2 s 11 0

2t 400 5 KOHO,2M 9 2 1)'7 6,03
,, 650 5 KOH 0,2 M 9 2 o,'75 0

23 400 l0 KOHO,2M 9 2 0,86 0

24 650 10 KOH 0"2 M 9 2 0,56 0

2S 400 5 K2HPO4 0,1M lt 2 40,6 71,25

26 650 5 Kz HPO¿ 0,1 M 1t 2 50,58 29.47

2',7 400 10 Ku r{PO+ 0,1 M 11 2 41.62 25,28

28 650 l0 K2 HPO4 0,1 M 11 2 I 1,35 4.84

29 400 5 KOH 0,2 M ll 2 1,89 0

30 650 5 KOHO,2M 11 2 1,73 0,028

31 400 10 KOH 0,2 M 11 2 1,03 0

32 650 IO KOH 0.2 M 11 2 0,61 0
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Del análisis de varianza se estableció que, exceptuando el ptl, todos los factores

son significativos para la extracción de GPS y en el caso de AMPA" solo la solución

extractante y el tiempo de extracción.

A continuación se muestran las cartas de Pareto obtenidas para ambos analitos.

Standardzed Pareto Chan for Glyphosate

C:Extractante
BC

B Tiempo
AB

ErPeso de muestra
CE

A:Potencia
AC

D:pH

BD
DE
BE
CD
AD

69
Standard¡zed eftect

Figura 29. Carta de Pareto Estandarizada para GPS

Standardized Pareto Chart for AN4PA

C:Extraclanle
AB

B'Tiémóo
ác

A:Potenc¡a

E:Peso de mueslra
D:pH

CD
AD
DE
BE

BO

46
Standard¡zed ef'ect

Figura 30. Carta de Pareto Estandarizada para AMPA



En la tabla 22 se observa que KoH en ninguna condición permite la ext¡acción

de GPS y su metabolito. De los resultados globales del estudio exploratorio se desprende

el efecto negativo del tiempo de extracción, la potencia y del uso de una mayor cantidad

de muestra. Es decir que incrementar la potencia y tiempo de extracción conduce a los

menores porcentajes de recuperación. sin embargo, los mayores porcentajes se obtienen

para ambos compuestos a la mayor potencia y menor tiempo de exposición a las

microondas es decir se observó una interacción significativa entre estos factores,

siempre con el uso de fosfato como extractante. Por último se observa siempre una

menor recuperación de AMPA en relación con GPS.

La extracción asistida por microondas es muy exhaustiva y e[ exlracto,

generalmente, contiene especies interferentes que deben ser eliminadas (Fuentes y col,

2007). Los resultados anteriores podrían explicarse por la extracción exhaustiva de

componentes de la matriz que pudieran interferir en la reacción de derivatización.

La extracción incompleta o interferencias de la matriz son, por lo tanto, posibles

causas de los bajos porcentajes de recuperación de ambos compuestos. para dilucidar el

origen se derivatizó un extracto del mismo suelo empleado para el diseño, fortificado

con GPS y AMPA, comparando la respuesta con la obtenida para un estándar acuoso.

Los porcentajes de recuperación obtenidos fueron de 91Yo paru GPS y de 48%

para AMPA; es decir que los bajos porcentajes de AMPd especialmente, no se deben al

método de extracción sino a una interferencia que proviene desde la matriz de suelo que

impide que los analitos sean derivatizados cuantitativamente. Estos resultados

concuerdan con aquellos encontrados en los estudios de adsorción.
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La extracción no es selectiva para GPS y AMPA, por lo que una variedad de

compuestos pueden ser extraídos desde el suelo. De acuerdo a la literatura existe la

posibilidad de que GPS y AMPA se presenten como agentes quelantes especialmente de

algunos cationes y por lo tanto no estarían disponibles en la forma libre para la reacción

de derivatización.

Existe un método para romper los complejos formados por los analitos y los

componentes de la matriz extraídos que consiste en acidificar (-pH l) y posteriormente

neutralizar (-pH 9) la muestra previo a la derivatización (Ibañez y col, 2006).

En base a lo anterior se extrajeron GPS y AMPA utilizando como extractante

KH2PO¿ 0,1 M a pH 9 y 11 y se compararon las recuperaciones resultantes de la

variación del pH del extracto a condiciones altamente ácidas (pH'l) con aquellas

obtenidas de las experiencias sin dicha variación.

Durante la acidificación del extracto de suelo se produjo la precipitación de la

materia orgá,nica co-extraída, lo que permitió comparar nuevamente los resultados de la

redisolución al llevar a pH 9 con los resultados de la eliminación del precipitado por

centrifugación. Los porcentajes de recuperación de los analitos fueron muy bajos en

todos los casos es decir que no solo existe la posibilidad de formación de complejos con

cationes sino que presumiblemente habrían otros componentes de la matriz que llevarían

a la formación de compuestos estables con los analitos al cambiar el pH del extracto,

impidiendo su derivatización. La obtención de los mismos porcentajes de recuperación

al eliminar la materia orgánica precipitada por centrifugaciórL no permite deducir que la

pérdida de los a¡alitos se relacione con la unión a la fracción soluble de la materia

orgánica. Los porcentajes de recuperación obtenidos se muestran en la tabla 23.
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Los porcentajes de recuperación obtenidos para el extracto que no fue sometido a

cambios de pH fueron similares a los mayores porcentajes de recuperación obtenidos en

el estudio exploratorio.

Tabla 23. Porcentaje de recuperación según tratamiento realizado

6',7

Tratamiento Porcentaje de
recuoeracién (7o)

GPS AMPA
Redisolución de la materia

orqánica
14.7 | 0

Eliminación de la materia
orgá¡ica

14,0 0

Sin tratamiento 75.t5 27.45



IV. CONCLUSIONES

* La reacción de derivatización de los analitos con FMOC-CI y el método

cromatográfico desarrollado permitió la determinación y cuantificación de GPS y

AMPA con tiempos de retención cortos, buena resolución y eficiencia- Los

límites de detección y de cuantiñcación calculados estadísticamente fueron

0,025 ¡rg/ml y 0,011 pglml y 0,083 ¡rlml- y 0,039 pg/ml para GPS y AMPd

respectivamente. Por último la linealidad del método fue 0,964 y 0,989 para GPS

y AMPA respectivamente.

* La extracción en fase sólida a través de Columnas C-18 resulto ser el método

más apropiado para la eliminación del exceso de reactivo derivatizante sin

afectar la cuantitividad del método.

A partir del estudio de optimización se obtuvo que la cantidad de reactivo

necesaria para la reacción es 1ó0 ¡rglml- en presencia de 25Vo de ACN y un

tiempo mínimo de reacción de 120 minutos; además la presencia de AMPA

afecta negativamente 1a derivatización de GPS.

Las isotermas de adsorción de los tres suelos estudiados presentaron un adecuado

ajuste al modelo de Freundlich encontrándose una adsorción creciente para Santa

Luisa < Comalle < Collipulli claramente relacionada con el contenido de carbono

orgánico de cada suelo.

A partir del método de extracción basado en las microondas, se observó que los

mayores porcentajes de recuperación se obtuüeron a 600 W de potencia" 5

I

+

I
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mirutos de extracciót y extractante KzHPO¿ a pH 9. Bajo estas condiciones la

recuperación fue de 75,9ff/o para GPS y 31,45 para AMPA.
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VI. ANEXOS



Anexo l. Método cromatográfico

El número de platos teóricos se calcula mediante la siguiente expresión:

Numero de platos teóricos: 16 * (t./w)l
Numero de platos teóricos para GPS : '16 * (542,22 s / 15 s)2

Numero de platos teóricos para GPS: 20906,84
Numero de platos teóricos para AMPA 19586,00

La resolución (R,) corresponde es una medida cuantitativa para la separar dos picos
analitos y se define como:

R:21'(t")v-(t")xl
W,.+W).

Donde:

(tJ y - coresponde al tiempo de retención de la especie que se demora más en salir de
la columna.
(t*) x : corresponde al tiempo de retención de la especie que se demora menos en salir
de la columna.
Wx y Wy = ancho de las dos especies en estudio.

Resolución : 2*(559,80 - 542,22)/(15 + 16)
Resofución : l,l3

¡/=r6*le)'
\w)
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Anexo 2, Limpieza de la solucién para la eliminación del exceso de FMOC-CI

Cambio de solvente: se realizó una prueba en triplicado con una solución de 0,1 ¡rg/ml
de GPS-AMPA. El rendimiento de la reacción para GPS se calculó en base a un patrón
de GPS-FMOC-CI de 0,1 pg/ml de área

Muestra Area GPS (x10") Area AMPA (xl0'
I 9,8820 2,3563
2 9.4115 2.4245

8,4993 2,145'.7

Des'iación
e standar 0,7030 0,1453

Columna de extracción en fase sólida: se realizó una prueba en triplicado con una
solución de 1,0 gg/ml de GPS-AMPA. El rendimiento de la reacción para GPS se

calculó en base a un patrón de GPS-FMOC-CI de 0,1 pg/ml de área.

Muestra A¡ea GPS (xloo Area AMPA (xl0o
I o.9'7715 1,5702
2 1,0048 t,6t'17
J 1.0018 1,6165

Desviación
estándar 0,0 152 0,0271

Anexo 3. Estudio de interferencia de matriz con electrolito soporte

A continuación se presentan las respuestas cromatográficas obtenidas por HPLC-
FD. El rendimiento de la reacción, expresada en porcentaje, se calcula a partir de un
patrón (en duplicado) GPS-AMPA acuoso de 1,0 ¡rglml- que se denomina el 100olo,

Patrón I GPS: 8,3507x107

Patrón 2 GPS: 8,4069x107

Promedio patrón GPS- 8,3788x107
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por eiemplo el á,rea que se obtuvo para GPS en presencia de la matriz del suelo

Colliputli fue 8,8273 *10' pot 10 tanto el rendimiento de la re¿cción expresado en

porcentaje se calcula de la sigruente manera

8,3788x107 - 10$lo

8,8273 x107 --- x

El rendimiento de la reacción fue de un 105,35 o/o para estas condiciones

Anexo 4. Estudio preliminar de adsorción

El cáLlculo para determinar 1a cantidad de analito adsorbida en el suelo se realizó

a partir de la solución puesta en cont¿cto con este teniendo una concefltración de 2,O

pg/ml de donde se obtuvo la concentración en equilibrio.

Por ejemplo

Suelo collipulli

Área de GPS en la solución de 2,O ¡tg/ml-:5,2137 xLú

Área de GPS en la solución resultante luego del contacto con el suelo: 3,3024 x1o6

2,O ¡tg/ñL - 5,2137 x707

x ----) 3,3024 x106

La concentración en el equilibrio para este caso fue 0,126 ¡rg/nil-

Si se tienen 10 mL de solución entonces 0,126 ¡rglmI- 
* l0 mL : 1,26 ¡rg de GPS

quedan en soluciót. Por lo tanto si se agregó 500 ¡rg de GPS menos la cantidad que

queda en solución (1,26 pg) la cantidad de GPS adsorbida en el suelo es de 498,74 pg.

Anexo 5. Extraccién

La cantidad extraída, se calcula a partir de un patrón GPS-AMPA acuoso de 0,91

pglml- correspondiente al 1007o, de la misma forma que se hizo anteriormente.
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