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Resumen

RESUMEN

La agricultura tradicional de secano en las Estepas Cerealistas de Castilla y Leon ha
propiciado la conservacion de las mayores concentraciones mundiales de Avutarda (Otis
tarda), una de las aves esteparias mas importantes. Sin embargo, se trata de una de las
especies mas amenazadas por el uso indiscriminado de herbicidas. Para mejorar esta
situacion la Comision Europea aprobd en 1993 el “Programa Zona de las Estepas
Cerealistas de Castilla y Leon”, que proporciona ayudas a los agricultores que utilicen
herbicidas del tipo AAA o “Baja Toxicidad” dentro de unos niveles fijados.

Este programa requiere, por tanto, el desarrollo, optimizacion y validacion de métodos
multirresiduo de extraccion y andlisis de herbicidas, de los que se han seleccionado 37,
para controlar que los utilizados en el cultivo de cebada, mayoritario en esta zona,
cumplen con la legislacion vigente. Se han evaluado las técnicas HPLC-DAD, GC-
AED, GC-MS, PTV-GC-TOF/MS y LC-(ESI)-MS/MS, optimizandose finalmente GC-
MS. La metodologia consiste en el andlisis de dos alicuotas, obtenidas del tratamiento
de la muestra con acetona y 1% de acido acético que actua de protector de los analitos
termodegradables. La primera se analiza directamente, mientras que en la segunda se
derivatizan los herbicidas acidos por la adicion directa de TMSH en el vial, reaccion
previamente optimizada mediante un disefio ortogonal.

Se ha estudiado la influencia de distintos factores en la extraccion en suelos con un
analisis de componentes principales, optimizando posteriormente, con otro disefio
ortogonal, la agitacion con acetona junto con acido acético y agua. Analogamente, se
han estudiado las condiciones de concentracion de los extractos para evitar al maximo
las pérdidas por volatilizacion, y se ha eliminado la etapa de limpieza del extracto, al no
poder encontrar una universal por SPE o dSPE que no retuviera algun analito.

En el caso de la extraccion en grano de cebada, se han comparado durante una estancia
en Holanda, los métodos multirresiduo clasicos para material vegetal, con uno
novedoso, publicado en 2003, y denominado QuEChERS. Posteriormente se adaptan los
métodos al equipamiento existente en el ITACyL, organismo donde se efecttian los
controles, ensayando ademds una variante denominada Buffered QuEChERS 'y
extrayendo también muestras de paja. Con el QuEChERS las recuperaciones no
alcanzan los criterios europeos y, por tanto, se escoge el método del Acetato de etilo
para los herbicidas basicos y neutros, y el mini Luke acidificado para los acidos.

Ademas se ha estudiado la disipacion de 12 herbicidas en suelos tipicos de las estepas
cerealistas, mediante 3 ensayos de campo entre los afios 2002-2005. Su comportamiento
se describe mediante cinéticas bifasicas, y sus DTsy y DTg hallados son, en general,
inferiores a los publicados, ya que la disipacién se produce rapidamente por procesos
influidos por la temperatura, como la fotolisis o la volatilizacidn, incrementados por la
baja adsorcion de los herbicidas en este tipo de suelo con escaso contenido en coloides.
Sin embargo, los herbicidas persistentes, Trialato, Flamprop, Pendimetalina, Terbutrina
e Isoproturon, mantienen cantidades residuales durante mucho mas tiempo ya que no se
favorecen los procesos de degradacion microbioldgicos debido a la baja humedad y
escasa materia organica del suelo. Los herbicidas Fenoxiacidos se disipan
adecuadamente sin dejar residuos en el suelo en el momento de la cosecha. Ninguno de
los herbicidas estudiados se ha detectado en las muestras de cebada de los ensayos.

Entre los afios 2002-2004 se analizaron residuos de herbicidas en un amplio muestreo
de fincas agricolas de cereal, sujetas al Programa de las Estepas Cerealistas, en los que
se encontraron residuos de Clortoluron, Isoproturon, Diflufenican, Terbutrina y Trialato,
normalmente en valores superiores al LMR aconsejado para suelos, 0,05 mg/kg.




Abstract

ABSTRACT

The traditional dry agriculture in the Cerealian Steppes of Castilla y Leon, has aimed to
preserve in this area the largest concentrations of Great Bustard found in the world,
being one of the most important and threatened stepparian birds due to the
indiscriminate use of herbicides. In order to improve this situation, the European
Council established the “Zone Program of Cerealian Steppes of Castilla y Leon” in
1993, which provides farmers with grants while they compromise to protect the
environment. Among other measures, the use of herbicides other than type AAA or
“Low toxicity” is forbidden.

Therefore, the development, optimization and validation of multiresidue methods for
the extraction and analysis of herbicides is needed to control their use. 37 herbicides
intended for barley are selected because it is the most important crop in this region.
Some different analytical techniques are evaluated (HPLC-DAD, GC-AED, GC-MS,
PTV-GC-TOF/MS y LC-(ESI)-MS/MS), being GC-MS selected and optimised. The
final extract in acetone and 1% acetic acid, which protects the temperature labile
analytes, is split in two aliquots, the first one being readily analysed and the second one
being directly derivatised in the injection port by adding TMSH in order to metilate the
acidic herbicides. The reaction of derivatization is optimised by the use of an orthogonal
array design.

The influence in the soil extraction recovery of some variables is also studied in a set of
previous experiments analyzed by principal component analysis, being the soil
extraction with acetone, water and acetic acid optimised afterwards by another
orthogonal array design. The extract concentration conditions are also evaluated in order
to reduce the loss by volatilization, and a clean-up step is not included due to the
retention of some analytes in all the SPE or dSPE sorbents studied.

The comparison of well known conventional multiresidue plant material extraction
procedures with QuEChERS, a new method published in 2003, is carried out for the
extraction of herbicides in barley grains during a research stay in Holland. Afterwards,
the methods are adapted to the equipment available in the ITACyL (Institution where
the monitoring and control is develop), evaluating a modification called Buffered
QuEChERS, and extracting barley straw as well. Recoveries with QuEChERS cannot
fulfil the European validation criteria being, therefore, the ethyl acetate method selected
for the neutral and basic herbicides, and the acidified mini Luke method adopted for the
acidic extraction.

The dissipation in actual field conditions is also evaluated for 12 herbicides in a typical
cerealian steppe soil among the years 2002-2005. Their behaviour is well described by a
biphasic kinetic, and their DTsy and DTgg are lower than those found in the references
due to the high initial degradation rate caused by volatilization and photolysis both
influenced by the temperature and increased by the low herbicide sorption in this low
colloid-content soil. However, the most persistent herbicides, Triallate, Flamprop,
Pendimethalin, Terbutryn and Isoproturon, remain for a long time in this soil due to the
low water and organic content that inhibit the microbial growth. On the other hand,
Phenoxy acid herbicides rapidly disappear with no detectable residues at harvest time.
None of the studied herbicides are detected in the barley samples.

Among the years 2002-2004, a wide soil monitoring is carried out in agricultural
properties in order to implement the Program of Cerealian Steppes. Chlortoluron,
Isoproturon, Diflufenican, Terbutryn and Triallate residues are found, being their values
above the proposed limit of determination for herbicides in soils, i.e. 0.05 mg/kg.
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1.1. INTRODUCCION: JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
1.1.1. PLAGUICIDAS

1.1.1.1. Definicion

Segtin el Real Decreto (RD) 3349/1983, de 8 de febrero, de la Reglamentacion Técnico
Sanitaria para la fabricacion, comercializacion y utilizacién de Plaguicidas, modificado
por el RD 162/1991, de 8 de febrero, son plaguicidas, las sustancias o ingredientes
activos, asi como sus formulaciones o preparados que contengan uno o varios de ellos,
destinados a cualquiera de los fines siguientes:

v' Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales o prevenir
su accion.

v' Favorecer o regular la produccion vegetal, con excepcion de los nutrientes y los

destinados a la enmienda de suelos.

Conservar los productos vegetales, incluida la proteccion de las maderas.

Destruir los vegetales indeseables.

Destruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los

mismos.

ANANIN

Los plaguicidas pueden, a su vez, clasificarse en:

o Insecticidas: Toxicos para insectos.

e Acaricidas: Téxicos para acaros.

e Nematocidas: Téxicos para los nematodos.

e Fungicidas: Téxicos para hongos.

e Antibidticos: Inhiben el crecimiento de microorganismos.

e Rodenticidas: Causan la muerte a ratones y otros roedores.

e Avicidas: Causan la muerte a las aves.

e Molusquicidas: Eliminan los moluscos.

e Atrayentes y repelentes de insectos: Repelen a los insectos o los atraen para
provocar su destruccion.

e Herbicidas: Atacan las malas hierbas. Son productos quimicos que puestos en
contacto con las plantas, le producen la muerte o alteraciones que evitan su
crecimiento normal y producen deformaciones que desembocan en su muerte.

Los plaguicidas usados en agricultura se denominan normalmente productos
fitosanitarios. La materia activa de un plaguicida es un compuesto obtenido
normalmente por sintesis y que estd formulado en particulas solidas o en forma de
liquidos concentrados. Estas formulaciones comerciales de los plaguicidas se diluyen en
agua antes de su aplicacion agricola en las dosis recomendadas. Las formulaciones
plaguicidas generalmente contienen también otros compuestos que mejoran la eficacia
de la aplicacion.

1.1.1.2. Desarrollo Historico

Desde el nacimiento de la agricultura, la humanidad ha luchado constantemente con
plagas y malas hierbas para incrementar el rendimiento de los cultivos y proporcionar
una fuente adecuada de alimentos. La idea de usar compuestos quimicos se remonta
hasta las antiguas Grecia y Roma, donde la quema de azufre se usaba para ahuyentar
enfermedades.




Capitulo 1

Sin embargo no fue hasta el siglo XX, cuando comenz¢ la fabricacién y produccion en
masa de plaguicidas orgéanicos sintéticos, convirtiéndose en parte integral de la
agricultura moderna. El descubrimiento de las propiedades herbicidas del 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético) en 1945, puede considerarse como el inicio del uso de
herbicidas organicos en la agricultura.

Desde entonces més de 130 materias activas se han sintetizado con este fin. Ha habido
una tendencia general durante los pasados 30 ¢ 40 afios hacia la introduccion de
productos con dosis mas bajas de aplicacion, menor persistencia medioambiental, y
menor toxicidad debido a mayores tasas de degradacion [1].

1.1.1.3. Importancia Economica en la Agricultura

Segtin datos de la Organizacion para la Agricultura y Alimentacion (FAO), dos tercios
de la Humanidad estan subalimentados, lo que implica que el aumento de la produccion
agricola es una necesidad primordial. La produccién primaria (vegetal y animal) tiene
una importancia considerable en la alimentacion, pero el rendimiento de dicha
produccion se ve constantemente afectado por organismos y plantas dafiinos de cuyos
efectos es absolutamente necesario proteger las plantas, los productos vegetales y el
ganado, no solamente para evitar una reduccion de la produccioén sino también para
aumentar la productividad agricola [2].

La Agricultura es con diferencia el mayor sector en uso de plaguicidas del que, ademas,
depende fuertemente para asegurar rendimientos aceptables. Debido a los beneficios
directos de su uso, los plaguicidas se emplean a gran escala y generalmente se
consideran fundamentales en los modernos sistemas de cultivo.

La Unién Europea (UE) ocupa la cuarta parte del mercado mundial de plaguicidas, con
32.000 toneladas de sustancias activas vendidas al afio. Los fungicidas son los
productos mas usados (43% del mercado), seguidos de los herbicidas (36%),
insecticidas (12%) y otros (9%) [3]. A pesar de la legislacion vigente y de las politicas
aplicadas destinadas a proteger la salud humana y el medio ambiente, el consumo y el
uso reales de productos fitosanitarios en la UE no ha bajado entre 1992 y 2003, como se
deduce de la Figura 1.1.

400, D0+
350. 000

250 . D0

Figura 1.1. Ventas de sustancias activas de productos fitosanitarios en la UE
(en toneladas). Datos de ECPA (European Crop Protection Association).

En Espafa, por su parte, los productos fitosanitarios suponen el 24% de los inputs
utilizados en la agricultura espafiola, con un gasto anual del orden de 950 millones de
euros (Tabla 1.1) [4].
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Tabla 1.1. Consumo de productos fitosanitarios en Espafia en 2002
en millones de euros [4].

- gr';'&?:m Consumo Cuota Cuota UE
Insecticidas (1) 304,29 31,6% 17,3%
Fungicidas 229,95 23,8% 38,0%
Herbicidas 330,11 34,2% 39,6%
\arios 99,80 10,4% 51%

(1) Incluye acaricidas y nematocidas.

Ni el sector agricola ni la economia de un pais podrian soportar la supresion de
tratamientos fitosanitarios que evitasen importantes pérdidas sin alternativas viables
suficientemente eficaces. Un estudio economico del afio 1995 [5], estim6 que la
completa eliminacion del uso de plaguicidas en los cultivos de frutas y verduras en los
Estados Unidos (EEUU), incrementaria un 45% los precios, reduciria la produccion un
16%, la exportacion un 27%, y necesitaria un 44% mas de superficie de cultivos para
obtener rendimientos similares.

1.1.1.4. Problematica derivada de su uso

Los beneficios inmediatos del uso de plaguicidas no deben hacer olvidar algunos
problemas medioambientales y sanitarios derivados de su empleo. Aunque han sido
disefiados para ofrecer una alta especificidad de accion, su uso genera innumerables
efectos indeseados, entre ellos, la generacion de organismos resistentes, la
contaminacion de recursos hidricos con la consiguiente degradacion de la flora y fauna,
y en especial la incidencia de sus residuos sobre el propio suelo de cultivo, su entorno y
la planta.

Sus riesgos revisten un triple aspecto [6]:

v' para el Aplicador, por su toxicidad directa via digestiva, respiratoria o dérmica,

v para el Medio ambiente, por su posible accion sobre la fauna, la contaminacion,
etc.

v’ para el Consumidor, por el problema de los residuos que dejan en los alimentos.

En medio siglo de produccion, la industria quimica mundial ha generado una elevada
cantidad de estos compuestos que se han difundido por todo el planeta, contaminando
practicamente a todos los seres vivos hasta en las tierras mas remotas. Probablemente, la
consecuencia de mayor alcance derivada de su uso, es su contribucion a la
contaminacion y degradacion del medio ambiente debido a su acumulacion en los
ecosistemas acuatico y terrestre pasando, a través de la cadena alimentaria a las especies
animales y, por Ultimo, al hombre.

A pesar de las mejoras en las normas sobre medio ambiente, es cada vez mas probable
la existencia de un vinculo entre la degradacion ambiental y ciertas enfermedades
humanas. Esto ha llevado a un control y una legislaciéon mas estrictos, no solo en los
alimentos, sino también en el agua, el suelo e incluso el aire. En este sentido, la
Decision 1600/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de julio de 2002, por
la que se establece el VI Programa de accién comunitario en materia de medio
ambiente, apuesta por una “Estrategia Temdtica en el Uso Sostenible de los
Plaguicidas” donde sefala la necesidad de animar a los agricultores para que utilicen de
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forma diferente los productos fitosanitarios con el objetivo de reducir al minimo sus
repercusiones negativas sobre la salud humana y el medio ambiente, garantizando al
mismo tiempo la proteccion necesaria de los cultivos. Entre sus principales objetivos
destacan, la actuacion sobre la salud y la calidad de vida, y en los ambitos del medio
ambiente y la biodiversidad.

1.1.1.5. Residuos

Sin duda, cada vez es mayor la inquietud de la sociedad por la calidad toxicoldgica de
los alimentos y mas concretamente por los niveles de residuos de compuestos toxicos en
los mismos. Los residuos de plaguicidas afectan tanto a la economia como a la salud
publica, ya que su presencia, ademds de constituir una barrera que limita la
comercializaciéon de productos en los mercados internacionales, constituye un riesgo
para la salud de los consumidores. Asi, el tema se ha convertido en uno de los
problemas ambientales y sanitarios que mas interés despierta entre los consumidores de
todo el mundo, lo que ha hecho que actualmente sean los contaminantes organicos que
reciben el mayor esfuerzo investigador en todos los campos.

Se han dado definiciones distintas, incluso a nivel legislativo, de lo que se considera
como Residuo de un Plaguicida:

v' En el Codex Alimentario (Comision conjunta de la FAO y la Organizacion
Mundial de la Salud, OMS); es toda sustancia o sustancias presentes en un
producto alimenticio destinado al hombre o a los animales como consecuencia de
la utilizaciéon de un plaguicida.

v" En la Directiva Europea 91/414/EEC del Consejo, de 15 de Julio de 1991, sobre la
puesta en el mercado de los productos de proteccion de plantas; es una o varias
sustancias que se encuentran en los vegetales o productos de origen vegetal,
productos comestibles de origen animal, o componentes del medio ambiente, y
que constituyen los restos de la utilizacion de un producto fitosanitario, incluidos
sus metabolitos y los productos resultantes de su degradacion o reaccion.

v' En el RD 3349/1983, de 30 de noviembre, sobre la Reglamentacién Técnico -
Sanitaria para la fabricacion, comercializacion y utilizacion de plaguicidas; son
los restos de plaguicidas y los eventuales productos toxicos de su metabolizacion
o degradacion, que se presenten en o sobre los alimentos destinados al hombre o
al ganado.

La expresion cuantitativa de los residuos, se hace en proporcion en peso, es decir, en
miligramos de residuo por kilogramo de producto vegetal o animal (mg/kg).

1.1.2. IMPACTO EN LA SALUD

Cuando se aplica un plaguicida se produce un depdsito en la planta que es eliminado
progresivamente, con mayor o menor rapidez, en funcion de factores tales como la tasa
de crecimiento del vegetal, las condiciones ambientales, las propiedades fisico-quimicas
del plaguicida y los procesos de degradacion que sufre. Los residuos de plaguicidas
persistentes diluidos en el medio ambiente, ven favorecida su incorporaciéon a las
cadenas troficas a través de las plantas, y su biomagnificacion ya que se acumulan en
los tejidos grasos humanos y animales.

La Actuacion sobre la Salud y la Calidad de Vida dentro del VI Programa de accion
comunitario en materia de medio ambiente, tiene como objetivos la reduccion del
impacto de los plaguicidas en la salud humana, y su uso mas sostenible, asi como una
importante reduccion global de su utilizacion y de sus riesgos. Los plaguicidas
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utilizados de caracter persistente, bioacumulativo, toxico o con otras propiedades que
planteen preocupaciones, deberan ser sustituidos por otros menos peligrosos, asi como,
ser vigilados y evaluados los riesgos que suponen su utilizacion, su recuperacion y su
eliminacion.

Casi todas las personas en los paises desarrollados tomamos residuos de plaguicidas en
los alimentos que ingerimos [6]. Sin embargo, para poder estimar el riesgo real que
estos residuos suponen para la salud humana, es necesario poseer una serie de
conocimientos sobre los factores que determinan dicho riesgo, basicamente:

v Datos completos sobre la Toxicologia de la materia activa, sus metabolitos,
inertes, coadyuvantes, etc.

v Contenidos reales en Residuos de los productos alimenticios y proporcion en la
que los distintos alimentos tratados entran en la dieta alimenticia, para asi
conocer el nivel de exposicion.

1.1.2.1. Toxicologia

Por toxicidad se entiende la cualidad que tiene una sustancia o sus metabolitos, en
ciertas dosis, de ocasionar un perjuicio a la salud por acciones quimicas o fisico-
quimicas [6].

La mayoria de los plaguicidas son toxicos en mayor o menor grado. Algunos pueden
causar diversos canceres, y muchos son disruptores endocrinos, una clase de
compuestos quimicos que interfiere con los procesos hormonales en humanos y
animales. Segiin datos de la OMS, anualmente se intoxican dos millones de personas
por exposicion directa o indirecta a plaguicidas.

Los efectos indeseados producidos dependen del plaguicida, la dosis, la via de entrada y
el tiempo de exposicion. Los efectos agudos (vomitos, diarrea, aborto, cefalea,
somnolencia, alteraciones comportamentales, convulsiones, coma, muerte) estin
asociados a accidentes donde una unica dosis alta es suficiente para provocar los efectos
que se manifiestan tempranamente. Los cronicos (cdnceres, leucemia, necrosis de
higado, malformaciones congénitas, neuropatias periféricas, malestar general, cefaleas
persistentes, dolores vagos, efectos sobre el aparato respiratorio y nervioso) se deben a
exposiciones repetidas que generan un depdsito o efectos acumulativos en el organismo,
y sus sintomas aparecen después de un largo tiempo de contacto con el plaguicida,
dificultando su deteccion. Dado que su biotransformacion es muy lenta, los plaguicidas
provocan efectos acumulativos en las personas expuestas [7]. La toxicidad aguda puede
determinarse a través de experimentos toxicoldgicos y la epidemiologia puede, a veces,
encontrar correlaciones entre algunas causas y los efectos que provocan, pero no es facil
cuando se trata de efectos cronicos a largo plazo. Puede que nunca se pueda determinar
el riesgo real de los residuos de plaguicidas en los alimentos debido al gran nimero de
variables involucradas y a los niveles tan bajos en que se encuentran [8].

Los plaguicidas deben pasar una serie de estudios toxicoldgicos para averiguar si son
peligrosos para fabricantes, técnicos, agricultores, consumidores, etc. En estos, se
somete a diversos animales de laboratorio a la accion del producto, para tratar de
averiguar su toxicidad aguda (la debida al efecto de una sola dosis), bien sea oral,
dérmica o por inhalacion. La expresion cuantitativa de la toxicidad se representa
mediante la dosis letal media (DLsyp) que corresponde a la cantidad de plaguicida
necesario para causar la muerte al 50% de los individuos que constituyen el lote del
ensayo [2]. Otro parametro que se utiliza es el nivel sin efecto, NEL (non effect level) 6
NOEL (non observed effect level).
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El problema estriba en que las extrapolaciones a partir de estos estudios de laboratorio
con dosis relativamente altas para conocer el impacto producido por dosis mucho
menores en el medio ambiente o en los alimentos, supone una tarea casi imposible [9].
De hecho, la mayoria de los estudios epidemioldgicos disefiados para determinar si los
plaguicidas en el medio ambiente estan produciendo algun efecto crénico o agudo en los
humanos, han sido ambiguos y poco concluyentes. Ademas faltan datos suficientes
sobre niveles de residuos en alimentos, asi como de dietas segun edad, sexo, zonas
geograficas... y se desconocen los mecanismos por los que estas sustancias quimicas
pueden inducir el cancer [6].

Los preparados y demas productos utilizados como plaguicidas se clasifican, en lo que
se refiere a su toxicidad aguda, de acuerdo a los criterios de clasificacion especificados
por la FAO y la OMS [10].

1.1.2.2. Seguridad Alimentaria

La seguridad alimentaria y la proteccion de los intereses de los consumidores preocupan
cada vez mas al publico en general, lo que ha provocado que en los ltimos afios se esté
produciendo un cambio con el objetivo de mejorar la calidad de los productos. Tanto la
industria como la distribucion, deben asegurar la calidad de los productos que ponen en
el mercado. Es lo que se conoce como seguridad alimentaria, directamente relacionada
con la seguridad de productos y con la proteccion del consumidor.

Puesto que la legislacion alimentaria autoriza el uso de plaguicidas, que pueden entrafiar
riesgos para el medio ambiente o para la seguridad de los consumidores, las autoridades
también deben evaluar con arreglo a la normativa pertinente algunos aspectos
relacionados con la proteccion de la salud [2]. De conformidad con la Directiva
91/414/CEE, y debido a que la salud publica prima sobre el interés de la proteccion
fitosanitaria, es necesario velar porque los residuos resultantes de los tratamientos con
plaguicidas, no estén presentes en niveles que supongan un riesgo inaceptable para los
seres humanos y, en su caso, para los animales. Asi se establece que los Estados
miembros, al conceder una autorizacion para los productos fitosanitarios, deben exigir
que se utilicen adecuadamente y se controlen sus residuos.

1.1.3. IMPACTO MEDIOAMBIENTAL

El impacto ambiental se puede definir como el efecto, durante un determinado tiempo y
en un espacio definido, de una actividad humana sobre un parte del medio ambiente, en
comparacion a la situacion si esa actividad no se hubiese realizado [11].

1.1.3.1. Evolucion en el Medio ambiente

La relacion causa-efecto entre la aplicacion puntual de plaguicidas en areas agricolas y
la observacion de contaminacion por los mismos en el medio circundante es,
generalmente, dificil de establecer. El principal problema es el desconocimiento de los
procesos que afectan al comportamiento y destino final de los plaguicidas desde el
momento en que entran en el medio hasta que alcanzan su objetivo. Posteriormente a la
aplicacion de plaguicidas se desencadenan procesos complejos que definen el destino de
los mismos en el ambiente. Pueden seguir diversos caminos: atmosfera, suelo y agua,
pasando por los alimentos, y pudiendo intercambiarse de un sistema a otro formando un
ciclo. La distribucién inicial del plaguicida depende del método, la cantidad, la
frecuencia y el sitio de aplicacion, asi como de la topografia del terreno, el tipo y
densidad de vegetacion, las condiciones del suelo y la proximidad de fuentes de agua.
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Los plaguicidas una vez liberados en el medio ambiente, pueden degradarse por la
accion del sol, el agua, otros compuestos quimicos o los microorganismos. Esta
degradacion da lugar a productos que pueden ser mas o menos toxicos que los de
origen. Otra posibilidad es que el plaguicida sea muy resistente a la degradacion y
permanezca inalterado en el medio ambiente. Desde el punto de vista agrondmico es
conveniente que los herbicidas persistan lo suficiente como para poder controlar las
malas hierbas en todo el ciclo del cultivo, si bien no debieran persistir excesivamente
como para dafiar el cultivo que sigue a la rotacion o constituir un problema, puesto que
podrian moverse largas distancias y acumularse provocando efectos adversos.

Se pueden diferenciar cuatro estados con caracteristicas especificas en el destino de los
plaguicidas en el medio ambiente [9]:

v' Entrada al medio, en el que tienen especial influencia las propiedades del
plaguicida, el modo de aplicacion y los factores climaticos;
v" Procesos en el medio, que incluyen transformacion, retencion y transporte;
v Destino final, en funcidn de los resultados de los procesos anteriores;
v

Impacto, tanto en lo que se refiere a su eficacia como a su afeccion al medio
ambiente.

Los mecanismos que rigen la evolucion de los plaguicidas en el medio ambiente pueden

dividirse en procesos de transporte, retencion y degradacion o transformacion,
representados en la Figura 1.2.
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Figura 1.2. Esquema de los procesos que afectan a los plaguicidas en el
medio ambiente.

1.1.3.2. Ecotoxicologia: Estudios de Riesgo Ambiental

Comparada con la toxicidad humana, el dafio para las especies medioambientales pasa
normalmente a un segundo plano [9]. Este proceso de degradacion de la vida bioldgica
en el medio terrestre es consecuencia de la intensificacion del sistema de produccion
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que ha sido durante mucho tiempo la regla en la agricultura. Asi, los productos
fitosanitarios llegan al suelo y afectan a las bacterias, los hongos, los gusanos de tierra 'y
los insectos, lo que tiene un efecto nocivo en la fertilidad del mismo.

Las muertes de mamiferos imputables a los plaguicidas son generalmente consecuencia
de la ingestion de comida contaminada. Los carnivoros acumulan normalmente mas
cantidad de residuos que los herbivoros. En cuanto a los pajaros, se han documentado
numerosas muertes tras la ingestion directa de semillas o insectos infectados por
fitosanitarios [13].

A pesar de que la mayor parte de los tratamientos son aplicados sobre las partes aéreas
de las plantas, una buena cantidad de producto llega al suelo. Durante las épocas
lluviosas, los plaguicidas presentes sobre las plantas o adsorbidos en las particulas del
suelo, pueden llegar a los sistemas acuaticos por medio de fendmenos de lixiviacion y
como consecuencia, implicar una contaminacion en las aguas de las capas freaticas. Las
propiedades fitotoxicas de los plaguicidas pueden igualmente destruir el plancton y
romper asi la cadena trofica.

El seguimiento de los residuos de plaguicidas para saber cuanto persisten en el cultivo,
suelo, acuiferos, etc. es muy importante y requiere un analisis concienzudo teniendo en
cuenta las interacciones entre los compartimentos del medio ambiente [14].

En la etiqueta de todo producto plaguicida aparece una clasificacion toxicoldgica en
funcién de su potencial toxico para los humanos y otros animales y organismos, segin
las clasificaciones establecidas por el RD 3349/83. Se expresa mediante 4 letras, la
primera expresa la peligrosidad para el hombre y los animales domésticos, la segunda
para la fauna terrestre, la tercera para la fauna acuicola y la ultima para la fauna apicola:

1. Peligrosidad para el hombre y animales domésticos: La peligrosidad de un
producto aumenta segln las series: Baja (sin simbolo), Irritante (Xi), Nocivo
(Xi), Toxico (T), Muy Toxico (T+). Si el producto fuera explosivo o inflamable
aparecerian las letras E o F.

2. Peligrosidad para la Fauna Terrestre, Acuicola y Apicola, aparecen las letras A,
B o C, que indican un grado creciente de peligrosidad.

3. Categoria A: productos inocuos, es decir, su utilizacion adecuada no entrafia
riesgos.

4. Categoria B: productos medianamente peligrosos cuyo empleo con caracter
masivo o en aplicaciones repetidas o inadecuadas, puede entrafiar riesgo.

5. Categoria C: productos peligrosos cuya autorizacion debe estar registrada a
aplicaciones en determinados cultivos y cumpliendo condiciones estrictas.

1.1.4. LEGISLACION

Debido a la peligrosidad que pueden presentar los residuos de plaguicidas, las
autoridades de la mayor parte de paises han dictado normas con las que se pretende
hacer compatible la proteccion de la salud de los consumidores con la defensa de los
cultivos contra plagas y enfermedades.

La legislacion asegura que los agricultores so6lo podran utilizar productos que cumplan
los requisitos estrictos relativos a la efectividad y la seguridad para el ser humano y el
medio ambiente, siguiendo las buenas practicas agricolas, de conformidad con las
condiciones establecidas en la autorizacion que se emite para cada producto.
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Las normativas desarrolladas contemplan los diferentes aspectos de peligrosidad
presumibles para este tipo de productos, comprendiendo los aspectos iniciales y finales
del ciclo de vida de los plaguicidas, es decir, desde el control de la comercializacion y el
uso de productos fitosanitarios, hasta los posibles riesgos por exposicion directa del
usuario, por via alimentaria para el consumidor, para los animales domésticos, para el
medio ambiente y para la fauna y flora silvestres, incluidos la entomofauna y los
microorganismos no patdégenos, con objeto de garantizar que estos productos no
constituyan un peligro [4]. De entre estas normativas, las mas importantes tratan sobre:

1. lafijacion de Limites Maximos de Residuos,

2. laobligacion de Homologacion y Registro,

3. el Control mediante Programas de Vigilancia del uso de ciertos plaguicidas,
pasando por diversos tipos de restricciones y limitaciones de uso.

1.1.4.1. Limites Maximos de Residuos

Aunque el uso de algunos plaguicidas esté totalmente prohibido y el de otros restringido
debido a su elevada toxicidad, persistencia o efectos acumulativos, el resto de los
plaguicidas, cuyo empleo esta autorizado, tiene fijado un Limite Méximo de Residuo
(LMR) en los cultivos y alimentos tratados con estos productos.

El LMR es la concentracion maxima permitida de un residuo, en o sobre un alimento,
que puede aceptarse legalmente para el consumo humano o animal a largo plazo. Se
expresa en miligramos de plaguicida por kilogramo de peso del alimento fresco
(mg/kg). Es un concepto legal y no constituye un limite de seguridad, ya que solo
representa residuos aceptables desde el punto de vista toxicolégico. Normalmente se
fijan muy por debajo de los limites de seguridad para que la exposicion a residuos por
encima de los LMR no implique automaticamente un riesgo para la salud.

Para la fijacion de los LMR se tienen en cuenta dos criterios basicos: uno toxicoldgico y
otro agronoémico. Por una parte, la ingestion diaria de residuos ha de ser tal que no
provoque efectos nocivos, fijada a partir del NEL 6 NOEL de la sustancia en cuestion,
establecido sobre animales en experimentacion; y de la Ingestion Diaria Admisible
(IDA) de cada materia activa para el hombre. Y por otra, el plaguicida ha de lograr una
eficacia adecuada sobre la plaga a combatir utilizando la menor cantidad posible, fijada
a través de ensayos de campo para conocer el residuo real que queda en los alimentos
cuando son tratados siguiendo las buenas practicas agricolas. Ademas, para evitar la
presencia de un residuo superior al tolerable, se determinan también los tiempos
minimos que deben transcurrir entre la aplicacion del plaguicida y la recoleccion de la
cosecha [12].

La existencia de legislacion que fije LMR de productos fitosanitarios en productos de
origen vegetal es una cuestion de gran importancia a escala mundial para poder suprimir
barreras que impiden el comercio de productos vegetales, garantizando la inexistencia
de efectos nocivos en los consumidores.

En Europa, histéricamente cada pais comenzo6 a legislar segin sus propios criterios,
pero la diversidad legislativa entre paises provocaba problemas para el libre transito de
mercancias entre unos paises y otros, y suponia una barrera técnica al libre comercio.
Los paises de la UE iniciaron intentos armonizadores con la Directiva 76/895/CEE, en
la que se determinaban los LMR de ciertos plaguicidas en/sobre frutas y hortalizas [6].

En 1979, la Directiva 79/100/CEE establecio los métodos comunitarios de toma de
muestras de frutas y hortalizas. Esta fue seguida por la Directiva 86/362/CEE, cuyo
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ambito de aplicacion fueron los cereales. Sin embargo la consecucion del mercado
unico estaba en peligro puesto que hasta ese momento se establecian LMR minimos que
los Estados podian modificar. La Directiva 90/642/CEE intentd solucionar este
problema, abarcando frutas, hortalizas, legumbres, semillas oleaginosas, patatas, té,
lupulo y especias. Esta Directiva se traspuso al ordenamiento juridico interno espafiol
mediante el RD 280/1994, que ha sido modificado por numerosas 6rdenes ministeriales.

Todas las Directivas europeas se complementaban con la Directiva 91/414/CEE.
Transcurridos unos afios, se comprobd que existian algunas lagunas que se intentaron
cubrir con la Directiva 97/41/CEE. Para incorporar estos cambios, el RD 280/1994 fue
modificado por el RD 198/2000 y el RD 290/2003 en lo referente a métodos de
muestreo en los productos de origen vegetal y animal.

En febrero de 2005, se publica el Reglamento (CE) N° 396/2005 del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 23 de febrero de 2005, relativo a los limites maximos de
residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal, por el que se
aplican criterios comunes para los 25 Estados Miembros sobre la evaluacion y fijacion
de LMR tnicos a nivel europeo, con la intencion de unificar, simplificar y clarificar el
proceso [15].

Existe un limite general de 0,01 mg/kg aplicable «por defecto», es decir, en todos los
casos en que no se haya fijado un LMR de forma especifica para un producto o un tipo
de producto. Asimismo, los LMR son fijados en el limite analitico de determinacion
cuando su uso no esta autorizado o cuando estando autorizado no deberian quedar
residuos detectables.

La UE, considerando que los nifios durante las etapas de crecimiento son muy
vulnerables a los residuos de plaguicidas en su alimentacidon, y no estan lo
suficientemente protegidos debido a su menor tamafo y su dieta diferente, ha
establecido en la Directiva 2003/13/CE, que modifica la Directiva 96/5/CE, que los
alimentos infantiles no deben contener mas de 0,01 mg/kg de cualquier residuo de
plaguicida.

En el caso del agua, la presencia de plaguicidas en sus fuentes provoco la toma de
conciencia sobre la calidad del agua de bebida, que estaba inicialmente gobernada por la
Directiva 80/778/EC. Fue revisada en 1998 dando lugar a la actual Directiva 98/83/EC
sobre las aguas de consumo, que estipula que los plaguicidas individuales no pueden
exceder el nivel de 0,1 pg/l, y la suma de todos los plaguicidas presentes no puede
exceder de 0,5 pg/l, ambos fijados en el agua de grifo. Se traspuso al ordenamiento
juridico interno espafiol mediante el RD 140/2003.

En el suelo no se han fijado criterios de calidad a nivel europeo similares a los LMR
definidos en los alimentos [16], aunque su fijaciéon con la idea de establecer limites
ecoldgicos, como las concentraciones mas altas en las que no se esperan efectos
inaceptables, seria un elemento clave para la cuantificacion de los riesgos. Las
Directivas 91/414/CEE y 96/46/CE, proponen que el limite de determinacion de
plaguicidas en suelos no debe exceder de 0,05 mg/kg, que es aquella concentracion a la
cual la materia activa no tiene efectos fitotoxicos sobre otros organismos.

Con el fin de que las discrepancias entre las legislaciones nacionales y las deficiencias
que presentan algunas, no constituyan un serio obstaculo, muchas veces injustificado, al
comercio internacional de productos vegetales, ciertos Organismos Internacionales se
han ocupado del tema. A nivel mundial la FAO y la OMS, a través de su Comision del
Codex Alimentarius, se vienen ocupando de los residuos de plaguicidas desde hace mas
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de 40 afios. El Codex publica cada afio unas listas de LMR internacionalmente
recomendados. En muchos paises se toman como punto de partida o comparacion para
la fijacion de los suyos propios [6].

Fuera del Continente Europeo tienen legislaciones especificas paises como EEUU,
Japon, Australia, Republica Sudafricana, Israel y Canada. En el resto de paises no existe
una legislacion especifica como la conocemos en Europa y en muchos casos, ante la
falta de legislacion, se remiten al Codex Alimentarius.

1.1.4.2. Homologacion

La UE ha tratado de armonizar y unificar las legislaciones nacionales de uso y
comercializacién de productos fitosanitarios. Los primeros avances en la aproximacion
de las legislaciones nacionales se consiguieron mediante la Directiva 78/631/CEE, de
26 de junio, sobre clasificacion, envasado y etiquetado de preparados plaguicidas
peligrosos, y mediante la Directiva 79/117/CEE, de 21 de diciembre, sobre la
prohibicién de comercializacion y utilizacién de productos fitosanitarios que contengan
ciertas sustancias activas.

Sin embargo, la armonizaciéon no se consiguié hasta la aparicion de la Directiva
91/414/CEE (posteriormente modificada por la Directiva 95/36/CE de la Comision
Europea), por la que se estableci6 el llamado Registro Unico Europeo. Su objetivo es
prevenir los riesgos en origen mediante una evaluacion muy exhaustiva en base a unos
criterios armonizados, del riesgo de cada sustancia activa y de los productos que la
contienen antes de que pueda autorizarse su uso. En este nuevo sistema se condiciona la
comercializacion de cada uno de los productos a la previa obtencion de una autorizacion
oficial, como ya ocurria en cada uno de los Estados miembros.

La comprobacion del cumplimiento de los requisitos, se hard mediante ensayos y
analisis oficiales, u oficialmente reconocidos, realizandose en las condiciones agricolas,
fitosanitarias y medioambientales adecuadas para su empleo y representativas de las
condiciones existentes en las zonas donde el producto vaya a ser utilizado. Estos
estudios vienen detallados en el Anexo VI de la Directiva 91/414/CEE, que ha sido
modificado por la Directiva 94/43/CE, que establece los principios uniformes para la
evaluacion y autorizacion de productos fitosanitarios y a su vez sustituida por la
Directiva 97/57/CE.

Se ha establecido un Proceso de Revision que consiste en que cualquier producto
fitosanitario comercializado en la UE antes de julio de 1993 ha de presentar estudios
para que se incluya en el Anexo I de la Directiva 91/414/EC. La inclusion en este
Anexo, es decir en la Lista Unica Positiva comunitaria de sustancias activas aptas para
comercializacion, es el prerrequisito para el reconocimiento mutuo de autorizacion en
los Estados miembros. Esta inclusion es por un periodo que no puede sobrepasar los 10
aflos, para asegurarse de que es regularmente revisada en funcion de los avances
cientificos y tecnoldgicos.

La aprobacion del uso de sustancias activas fitosanitarias, o sea, su inclusion en la lista
unica, se basa en que su IDA, la estimacién de su persistencia o difusion en el
medioambiente y su repercusion en la fauna en las condiciones normales de uso, sea
conforme a las denominadas “buenas practicas agricolas”. Los productos fitosanitarios
s6lo se autorizardn, previamente a su comercializaciéon, cuando se utilicen
correctamente y:

- No tengan efectos inaceptables sobre las plantas o los productos vegetales.
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- No tengan efectos nocivos directa o indirectamente sobre la salud humana,
animal 6 sobre el agua.

- No tengan una influencia inaceptable sobre el medio ambiente, que tiene
prioridad atin por encima de los objetivos de mejora de la produccion vegetal.

- Existan métodos de andlisis de sus residuos.

- Se establezcan LMR.

Cuando se adopto la Directiva 91/414/EC en el afio 1991, existian 800 materias activas
autorizadas para su uso en los Estados miembros y se pretendia evaluarlas todas en 12
anos, hasta julio de 2003. De la misma forma, las sustancias ya autorizadas a nivel
nacional podian usarse hasta esta fecha o hasta que se autorizasen o prohibiesen a nivel
europeo. Sin embargo, el progreso realizado en estas evaluaciones ha sido mucho mas
lento del que se esperaba originalmente. Debido a que en el 2003 sdlo se habian
evaluado la mitad de las 800 materias activas, el plazo se ha extendido hasta 2008 [17].

Los dosieres de cada producto se basan en mas de 100 estudios diferentes sobre su
quimica, su destino medioambiental, su ecotoxicidad y toxicidad. Esta informacién no
se usa Unicamente para llevar a cabo estudios sobre la exposicion de los humanos a
través de la dieta y de los trabajadores expuestos, sino también para determinar el
impacto potencial de estos agroquimicos y sus productos de degradacion en el medio
ambiente.

La legislacion espafiola sobre plaguicidas surge con motivo de la transposicion de la
Directiva 78/631/CEE, junto con las sucesivas modificaciones posteriores, y queda
regulada principalmente por el RD 3349/1983, modificado por el RD 162/1991.
Establece que ningin producto fitosanitario podra ser comercializado en el territorio
espafiol si no ha sido previamente autorizado e inscrito en el Registro Oficial de
Productos y Material Fitosanitarios, y la necesidad de que las sustancias activas que
forman parte de los preparados, sean homologadas y autorizadas. Esta reglamentacion
ha sido derogada en parte por el RD 2163/1994, de 4 de noviembre, por el que se
implanta el sistema armonizado comunitario de autorizacion para comercializar y
utilizar productos fitosanitarios y que traspone la Directiva 91/414/CEE.

La Orden de 29 de noviembre de 1995, establecia los principios uniformes para la
evaluacion y autorizacion de productos fitosanitarios, trasponiendo la Directiva
94/43/CE. Fue modificada por la Orden de 9 de marzo de 1998. La Orden de 11 de
diciembre de 1995, a su vez, establece las disposiciones relativas a las autorizaciones de
ensayos y experiencias con productos fitosanitarios.

Las sustancias activas pueden tener diferente situacion registral en funcion de si estan
incluidas o no en el Anexo I de la Directiva 91/414/CEE, de acuerdo con el registro
Europeo y/o con el registro Espafiol. Si se encuentran “En estudio”, se trata de
sustancias que aparecen como notificadas por una o mas empresas y que aun no han
sido incluidas ni excluidas del Anexo I; si estan “Incluidas”, estdn registradas en el
Registro Unico y pueden utilizarse en la UE; y si se encuentran como “No incluidas”, se
ha rechazado su inclusién y, por tanto, su uso.

En otros paises, como EEUU, el “Acta de Proteccion de la Calidad Alimentaria” (Food
Quality Protection Act) de 1996 fija la forma de homologar todos los plaguicidas
registrados antes de 1984 [18]. Los fabricantes deben presentar extensos estudios
cientificos en base a la Parte 158 del Titulo 40 del Codex de la Legislacion Federal,
entre ellos, el comportamiento de los plaguicidas en el medio ambiente después de su
aplicacion, y la naturaleza y cantidad de residuos que pueden presentarse en los
alimentos o en los animales.
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A nivel internacional, fueron algunas organizaciones internacionales las que iniciaron la
armonizacion de los requisitos que pedian los gobiernos a los fabricantes de plaguicidas
sobre las propiedades de los productos y sus usos, ya que existian diferencias entre
paises. Entre otros, el JIMPR (Joint Meeting on Pesticide Residues), formado por grupos
de la OMS y de la FAO, esta encargado de revisar los datos toxicologicos, las buenas
practicas agricolas, la composicion, el destino medioambiental, el metabolismo, los
métodos de anélisis de los residuos, y de supervisar los estudios en campo y estimar los
residuos maximos de plaguicidas.

1.1.4.3. Programas de vigilancia

Para asegurar la inocuidad de los alimentos es necesario tomar en consideracion todos
los aspectos de la cadena de produccion alimentaria y entenderla como un continuo,
desde la produccion primaria pasando por la produccion de piensos para animales, hasta
la venta o el suministro de alimentos al consumidor, pues cada elemento tiene el
potencial de influir en la seguridad alimentaria [2]. Es por esto que se hace necesario
adoptar medidas encaminadas a garantizar que no se comercializan alimentos no
seguros, y que existen sistemas para identificar y afrontar los problemas de seguridad
alimentaria causados por los plaguicidas, a fin de asegurar el adecuado funcionamiento
del mercado interior y de proteger la salud de las personas.

La verificacion del cumplimiento de los LMR es una herramienta importante para
evaluar si los usuarios profesionales han aplicado correctamente las recomendaciones y
restricciones indicadas en las autorizaciones de los productos fitosanitarios. Un hecho
tranquilizador, es que en las prospecciones realizadas sobre alimentos, tanto en origen
como en mercados, es bajo el porcentaje de muestras que superan los LMRs
establecidos, proporcionando evidencias de que el uso de plaguicidas esta bajo control
[6].

Mediante programas plurianuales comunitarios y nacionales actualizados cada afio, los
Estados miembros realizan controles de los residuos de plaguicidas para verificar el
cumplimiento de los LMR, principalmente en frutas, verduras y cereales. Dichos
controles consisten, en particular, en la toma de muestras, la realizacion de andlisis y la
identificacion de los plaguicidas presentes, asi como sus niveles de residuos respectivos.

Las inspecciones y el control deben llevarse a cabo con arreglo a la Directiva
89/397/CEE sobre el control oficial de alimentos, y a la Directiva 93/99/CE.

Ademas de los programas de control nacionales, se recomienda la participacion de los
Estados miembros en un programa coordinado a nivel europeo. Se llevan a cabo desde
1996, y pretenden proporcionar una idea del riesgo real de exposicion a plaguicidas a
través de la dieta. De los resultados obtenidos, se deduce que entre 1996 y 2003 no ha
disminuido el porcentaje de muestras de alimentos y piensos en que se encuentran
residuos no deseados de plaguicidas por encima de los limites maximos reglamentarios,
sino que ha aumentado ligeramente y se ha estabilizado alrededor del 5%, como
muestran las continuas actividades de supervision de los Estados miembros y de la
Comision reflejadas en la Figura 1.3.

En Espafia, para dar cumplimiento a los programas de control europeos, se han
establecido varios Planes Anuales desarrollados por las Comunidades Auténomas. Los
relativos a productos vegetales son:

I. El Plan Nacional de Vigilancia de Residuos de Productos Fitosanitarios en Origen
(PNVR), que se encarga de la vigilancia de los residuos mediante controles por
muestreo realizados sobre cultivos y productos vegetales destinados a la alimentacion
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humana o animal, en la fase de produccion, en el momento de la recoleccion o de la
entrega a los centros hortofruticolas, almacenes o personas juridicas receptoras, o a la
salida de los mismos, y en todo caso, previamente a su puesta en circulacion por quien
haya efectuado el tltimo tratamiento fitosanitario [19].

I. El Plan de Vigilancia de la Comercializacion y de la Utilizacion de Productos
Fitosanitarios (PVUF), realiza una vigilancia de tipo ambiental del agua, suelo y
plantas, durante el periodo en el que el producto no se ha recolectado.

En otros paises, como EEUU, existe anidlogamente un Programa sobre datos de
plaguicidas del Departamento de Agricultura (EPA). A nivel internacional, el JMPR,
evalia la exposicion indirecta de los consumidores por la presencia de productos
fitosanitarios en cantidades residuales en la produccion agraria [20].
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Figura 1.3. Resultados de las muestras de alimentos analizadas en los
programas de vigilancia de residuos a nivel europeo. Datos de Eurostat [3].

1.1.4.4. Métodos de Analisis

La gran expansion del uso de productos fitosanitarios ha llevado a los gobiernos a tomar
decisiones en la regulacién de su utilizacién, como se acaba de exponer, y ello ha
originado un papel muy importante del analisis quimico de estos compuestos.

El andlisis de los residuos en matrices medioambientales y alimentos es muy
importante, no solo desde el punto de vista de la eficacia del plaguicida, sino también
para conocer la naturaleza y cantidad que queda como resultado de la aplicacion de las
formulaciones en diferentes sustratos, lo que sirve de base para la toxicologia y
ecotoxicologia que es necesaria para el registro y autorizacion de cualquier producto, y
para los programas de control de residuos en los alimentos y el medio ambiente.

En cumplimiento de la Directiva 91/414/CEE, un producto destinado a la proteccion de
las plantas no debera autorizarse por los Estados miembros a menos que sus residuos
puedan determinarse por métodos analiticos apropiados, para asegurar el correcto
control de residuos, y con unos Limites de Deteccion (LD) lo suficientemente bajos que
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permitan cuantificar niveles por debajo de los LMRs. Por tanto, los analisis de residuos
requieren métodos multirresiduo, bajos LD, la mejor precision y exactitud y una extensa
validacion. Estos métodos son la respuesta a la demanda para disminuir el coste de los
analisis y aumentar la productividad de los laboratorios [21], teniendo en cuenta que el
numero de plaguicidas aumenta constantemente y que normalmente no se conoce el
historial de tratamientos de la muestra a analizar [22]. Son métodos que requieren
universalidad en la extraccion y unificacion de las condiciones cromatograficas, en la
medida de lo posible [21].

El primer intento para definir los requisitos y criterios de los métodos analiticos
utilizados para las decisiones sobre las autorizaciones, fue a través de la Directiva
94/43/CE, posteriormente modificada por la Directiva 97/57/CE. En realidad, fue la
Directiva 96/46/CE de la Comision, la que sento6 las bases de los métodos analiticos de
residuos para cultivos, alimentos y muestras medioambientales. Posteriormente, se
desarrolla el documento SANCO/825/00 para proveer con detalles mas precisos a los
que someten plaguicidas para su autorizacion, y que proporciona un esquema de
métodos multirresiduo estandar para varias matrices. A su vez se ha introducido la guia
SANCO/3029/99 rev. 4, para desarrollar métodos analiticos que generen datos relativos
al comportamiento de residuos y su destino en el medio ambiente.

Hay un gran numero de agencias internacionales y organizaciones gubernamentales con
experiencia en el andlisis de residuos de plaguicidas. Entre ellas se encuentra la ISO
(International Organization for Standardization), que incluye 130 paises, la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists International), la TUPAC (International
Union Pure and Applied Chemistry), el Codex Alimentarius, la OECD (Organization
for Economic Cooperation and Development), y la FAO/OMS. Estas organizaciones
llevan a cabo iniciativas para normalizar métodos y establecer protocolos para producir
datos con la suficiente calidad y llevar a cabo labores de vigilancia de residuos.

1.1.5. CULTIVO Y PLAGUICIDAS ESCOGIDOS

1.1.5.1. Cebada (Hordeum Vulgare)

Castilla y Leon, tiene una superficie de 94.147 km?, lo que representa un 18,7% de la
superficie geografica nacional, con una superficie autondmica que constituye casi la
quinta parte del Estado. Esta superficie esta repartida en un 42% de tierras de cultivo, un
17,2% de prados y pastizales, un 25,1% de terreno forestal, y un 15,7% de otras
superficies. 50.000 km? son llanuras, lo que supone dos tercios de su superficie [23].

Las tierras de cultivo constituyen 3,9 millones de hectareas (ha.), de las cuales 3.5
millones corresponden a tierras de secano. La agricultura de Castilla y Leon se puede
caracterizar como marcadamente cerealista, ya que los cereales ocupan un 64% de la
superficie cultivada, siendo el cultivo mas importante tanto en la superficie que ocupa,
como en su importancia econdmica ya que es el que proporciona las mayores
aportaciones econdmicas al sector agrario. De ese 64%, el 56% se cultiva en secano,
tipo de explotacion que predomina claramente sobre el regadio en toda la Comunidad
Auténoma [23].
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Tabla 1.2. Resumen regional de superficie, rendimiento y produccion de cereales de grano en

2004 [23].
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La superficie de cultivos herbaceos de secano (en torno a 2,5 millones de ha), sumadas a
las destinadas a barbecho (en torno a 700.000 ha), superan los 3,2 millones de ha,
equivalentes a mas del 86% de la superficie geografica de la region. El secano
castellano-leonés estd practicamente copado por la cebada y el trigo (Tabla 1.2) que,
junto con los restantes cereales, constituyen el unico aprovechamiento posible en gran
parte del territorio [4]. Esta tendencia al monocultivo viene determinada por las fuertes
limitaciones edafoclimaticas que reducen la posibilidad de diversificacion de cultivos.

A nivel europeo, los dos cereales que se cultivan mas abundantemente, y por tanto, en
los que mas cantidad de plaguicidas se usan, son el trigo, en mayor cantidad, y la
cebada, como se muestra en la Figura 1.4 [4]. Sin embargo, se observa que la
produccion de cebada a nivel espafiol, es mayor que la del trigo.
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Figura 1.4. Estructura de la produccion de cereales en Espaiia y la UE [4].

1.1.5.2. Malas Hierbas y Herbicidas. Importancia economica en la Agricultura

Un problema muy importante que produce pérdidas de produccion en los cultivos es el
de la competencia con otras plantas no deseadas, las conocidas como “Malas Hierbas”.
De entre las aproximadamente 250.000 especies de plantas existentes en el mundo,
8.000 especies se consideran malas hierbas, de las cuales unas 200-250 son
especialmente dafinas para la agricultura [24].

Las malas hierbas no atacan a las plantas directamente pero su presencia tiene impactos
negativos en la produccion, calidad y seguridad de los cultivos. Compiten por el agua,
los nutrientes, el diéxido de carbono, la luz, el espacio, las abejas polinizadoras, ademas
de servir como huéspedes para varias plagas (principalmente insectos, hongos y acaros),
enfermedades de las plantas y roedores.

Las pérdidas econdmicas provocadas por las malas hierbas en los cultivos de cereal
superan con creces a las de las otras plagas. De acuerdo con datos de la FAO, las
pérdidas se elevan al 11,4% de la produccion de cereales [25].

La aparicion de las malas hierbas en los cultivos cerealistas es un problema muy
importante a resolver en cuanto a la optimizaciéon de las cosechas, haciéndose
imprescindible su eliminacion para obtener unas producciones acorde a las necesidades
de los agricultores. Esta eliminacion de plantas perjudiciales se ha llevado a cabo de
diversas formas desde tiempos remotos, influyendo en la presencia de malas hierbas, la
preparacion del terreno, las rotaciones del cultivo, el uso de métodos mecanicos y,
evidentemente, el uso de Herbicidas, constituyendo el método mas utilizado por su
facilidad, eficacia y bajo coste [26-27]. Debido a que maximizan los rendimientos
agricolas y minimizan las necesidades de mano de obra, se emplean a gran escala y
generalmente se consideran fundamentales en los modernos sistemas de cultivo.

Los Herbicidas pueden clasificarse en diferentes grupos en funcién de varios factores,
ya que controlan las malas hierbas de formas diferentes, con diferentes modos de
accion, selectividad y caracteristicas de aplicacion. Las clases se definen en funcion de:

- Su principal ruta de entrada (raices u hojas) y, por tanto, su via de aplicacion
(aplicacion en el suelo o foliar),

- Su capacidad de traslocacion (sistémicos o de contacto),

- Suépoca de aplicacion (pre-emergencia o post-emergencia),

19



Capitulo 1

- Su selectividad (selectivos o no selectivos),
- Su estructura quimica.

En Espafa se producen cereales en una gran extension, en zonas en las que resulta muy
dificil alternarlos con otros cultivos y el control de las malas hierbas es una de las
operaciones de cultivo mas importantes en ellos [26]. De hecho, el uso de herbicidas en
Espafia aument6 un 10,7% en el periodo de 1995 a 2001 [25]. Considerando la
superficie dedicada en Castilla y Ledn a los cereales y las dosis de empleo de los
herbicidas aconsejadas por los fabricantes, puede estimarse que anualmente se aplican
unas 1.500 toneladas de estos productos en los suelos de nuestra region [28]. Sin
embargo, la utilizacion excesiva de herbicidas sin un uso racional de los mismos,
conduce a diversos problemas, desde la inversion de la flora hasta la presencia de
poblaciones resistentes, y la posibilidad de generacion de residuos en el suelo de
cultivo, que se hace extensible a las cuencas acuiferas y por lo tanto al medio ambiente,
y al propio cereal cultivado. Por todo ello, la situacién actual es de busqueda de la
integracion de los distintos métodos de control, de forma que sea econdomicamente
eficaz, y se eviten en la medida de lo posible los problemas que del mismo se puedan
derivar [26].

1.1.5.3. Contaminacion del Suelo: Estudios en Campo

El suelo se define generalmente como la capa superior de la corteza terrestre, formada
por particulas minerales, materia organica, agua, aire y organismos vivos. Almacena,
filtra y transforma muchas sustancias, incluidas el agua, los nutrientes y el carbono.
Evoluciona transformandose hasta alcanzar el equilibrio con las condiciones
ambientales y a partir de ese momento tiende a permanecer estable. Como su formacion
es un proceso extremadamente lento, puede considerarse como un recurso no renovable.

A su vez se le considera un sistema auto-depurador ya que es capaz de degradar o
inmovilizar los contaminantes [27]. De cualquier forma, por muy favorables que sean
las caracteristicas del suelo, es evidente que su capacidad depuradora no es ilimitada.
De hecho, estd sometido a presion desde el punto de vista medioambiental, ya que no
puede asimilar, inmovilizar, inactivar y degradar todos los contaminantes que recibe y
por ello, en un determinado momento, cuando se superan unos determinados umbrales,
puede transferir los contaminantes a otros medios e incorporarlos en las cadenas troficas

[8].

La degradacion de los suelos constituye un problema grave para Europa. Esta provocada
o acentuada por las actividades humanas, en especial, las précticas agricolas
inadecuadas (Figura 1.5). Como resultado, disminuye la fertilidad de los suelos, el
carbono, la diversidad biologica y la capacidad de retencion del agua, se ven
perturbados los ciclos de los gases y de los nutrientes, y se retrasa la degradacion de las
sustancias contaminantes [29].

El suelo agricola es un recurso inestimable y limitado, cuyo valor se debe a la labor
desarrollada por el hombre durante décadas e incluso siglos. La degradacion irreversible
de este recurso supone no so6lo destruir el bien mas preciado de los agricultores sino
hipotecar las oportunidades agricolas de generaciones futuras. Por este motivo, las
politicas de proteccion de suelos han de prestar especial atencion al uso sostenible y a la
gestion de los suelos agricolas con el fin de garantizar su fertilidad y valor agronémico.
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Figura 1.5. Influencia de la contaminacion del Suelo en otros compartimentos del entorno.

El grave problema que representa la contaminacion de los suelos es un aspecto que se
ha empezado a tener en cuenta recientemente. Antes de la década de los 70 se hablaba
de la contaminacion del aire y del agua, pero se consideraba que el suelo tenia una
capacidad de auto-depuracion casi infinita. La sensibilidad mundial comenz6 a cambiar
a partir de la declaracion de la "Carta Europea de Suelos" desarrollada por la
Comunidad Europea en 1972.

Actualmente, s6lo algunos Estados miembros tienen legislacion especifica para la
proteccion del suelo. A nivel europeo, existen varias Directivas (de aguas, residuos,
sustancias quimicas, contaminacion industrial, proteccion de la naturaleza, plaguicidas y
agricultura) que contribuyen a su cuidado, pero no son suficientes para asegurar un
adecuado nivel de proteccion del suelo en toda Europa. Debido a esto, en septiembre de
2006, la Comisiéon ha adoptado una Estrategia para la Proteccion del Suelo, que forma
parte del 6" Programa sobre Medio ambiente [29]. Sus objetivos son la prevencion de la
erosion, deterioro y contaminacion del suelo, prestando especial atencion al impacto
provocado por los plaguicidas.

El suelo representa un sumidero medioambiental de agroquimicos, y como resultado, es
importante contar con informacidn sobre la persistencia, movilidad y degradacion de los
plaguicidas en él. En particular, de todos los herbicidas existentes en el mercado, dos
terceras partes de los mismos son activos a través del suelo, lo que implica que existe la
necesidad de un primer contacto entre el herbicida y el suelo. Los herbicidas pueden
llegar al suelo de formas diferentes: por aplicacion directa; por aplicacion indirecta, a
través de las malas hierbas o del follaje del cultivo; por lixiviacion; por el uso de agua
contaminada para riego y por ultimo, desde la atmoésfera por deposicion. La dispersion
de los herbicidas hacia otros compartimentos del medio ambiente dependera de su
comportamiento en los suelos, y en particular, de la intensidad de su retencion [30].

En la actualidad el desarrollo de un nuevo plaguicida, estd sufragado habitualmente por
los departamentos de agroquimicos de las grandes companias privadas. Dicho desarrollo
es un proceso largo y costoso, en el que se han de realizar numerosos estudios de
sintesis, agronémicos, toxicoldgicos y de residuos. Los fabricantes, segun la Directiva
91/414/CEE, estan obligados a evaluar, entre otros, los riesgos medioambientales para
el suelo mediante el desarrollo de estudios de persistencia y de degradacion. Hay que
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tener en cuenta que en muchos casos la informacion que ofrecen las casas comerciales
es insuficiente para definir el comportamiento de cada producto en los diferentes tipos
de suelos. Los datos no son extrapolables de unas climatologias a otras o incluso en
diferentes épocas del afio, lo que hace necesario el planteamiento de estudios
especificos en campo. Es de interés el disponer de informacion real de las posibilidades
de utilizacion de cada producto en diversos lugares, ya que muchas veces los estudios
estan realizados sobre suelos, cultivos y condiciones ambientales muy diferentes a las
que luego se encuentran en los distintos paises donde van a aplicarse.

1.1.5.4. Contaminacion del Cultivo: Analisis de Residuos

Una via importante de eliminacion de los herbicidas es la debida a la absorcion de los
mismos por las plantas que combaten. Sus mecanismos de funcionamiento son por
absorcion y posterior fijacion en centros especificos donde inhiben determinados
enzimas responsables del crecimiento, sintesis de proteinas, etc. También se produce
una absorcion por los cultivos a los que son selectivos, lo cual implica la inactividad del
herbicida, que puede llegar a ocasionar problemas de acumulacion dentro de la planta.

Teniendo en cuenta la naturaleza fitotoxica de los herbicidas y su baja toxicidad para los
mamiferos, sus residuos en los cultivos no suelen plantear problemas, pero se ha
observado contaminacion en algunos alimentos. Incluso en ese caso, el riesgo de ingerir
dosis toxicas por los humanos a través de los alimentos es bajo pero, es importante
analizar la presencia de residuos, debido a su amplio uso [21].

De la produccién media espaniola de cereales durante el periodo 1996-2001, del orden
de 13 millones de toneladas fueron destinadas al consumo animal, siendo el mas
importante la cebada [4]. El destino final de la cebada producida en la region de Castilla
y Leon es mayoritariamente la elaboracion de piensos para alimentacion animal, sobre
todo de la cebada de 6 carreras.

Pequeiias cantidades de herbicidas absorbidos por las plantas pueden pasar junto con los
piensos a los animales herbivoros, que constituyen una parte muy importante de la
alimentacion humana y, por tanto, es necesario controlar la presencia de estas sustancias
en este tipo de productos. Las autoridades estdn empezando a interesarse por los efectos
que tiene el procesado en los residuos de plaguicidas de los alimentos. Por ejemplo, el
JMPR incluye estos estudios en las revisiones que realiza sobre residuos. Estos datos
son necesarios para tranquilizar a los consumidores sobre el contenido real de residuos
en los alimentos, y como dato adicional para fijar los LMR [31].

1.1.5.5. Impacto provocado por la Agricultura. Ayudas Agroambientales

Los cambios de uso del suelo en casi toda Europa, han ocasionado alteraciones
importantes, entre ellas, el declive y la pérdida de diversidad de habitats naturales, su
degradacion y contaminacion. Una de las mayores presiones proviene de la agricultura
intensiva que empobrece el suelo [17].

Numerosos estudios han demostrado los vinculos existentes entre las practicas agricolas
y la biodiversidad, siendo el uso insostenible de productos fitosanitarios una de las
actividades que mas le afectan. En la mayoria de los Estados miembros se han aplicado
medidas agroambientales para conservar la biodiversidad, entre ellas, la reduccion o
eliminacion gradual del uso de plaguicidas.

Hace unos aios se consideraban intereses contrapuestos la defensa a ultranza del medio
ambiente y el desarrollo de la actividad agraria. Actualmente es posible conciliar ambas
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posturas a través de un desarrollo sostenible [4]. La ultima reforma de la Politica
Agraria Comunitaria (PAC), ha sido concebida para conseguir una mayor
competitividad e integrar mejor los requisitos medioambientales. Garantizar unas
practicas agricolas que protejan el medio ambiente y preserven el paisaje es parte del
conjunto de medidas consensuado. Se ha planteado el problema del deterioro del medio
ambiente y en especial del suelo, al que se intenta poner freno mediante el fomento de
practicas agricolas compatibles con la proteccion de la naturaleza, favoreciendo el
abandono de los cultivos intensivos a través de la retirada de tierras en el sector de los
cultivos herbaceos y el barbecho.

Las practicas agrarias para proteger el medio ambiente se incorporan en el Reglamento
del Consejo (CE) n° 1259/1999, por el que se establecen las disposiciones comunes
aplicables a los regimenes directos de ayuda en el marco de la PAC. Este Reglamento
establece un vinculo entre los requisitos de proteccion del medio ambiente y la ayuda
directa de la PAC a los productores, de tal forma que los pagos en compensacion
quedan supeditados al cumplimiento de compromisos agroambientales.

La UE ha promulgado importantes Directivas comunitarias que influyen de forma
directa en el sector agrario, destacando especialmente, la Directiva 79/409/CEE, de 2 de
abril de 1979, o Directiva “Aves” y la Directiva 92/43/CEE, de 21 de mayo de 1992, o
Directiva “Hébitats”, que constituyen los instrumentos mas importantes de la UE para
conseguir la conservacion de los habitats, las especies y la biodiversidad. En virtud de
ambas directivas se cred la Red Natura 2000. Esta formada por Zonas de Especial
Proteccion para las Aves (ZEPA) y Zonas de Especial Conservacion (ZEC).

Espafia alberga aproximadamente el 60% de los habitats y el 40% de las especies de
interés comunitario incluidas en dicha Directiva, y aporta 12 millones de ha a la red
Natura, es decir, un 24% de la superficie nacional. Los sistemas agrarios extensivos han
contribuido a que Espafia sea una de las grandes reservas ecologicas de Europa
Occidental. Muchos de los cultivos de cereal extensivos asociados a la practica del
barbecho, han supuesto una practica enriquecedora de la biodiversidad al formar
ecosistemas pseudoesteparios que albergan las ultimas poblaciones de algunas aves
esteparias europeas amenazadas.

En las llanuras cerealistas de Tierra de Campos en Castilla y Ledn, la practica ausencia
de otros aprovechamientos del suelo, implica la total conexion entre sistema agricola y
habitat [4]. Estas llanuras cerealistas, con mas de 4 millones de ha, albergan una de las
comunidades de aves esteparias de mayor interés de toda Europa. Estas especies
conservan en este territorio las poblaciones mas numerosas de la peninsula, como es el
caso de la Avutarda, con alrededor de 10.000 individuos, considerada como especie
Globalmente Amenazada y Vulnerable a nivel mundial.
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1.2. HIPOTESIS

El mantenimiento de una agricultura tradicional de secano en las estepas cerealistas de
Castilla y Ledn orientada preferentemente al cultivo del cereal, ha sido uno de los
factores que ha propiciado la conservacion de las mayores concentraciones mundiales
de una de las aves esteparias mas importantes y amenazadas, la Avutarda.

Sin embargo, a partir de los afios 60 se inicia una etapa de reforma de las estructuras
agrarias para implantar métodos de cultivo extensivos modernos. Esta nueva agricultura
se ha caracterizado por el uso indiscriminado de herbicidas, una de las amenazas
responsables de la delicada situacion de conservacion actual de la Avutarda, lo que ha
supuesto su consideracion como especie Globalmente Amenazada y Vulnerable a nivel
mundial.

Para mejorar la situacion de esta especie, el 22 de julio de 1993, la Comisién Europea
aprueba el “Programa Zona de las Estepas Cerealistas de Castilla y Ledén” (ORDEN de
17 de noviembre de 1993, BOCyL de 18 de noviembre) con el objetivo de proporcionar
ayudas a los agricultores siempre que se comprometan a cooperar en el desarrollo de
métodos agricolas que protejan el medio ambiente. Entre otras medidas, s6lo estd
permitido el uso de herbicidas del tipo AAA o “Baja Toxicidad”, y éstos dentro de unos
niveles fijados.

Se hace pues necesario disponer de métodos multirresiduo que permitan controlar
mediante analisis programados que los herbicidas utilizados en el cultivo de cebada,
mayoritario en esta zona, se encuentran dentro de los recomendados. Los herbicidas se
depositan en los suelos agricolas indirectamente a partir de las hojas de los cultivos, y
directamente a partir de los tratamientos en el suelo. Ademas, pueden ser adsorbidos por
las plantas, que pueden pasar junto con los piensos a los animales herbivoros que
constituyen una parte muy importante de la alimentaciéon humana y, por tanto, es
necesario controlar la presencia de estas sustancias en este tipo de matrices. Debido a
que el caracter de confidencialidad de las casas comerciales no permite precisar el tipo y
cantidades de fitosanitarios mas utilizados, se deben seleccionar, para su estudio en
suelo y cebada, una amplia variedad de familias aplicadas en cereales.

Ademas y con objeto de reducir los riesgos que pueda tener el uso de determinados
herbicidas sobre el medio ambiente, en particular sobre el habitat de la avutarda, es
conveniente conocer el comportamiento de los mismos una vez aplicados. En muchos
casos la informacion que ofrecen las casas comerciales es insuficiente para definir el
comportamiento de cada producto en los diferentes tipos de suelo ya que los estudios
estan realizados en condiciones muy diferentes a las de utilizacion. Es de interés, por
tanto, el disponer de informacion real sobre la disipacion de estos herbicidas en suelos
tipicos de las estepas cerealistas.
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1.3. OBJETIVOS

En base a la justificacion expuesta en la introduccion, se plantean los siguientes
objetivos principales del trabajo:

1.

Optimizar los parametros cromatograficos para desarrollar un método multirresiduo
que permita el analisis del mayor nimero posible de herbicidas a la vez, de entre los
aplicados en cebada, y con la mejor sensibilidad para alcanzar los menores limites
posibles. Evaluar diferentes técnicas, HPLC-DAD, GC-AED, GC-MS, PTV-GC-
TOF/MS y LC-(ESI)-MS/MS para estudiar cual es la mas adecuada a las
necesidades de las muestras que se van a analizar (Capitulo 2).

Desarrollar un método multirresiduo tnico para herbicidas de diferentes
caracteristicas en muestras de suelo, a través del estudio de la influencia de distintos
factores en las recuperaciones, optimizarlo y validarlo de acuerdo a la
reglamentacion europea (Capitulo 3).

Comparar los métodos multirresiduo cldsicos para material vegetal, con una
modificacion de un método novedoso denominado QuEChERS, para la extraccion
de residuos de herbicidas en muestras de grano y paja de cebada. Seleccionar el
método mas adecuado y validarlo segun la reglamentacion europea (Capitulo 4).

Estudiar mediante ensayos en campo la disipacién en condiciones reales, de 12
herbicidas, en el suelo de una parcela tipica de las estepas cerealistas donde se
sembrard cebada en condiciones de secano. Seguir los niveles de residuos de
herbicidas en la capa arable del suelo y en el cultivo de cebada (Capitulo 5).

Realizar el analisis de residuos de herbicidas en muestras de suelo procedentes de
fincas agricolas de cereal cuyos propietarios estén sujetos al Programa de las
Estepas Cerealistas (Capitulo 6).
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Capitulo 2

2.1. INTRODUCCION

En este capitulo se expone el proceso de seleccion de los parametros cromatograficos
para obtener las condiciones Optimas con el fin de determinar los residuos de herbicidas
en las muestras objeto de estudio que se generen a lo largo de este trabajo.

2.1.1. TECNICAS DE ANALISIS DE RESIDUOS DE HERBICIDAS

En este apartado se presenta un resumen de las técnicas utilizadas para la deteccion de
residuos de herbicidas. Teniendo en cuenta la variedad de técnicas analiticas utilizadas
en este trabajo, se ha considerado que un desarrollo detallado del fundamento y
caracteristicas de cada una haria esta parte demasiado extensa. Por esta razon, se ha
incluido unicamente una breve introduccion de las técnicas, asi como una explicacion
mas detallada de aquellos aspectos que influyen directamente sobre los métodos de
analisis desarrollados.

2.1.1.1. Técnicas Cromatograficas

El anélisis de los herbicidas se ha llevado a cabo mediante diferentes métodos que se
han ido modificando a medida que las técnicas instrumentales se desarrollaban. Existe
abundante bibliografia sobre el tema que se amplia continuamente con la aplicacién de
nuevas técnicas analiticas, la determinacion de nuevos productos y la modificacion de
métodos existentes, con la finalidad de determinar simultdneamente el mayor numero de
analitos posible.

Inicialmente los residuos de herbicidas se determinaban por procedimientos que se
basaban generalmente en hidrolisis acidas o bdésicas seguidas de reacciones de
derivatizacion. El problema era que estos métodos eran demasiado laboriosos y
normalmente no permitian distinguir entre el herbicida y sus metabolitos.

El desarrollo del analisis de estos residuos, ha estado muy unido a los desarrollos en
cromatografia. Se trata de una de las técnicas mas versatiles para realizar separaciones
de un gran numero de sustancias organicas y organometalicas. Ninguna otra técnica de
separacion proporciona una resolucion equivalente y a la vez una sensibilidad tan
elevada.

La separacion cromatografica se debe a un avance diferencial a lo largo de una fase
estacionaria de las distintas fracciones de solutos inyectados al ser arrastrados por una
fase movil; es decir, unas fracciones se propagan mas rapido que otras, de manera que
abandonan la fase estacionaria a distintos tiempos, lo que permite su separacion [1].

Los primeros trabajos se desarrollaron en papel o en capa fina que resultaban en
separaciones pobres que solo proporcionaban informacidon semicualitativa. Sin embargo,
son la cromatografia de gases (GC) y la de liquidos (LC), desarrolladas posteriormente,
las dos técnicas mas ampliamente utilizadas para el andlisis de residuos. El utilizar una
u otra depende de la naturaleza y el comportamiento de los analitos. Para compuestos
16nicos y térmicamente inestables se usa LC, mientras que para compuestos volatiles y
termoestables, se prefiere GC.

Cromatografia de Gases (GC)

GC es una de las técnicas mas utilizadas para analizar residuos de herbicidas en
muestras agro-medioambientales, debido a su alto poder de separacion, a su facil
acoplamiento con detectores especificos y muy sensibles, y a la gran variedad de
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compuestos analizables por esta técnica. De hecho puede usarse para separar cerca del
80% de los plaguicidas que se usan actualmente o que son de interés para el analisis de
residuos [2].

Los cromatdgrafos de gases estdn formados por un sistema de inyeccidon, un horno
donde se encuentra la columna cromatografica donde se producen las separaciones, un
detector, y un ordenador que recoge y procesa la sefial.

Existen diferentes técnicas de Inyeccion en GC. La inyeccion en splitless, comun en el
analisis de trazas, produce pérdidas de analitos en cierta medida y esta muy influida por
los co-extractos de la matriz. El efecto matriz puede disminuir significativamente
mediante el uso del pulsed splitless, que utiliza un pulso de presion del gas portador
durante la inyeccion, aunque a concentraciones bajas de analitos puede seguir afectando
[3].

En los ultimos afos han surgido nuevos inyectores, como el Programmable
Temperature Vaporisation (PTV). La muestra se inyecta a temperaturas por debajo del
punto de ebullicion del disolvente y la temperatura del inlet se mantiene baja mientras el
vapor de disolvente se elimina por la salida del splif [3]. Después del venteo, el inlet se
calienta rapidamente y los analitos se transfieren a la columna. Sus ventajas frente a
otras técnicas de inyeccion consisten en que disminuye la discriminacion de los analitos
durante la inyeccion, y se recuperan mejor los compuestos termodegradables y los no
volatiles, ademés de disminuir el efecto matriz [4]. Sin embargo, su caracteristica mas
importante es que permite introducir grandes volimenes de muestra (hasta ml) en el
sistema cromatografico. El proceso analitico se simplifica al eliminar el paso de
evaporacion del disolvente y pueden disminuirse los limites.

Al principio se usaban Columnas empaquetadas, pero han sido reemplazadas por
columnas capilares de polaridad media o baja, que precisan de un control electrénico de
temperaturas. Las columnas deben ser muy inertes y poseer un gran poder de
resolucion. Las que se usan normalmente para el analisis de residuos de herbicidas estan
formadas por fenil polimetilsiloxanos.

Se utilizan varios Detectores selectivos para el andlisis de trazas de herbicidas. Se
detallan a continuacion los utilizados en este trabajo.

El Detector de Emisién Atémica (AED) tiene su principal ventaja en su capacidad para
determinar simultaneamente las emisiones atomicas de muchos elementos de los
analitos que eluyen de la columna capilar de GC. Un plasma de helio a 5000°C inducido
por microondas destruye los compuestos y los 4tomos formados son excitados por la
energia del plasma. La luz emitida por las particulas excitadas se separa en lineas
individuales por un fotodiodo array (Figura 2.1). La frecuencia de la luz emitida es
especifica de cada elemento y se usa para identificarlo. Se monitorizan normalmente las
lineas de los 4&tomos de hidrogeno y carbono, asi como lineas més especificas de cloro,
azufre, nitrogeno o fosforo. E1 AED desplazé al ECD (detector de captura electronica),
en un papel complementario al GC-MS en el analisis de residuos de plaguicidas [5].
Existen varios métodos propuestos por la EPA que lo utilizan para el analisis de
residuos de plaguicidas (Método EPA 8085, Compound-Independent Elemental
Quantitation of Pesticides by GC-AED, y Método EPA 6010B, Inductively Coupled
Plasma-Atomic Emission Spectrometry).
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Figura 2.1. Esquema de un AED.

Los Detectores de Espectrometria de Masas (MS) permiten la determinacion de los
analitos con gran sensibilidad y selectividad, al mismo tiempo que los identifican a nivel
de trazas por medio de su espectro de masas caracteristico. Este esta formado por iones
que vendran definidos por su relacion de masa:carga (m/z). Son detectores universales
y, gracias a la identificacién mediante espectros caracteristicos, no hace falta que se
produzca la separacion total de los analitos, como en el caso de otros detectores donde
el solapamiento de picos cromatograficos siempre es problematico. Por estas ventajas y
para evitar posibles fallos en la identificacion, los detectores tradicionales estan siendo
rapidamente desplazados por detectores MS para el analisis de residuos de plaguicidas.

Estan formados por un sistema de vacio, una fuente de iones, que los genera a partir de
los analitos que provienen de la columna, un analizador de masas que permite la
separacion, deteccion y cuantificacion de los analitos en estudio, un sistema de
deteccion, y un ordenador que recoge y reprocesa los datos.

La ionizaciébn mas utilizada para producir iones en espectrometria de masas es el
Impacto Electronico (EI). Al mismo tiempo que las moléculas de analito se introducen
en el espectrometro de masas, son bombardeadas con electrones energéticos que las
fragmentan produciendo iones cargados positivamente, M", producidos por la pérdida
de un unico electron.

Existen diferentes analizadores de masas, siendo uno de los mas corrientes el
Cuadrupolo (Figura 2.2 a), debido a su facilidad de uso, el rango de masas que cubre, y
la buena linealidad, resolucion y calidad de los espectros de masas que produce.
Consiste en 4 barras paralelas de seccion hiperbdlica o circular, en las cuales las
opuestas estdn conectadas eléctricamente 2 a 2 y a las cuales se les aplica una
radiofrecuencia. Los iones pasan a través de esta estructura y se les induce un
movimiento oscilatorio que hace que describan una trayectoria en espiral, que
selecciona unos iones dejandolos llegar hasta el detector, mientras que el resto
colisionan con las barras. El uso del modo SIM (Single Ion Monitoring) proporciona la
mayor sensibilidad para iones o fragmentos especificos, ya que le dedica més tiempo a
cada masa en lugar del Full Scan, que produce un barrido completo entre rangos de
iones.

El Tiempo de Vuelo (TOF) (Figura 2.2 b), es una técnica que esta creando mucho
interés en el analisis de residuos de herbicidas [6]. Consiste en un tubo de
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aproximadamente 1 m de largo. Los iones se forman en pulsos cortos y se aceleran en el
tubo con un potencial de unos cuantos miles de voltios. Si se les da igual energia
cinética, los iones de masas diferentes viajan a diferentes velocidades. Los iones mas
ligeros son acelerados, mientras que los iones mas pesados van detras. El tiempo de
llegada de los iones al detector se convierte en un valor de masa mediante una sencilla
ecuacion. El analizador proporciona un espectro de masas completo con cada pulso de
ionizacion de la fuente. Los iones son empujados al analizador proporcionando datos de
adquisicion muy rapidos, de 500 espectros por segundo, y, por tanto, una mayor
resolucion y exactitud en la masa que los espectrometros convencionales, por lo que
necesitan menos iones caracteristicos para confirmar inequivocamente la identidad de
un analito. Puede proporcionar la masa exacta para confirmar los espectros obtenidos y
elucidar estructuras ademas de detectar analitos buscados (target) y no buscados (non-
target), usando los multiples iones que proporciona, los ratios de los iones y los
espectros. Se utiliza un algoritmo de deconvolucion de picos para no perder informacién
espectral.
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Figura 2.2. Representaciones esquematicas de a) un cuadrupolo, y b) un espectrometro de masas
de tiempo de vuelo.

Cromatografia de Liquidos (LC)

Las tendencias en el andlisis de residuos de herbicidas dependen de las nuevas clases de
productos que se generan para su uso comercial. La mayoria de herbicidas modernos
son polares, poco volatiles o térmicamente inestables y no pueden analizarse por GC, de
forma que LC se convierte en la técnica escogida.

El equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) consiste en un recipiente
para la fase movil liquida, una bomba, un inyector, una columna cromatografica, y un
detector. El tipo y la composicion de la fase movil influyen en la separacion de los
analitos.

La presencia de analitos en el efluente se detecta por un cambio en el indice de
refraccion, por la absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) a una determinada longitud de
onda, por fluorescencia mediante excitacion con la longitud de onda adecuada, por
respuesta electroquimica, o mediante la informacion estructural proporcionada por MS.
El detector UV-Vis destaca por su universalidad, ya que son muchos los analitos que
poseen algun grupo cromoforo que absorbe en el intervalo de longitudes de onda entre
190-600 nm, en el cual trabajan la mayoria de los detectores. La utilizaciéon de un
Detector de Diodo Array (DAD) supone muchas ventajas, como son la visualizacion del
espectro UV-Vis en todo momento del andlisis, la determinacion del maximo de
absorbancia para todos los analitos, la identificacion de compuestos en funcion de las
longitudes de onda de absorcion, y la determinacion de la pureza del pico. Sin embargo,
muchas veces su aplicacion en el analisis de residuos de herbicidas se ve dificultada
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porque le afectan mucho las interferencias producidas por los co-extractos presentes en
la muestra haciendo que la confirmacion inequivoca rara vez sea posible [7].

Como consecuencia de los problemas de identificacion con DAD, LC-MS/MS esta
ganando mucha aceptacion en el analisis de herbicidas ya que ofrece la posibilidad de
confirmaciones inequivocas y una cuantificacion exacta, eliminando los problemas que
presentan otros detectores en LC. El detector de MS/MS puede tener varias
configuraciones, siendo la mas usual de 3 cuadrupolos en linea. Sin embargo, las
respuestas de los analitos dependen mucho del tipo de interfase usada para eliminar la
fase movil que entra desde la columna e introducir los analitos en el detector.

La lonizacion por Electrospray (ESI, Electrospray lonization) (Figura 2.3) es una
técnica de ionizacion suave, en la que se forman menos fragmentos que en EI. Los iones
de la muestra procedentes de la disolucion a la salida del capilar de separacion son
transferidos desde una fase condensada a una fase gaseosa. La muestra procedente del
capilar de separacion, y con la ayuda de un gas nebulizador, se transforma en una nube
de gotas cargadas y dispersas que son sometidas a un gradiente de potencial antes de
llegar al MS. El disolvente que sale de la columna se va evaporando de las microgotas
formadas, mediante la aplicacion de un flujo de gas “de secado” (nitrogeno caliente) en
la cdmara de ionizacién. Las microgotas se van dividiendo en otras alin mds pequefias
debido a las repulsiones electrostaticas que se producen entre ellas (repulsiones de
Coulomb). Asi los iones pasan a la fase gaseosa con una o mas cargas y son atraidos
hacia la entrada del MS debido al voltaje aplicado. Al final del proceso, se obtienen
iones mono o multicargados, que son transferidos al sistema optico del MS, zona en la
que los iones son transportados al analizador de masas y posteriormente al detector.
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Figura 2.3. Proceso de ionizacion por ESI.

2.1.1.2. Otras Técnicas

Existen otras técnicas para el analisis de residuos de herbicidas, aunque todavia son
minoritarias respecto de las cromatograficas. En general, las tendencias actuales en el
analisis de residuos son hacia el aumento de la velocidad de los andlisis mediante las
técnicas fast, el desarrollo de los métodos “in situ”, y la automatizacion.

Dentro de las técnicas electroforéticas, la electroforesis capilar (CE) y la electroforesis
capilar de zona (CZE), son las mas empleadas para el analisis de residuos de herbicidas.
Se basan en la migracion diferencial de especies cargadas en presencia de un campo
eléctrico en un capilar lleno de un medio electroforético. Su poca flexibilidad,
sensibilidad, las limitaciones en la deteccién y la disponibilidad de otros métodos
cromatograficos, han hecho que se usen Unicamente en algunas determinaciones de
herbicidas idnicos en muestras medioambientales, como por ejemplo, triazinas y
sulfonilureas [8].
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Los métodos no cromatograficos para la deteccion de residuos de herbicidas consisten
en una amplia variedad de técnicas. Pueden basarse en métodos “biologicos” o
“fisicos”. Las técnicas bioldgicas incluyen el Inmunoensayo, los Biosensores, los
Ensayos Enzimaticos y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Entre las fisicas,
estan la Espectrofotometria y la Voltametria.

Las técnicas basadas en inmunoensayos, como por ejemplo, la técnica ELISA, operan
en el mismo rango de LD que GC con detectores especificos, pero con costes mucho
mas reducidos. Los inmunoensayos se han desarrollado para una amplia variedad de
herbicidas en diferentes matrices, como por ejemplo, Trifluralina en suelo, agua y
alimentos [9,10], triazinas en suelo [11,12], y sulfonilureas [13]. Sus inconvenientes
consisten en la falta de reproducibilidad, la poca sensibilidad frente a las técnicas
cromatograficas, ademds de su poca utilidad para métodos multirresiduo.

Existen también inmunosensores, formados por un elemento bioldgicamente sensible
(llamado inmunosensor, por ejemplo un enzima) asociado a un transductor, que
convierte la senal bioldgica en una sefial medible fisicamente. Su principal ventaja
consiste en que generan la sefial directamente, potenciando su uso para el control
medioambiental “in situ” y a tiempo real. Sin embargo, por ahora estan muy limitados a
ciertos analitos en unas pocas matrices, como por ejemplo, el andlisis de 2,4-D por
bioluminiscencia [14], o mediante un biosensor basado en la actividad combinada de las
enzimas alcalina fosfatasa y glucosa oxidasa [15].

2.1.2. ANALITOS

Habitualmente el caracter de confidencialidad de los datos de venta de herbicidas de las
casas comerciales no permite precisar cuales son los mas utilizados y en que cantidades
se distribuyen en la zona de estudio. Debido a esto, se escogieron, para este estudio, los
principales herbicidas que representan las familias mds utilizadas en los cultivos de
cebada (Figura 2.4, Tabla 2.1) [16,17].
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Figura 2.4. Estructuras quimicas de las principales familias de herbicidas.
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Las 5 propiedades fisico-quimicas fundamentales de los herbicidas que determinan su
transporte entre las fases en la separacion analitica son: la presion de vapor, la
solubilidad, el peso molecular, la hidrofobicidad (coeficiente de particiéon octanol/agua)
y la constante de disociacion acida [18] (Tabla 2.1). Debido a la gran diversidad de
herbicidas escogidos para este estudio, y en funcion de sus propiedades que influyen en
su andlisis, se separaron los herbicidas en tres grupos:

- Grupo I: compuestos que se analizan directamente por GC,

- Grupo II: compuestos poco volatiles y térmicamente inestables que se cuantifican
por GC utilizando sus productos de degradacion térmica vy,

- Grupo Il1: compuestos poco voldtiles y térmicamente inestables que necesitan una
etapa de derivatizacion previa a su analisis por GC.

Varias materias activas se retiraron a lo largo del desarrollo de este estudio, en virtud de
la Resolucion de 30 de junio de 2003, de la Direccion General de Agricultura, por la que
se publican las fechas y plazos para la retirada del mercado de productos fitosanitarios
que contengan sustancias activas excluidas de la Lista Comunitaria, regulada por la
Orden APA/1610/2003 [17]. La retirada estd regulada por el Reglamento CE
2076/2002, de 20 de noviembre (DOCE, Diario de las Comuidades Europeas,
23/11/02).

Aun asi se mantuvo su andlisis y extraccion, ya que podian seguir encontrandose en los
suelos agricolas debido a que su uso estaba todavia autorizado durante cierto tiempo. Se
trata de:

1. La Cianazina: Con plazo méaximo de utilizacion a 30 de septiembre de 2003, y
plazo limite para comercializacion de existencias fijado a 31 de julio de 2003.

2. El Metoxuron y la Terbutrina: Con plazo maximo de utilizaciéon a 31 de
diciembre de 2003, y plazo limite para comercializacion de existencias fijado a
31 de octubre de 2003.
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Tabla 2.1. Propiedades de los Herbicidas de estudio [19,20]. B, Punto de Ebullicion, P.I. Patrén Interno. p' Se refiere al isomero para.

o . . Formula Peso log pKa Sol. H,O  Presion vapor .,
Grupo N Analito Familia Molecular Mol. Kw (25°C) (mg/l,20°C) (mPa,25°C) Punto de Fusion

I 1 Cianazina Triazina CoH,5CINg 240,7 2,10 0,63 171 0,000213 167,5-169

2 Terbutilazina Triazina CoHsCIN; 229,7 3,21 2,00 8,5 0,15 177-179

3 Terbutrina Triazina CoH9N;sS 2414 3,65 4,30 22 0,225 104-105

4 Metribuzina Triazinona CgH4N,OS 2143 1,65 1165 0,000000121 125,5-126,5,B 132

5 Carfentrazona etil Triazinona CsHsCIF5sN;0; 4122 3,36 22 0,072 B 350-355

6 Prosulfocarb Tiocarbamato C4sH, NOS 2514 4,65 13,2 6,9 B 129

7 Trialato Tiocarbamato CoHicCILNOS 304,77 4,66 4 16 B 117

8 Pendimetalina Dinitroanilina C3H9N;04 281,3 5,18 2,80 0,33 1,94 54-58

9 Trifluralina Dinitroanilina C;3HiF3N;O, 3353 5,27 0,221 9,5 B 139-140

10 MCPA tioetil Ester Fenoxiacido C,1H5CIO,S 2447 4,05 21 B 165

11 Flamprop isopropil Ester ariaminopropionico CioHoCIFNO;  363,8 3,69 12 0,085 72,5-74,5

12 Fenoxaprop p' etil Ester Ariloxifenoxipropiénico CisHcCINOs  361,8 4,58 0,7 0,00053 89-91

13 Diclofop metil Ester Ariloxifenoxipropidnico Ci6H14C1,04 341,2 4,60 0,8 0,25 39-41

14 MCPP isooctilico Ester Fenoxiacido CisHy,ClO;  327,6

15 Bromoxinil octanoato Hidroxibenzonitrilo CisH7Br,NO, 403,0 5,40 1 45-46

16 Ioxinil octanoato Hidroxibenzonitrilo CisH7ILNO; 497,1 6,12 <0,05 1 59-60

17 Diflufenican Nicotinalida CioH1FsN,O, 394,33 4,90 0,05 0,0042 161-162

18 Bifenox Nitrofeniléter Ci 4 HoCILbNOs  342,1 4,48 0,35 0,32 84-86

19 Mefenplr dietil C16H1gC12N204 373,2 3,83 20 0,0063

20 Tralkoxidim Oxima Cy0H27NO3 3294 2,10 4,30 6,1 0,00037 106

21 Metabenzotiazuron Urea CoH;N5OS 221,3 2,64 60 0,0059 119-121
11 22 Amidosulfuron Sulfonilurea CoHsNsO,S, 3694 1,63 3,58 9 0,0103 160-163

23 Tribenuron metil Sulfonilurea C;5H;7N506S 3954 0,78 4,70 2040 0,000053 141

24 Metoxuron Fenilurea CioH;3CIN,O,  228,7 1,60 678 43 126-127

25 Isoproturon Fenilurea C,HsN,O 206,3 2,50 70,2 0,00505 158

26 Clortoluron Fenilurea C10H13CIN,O 2127 2,50 74 0,005 148,1

27 Linuron Fenilurea CoH;(CLbN,O, 249,1 3,00 63,8 5,1 93-95
I 28 Dicamba Derivado del acido benzoico CsHeCl,04 221,0 0,55 1,87 5500 4,5 B>200

29 2,4-D Fenoxiacido CsHeCl,04 2257 -0,83 2,87 44558 0,0187 140,5

30 MCPP Fenoxiacido C0H;,CIO3 214,6 0,64 3,11 250000 1,6 94-95

31 Diclorprop p1 Fenoxiacido CyHsCl1,05 235,1 -0,56 3,67 590 0,18 122

32 MCPA Fenoxiacido CoHyClO3 200,6 2,80 3,73 294000 0,0023 119-120,5

33 Fenoxaprop p' Acido Ariloxifenoxipropiénico ~ CigH,CINOs — 333,8 1,83 4,60

34 Diclofop Acido Ariloxifenoxipropionico CsH,C1,04 326,2 3,60

35 Flamprop Acido ariaminopropidnico CisH;3sCIFNOs;  221,0 2,90 3,70 18,2 0,000239

36 Bromoxinil Hidroxibenzonitrilo C;H;Br,NO 276,9 1,04 3,86 0,17 90 194-195

37 Tloxinil Hidroxibenzonitrilo C;H;LNO 3709 2,20 4,10 3034 0,00204 212-213
P.I. Alacloro Cloroacetanilida C;HyoCINO, 2698 2,10
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2.1.2.1. Grupo I: Directamente analizables por GC

Debido a que una explicacion detallada de las caracteristicas de cada herbicida de
estudio haria muy extensa esta parte de la memoria, se han detallado inicamente las
caracteristicas de las familias mas importantes analizadas.

Dinitroanilinas

Sus propiedades herbicidas se conocen desde la década de los cincuenta. Se empezaron
a comercializar en 1961, y algunas, como la Trifluralina, son muy empleadas. Su
espectro de accion es muy amplio, tanto sobre gramineas como sobre dicotiledoneas,
por lo que se trata de los herbicidas de absorcion radicular mas usados en el cultivo de
cereales. Su mecanismo primario de accion es la inhibicion de la division celular y al
poco tiempo de ser aplicado se observa, en especies sensibles, alteraciones en los
procesos metabolicos.

Los compuestos son de color amarillo intenso debido a la presencia de dos grupos nitro
en el anillo. Se basan en su enlace anilinico y son moléculas neutras. Ademas son
volatiles y sensibles a la luz, descomponiéndose rapidamente en multitud de productos
cuando son expuestos a ésta [21]. Son moderadamente persistentes en el suelo hasta una
estacion completa tras su aplicacion, siendo sus principales pérdidas causadas por
volatilizacién o lixiviacion.

Se analizan tipicamente por GC, debido a su elevada volatilidad y estabilidad en
disolventes orgéanicos [22], aunque también pueden analizarse por LC. También se ha
descrito su andlisis por polarografia de pulso diferencial [23].

Eteres difenilicos

Son herbicidas que se absorben por raices, tallos y hojas, aunque su traslocacion es
limitada y act@ian provocando desorganizaciones en las membranas celulares. Necesitan
luz para activarse, y su accion es rapida (1-2 dias). Son herbicidas sistémicos y de
contacto, que se usan para el control selectivo de las hierbas de hoja ancha en una
amplia variedad de cultivos, entre los que se incluyen los cereales.

Contienen un difenil eter en su estructura. No son volatiles, son generalmente lipofilicos
e insolubles en agua.

Tiocarbamatos

Son herbicidas con un periodo de actividad corto (hasta 6-8 semanas). Controlan sobre
todo a gramineas anuales y dicotiledoneas, ademas de afectar a malas hierbas perennes.
Se absorben por la raiz pero se traslocan por el xilema y llegan hasta el coleoptilo,
inhibiendo su crecimiento.

Son liquidos por lo general amarillentos y de olor desagradable. Son insolubles en agua
y solubles en disolventes organicos. Poseen, en general, una elevada tension de vapor,
por lo que son muy volatiles.

Los residuos de los herbicidas pertenecientes a este grupo, se determinan principalmente
por GC ya que son térmicamente estables, aunque las técnicas de LC son igualmente
aplicables [24]. El ECD proporciona elevadas respuestas, sobre todo con los analitos
que contienen halégenos pero en los ultimos afios el MS ha desbancado a los otros
detectores para confirmar o como técnica de rutina debido a la buena sensibilidad
obtenida en modo SIM [5].
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Triazinas

Es una de las familias mas importantes de herbicidas. Tiene su origen en el
descubrimiento de la clorazina realizado en los laboratorios de la compania suiza Geigy
en 1955, apareciendo posteriormente otros compuestos andlogos. Su uso estd muy
extendido, llegando a representar el 30% del total de herbicidas utilizados [25]. Se
emplean en numerosos cultivos, sobre todo de cereales, aplicadas en preemergencia y/o
postemergencia para el control de malas hierbas anuales. Se adsorben por las raices y se
traslocan hasta las hojas donde ejercen su actividad herbicida inhibiendo la fotosintesis.

Son solidos cristalinos de color blanco, no volatiles. En condiciones normales son
estables, pero se hidrolizan en medio alcalino o 4cido, especialmente cuando se eleva la
temperatura [26]. La estructura de las triazinas estd compuesta por heterociclos
hexagonales con tres atomos de nitrégeno y tres cadenas diferentes unidas a ellos por
medio de los carbonos intermedios. Las triazinas simétricas pueden dividirse en cloro-
triazinas, metoxitriazinas o metiltiotriazinas, en funcion del grupo sustituido en la
posicion 2. Su basicidad, depende de sus sustituyentes: —Cl < —-SCH; < -OCHj3 [27].
Los otros dos carbonos, estan sustituidos con grupos amino. Las triazinas asimétricas se
denominan triazinonas.

Debido a su amplio uso, su estabilidad, su movilidad y su solubilidad en agua, es muy
importante controlarlas ya que estan muy extendidas en el medio ambiente. Son poco
toxicas para los animales superiores, pero su toxicidad no es totalmente despreciable
[28]. Algunas, como la Atrazina, se han clasificado como posible carcinégeno para los
humanos y su uso se ha prohibido en los paises europeos [25].

Se determinan principalmente por GC [29,30], aunque también se han determinado
frecuentemente por HPLC con deteccion UV ya que absorben a 220 nm - 240 nm [31].
Otras posibilidades incluyen la cromatografia con fluidos supercriticos (SFC), aunque
se han publicado pocas aplicaciones. También se ha estudiado el potencial de otras
técnicas como CZE. Recientemente se ha descrito una técnica de analisis rapido que
describe ionizacidon por nano-electrospray acoplada a electroforesis en fase gaseosa
(GPE) [5].

2.1.2.2. Grupo II: Termolabiles. Analisis por GC de sus Productos de Degradacion
Térmica

Uno de los grupos mas importantes lo constituyen los herbicidas derivados de la Urea.
Fueron desarrollados en 1970 para el control de malas hierbas en cultivos de cereales,
constituyendo uno de los grupos de herbicidas mas antiguos usados en agricultura.
Dentro de ellos estan las Fenilureas, empleadas desde los afios 50, y las Sulfonilureas,
desarrolladas mas recientemente con dosis de aplicacion muy pequeiias, debido a su alta
efectividad [32].

Para la determinacion de herbicidas de urea se han usado varias técnicas. En general, la
técnica mas utilizada para su analisis es HPLC con deteccion UV ya que todos tienen
maximos de absorcion entre 220-232 nm [33]. Pero debido a que la sensibilidad
obtenida no es adecuada y a la falta de selectividad, el LC-(ESI)-MS/MS se ha
convertido en la técnica mas adecuada [34-40].

GC también proporciona una elevada sensibilidad y selectividad con detectores
selectivos sobre todo si tienen atomos halogenados, aunque actualmente es MS el mas
usado para muestras medioambientales [5]. Sin embargo la inestabilidad térmica de sus
dos subgrupos, hace necesario preparar primero derivatizados estables (principalmente
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metilos, heptafluorobutirilos o pentafluorobencilos), o usar productos de degradacion
térmica especificos para su analisis por GC [41].

Sulfonilureas

Controlan sobre todo malas hierbas de hoja ancha en cultivos de cereales y se aplican en
post-emergencia. Se absorben por raices y hojas, y se traslocan con facilidad actuando
mediante la inhibicion de la sintesis de aminoacidos [33].

Estan basadas en la estructura general: R;-SO,-NH-CO-NH-R; [33]. No son volatiles y
se comportan como acidos débiles, por lo que existen en forma idnica en la mayoria de
los suelos agricolas y estan minimamente adsorbidos en los coloides del suelo. Se
comercializan en forma de ésteres pesados o sales que se hidrolizan.

Debido a su solubilidad en agua pueden lixiviarse. Son muy fitotoxicas y presentan
poca selectividad [28]. Las sulfonilureas se aplican a dosis bajas y son poco tdxicas para
los mamiferos [28,42].

No pueden analizarse directamente por GC debido a que sufren ruptura térmica en su
enlace aminodcido, por lo que se han descrito distintas reacciones de derivatizacion:

- Con diazometano [43,44].

- Con bromuro de pentafluorobencilo (PFBBr) y etil piperidina [45], con el
problema de la falta de especificidad para herbicidas ya que aparecen
interferencias del suelo que forman los mismos derivatizados con el PFBBr [33].

- Por hidrdlisis seguida del analisis de las correspondientes aril sulfonamidas [46].

Estas reacciones no han sido demasiado aceptadas debido a sus resultados poco
satisfactorios, por lo que se ha planteado el uso de sus productos de degradacion térmica
para su analisis por GC ya que son especificos y adecuados para cuantificar [37].

También se ha descrito el uso de otras técnicas, como ELISA [33], CZE con deteccion
UV [47], y CE para el andlisis de suelos, pero el pequeiio volumen de inyeccion usado
no proporciona limites adecuados [48,49].

Fenilureas

Las primeras metoxiureas, como el Linuron, se usaron como herbicidas en 1960. El
Metabenzotiazuron se comenzd a utilizar en 1966 y la actividad herbicida del
Clortoluron fue descrita por primera vez en 1969. Normalmente se aplican al suelo y
son absorbidas por las raices, aunque también presentan actividad foliar con la ayuda de
surfactantes. El mecanismo de accion es similar al de las triazinas aunque ademas de
inhibir la fotosintesis, también pueden desorganizar membranas celulares. Algunos
pueden emplearse como herbicidas totales, aunque en general se emplean como
herbicidas selectivos en pre y post-emergencia. Son muy fitotdxicas y presentan poca
selectividad [28]. Estan reemplazando a las triazinas ya que se degradan mas facilmente
y se usan en menores dosis [50]. A diferencia de las dimetilureas, presentan menor
persistencia en el suelo y mayor selectividad. Su amplio uso agricola, su toxicidad y su
posible efecto carcinogénico han estimulado el desarrollo de métodos para su deteccion
a bajas concentraciones en agua, suelos y material vegetal.

Son derivados neutros de la urea, un conocido fertilizante, a la que se le sustituyen tres
de sus hidrégenos por diversos radicales. Son solidos blancos, quimicamente estables,
poco volatiles y poco solubles en agua, resultando muy persistentes en el suelo al ser
adsorbidos por la arcilla y por el humus. No se hidrolizan apreciablemente en
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disoluciones acuosas neutras a temperatura ambiente pero se descomponen en medios
acido o basico y en caliente [28]. Su méaximo riesgo radica en la aplicacion de dosis
demasiado altas ya que su gran persistencia en el suelo puede perjudicar a los cultivos
siguientes. Se descomponen por la acciébn microbiana por eso la materia orgdnica
facilita su descomposicion. Son poco toxicas para los animales superiores. El
Isoproturon estd considerado por la OMS (2004) como una sustancia poco toxica para
los mamiferos pero peligroso para los sistemas acuaticos.

Se han descrito diferentes reacciones de derivatizacion para su analisis por GC:

- Formacioén de heptafluorobutirilos [51].

- Derivatizacion con Acetanhidrido [52].

- Derivatizacion con Cloruro de Dansyl para conseguir un metabolito fluorescente
y analizarlo por LC con detector de fluorescencia [53].

- Fotolisis previa con una lampara UV (254 nm) para convertirlas en sus
monoalquilaminas y posteriormente derivatizarlas con o-phtaldehido y a-
mercaptoetanol para producir isoindoles fluorescentes [54,55].

El andlisis directo de estos compuestos por GC no es aconsejable debido a su
inestabilidad térmica que produce una extensa y poco reproducible formacion de
isocianatos y aminas en los sistemas de inyeccion en splitless que trabajan a altas
temperaturas [41]. Sin embargo, un cuidadoso control de las condiciones de inyeccion,
como la temperatura del inlet, la presion y la presencia de aditivos quimicos, como el
acido acético, pueden minimizar la descomposicion térmica facilitando el andlisis de las
fenilureas por GC y, conducir a la conversion reproducible en isocianatos [56] que hace
que no sea necesaria la derivatizacion [37].

También se han descrito otras técnicas, como ELISA para Isoproturon [57], un
microelectrodo de fibra de carbono para la determinacion electroanalitica de Linuron
con resultados comparables a HPLC en suelos [58], y la deteccion UV para su
determinacion en suelos [59].

2.1.2.3. Grupo III: Polares. Analisis por GC previa Derivatizacion
Fenoxiacidos

Se les llama fitohormonas de sintesis y constituyen el grupo mas antiguo de herbicidas
sintéticos (introducidos en 1940). Se usan ampliamente para el control de malas hierbas
de hoja ancha y otra vegetacion, ya que son relativamente baratos y muy potentes a
bajas concentraciones [60]. Se aplican principalmente en post-emergencia en cultivos de
cereales, como el trigo y la cebada. Funcionan de forma similar a las fitohormonas del
tipo de las auxinas; por ello, también se denominan herbicidas reguladores del
crecimiento. Se adsorben rapidamente por el follaje y se traslocan bien, pudiendo llegar
hasta las raices.

Estos herbicidas acidos constan de varias familias de compuestos relacionados por sus
similitudes quimicas que influyen en la manera en que se extraen y analizan. Son
productos derivados de grupos funcionales acidos que incluyen el acido benzoico
(Dicamba), el acido acético (acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D, y el 4cido 4-cloro-2-
metilfenoxiacético, MCPA), y el acido propanoico (Diclorprop, Diclofop, Fenoxaprop,
y el acido 2-(4-cloro-2-metilenoxi) propanoico acid, mecoprop, MCPP), entre otros
[60].

Son estables en condiciones normales pero se hidrolizan lentamente con los acidos y las
bases en caliente y también por accion de la luz [26].
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Su determinacion en los cultivos y en los suelos es muy importante ya que tienen
efectos indeseables sobre la microflora del suelo cuando no se degradan lo
suficientemente rapido ademas de contaminar las aguas subterraneas por su alta
solubilidad [61]. Presentan un marcado efecto subletal, ya que a dosis muy inferiores a
las recomendadas afectan al crecimiento de especies sensibles. Debido a la sensibilidad
de ciertos cultivos frente a estos productos, su empleo esta restringido y regulado en
numerosos paises para evitar problemas de derivas en las proximidades.

Hidroxibenzonitrilos

Los hidroxibenzonitrilos son herbicidas conocidos y apreciados por sus caracteristicas
inigualables en términos de eficacia en la lucha contra las dicotiledoneas en los cereales.
Tienen accion foliar y de contacto, por su limitada traslocacion, e inhiben la fotosintesis.
Se emplean en trigo y cebada para el control de las malas hierbas dicotiledoneas,
combinandose frecuentemente con 2,4-D, MCPP y MCPA para completar su espectro y
mejorar el control de malas hierbas resistentes a los herbicidas hormonales.

Los principales compuestos de este grupo son el Bromoxinil y el Ioxinil, cuyas
moléculas contienen el grupo nitrilo y tienen una estructura quimica similar, excepto en
los dos atomos de bromo en el primero, sustituidos por sendos atomos de yodo en el
segundo.

Son relativamente poco tdxicos, correspondiéndose su mayor toxicidad con su
estructura de nitrilo.

Analisis

Los herbicidas acidos pueden aplicarse en forma de acidos libres, ésteres y sales [54].
Las sales son hidrolubles y poco volatiles. Los ésteres son insolubles en agua, aunque
solubles en disolventes organicos y voldtiles. Diferentes estudios han demostrado que
los herbicidas acidos formulados en forma de ésteres y sales, sufren una rapida
hidrolisis en el medio ambiente y en los tejidos vegetales en 24-48 horas, en funcion del
pH, de la presencia de tejidos vegetales y bacterias del suelo, produciendo como
resultado los 4acidos o los fenoles libres, que ademas suelen estar en su forma ionizada a
la mayoria de pH medioambientales [32,60,62,63]. Esto implica que deben evaluarse
ambas formas, el éster y el 4cido, o bien convertir todos los componentes a su forma de
acido con una hidrolisis basica antes de su derivatizacion para su posterior analisis por
GC [60,62]. Sin embargo, esta aproximacion es inadecuada para los métodos de analisis
multirresiduo ya que otros analitos serian destruidos en estas condiciones, por lo que se
propuso en este estudio, el analisis simultdneo de los ésteres y sus correspondientes
acidos.

Los compuestos acidos, normalmente se analizan por HPLC pero necesitan la formacion
de un par i6nico [64]. Debido a su naturaleza polar, presentan picos asimétricos y con
colas cuando se analizan por GC y, por tanto, es esencial enmascarar sus hidrégenos
activos por medio de reacciones de derivatizaciéon para dar lugar a productos con
suficiente volatilidad [65].

Las reacciones tipicas de derivatizacion de estos compuestos son la sililacion, la
alquilacion y la alquilacion pirolitica [66]. La sililacién se considera inadecuada para
analisis de trazas ya que la sensibilidad que se consigue con los derivatizados silil no es
muy alta [65].

Existen muchos reactivos diferentes para producir derivatizados alquilados, siendo el
diazometano, los haluros, alcoholes y alcoholes halogenados los mas usados [67]. El
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diazometano es el reactivo derivatizante mds usado para la derivatizacion de
fenoxiacidos [65]. Se usa en los métodos EPA 515.3, Extraction of Chlorinated Acids
from Water, y EPA 8185A, Chlorinated Herbicides by GC using Methylation or
Pentafluorobenzylation Derivatization. Sin embargo, requiere una preparacion de la
muestra muy laboriosa y ademdas conlleva riesgos debido a su toxicidad,
carcinogenicidad y peligro de explosion, por lo que es recomendable buscar vias
alternativas. El método EPA 8185A propone el uso de PFBBr que reacciona con los
grupos hidroxilo, amino y carboxilo, para formar derivados pentafluorobencilados,
moléculas mucho mas pesadas que se analizan por GC, pero la formacion de estos
compuestos derivatizados es complicada ya que necesita una limpieza con silica previa
a su analisis por GC [68].

La metilacion suele escogerse ya que los ésteres metilicos se preparan facilmente,
proporcionan rendimientos lo suficientemente altos y reproducibles, y tienen tiempos de
retencion en GC relativamente cortos [50,69].

Existen una serie de reactivos de alquilacion piroliticos (sales e hidroxidos de
trimetilfenilamonio, tetrametilamonio, hidroxido de trimetilanilina e hidroxido de
trimetilsulfonio, TMSH) que proporcionan metilaciones adecuadas por pirdlisis de las
sales previamente formadas a partir de nucleofilos, acidos carboxilicos y fenoles. El
reactivo de este tipo mas usado es el TMSH ((CH3);SOH) [70]. Fue introducido en 1979
como un agente suave de metilacion para moléculas organicas acidas ya que dona
grupos metilo [71]. Disuelto en metanol genera un pH fuertemente alcalino, siendo
estable varios meses si se almacena por debajo de 10°C [70]. Puede usarse de dos
maneras, para metilar acidos libres por pirdlisis de la sal previamente formada en el
sistema de inyeccion caliente del GC, o para catalizar la trans-esterificacion de otros
ésteres a ésteres metilicos [71].

Su uso proporciona ventajas adicionales frente a los otros procedimientos de metilacion.
Una ventaja importante es su facilidad para preparar los derivatizados sin necesidad de
extracciones, limpiezas o tratamientos adicionales. No es necesario eliminar el exceso
de reactivo, como en otros procedimientos, porque los productos formados son dimetil
sulfuro, con un punto de ebullicion de 37°C y metanol, que eluyen con el pico del
disolvente y no interfieren en la separacion cromatografica de los analitos. Ademas, su
uso frente a otros reactivos de alquilacion piroliticos es ventajoso, ya que sus sales se
descomponen a temperaturas menores, aproximadamente 200°C [72]. En conclusion,
esta reaccion de derivatizacion es muy elegante y adecuada, ya que Ginicamente necesita
afiadir el reactivo a la muestra y la reaccion se produce rapidamente en el inyector
[71,73]. Debido a esto, fue la reaccion escogida para su optimizaciéon con vistas a
derivatizar los herbicidas 4acidos estudiados y posibilitar asi su analisis por GC.

2.1.3. METODOS DE OPTIMIZACION

La optimizacion de un método analitico puede llevarse a cabo de modos diferentes, bien
de forma tradicional mediante el método de ensayo y error, o bien mediante disefios
sistematicos.

El modo tradicional univariante es quizas el que surge de forma mas intuitiva. Consiste
en variar un factor cada vez. A partir de unas condiciones iniciales, se realizan
experimentos en los cuales todos los factores se mantienen constantes excepto el que se
estd estudiando. De este modo, la variacion de la respuesta se puede atribuir a la
variacion del factor, y, por tanto, revela el efecto de ese factor. Esta estrategia
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experimental presenta inconvenientes importantes cuando existen interacciones entre
factores y ademads no proporciona la posicion del 6ptimo.

La metodologia multivariante utiliza la aplicacion de disefios experimentales. El disefio
estadistico de experimentos proporciona el marco matematico para cambiar todos los
factores simultdneamente, y obtener la informacion buscada con un nimero reducido de
experimentos, es decir, con la méaxima eficiencia, ademds de garantizar la maxima
fiabilidad en las conclusiones que se obtienen [74]. Esto hace posible resolver
circunstancias que no son explicadas adecuadamente por los métodos tradicionales,
como aquellas en las que la respuesta analitica es una funcion multimodal, o cuando los
efectos de las variables no son aditivos, sino que hay interaccion entre ellos.

Por tanto, el disefio estadistico de experimentos implica:

1. Comprender el problema y definir claramente el objetivo.

2. Identificar aquellos factores que pueden influir en el resultado de un
experimento y el dominio experimental de interés.

3. Elegir el conjunto de experimentos a realizar, de modo que se minimicen los
efectos de los factores no controlados.

4. Utilizar el andlisis estadistico para estudiar los efectos de los diferentes factores
implicados.

En los ultimos afios, ha surgido un método sistematico llamado disefio factorial que se
ha usado de manera muy eficiente, especialmente cuando el ntimero de variables a
ensayar es muy grande y sus interacciones son muy importantes. Un inconveniente de
estos disenos es el gran nimero de experiencias que necesitan cuando se ensayan varias
variables. Sin embargo, el numero de experimentos puede reducirse considerablemente
con el uso de disefios factoriales fraccionados, como los disefios ortogonales. Se trata de
estrategias de ahorro de tiempo y esfuerzo que implican el uso de un experimento
disefiado estratégicamente de tal forma que introduce cambios deliberadamente para
poder identificar los factores que afectan al procedimiento y estimar los valores que
producen la respuesta Optima. El conocimiento previo de las variables, la experiencia y
la intuicidon son muy utiles a la hora de definir los factores y los niveles a experimentar,
ya que los disefios ortogonales solo cubren una region definida [75].

Los disefios de Taguchi son una variante que utiliza disefios ortogonales ademas de
introducir el concepto de sefial-ruido para evaluar la variacion de la respuesta alrededor
del valor medio debido al ruido experimental, lo que hace robusto al método contra los
factores incontrolados [76].

2.1.4. EFECTO MATRIZ

La respuesta de algunos sistemas a determinados analitos puede estar afectada por la
presencia de co-extractos de la matriz. Se observan incrementos o disminuciones en la
respuesta del detector comparada con la obtenida por la simple dilucion del analito en
disolvente [77]. Los resultados analiticos en la cuantificacion de trazas pueden
sobrestimarse o minusvalorarse seriamente si este efecto matriz no es adecuadamente
compensado [3].

Las estrategias utilizadas para disminuir o compensar el Efecto Matriz son:

1. La eliminacion de los componentes de la matriz a través de limpiezas exhaustivas de
los extractos, no suele ser util en la practica cuando se desarrollan métodos
multirresiduo ya que se determinan herbicidas con un amplio rango de polaridades
en matrices muy complejas y no es posible encontrar un método de limpieza
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universal. Ademas, en algunos casos, el aumento en la respuesta producido por la
matriz proporciona picos cromatograficos de mayor calidad [78].

2. El uso de fungibles desactivados en el sistema de inyeccion ya que sus sitios activos
producen la mayor fuente de efectos matriz. Algunos herbicidas pueden
interaccionar fuertemente con estos sitios activos en funcion de sus grupos
funcionales, sobre todo grupos hidroxilo, amino, fosfato y otros relativamente
polares, y, por tanto, disminuir su transferencia hacia la columna y dificultar su
deteccion al producir un ensanchamiento de los picos [8]. Todas las piezas estan
desactivadas al principio pero con el uso se van activando y adsorben los analitos,
sobre todo aquellos que forman puentes de hidrogeno.

3. El uso de métodos de inyeccioén que eliminen los efectos de los sitios activos [79].
Entre las distintas técnicas de inyeccidon que existen, la inyeccion en splitless, comin
en el analisis de trazas, produce algunas pérdidas de analitos y se encuentra afectada
por el efecto matriz. El efecto matriz puede disminuirse significativamente mediante
el uso del pulsed splitless, que utiliza un pulso de presion del gas portador durante la
inyeccion, pero a concentraciones bajas de analitos, el efecto matriz puede seguir
siendo muy importante [3].

4. El uso de calibrados preparados con extractos blancos de matriz (matrix-matched
calibration) [80]. Estos extractos blancos de matriz se preparan de la misma manera
que las muestras a analizar. Se fundamenta en que durante el analisis de muestras
reales, la degradacion y/o adsorcion de los analitos se reduce en cierta medida
debido al enmascaramiento de los sitios activos del inlet por los componentes de la
matriz co-extraidos. De la misma manera, la respuesta de los analitos se incrementa
en presencia de estos componentes si se compara con patrones preparados en
disolvente puro. La calibracién con blancos de matriz es preferida actualmente para
minimizar la influencia de la matriz en la cuantificacion [54,81].

5. El método de adiciones patron se utiliza cuando no es posible obtener blancos de
matriz. Mejora la cuantificacion de los compuestos en la matriz pero requiere un
esfuerzo extra ya que se necesita construir una recta de adiciones estandar para cada
muestra a analizar, y puede ser inexacto ya que el efecto matriz depende de la
concentracion [78].

6. El uso de funciones de correccidon caracteristicas para cada analito y matriz
calculados a partir de los resultados de la calibracion en disolvente y en matriz. Los
factores de correccion pretenden corregir las variaciones producidas por la matriz
para eliminar la necesidad de usar calibrados con extractos blancos en el analisis
rutinario [82]. Sin embargo, el uso de estos factores matematicos ha demostrado no
ser aceptable ya que el efecto es muy variable y muy dependiente de la estabilidad
del equipo de andlisis, ademas de aumentar la incertidumbre [78].

7. La adicion de protectores de analitos es una alternativa a la preparacion de
calibrados en matriz para evitar la pérdida de analitos por adhesion a los sitios
activos de la inyeccion. Son compuestos que afiadidos al extracto antes de analizar,
se unen a los sitios activos que retienen los herbicidas en la inyeccidon permitiendo
asi que estos pasen en mayor medida a la columna cromatografica. Se supone que
simulan el efecto de los co-extractos de la matriz por simple adicion al calibrado en
disolvente y sin necesidad de preparar calibrados en matriz [78].

De entre todas estas propuestas la mas utilizada es el uso de calibrados en matriz y su
uso es recomendado para extractos a los que no se ha aplicado una limpieza [54]. Se
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utilizan para compensar el aumento en la respuesta observada para algunos herbicidas y
evitar asi una mala cuantificacion [81,83]. En todo caso, no hay que olvidar que, aunque
compensa el efecto de la matriz, no soluciona el problema de la cuantificacion de
herbicidas en extractos con muchos interferentes obtenidos a partir de una incorrecta
metodologia de limpieza, ya que el problema que lo produce sigue presente.

Diferentes muestras, tipos de extractos y concentraciones de matriz pueden mostrar
efectos matriz de diferente magnitud. Debido a esto, la intensidad del efecto varia de
una matriz a otra y también en funcién de la concentracioén de la misma [78], por lo que
es necesario evaluar el efecto matriz con cada nueva muestra, lo que supone un esfuerzo
muy grande. Si un pequefio error en la calibracion es aceptable, se puede usar una
matriz representativa como calibrado para un amplio rango de muestras diferentes. Por
ejemplo, ENAC (Entidad Nacional de Acreditacion) considera que para incluir en el
alcance de acreditacion como tipo de ensayo “Analisis de residuos de plaguicidas por
una técnica determinada en productos alimenticios” el laboratorio debe haber validado
el método de ensayo con al menos 3 matrices representativas significativamente
diferentes [84]. Con estos estudios se puede desarrollar una base de datos con los
herbicidas afectados o no por la matriz y usarla como referencia para futuros analisis
[81].

Las dos agencias mas importantes de los Estados Unidos, la EPA y la FDA (Food and
Drug Administration) no permiten el uso de los calibrados preparados en extractos
blancos de matriz para la cuantificaciéon de residuos de plaguicidas en muestras de
alimentos, ya que sostienen que pueden ser manipuladas para obtener los resultados
deseados. Si acepta, sin embargo, el uso de protectores de analitos, como la
gulonolactona o el acido acético. Sin embargo, el Documento N° SANCO/10232/2006
de la Comisién Europea [77], apuesta por el uso de este método de cuantificacion ya
que estd demostrado que las recuperaciones son excesivamente altas cuando se usan
calibrados preparados en disolvente para cuantificar muestras reales [78,81].

2.1.5. OBJETIVOS

e Evaluar diferentes técnicas, HPLC-DAD, GC-AED y GC-MS, para estudiar cual es
la mas adecuada a las necesidades de las muestras que se van a analizar, y
compararlas con PTV-GC-TOF/MS y LC-(ESI)-MS/MS, técnicas usadas durante
una estancia en el Departamento de Plaguicidas y Contaminantes de RIKILT,
Instituto de Seguridad Alimentaria, en Wageningen (Holanda).

e Optimizar los pardmetros cromatograficos para desarrollar un método multirresiduo
que permita el andlisis del mayor numero posible de herbicidas a la vez y con la
mejor sensibilidad para alcanzar los limites menores posibles. Se seleccionan los
herbicidas de estudio entre una amplia variedad de familias aplicadas en el cultivo
de cebada ya que no se conoce el historial de tratamientos de las muestras
procedentes del Programa de las Estepas Cerealistas, entre otras.

e Optimizar la reacciéon de derivatizacion de los herbicidas acidos con TMSH
mediante un disefio ortogonal.

e Estudiar el efecto matriz sobre calibrados preparados en extractos blancos de matriz
mediante diferentes pruebas estadisticas.
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2.2.- MATERIAL Y METODOS
2.2.1. REACTIVOS

Los disolventes orgéanicos empleados para el analisis fueron de calidad cromatografica y
suministrados por Labscan (Dublin, Irlanda), al igual que el acido acético glacial y el
acido fosforico. El acido férmico (pureza > 98%) fue suministrado por Fluka (Buchs,
Suiza).

El TMSH puro en metanol 0,25M, se adquiri6 en Fluka y se almacend a 4°C y en
oscuridad.

Los gases empleados fueron suministrados por Carburos Metdlicos (Barcelona). Se
utilizd6 Helio (C-50, 99,999% de pureza), Hidrogeno (C-50), Oxigeno (C-48) y
Nitrégeno (Dewar).

2.2.2. ANALITOS

Todos los patrones de los herbicidas fueron de calidad certificada con una pureza mayor
de 97% y suministrados por Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). Las disoluciones
concentradas madre (1000 mg/l) se prepararon en acetona y se almacenaron a -20°C y
en oscuridad. Antes de utilizarlas se dejaba que se atemperasen 1 hora. Se prepard una
disolucion de trabajo conjunta por diluciéon en acetona a partir de las disoluciones
madre, de tal forma que contuviese 10 mg/l de cada herbicida. Los patrones utilizados
en las experiencias se prepararon por dilucion a partir de la disolucién de trabajo en
acetona y acetona acidificada con 1% de acido.

La disolucion del patron interno (Alacloro, herbicida utilizado para girasol y maiz, pero
no para cereales) se prepar6d en acetona para conseguir una disolucion madre de 1000
mg/l y se diluy6 en acetona acidificada con 1% de acido acético hasta una concentracion
de 1 mg/l, de la cual se anadia un volumen muy pequefio (20 pl) al vial antes del
analisis con el objetivo de controlar la cantidad de analito que pasaba a la columna.

Se tuvo la precaucion de usar viales topacio ya que algunos herbicidas se degradaban
por accién de la luz [21].

2.2.3. MATERIAL DE LABORATORIO

- Matraces aforados de vidrio (clase A) de varios volumenes.

- Balanza de resolucion 0,0001 g de Methler (Barcelona).

- Evaporador y tubos de vidrio especiales de la marca Turbo vap, suministrados
por Zymark (Hopkinton, MA).

- Pipetas Automadticas graduables de 0,1 ml a 1 ml y de 20 pl a 200 ul de
Finpipette (Thermo Fischer, Barcelona)

- Jeringas de plastico de 2 ml suministrados por Scharlab (Barcelona).

- Filtros de jeringa de 0,45 um suministrados por Scharlab.

- Viales de vidrio topacio de 2 ml, cépsulas y encapsulador suministrados por
Agilent Technologies (Waldbronn, Alemania).

- Estufa Heracus (Madrid).

- Camara de incubacion Memmert (Schwabach, Alemania).
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2.2.4. EQUIPOS
2.2.4.1. HPLC-DAD

El cromatografo de liquidos empleado fue el de la Series 1050 formado por una bomba
cuaternaria, un muestreador automdtico y un detector de radiaciones ultravioletas
emitidas por una ldmpara de deuterio DAD del tipo Series 1100, todos de Hewlett
Packard (Avondale, PA) (Figura 2.5). El equipo se controlaba con el software HDChem
de Agilent Technologies que permitia la adquisicién, almacenamiento y posterior
tratamiento de los cromatogramas.

E| 4

S

-

-

Figura 2.5. Equipo de HPLC-DAD empleado.

Con el objetivo de escoger las condiciones cromatograficas, se analizé una disolucion
de los herbicidas de 1 mg/I.

En las experiencias se utiliz6 la columna Novapak C18 de Waters (Manchester, UK), de
dimensiones 150 x 3,9 mm y un tamafio de relleno de 5 pm, sin termostatizar. Debido a
la polaridad de los analitos, ésta fue la fase estacionaria mas apropiada.

Se utilizo un volumen de inyeccion de 25 pl y un flujo constante de la fase movil de 1
ml/min formado por una combinacién binaria de agua y acetonitrilo. La seleccion de la
fase movil y su optimizacion se realizé experimentalmente para el ajuste de los tiempos
de retencion y de la calidad de los picos cromatograficos. Se modificaron las
proporciones de acetonitrilo y agua para separar todos los herbicidas objeto de estudio.
Como los picos obtenidos no eran lo suficientemente estrechos, se utilizaron diferentes
proporciones de un modificador, acido orto-fosforico concentrado. Los disolventes que
formaban la fase modvil se agitaban por ultrasonidos previamente a su uso para la
eliminacion de burbujas.

Para seleccionar las longitudes de onda de maxima absorcion, se estudiaron los
espectros individuales UV de absorcion molecular que proporcionaba el DAD (Figura
2.11).

2.2.4.2. GC-AED

El cromatégrafo de gases empleado fue suministrado por Agilent Technologies, modelo
5890 Series II, equipado con un inyector automatico modelo 7673 y un detector de
emision atdmica modelo 5921A, ambos también de Agilent Technologies (Figura 2.6).
El equipo era controlado por el software ChemStation suministrado igualmente por
Agilent Technologies.

Con el objetivo de escoger las condiciones cromatograficas, se analiz6 una disolucion
de los herbicidas de 1 mg/I.
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Figura 2.6. Equipo de GC-AED empleado.

La columna empleada fue la DB-17 (50% de fenil-metil silicona) de dimensiones 30 m
x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espesor de columna, suministrada por J &
W Scientific (Agilent Technologies). Se utilizé helio como gas portador, con rampa de
presiones y make-up de 80 cm/s. Se inyectaba en modo splitless durante 60 seg un
volumen de 2 pl manteniendo la temperatura del inyector a 250°C.

La temperatura del detector fue de 250°C. Las lineas de emision caracteristicas de los
atomos detectadas fueron: Cio3, Cao6, Sis1, Cla7o y Ni74 nm.

2.2.4.3. GC-MS

Se utilizé el cromatdgrafo 6890N de Agilent Technologies equipado con un inyector
7683 Series Split/Splitless y acoplado a un MS de cuadrupolo 5973, ambos también de
Agilent Technologies (Figura 2.7). El sistema de adquisicion de datos era el programa
Chemstation de la misma casa comercial.

Figura 2.7. Equipo de GC-MS empleado.

El gas portador elegido fue helio a flujo constante de 1 ml/min. Se utiliz6 como fase
estacionaria la misma que para el GC-AED. Se inyectd 1 ul de muestra en modo pulsed
splitless, ya que reducia el volumen de expansion y, por tanto, el tiempo de residencia
de los analitos en el sistema de inyeccion.

La energia de ionizacion del impacto electronico era de 70 eV. La temperatura del
inyector se mantuvo a 250°C y la linea de transferencia a 280°C.
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Con el objetivo de escoger las condiciones cromatograficas y de estudiar los espectros
de masas, se inyectaron disoluciones individuales de los herbicidas de 1 mg/l en modo
SCAN. En funcidn de los resultados obtenidos, se dividieron los compuestos a analizar
en los tres grupos a los que ya se ha hecho referencia en el punto 2.1.2 (Tabla 2.1).

Debido a que no se encontrd una técnica de derivatizacion adecuada para los herbicidas
de urea, se optimizaron los métodos de analisis e inyeccidon para la formacion
cuantitativa de sus productos de degradacion térmica. Se probaron condiciones
especiales de temperatura y presion en el inyector, asi como, la adiciéon de 1% de acido
acético, para desplazar el equilibrio hacia la formacion de los isocianatos, es decir, de
los productos de degradacion.

2.2.4.4. PTV-GC-TOF/MS

Parte de este trabajo se realizé durante una estancia en el Departamento de Plaguicidas y
Contaminantes de RIKILT, Instituto de Seguridad Alimentaria, en Wageningen
(Holanda), donde se tuvo la posibilidad de analizar todos los herbicidas aplicables a
cebada, por las técnicas PTV-GC-TOF/MS y LC-(ESI)-MS/MS.

Las disoluciones patrén de herbicidas se prepararon en acetonitrilo.

El cromatografo de gases empleado fue suministrado por Agilent Technologies, modelo
6890N, equipado con un inyector PTV Optic 3 suministrado por ATAS GL
Internacional (Veldhoven, The Netherlands) y un detector de tiempo de vuelo modelo
Pegasus III de la marca LECO (St. Joseph, MI; USA), que operaba en modo SCAN
(Figura 2.8). El equipo era controlado por los programas ATAS Evolution Workstation,
LECO ChromaTOF'y Cycle Composer PALI.

Figura 2.8. Equipo de PTV-GC-TOF/MS empleado.

La columna analitica usada como fase estacionaria era la RTX-CL para plaguicidas, de

dimensiones 30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espesor de columna, de
la marca Restek (Bellefonte, PA).

El gas portador era helio a flujo constante de 1,3 ml/min. Con el objetivo de escoger las
condiciones cromatograficas y de estudiar los espectros de masas, se inyectd una
disolucion de los herbicidas de 1 mg/l.
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El inyector PTV se us6 en modo solvent vent, que permitia la introduccioén de grandes
volumenes de muestra. La muestra era inyectada a temperaturas por debajo del punto de
ebullicion del disolvente y la temperatura del inlet se mantenia baja mientras se
eliminaba la mayoria de disolvente por la salida del split. Posteriormente, el inlet se
calentaba rapidamente y los analitos se transferian a la cabeza de la columna. Se
inyectaron 25 pl y 50 ul de acetonitrilo puro a 40°C con un flujo de split de 50 ml/min
para conocer el tiempo que necesitaba la mayor parte del vapor de disolvente para salir
del inlet, antes de aumentar la temperatura del inyector hasta 300°C a 5°C/min, para
introducir los analitos en la columna. La presion del inlet utilizada era de 30 kPa.

Se uso un /iner empaquetado de vidrio (sintered glass liner) de diametro interno de 1,5
mm, para retener los analitos hasta su desorcion a la columna. Se realizaron pruebas
para conocer la retencion de los analitos en este tipo de /iner. Se inyectaron 2 ul de tres
mezclas que contenian todos los patrones de diferentes concentraciones (50-150-250
png/l) en modo splitless y se compararon con inyecciones de 25 ul y 50 pl en modo
PTV. Las concentraciones en estos dos volumenes se ajustaron para introducir la misma
cantidad de analitos en la columna.

2.2.4.5. LC-(ESI)-MS/MS

Un detector de triple cuadrupolo modelo Quattromicro 02, suministrado por Micromass
(Manchester, UK) se conectd a través de una interfase de electrospray (ESI), a un
cromatografo de liquidos HPLC 1100 Series, suministrado por Agilent Technologies y
equipado con una bomba cuaternaria (Figura 2.9). El equipo era controlado por el
programa MassLynx.

Figura 2.9. Equipo de LC-(ESI)-MS/MS empleado.

Para la separacion cromatografica se utilizdo una precolumna Xterra MS Cig de 5 um,
(10 mm x 2,1 mm), y una columna analitica Symmetry Cig 5 um, (150 mm x 3 mm),
ambas de la marca Waters.

Se optimizo6 el gradiente de la fase mévil formado por metanol y agua, conteniendo
ambos acido foérmico.

Para operar en MS/MS, se utilizaba Argon de 99,995% de pureza, como gas de colision
con una presién de 3,35 x 10™ mbar en la celda de colision. Los voltajes de los capilares
que se usaron fueron de 23 kV y 3 kV, en modo de ionizacién negativo y positivo,
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respectivamente. La temperatura de la interfase fue de 350°C y la de la fuente de 120°C.
Se escogieron tiempos de escaneo de 1 s/scan.

Los valores de los iones de los espectros de masas que se usaron para la deteccion de los
compuestos fueron el resultado de la optimizacion llevada a cabo por infusiones de
diluciones individuales de patrones de los herbicidas en metanol con una concentracion
de 10 mg/l. Se inyectaron en el equipo por medio de un sistema de inyeccion en flujo
(FIA), conectado directamente al detector de MS/MS.

2.2.5. OPTIMIZACION DE LA DERIVATIZACION DEL GRUPO III

Todos los experimentos se llevaron a cabo Unicamente con patrones diluidos en el
disolvente adecuado a una concentracion de 0,25 mg/l, para evitar introducir
interferencias desde la matriz. Previamente se estudio la cantidad necesaria de TMSH
encontrandose que 100 pl de una disoluciéon de TMSH de 0,25 M en metanol afiadidos a
500 pl de la disolucidn patrén, eran suficientes para asegurar la completa derivatizacion
de los analitos en la mezcla.

Se us6 una columna del mismo tipo, DB-17, pero diferente para los analitos
derivatizados. EIl TMSH se descomponia térmicamente debido a las altas temperaturas
del inyector, y, por tanto, no pasaba a la columna, pero altn asi siempre era
recomendable el uso de una columna diferente a la de los analitos sin derivatizar [72].

La optimizacion de la derivatizacion se llevd a cabo con un disefio ortogonal, en lugar
de un disefio de parametros de Taguchi, ya que no se usaron niveles de ruido. La
introduccion de niveles de ruido en una reaccion de derivatizacion siempre es dificil
porque depende en cada caso de las interferencias de la matriz presentes, que pueden
derivatizarse y producir el mismo tipo de productos derivatizados que los analitos.
Ademas, el TMSH producia cromatogramas limpios porque su exceso era totalmente
descompuesto en el inyector [72], y se usaba el modo de andlisis SIM, muy selectivo y
poco afectado por las interferencias.

Tabla 2.2. Caracteristicas de los analitos que necesitan derivatizacion para el analisis por GC.

N° Herbicida Formula ;fji pKa  Herbicida + TMSH Formula ;is)i
1 2,4-D C3H(Cl,0; 221,0 2,87 2,4-D metil CoHgCl,04 235,0
2 Bromoxinil C;H;Br,NO 276,9 3,86 Bromoxinil metil CgH;sBr,NO 290,9
3 Bromoxinil oct. CisHsBr,NO, 403,0 Bromoxinil octanoato  C;sH;Br,NO,  403,0
4 Dicamba C3HsCl1,0; 221,0 1,87 Dicamba metil CoHgCl,04 235,0
5 Diclorprop p CyH;Cl1,0; 235,1 3,67 Diclorprop p metil CioH;0CL03 249,1
6 Diclofo C15H12C1204 327,2 3,60 . .

7 Diclofop meti CicH1ChO, 3412 Diclofop metil CieHiCLO, — 341,2
8 Fenoxaprop p C16H,CINOs 3337 4,60 Fenoxaprop p metil C7H4CINOs 3477
9 Fenoxaprop p etil C;sHcCINOs 361,8 Fenoxaprop p etil C;sHicCINOs  361,8

10 Flamprop CigH;3CIFNO;  321,7 3,70 Flamprop metil C,7sHsCIFNO;  335,7
11 Flamprop isop. CoHoCIFNO; 363,8 Flamprop isopropil CoHoCIFNO; 363,8
12 Toxinil C;H;ILNO 370,9 4,10 Ioxinil metil CsHsILNO 384,9
13 Toxinil octanoato C;sH;ILNO,  497,1 Ioxinil octanoato C,sH71,NO, 497,1
14 MCPA CoHyClO4 200,6 3,73 MCPA metil CoH;,ClO4 214,6
15 MCPA tioetil CllHnClOzS 244,7 MCPA tioetil C1 1H13CIOQS 244,7
16 MCPP C0H,;,Cl0; 214,6 3,11 MCPP metil Cy1H5ClO4 228,6
17 MCPP isooctilico C|8H27C103 326,5 MCPP isooctilico C18H27C103 326,5

Los herbicidas acidos se divideron en

dos grupos, por una parte los que se usaban
unicamente en su forma acida, y por otra, los que se usaban también esterificados (Tabla
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2.2). Estos ésteres se denominaron ‘“originales” para diferenciarlos de los ésteres
metilicos que se producian después de la esterificacion (con la excepcion del Diclofop
metil, que tenia el mismo éster derivatizado y original), teniendo en cuenta que los
¢ésteres originales se trans-esterificaban también a metilicos. Debido a esta doble
formacion de los ésteres metilicos, se desarrolld el mismo disefio ortogonal por
separado para los herbicidas acidos (denominado como “Matriz Acida”) y para los
¢ésteres originales (denominado como “Matriz Esterificada™), para saber a partir de que
forma, 4cida o esterificada, provenian los ésteres metilicos formados, y la manera en
que las variables seleccionadas afectaban a las reacciones de esterificacion y trans-
esterificacion.

La acetona, el acetonitrilo y el acetato de etilo, algunas veces a pH &cido, son los
disolventes mas utilizados para la extraccion de un gran nimero de residuos de
herbicidas que pertenecen a diferentes familias [85-87]. Los herbicidas acidos se extraen
en numerosas ocasiones a pH acidos que suprimen su ionizacidon haciéndoles mas aptos
para extraerse con disolventes organicos [60,63,69,85,88]. El estudio del efecto del pH
en las reacciones de derivatizacion es muy importante porque afecta mucho al proceso
[65]. Debido a esto, se seleccionaron como factores, la acetona, el acetonitrilo y el
acetato de etilo, en condiciones mediana y fuertemente acidas (con 1% de acido acético
y fosforico, respectivamente) (Tabla 2.3).

La derivatizacion con el TMSH como reactivo derivatizante se ha realizado en algunos
casos mediante inyeccion directa de los analitos y los reactivos derivatizantes en el
sistema de inyeccidon caliente, donde se produce directamente la derivatizacion por
desprotonacién y descomposicion térmica de las sales resultantes de los acidos [4,6].
Sin embargo, otros autores recomiendan una incubacion previa a su inyeccion [73]. Para
evaluar la utilidad de este calentamiento previo, las disoluciones patron fueron
incubadas durante 5-30-45 minutos a tres temperaturas diferentes: 20°C, mantenida en
una camara de incubacion para simular la ausencia de precalentamiento, 40°C
(temperatura maxima de calentamiento recomendada en la etiqueta del producto), y
70°C, ambas conseguidas en una estufa.

Tabla 2.3. Factores y Niveles experimentados, ajustados a un disefio ortogonal L9(34).

Notacion Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

A Disolvente Acetona (Ac) Aceta(ltAoc(liEe) etilo Acetonitrilo (AcN)

B Tiempo incubacion (min) 5 30 45

C T? incubacion (°C) 20 40 70

D H ) 1% Acido acético 1% Acido fosforico
P (HAc) (H;PO;)

Tabla 2.4. Matriz del disefio ortogonal Lo(3%).

Factores v Hiveles

Prueha A E (& o
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
4 2 2 3 1
] 2 3 1 2
T 3 1 3 2
8 3 2 1 3
g 3 3 2 1

W
9]



Capitulo 2

Por tanto, se seleccionaron las siguientes variables: temperatura y tiempo de incubacion,
disolvente y efecto del pH. Se escogieron tres niveles para cada factor, en vez de dos,
para detectar cualquier relacion no lineal entre los factores y las respuestas encontradas
(Tabla 2.3).

Se ajustaron los cuatro factores a tres niveles, a un disefio ortogonal Lo(3%), que
producia la méaxima informacién con el menor nimero de experiencias. Las nueve
experiencias diferentes que resultan del disefio se duplicaron para calcular el error
residual y se llevaron a cabo aleatoriamente para no introducir errores sistematicos. La
Tabla 2.4 muestra los niveles de los factores escogidos para el experimento y la
combinacion de valores que se experimentaron.

2.2.6. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

El estudio de la existencia de efecto matriz es necesario realizarlo durante la validacion
del método [77]. La presencia o ausencia de los efectos matriz debe demostrarse
mediante la comparacion de la respuesta obtenida con el analito en disolvente y la
respuesta proporcionada por la misma cantidad de analito en presencia de la matriz.

Se desarroll6 el estudio, por tanto, con un suelo blanco (libre de herbicidas) y diferentes
disolventes con el objeto de estudiar cual de ellos extraia mas interferencias del suelo y,
por tanto, producia un mayor efecto matriz. La extraccion de 15 g de suelo se llevo a
cabo durante 1 h de agitacion orbital con 80 ml de los disolventes mas usados en los
métodos multirresiduo para determinar plaguicidas, es decir, acetona, acetonitrilo y
acetato de etilo. Ademas se incluy6 una mezcla de acetona-hexano (1:1), propuesta para
un multirresiduo de herbicidas en suelo en el Método EPA 8085. Posteriormente se
centrifugaba la muestra a 2500 rpm durante 5 min y el sobrenadante se llevaba a
sequedad reconstituyéndose con 1 ml de acetona acidificada con 1% de acido acético.

Los niveles escogidos para ambos calibrados fueron: (0,05 -0,2-04-0,6 -0,8 -1 —
2 mg/l) y se obtuvieron por dilucion a partir de una disolucion mezcla de patrones de
herbicidas en acetona. Los calibrados en matriz se prepararon afiadiendo 600 ul de
extracto blanco de suelo preparado segun el procedimiento detallado anteriormente en el
diagrama de flujo (cantidad de matriz en cada vial: 5,63 g de suelo). Se afiadi6 el mismo
patron interno a todos los niveles de ambos calibrados, de tal forma que su
concentracion final en los viales fue de 0,5 mg/l. Se anadi6 la cantidad adecuada de
patron de la disolucién mezcla y se completd hasta un volumen final de 1 ml con
acetona acidificada con 1% de 4cido acético.

Antes de empezar, se comprobaba la linealidad de los calibrados y, posteriormente, se
estudiaba estadisticamente el efecto matriz a través de tres tipos de pruebas:

1. Test t de igualdad de las pendientes.
2. Estudio del solapamiento de los intervalos de confianza de las pendientes.
3. Estudio del ajuste de ambos calibrados a una linea.

2.2.6.1. Test t de igualdad de las pendientes

La prueba t de Student es una prueba de significacion de errores sistematicos para la
comprobacion de hipotesis cuando el tamafio de la muestra es pequefio. Compara dos
rectas de regresion para estudiar si no presentan diferencias significativas, es decir,
determina si es probable que las dos muestras procedan de distribuciones con medias de
poblacion iguales. Para ello se proponen dos hipotesis:
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Hy = Hipotesis nula: no hay diferencias significativas entre las pendientes: b; = b,
H, = Hipdtesis alternativa: hay diferencias significativas entre las pendientes: b; # by,
que se adoptara en el supuesto de que se rechace la hipotesis nula.

Estas se comprueban por comparacién de un valor de ¢ tabulado con un valor de ¢
calculado. La falta de diferencias significativas entre ambas pendientes indica que no
existe un efecto matriz detectable [89].

Los valores de t se determinan de manera diferente si los dos conjuntos de datos
proceden de distribuciones con iguales o diferentes varianzas:

Test de F de Snedecor: La prueba de F es una prueba de significacion paramétrica de
errores aleatorios que compara precisiones. Se comprueba la igualdad o diferencia de
las varianzas a través de la comparacion de un valor de F calculado con un valor de F
tabulado. Un valor de F' calculado cercano a 1 proporciona pruebas de que las varianzas
de poblacion subyacentes no son estadisticamente diferentes.

1 F calculado: es el cociente de las varianzas de las pendientes para los dos calibrados
(considerando como varianza la desviacion de la pendiente para cada calibrado).
Siempre tiene que tener un valor mayor que uno por lo que la varianza mayor se
coloca en el numerador.

F=Sb>/Sb,> si Sb; > Sb,

2 F tabulado: se busca en tablas o se calcula con la funcién de Microsoft Excel:
DISTR.F.INV(0,05;gl;;gl,). 0,05 representa la probabilidad del 95% para una
distribucion F de dos colas y gl; = (n;-2) son los grados de libertad del calibrado
colocado en el numerador (con la mayor desviacion de la pendiente) y gl, = (n>-2)
los grados de libertad del calibrado con menor varianza.

- Si Fcal < Ftab: hay que realizar el Test de t para dos muestras suponiendo que
los dos conjuntos de datos proceden de distribuciones con las mismas varianzas.
Se conoce con el nombre de prueba t homocedastica. Célculo de los valores de
t:

t calculado: h—b h—b

= =
$ ! S— ! ~ sz(Sl?j +52[Séj
ZIX{— )2 ZIXE'— )z Sy/xl Sy/xz

(n,-2)S
(n,+n, —4)

2 12 +(n, _2)Sy/x22

y/x
S =

donde b es la pendiente, Sb es la desviacion de la pendiente, y S, es la
desviacion del ajuste.

t tabulado (también llamado critico): se busca en tablas o se calcula con la
funciéon de Microsoft Excel: DISTR.T.INV(0,05;gl,+gl,); gli+gl, = (n;3ny-4).
Devuelve el valor de la t de Student tabulado para una probabilidad dada. En
este caso: 0,05 que representa la probabilidad del 95%, y g/; y g/> son los grados
de libertad de ambos calibrados.
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Si Fcal > Ftab: hay que realizar el Test de t para dos muestras suponiendo que
los dos conjuntos de datos proceden de distribuciones con varianzas desiguales.
Se conoce con el nombre de prueba t heterocedastica. Calculo de los valores
de t:

t calculado: b, —b,

y/xl

Z:(xi1 —;)2 Z:(xi2 —;)2
b, —-b,

\Sh,> +Sb,’

t critico: en este caso no esta tabulado, hay que calcularlo

S S
+

tISblz + t2Sb22
Sh’ +Sb,’

tcrit=

donde ¢; y ¢, estan tabulados y se buscan en tablas o se calculan como: t; =
DISTR.T.INV(0,05;gly) ; gl; = n;-2 ; y t,= DISTR.T.INV(0,05;gl») ; gl> = ny-2.

Test t de igualdad de las pendientes:

1.

Si t cal <t tab. o critica: se acepta la hipotesis nula: las pendientes no presentan
diferencias significativas. No hay efecto matriz.

Si t cal > t tab. o critica: se rechaza la hipdtesis nula: las pendientes tienen
diferencias significativas. Hay efecto matriz.

2.2.6.2. Solapamiento de los intervalos de confianza de las pendientes

En principio se puede decir que dos lineas de regresion son comparables cuando sus
pendientes son paralelas, pero sera suficiente si los intervalos de confianza de ambas
pendientes se solapan [90].

Célculo de limites de confianza de la pendiente: b + £tSb

donde t = DISTR.T.INV(0,05;gl) ; gl=n-2
Sb es la desviacion de la pendiente:

Sb o S

Z(xi—})z

y Sy« es la desviacion del ajuste:

5 = [ Zbiof

ix (n - 2)
S, . = ERRORTIPICO(conocidoy; conocidox)

Y/
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2.2.6.3. Ajuste de ambos calibrados a una linea

Para demostrar que los calibrados son estadisticamente comparables y, por tanto, no
existe efecto matriz, los valores de las respuestas para ambos calibrados deben ajustarse
a una linea, es decir, si ambos calibrados son comparables, la recta construida a partir de
ellos debe ser la bisectriz. Se coloca como variable en el eje “X” las respuestas del
calibrado mas preciso (el de menor desviacion de la pendiente, que también tendra la
menor desviacion del ajuste), y como variable en el eje “Y” las respuestas del calibrado
menos preciso (el de mayor desviacion de la pendiente y del ajuste). Es decir:

1. La Ordenada en el Origen debe ser igual a cero, o estadisticamente igual a cero, es
decir, los intervalos de confianza de la ordenada en el origen deben incluir al cero.
Si no lo incluyen es que se esté introduciendo un sesgo.

Intervalo de confianza de la ordenada en el origen = a + tSa
donde t = DISTR.T.INV(0,05;gl) ; gl=n-2

y la desviacion de la ordenada en el origen:

2
S 5| 2
n

2. La Pendiente debe ser igual a uno; o estadisticamente igual a uno, es decir, los
intervalos de confianza de la pendiente deben incluir al uno.

Intervalo de confianza de la pendiente = b + tSbh
donde t = DISTR.T.INV(0,05;gl) ; gl=n-2
y la desviacion de la pendiente:
Sb _ Sy/x
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan a continuacion los resultados encontrados cuando se analizan los
herbicidas de estudio por las diferentes técnicas cromatograficas estudiadas. Se han
validado para poder compararlas entre si y demostrar que el método analitico
desarrollado es lo suficientemente sensible y reproducible para analizar los herbicidas
de estudio en las muestras generadas a lo largo de este trabajo.

2.3.1. HPLC-DAD
2.3.1.1. Optimizacion de la Fase Movil

La polaridad, el tamafio, la masa y la capacidad de ionizarse de los analitos son algunos
de los parametros que van a intervenir en la afinidad de la molécula por la fase
estacionaria (Tabla 2.1). En HPLC numerosos factores pueden intervenir sobre la
eficacia de la separacion de los compuestos y, principalmente, sobre la velocidad de
migracion en la columna, siendo los mas importantes la composicion y gradiente de la
fase movil aunque también puede usarse la temperatura.

Se intentaron separar, sin éxito, todos los herbicidas estudiados (Grupos I, 11 y III)
probando distintas fases moviles formadas por acetonitrilo:agua en diferentes
proporciones y con diferentes cantidades de 4acido fosforico (Figura 2.10).

10036
11.703
46711

43 455

] 10 20 20 40 <l

Figura 2.10. Cromatograma de los herbicidas analizados por HPLC-DAD. Fue imposible
separar los que salian al principio del cromatograma, con las distintas fases méviles ensayadas.

2.3.1.2. Deteccion

Debido al poco €xito en la separacion de los analitos cambiando el gradiente de la fase
movil, se estudiaron los espectros individuales de absorcion en UV para intentar
identificar los herbicidas que co-eluian mediante sus diferentes longitudes de onda de
maxima absorcion.

El problema era que, como se observa en la Figura 2.11, sus espectros de absorcion eran
muy similares y sus maximos de absorcion se producian a longitudes de onda parecidas,
no permitiendo la diferenciaciéon. Debido a esto, el uso de DAD no proporcionaba la
selectividad suficiente para poder separar los analitos solapados (Figura 2.10), y, por
tanto, no se utilizo esta técnica para analizar los herbicidas objeto de estudio.
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#7 clortoluron B3| #23 ioxinil Ed #17 linuron

#24 isoprotu._ B3

#14 metibu.._ [Ed| #16 mecoprop [EX

Figura 2.11. Espectros de absorcion UV de algunos de los herbicidas que
se solapan por HPLC-DAD.

2.3.2. GC-AED

Unicamente se han analizado por GC-AED, los herbicidas que pertenecen a los Grupos
Iy II. En el caso de estos ultimos, van a usarse sus productos de degradacion térmica.

2.3.2.1. Optimizacion del programa de Temperaturas

El modo splitless hace que la purga al principio esté cerrada lo que permite la
transferencia de la totalidad de los compuestos en la cabeza de la columna, abriéndose
después para purgar los vapores restantes de la inyeccion. Se utiliz6 este modo de
inyeccion ya que se analizaban compuestos a nivel de trazas.

En GC, la separacion de los analitos se produce por efecto de la temperatura, que
influye en el estado de equilibrio del compuesto entre la fase estacionaria y la fase
movil. La temperatura inicial del horno, en principio, debe ser 20°C inferior al punto de
ebullicion del disolvente en el cual estan disueltas las muestras y se debe mantener esta
temperatura durante todo el tiempo que permanece la purga cerrada. Se hicieron pruebas
pinchando vapor de acetona a 40°C (su punto de ebullicion es de 58°C) y a 60°C. Como
el pico de la acetona salia al mismo tiempo en ambos casos, se fijo la temperatura inicial
del cromatograma en 60°C ya que una mayor temperatura inicial facilitaba que los picos
eluyeran antes y se resolvieran mejor. El programa de temperaturas optimizado era el
siguiente: se mantenia la temperatura inicial (60°C) durante 1 min y después se subia a
170°C a 5°C/min. Posteriormente se aumentaba hasta 185°C a 0,7°C/min, para, por
ultimo, subir hasta 270°C a 3°C/min, donde se mantenia la temperatura 7,24 min.

2.3.2.2. Deteccion

El AED tiene su principal ventaja en su capacidad para determinar simultineamente las
emisiones atomicas de muchos elementos de los analitos que eluyen de la columna
capilar de GC. Se escogi¢ la linea de emision del atomo de Cj93 para cuantificar, ya que
producia una sefial muy intensa al ser un elemento muy abundante en compuestos
organicos como los herbicidas, dejando las demas, sobre todo las lineas de los atomos
de Cly79 y de Sy, para la confirmacion de los residuos al ser muy selectivas, pudiendo
usarse también para cuantificar analitos co-eluidos en la linea de C,o3. La linea del Nj74
no se utilizd ya que tenia peor resolucion debido al ruido en la linea de base.
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A pesar de haber optimizado la rampa de temperaturas y presiones para lograr separar
todos los analitos estudiados, aparecieron dificultades para separar algunos compuestos
ya que eluian juntos, lo que se apreciaba en la linea del Cj¢3. La ventaja de usar este
detector era que permitia identificar los picos co-eluidos por medio de la emision de sus
atomos caracteristicos, lo que se apreciaba en los 3 picos solapados en el minuto 34
(Figura 2.12). Dos de ellos tenian atomos especificos de azufre (Metribuzina y
Terbutrina), y uno de cloro (Linuron), permitiendo su separacion en las lineas de estos

atomos en particular.
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Figura 2.12. Ejemplo de identificacion de picos co-eluidos gracias a sus lineas de emision
caracteristicas. Los picos se han numerado como en la Tabla 2.5.

2.3.3.3. Validacion

Se han determinado varios parametros de validacion con el promedio de 5 calibrados
independientes en el rango (0,25 - 5 mg/1) a siete niveles, a partir de las respuestas que
producen los herbicidas en la linea del Cj9;. Los parametros son la linealidad, el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta, el LD, y el coeficiente de variacion
de los tiempos de retencion (Tabla 2.5).

Linealidad

El ajuste se realiz6 mediante el método de minimos cuadrados sin forzar las rectas por
el origen. Se recomienda no utilizar el Coeficiente de Determinacion para demostrar la
linealidad de los calibrados. Estos coeficientes s6lo dan informacion de lo buena que es
la correlacion entre las variables al proporcionar el porcentaje de informacion que
explica el modelo de ajuste, pero no sirven para estimar la validez del modelo. Se
representd graficamente el ajuste de la funcién de calibracion y se inspecciond
visualmente ademas de calcular los coeficientes de linealidad y los coeficientes de
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variacion de los factores de respuesta, para comprobar la linealidad. El coeficiente de
linealidad es mas adecuado que el coeficiente de determinacion, y se calculd como un
porcentaje con la pendiente (b) y su desviacion (Sp):

r=(1- Sp/b) 100
Tabla 2.5. Parametros de Validacion de los herbicidas de los Grupos I y II por GC-AED. %CVfr

Coeficiente de Variacion del Factor de Respuesta. Se han subrayado los valores que no cumplen
los criterios.

N° Analito Eleme,ntgs Tiempp %CV Tiempo Cgef. %CVir InsI':r]?lm.
caracteristicos Ret. (min) Ret. Lin.
(mg/)
1 Isoproturon N 10,41 0,042 94.6 13,4 0,72
2 Clortoluron N-CI 11,19 0,043 95,0 12,3 0,67
3 Tribenuron metil N-S 15,78 0,015 96,4 12,5 0,48
4 Amidosulfuron N-S 16,33 0,033 83.3 20.6 1,12
5 Metoxuron N-CI 17,23 0,014 95,6 12,5 0,59
6 Trifluralina N 21,04 0,011 96,5 7,6 0,46
7 Metabenzotiazuron N-S 26,18 0,012 86.0 17.8 1,88
8 Trialato N-CI-S 26,98 0,011 96,6 7,6 0,45
9 Terbutilazina N-Cl1 27,17 0,021 96,8 7,5 0,42
10 MCPA tioetil CI-S 28,29 0,015 96,9 7,1 0,41
11 Alacloro (PI) N-CI 31,61 0.017
12 Prosulfocarb N-S 32,65 0,015 96,7 7,7 0,44
13 Metribuzina N-S 34,45 0,022 97,0 8,2 0,40
14 Linuron N-CI 34,78 0,024 96,5 11,2 0,47
15 Terbutrina N-S 34,99 0,024 96,2 8,4 0,50
16 Pendimetalina N 38,58 0,020 96,8 7,6 0,42
17 Cianazina N-Cl1 43,46 0,029 97,0 7,6 0,40
18 MCPP isooctilico Cl 44,65 0,017 96,9 9,2 0,42
19 Flamprop isopropil N-Cl1 51,95 0,009 96,6 10,2 0,45
20 Bromoxinil octanoato N 52,34 0,011 96,8 7,6 0,43
21 Carfentrazona etil N-Cl1 52,88 0,025 95,6 10,4 0,51
22 Diflufenican N 55,91 0,006 96,6 8,6 0,46
23 Diclofop metil Cl 57,80 0,005 96,8 7,1 0,43
24 Mefenpir dietil N-Cl1 59,90 0,009 96,5 7,7 0,46
25 Bifenox N-Cl1 62,60 0,004 96,7 8,0 0,44
26 Ioxinil octanoato N 64,59 0,005 96,4 9,5 0,48
27 Tralkoxidim N 65,86 0,000 88.6 30.4 1,34
28 Fenoxaprop p etil N-C1 70,62 0,006 96,4 9,6 0,49
Criterios <0,5% >95% <15%

Limite de deteccion instrumental

El LD es la concentracion o cantidad derivada de la respuesta mas pequefia que puede
ser detectada con una certeza razonable mediante un procedimiento analitico dado. El
LD se calcul6 segun las recomendaciones de la IUPAC [91], es decir, a partir de la
pendiente y la desviacion del ajuste (Sy/):

LD =k Syx /b, donde k = 3,29 [92].

Se obtuvieron calibrados lineales para todos los compuestos analizados por GC-AED en
todo el rango. Se demostrd la linealidad en las respuestas de los calibrados de los
productos de degradacién de las ureas, por lo que la cuantificacion con estos productos
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de degradacidon era cuantitativa y su uso adecuado, andlogamente a los resultados
encontrados en la bibliografia [93-95].

2.3.3. GC-MS

El MS utilizado tenia un analizador de masas de cuadrupolo e ionizacidén por impacto
electronico, modo de ionizacion que produce numerosos fragmentos que proporcionan
mucha informacion estructural y, a la vez, disminuyen el ruido de fondo frente a otras
técnicas de ionizacion, lo cual permite bajar mas los LD.

2.3.3.1. Optimizacion de la Inyeccion

Se escoge la inyeccion con pulso de presion (pulsed splitless) porque disminuye el
efecto matriz en el analisis de muestras reales [96]. La técnica consistié en incrementar
la presion en la cabeza de la columna (30 psi) por poco tiempo (1,5 min) durante la
inyeccion de la muestra. Esto producia mas flujo de gas portador a través del inyector y
un transporte mas rapido de los vapores de las muestras a la columna de GC. Asi el
tiempo de residencia de los analitos en la camara de inyeccidén era mucho menor que en
la inyeccion en splitless. Como resultado se producia una disminucion significativa de
la adsorcion y/o degradacion de los analitos en el inlet del inyector.

En el caso de los herbicidas del Grupo II, se usaron sus productos de degradacion
térmica para su analisis por GC-MS, al igual que en el analisis por GC-AED. La
reaccion de degradacion térmica que se producia era una reaccion de equilibrio de
conversion de ureas en isocianatos. Se estudiaron condiciones especiales de temperatura
(300°C) y presion de inyeccion para desplazar el equilibrio hacia la formacion de los
productos de degradacion, segun las recomendaciones encontradas en la bibliografia
[37,56], pero al no apreciar un efecto beneficioso respecto de las condiciones generales
de inyeccion para los herbicidas del Grupo I, se inyectaron de la misma manera descrita
anteriormente los 3 grupos de herbicidas.

2.3.3.2. Optimizacion del programa de Temperaturas
Grupos 1y 11

Se optimiz6d el programa de temperaturas para que los analitos eluyeran lo mas
rapidamente posible. Se escogid la misma temperatura inicial del horno que en el caso
de GC-AED.

La temperatura del horno para los analitos del Grupo Iy II se mantuvo a 60°C durante
1 min y después se program6 a 6°C/min hasta 165°C, posteriormente a 12°C/min hasta
215°C, después a 2°C/min hasta 230°C y, por ultimo, a 8°C/min hasta 280°C, donde se
mantuvo 10 min. Por ultimo, se calentaba la columna 10 min a 300°C para que
limpiara los posibles residuos.

Grupo I11: con Derivatizacion previa

Estos herbicidas se analizaron por separado ya que necesitaban una etapa de
derivatizacion previa a su analisis por GC, lo que hizo que la optimizacion de su andlisis
fuera mas laboriosa que para el resto de herbicidas.

El programa de temperaturas optimizado fue el siguiente: se mantuvo la temperatura
inicial de 60°C durante 1 min y luego se programé a 22°C/min hasta 290°C,
manteniéndola 4,55 min.
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2.3.3.3. Deteccion

Después de la adquisicion de un cromatograma en SCAN de la mezcla de patrones en
acetona, los picos se identificaron en funcidén de su espectro de masas. Se usaron las
librerias incluidas en el software del equipo, en este caso la NIST (National Institute of
Standards and Technology, EEUU).

Los analisis se llevaron a cabo en modo SIM (Selected Ion Monitoring), seleccionando
las distintas ventanas de tiempo para cada herbicida o grupos de herbicidas analizados.
Este modo aportaba una sensibilidad mayor que el SCAN, disminuyendo mucho el
ruido de fondo, lo que permitié mejorar los LD, un aspecto muy importante para el
estudio de residuos.

Se escogieron iones caracteristicos de cada herbicida que no coincidian con los iones de
los compuestos adyacentes, por lo que el solapamiento de los picos no impedia la
correcta identificacidon y cuantificacion de los compuestos.

Aunque ya se conocia que para los herbicidas del Grupo II se cuantificaban sus
productos de degradacion térmica, el estudio de sus espectros de masas proporciond
mayor informacion sobre las rupturas térmicas producidas en el inyector.
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productos de degradacion ] 06
especificos que eran s f,JS . -
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como los isocianatos, por lo 2543 Ny "
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Figura 2.13. Ejemplo de isocianato formado por
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Los tiempos de retencion de los compuestos de los Grupos [ y I y sus iones especificos
se presentan en la Tabla 2.6 y un cromatograma conjunto en la Figura 2.18. En algunos
casos, se escogieron iones de masas menores a 100, ya que no existian otros iones
mayores, como es el caso de los Hidroxibenzonitrilos sustituidos, Bromoxinil octanoato
e loxinil octanoato, cuyas masas moleculares son elevadas, pero cuyos espectros de
masas no contienen iones significativos a m/z >127 [62].

Tabla 2.6. Caracteristicas del Analisis de los Herbicidas del Grupo I y II por GC-MS.

o . Tiempo I6n Iones

Grupo N Analito retencion (min)  Cuantificador Cualificadores
1 Cianazina 15,87 240 225 173

2 Terbutilazina 13,46 173 214 229

3 Terbutrina 14,72 226 185 241
4  Metribuzina 14,84 198 214 144

5 Carfentrazona etil 18,50 312 340 303

6 Prosulfocarb 14,42 251 128 91

7 Trialato 13,42 270 268 128

8 Pendimetalina 15,35 252 281 162
9 Trifluralina 11,50 3006 264 290

10 MCPA tioetil 13,77 244 155 125

I 11 Flamprop isopropil 17,68 105 276 363
12 Fenoxaprop p etil 23,12 288 361 261

13 Diclofop metil 19,60 340 342 281

14 MCPP isooctilico 15,32 169 326 142

15 Bromoxinil octanoato 18,40 127 57 247

16 Toxinil octanoato 22,12 127 57 242

17 Diflufenican 18,98 394 266 246

18 Bifenox 21,55 341 311 279

19 Mefenpir dietil 20,05 299 227 186

20 Tralkoxidim 22,93 137 283 268

21 Metabenzotiazuron 13,45 164 136 135

22 Amidosulfuron 9,75 154 155 126

23 Tribenuron metil 10,14 154 153 124

1 24 Metoxuron 10,26 168 183 140
25 Isoproturon 7,67 161 146 128

26 Clortoluron 8,08 167 132 169

27 Linuron 15,00 248 187 161

Pl Alacloro 14,22 160 188 237

Grupo I11: Busqueda de los espectros de los ésteres metilicos

Después de la adquisicion de una mezcla patron en acetona en modo SCAN
derivatizada, los picos se identificaron por sus espectros de masas. La metilacion de los
acidos carboxilicos con TMSH producia los correspondientes ésteres metilicos, mientras
que aplicado a los fenoles (Bromoxinil e Ioxinil), el producto resultante eran sus éteres
metilicos.

Algunos espectros de los ésteres/éteres metilicos de los herbicidas derivatizados no
pudieron encontrarse en la libreria NIST. En general, estos espectros mostraban los
mismos iones de ruptura que el herbicida acido del que provenian, con la particularidad
de que el i6n molecular era 14 uma mas pesado, resultado de la adicion de —CHj al
grupo acido/fenol para conseguir el correspondiente éster/éter metilico. Se compraron
patrones de los ésteres metilicos para asegurar que los productos de la derivatizacion
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con TMSH, producian el compuesto esperado mediante la comparacion del espectro y
del tiempo de retencion.

Se escogid como i6n cuantificador el mas abundante y pesado que no mostraba
interferencias cromatograficas, que en algunos casos coincidia para los ésteres
originales y los metilicos (Tabla 2.7). Los ésteres metilicos presentaban tiempos de
retencion menores que los ésteres originales, ya que estos tltimos eran mas pesados.

Tabla 2.7. Tiempos de retencion e iones para los herbicidas acidos y sus ésteres originales.
Los herbicidas 4cidos se analizaron en forma de sus ésteres metilicos.

o - Tiempo retencion I6n Iones
Grupo N Herbicida + TMSH (min) Cuantificador  Cualificadores

1 2,4-D metil 8,91 199 234 175

2 Bromoxinil metil 9,05 291 276 248

3 Bromoxinil octanoato 11,96 127 57 247

4 Dicamba metil 8,21 203 205 234

5 Diclorprop p metil 8,60 162 189 248

6 Diclofop metil 12,58 340 342 281

7 Fenoxaprop p metil 14,31 347 288 261

I 8 Fenoxaprop p etil 14,57 288 361 261
9 Flamprop metil 11,65 105 276 335

10 Flamprop isopropil 11,72 105 276 363

11 Toxinil metil 10,73 385 370 243

12 Ioxinil octanoato 14,03 127 57 242

13 MCPA metil 8,43 214 141 155

14 MCPA tioetil 9,84 244 155 125

15 MCPP metil 8,16 169 142 228

16 MCPP isooctilico 10,81 169 326 142

PI Alacloro 10,15 160 188 237

2.3.3.4. Optimizacion de la Derivatizacion del Grupo II1

Evaluacion de la reaccién de derivatizacion

Se observo que el TMSH producia dos reacciones:

Esterificacion: el primer paso en la reaccion de derivatizacion es la formacion de
las sales de trimetilsulfonio por desprotonacion de los analitos acidos con el TMSH
basico a temperatura ambiente. Mediante calentamiento, estas sales se descomponen
térmicamente para producir los derivatizados metilados y sulfuro de dimetilo
(Figura 2.15-1).

Trans-esterificacion: los ésteres pueden convertirse en sus correspondientes ésteres
metilicos mediante una sencilla trans-esterificacion. Consiste en el desplazamiento
de la porcion alcohdlica de un éster por otro alcohol. La reaccion con TMSH
demostrd no ser realmente una trans-esterificacion, porque inicialmente se producia
una saponificacion en el medio béasico proporcionado por el TMSH [85], es decir, la
hidrolisis del éster en condiciones basicas para formar el alcohol a partir de la sal del
acido. Esta sal se descomponia a continuacion en su éster metilico por accion del
calor (Figura 2.15-2).

La trans-esterificacion de los ésteres conjugados a ésteres/éteres metilicos es un
equilibrio y la formacion del éster/éter mas pequefio estd favorecida, asi como en
condiciones acidas. Se observo que las trans-esterificaciones del Flamprop isopropil,
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y el Fenoxaprop p etil no ocurrian u ocurrian en pequefia medida, lo que se cree
debido a que su tamafio era muy parecido a sus ésteres metilicos y el equilibrio no
estaba lo suficientemente desplazado.

1. RCOOH - 250°C 250°C

+ (CHy)yS' OH === RCOO 'S(CH;); ——= RCOOCH; + (CHs),S
2. RCOO-R

Figura 2.15. 1) Metilacion de los 4cidos mediante la pirdlisis de la sal formada por la reaccion
con TMSH; 2) Saponificacion de los ésteres en medio basico para producir el aniéon y la
subsecuente metilacion.

Resultados del Disefio ortogonal

Como variable a optimizar se considero el valor del area total de los picos. No se realizo
ninguna calibraciéon ya que el objetivo era conseguir la mayor formacién de
¢ésteres/€teres metilicos posible. Se escogieron mas variables a optimizar, debido a la
doble formacion de ésteres metilicos y a los dos disefios ortogonales diferentes para los
herbicidas en sus formas 4cidas (Matriz Acida) u originalmente esterificadas (Matriz
Esterificada). El valor del area total de los picos de los ésteres metilicos (APEM) se
calcul6 para ambas matrices y, el area total de los picos de los ésteres originales (4APEQ)
solo se evalud en la matriz esterificada para conocer la cantidad de ésteres originales
que permanecia tras la derivatizacion. La Tabla 2.8 muestra el disefio experimental de
las matrices y los resultados de APEM y APEO obtenidos por duplicado para cada uno
de los 9 experimentos resultantes en ambas matrices.

Tabla 2.8. Disefio ortogonal Lo(3*) experimental con los factores y niveles
experimentados. APEM se calcul6 para ambas matrices (Acida y Esterificada),
mientras que APEO so6lo se determind para la matriz de los Esteres.

Factores y Niveles APEM (x 107) APEO (x 10°7)
Prueba A D / ; 5

sty B (seg) C(°C) (%Acido ) Acidos Esteres Esteres
1 Ac 5 20 323 19456,61 2;
2 Ac 30 40  1%HAc 1(1)22 i;é jg:é
3 Ac 45 70 1%H,PO; Bi 3}01 igg:;
4 | AcE 5 40 1%H;PO; Bg 32 ﬁg:?
5 AcE 30 70 gg:g 19021:20 ;(9)33
6 AcE 45 20 1%HAc 19117”26 féé 333‘:;
7 AcN 5 70 1%HAc }8233 jﬁ:g 23(3):3
8 AN 30 20 1%H;PO; ES 2(9) 23;(3)2
9 AN 45 40 }(1)222 38% gg:;

Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para estos datos experimentales con el
objetivo de identificar las fuentes individuales de variacion y calcular la contribucion de
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cada factor a la variacién de las respuestas (Tabla 2.9). Se elimin6 el Diclofop metil de
los calculos en la matriz esterificada, ya que su éster original era también el metilico, y
no era posible conocer su evolucion con los parametros estudiados. El Fenoxaprop p
metil también se elimin6 de los calculos ya que era inestable en medio basico, lo que
podia conducir a resultados erréneos.

Tabla 2.9. ANOVA para el anélisis de APEM en la matriz de Acidos y Esteres, y de APEO en la
matriz de los Esteres.

A. B. Tiempo C.T¢

Fuente de Variacion D.pH Residuales  Total

Disolv. Incub. Incub.
Grados de Libertad 2 2 2 2 8

Suma de cuadrados (x 10%) 3,81 3,77 5,41 301,80 319,30

APEM  Ratio de la Varianza (F)* 129,20

(Matriz ~ Pool Si Si Si No Si

Acida)  Pooled suma de cuadrados 294,40 19,90 319,30
Contribucion (%)" 93,78 6,22 100,00
Suma de cuadrados (x 104) 47,94 56,20 36,40 566,51 718,05

APEM  Ratio de la Varianza (F)* 19,61 22,99 14,89 231,75

(Matriz  Pool No No No No Si

Esteres) Pooled suma de cuadrados 45,50 53,75 33,95 564,07 20,78 718,05
Contribucion (%)" 6,34 7,49 4,73 78,56 2,89 100,00
Suma de cuadrados (x 10% 69,00 1,58 70,98  6778,50 6960,01

APEO Ratio de la Varianza (F)* 280,03

(Matriz  Pool Si Si Si No Si

Esteres)  Pooled suma de cuadrados 6754,25 205,75
Contribucion (%)" 97,04 2,96 100,00

?La Varianza critica para un 95% de intervalo de confianza es 19,0.
®La contribucién se define como 100 x (pooled suma de cuadrados/ suma de cuadrados total).

Las ANOVAs para ambas matrices revelaban que el factor D (pH) era el que mas
contribuia a la variabilidad de la sefial (93,78% para la formacion de los ésteres
metilicos, 78,56% para la conversion de los ésteres metilicos y 97,04% para la
permanencia de los ésteres originales). Unicamente se tuvieron en cuenta las
contribuciones de las otras variables en la matriz de los ésteres para la trans-
esterificacion, aunque eran muy pequenas (6,34% para el disolvente, 7,49% para el
tiempo de incubacion y 4,73% para la temperatura de incubacion). Para la formacion de
los ésteres metilicos y la permanencia de los ésteres originales, el resto de factores pudo
eliminarse indicando que no habia diferencias significativas (para un 95% de
significacion) entre los niveles estudiados.

El pH de la disolucién durante la esterificacion y la trans-esterificacion demostrd jugar
un papel muy importante. La presencia de la forma anionica de los 4cidos era esencial
para la formacion de las sales de trimetilsulfonio asi como para la saponificacion previa
en la trans-esterificacion. Ambas reacciones, esterificacion y trans-esterificacion, eran
incrementadas a un pH basico de 9 en la disolucion, proporcionado por la adicion de
TMSH. Sin embargo, la presencia de 1% de acido neutralizaba este medio basico, los
acidos no estaban en forma anidnica y el rendimiento de la metilacion disminuia. Una
disolucion con 1% de acido acético tenia un pH de 6 después de anadir el TMSH,
mientras que si era acido fosforico, el pH disminuia hasta 2. La Tabla 2.8 muestra
claramente el efecto del pH. Todos los experimentos desarrollados al mismo pH tienen
resultados parecidos, independientemente de los niveles de los otros factores.
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La contribucion del error residual a la variabilidad de los datos (6,22%, 2,89% y 2,96%)
indica la bondad del disefio experimental utilizado. El hecho de que este error sea menor
del 15%, justifica que el disefio fue adecuado y tuvo cuenta todas las variables que
afectaban a la respuesta, ya que la varianza experimental de los datos podia explicarse
mediante los factores y sus interacciones. La Figura 2.16 muestra el efecto de los
niveles de las variables en la respuesta. Se observa que todas las variables, a excepcion
del pH, influyen muy poco en la respuesta.

Abundancia

5000 - pH 6
4500 - APEOQ ésteres
4000 -
3500 - ./_/' — . a '\-/-
3000 -|
2500 -|
2000 -| i
APEM ésteres
1500 - L.
. APEM acidos
1000 - B—’_}/‘a . R N .
500 1 A re R/E—"E R//L\i p .
0 : - :
0

A A A B, B, By ¢ C G Dy D D3
Niveles de los Factores

Figura 2.16. Comparacion del efecto de la interaccion de los factores en la respuesta
para: los ésteres originales que permanecen (m), y los ésteres metilicos: en la Matriz Acida
(D), y en la Matriz Esterificada (A).

Los valores de APEM y APEO son opuestos en la trans-esterificacion ya que a medida
que se forman los ésteres metilicos, disminuyen los ésteres originales a partir de los que
se forman.

La formacion de ésteres metilicos a partir de ambas reacciones de esterificacion y trans-
esterificacion se vio afectada de igual manera por el pH. Disminuian a pH 4cido, siendo
la trans-esterificacion la mas afectada, ya que solo se realizaba a pH basico y no a pH 2.

La maxima metilacion de los herbicidas acidos se obtuvo para D,, 1% de 4cido acético,
valor de pH 6. Los otros tres factores no presentaron diferencias significativas, aunque
el nivel Aj, acetonitrilo; B3, 45 min de incubacion; y C,, 40°C, temperatura de
incubacion, proporcionaron un ratio un poco mas alto. Con acido fosférico, la reaccion
de metilacion casi no se producia, de lo que se deduce que la reaccion se producia en
medios basicos o neutros, pero no en aquellos fuertemente acidos.

Como resultado se tomd el Optimo para los acidos, ya que eran los que interesaba
esterificar al méximo, siendo la trans-esterificacion un fenomeno colateral. Cualquier
disolvente organico acidificado con 1% de acido acético era adecuado para que se
produjera la metilacion, y como el precalentamiento no incrementaba la reaccion, solo
era necesario afladir el reactivo derivatizante al vial de la muestra y la metilacion se
producia directamente en el inyector del GC-MS.
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Porcentajes de esterificacion y trans-esterificacion

Se estudiaron los porcentajes de trans-esterificacion y esterificacion para aquellos
herbicidas que podian estar presentes en forma de ésteres y sus correspondientes acidos.
Unicamente se us6 acetona ya que se demostré que el disolvente no contribuia
significativamente a las derivatizaciones. De la misma manera no se probd en medio
fuertemente acido (con fosforico) porque inhibia ambas reacciones.

Se compararon los patrones de herbicidas acidos o ésteres originales disueltos en el
disolvente ensayado a una concentracion de 250 pg/l y derivatizados segun el
procedimiento optimizado, con los patrones sin derivatizar de los ésteres metilicos y de
los ésteres originales, en cada caso, diluidos en las mismas condiciones y a la misma
concentracion. El Fenoxaprop p metil no pudo comprarse y, por tanto, no se muestran
sus resultados en la Tabla 2.10.

Ambas esterificacion y trans-esterificacion fueron menores en un medio ligeramente
acidificado que a pH basico. La mayoria de los herbicidas 4cidos estudiados pertenecian
a la familia de los Fenoxiacidos y al tener estructuras similares, proporcionaban ésteres
metilicos similares con altos porcentajes de esterificacion. Sin embargo, los herbicidas
Hidroxibenzonitrilos (Bromoxinil e Ioxinil) se hidrolizaron a acidos carboxilicos, via
amidas, tras el calentamiento, proceso favorecido por el medio basico producido por el
TMSH. Como resultado, se producian menores rendimientos en la produccion de ésteres
metilicos y los ésteres octanoicos se perdian al derivatizar en acetona sin acidificar. El
Flamprop isopropil se trans-esterifico poco debido a su gran tamaifio molecular que
causaba interacciones estéricas. El Fenoxaprop solo se encontré en los experimentos
llevados a cabo con acetona acidificada porque el anillo del benzoxazol se abria en
medio bdasico. Ademads, el Fenoxaprop p metil solo se formaba a partir de la
derivatizacion del acido y no a partir de la trans-esterificacion del Fenoxaprop p etil.
Esto es debido a que los ésteres pequefios no trans-esterificaban bien al ser la reaccion
un equilibrio y no estar lo suficientemente desplazada.

Tabla 2.10. Porcentajes de esterificacion y trans-esterificacion (%) (n=3) en medio basico
(acetona — Ac) y ligeramente acido (acetona con 1% de acido acético — Ac + 1%HAc).

Herbicida Herbicida Trans-
Esterificado Ac Ac+ 1% HAc Esterificado Ac Ac+ 1% HAc
ACIDOS % %CV %  %CV ESTERES % %CV %  %CV
Bromoxinil metil 18,7 8,5 344 9,3 Bromoxinil metil 11,6 5,0 6,5 11,8
Bromoxinil octanoato 59,3 6,3
Diclofop metil 82,9 6,2 764 34
Fenoxaprop p metil Fenoxaprop p metil
Fenoxaprop p etil 91,8 3,5
Flamprop metil 92,1 2,1 84,0 1,5  Flamprop metil 23,9 7,5 5,1 8,6
Flamprop isopropil 71,5 45 91,8 3,7
Toxinil metil 17,5 2,5 20,9 0,5  Ioxinil metil 11,3 5,6 7,2 5,4
Toxinil octanoato 40,2 6,5
MCPA metil 90,7 6,7 69,1 9,6  MCPA metil 85,8 0,1 21,7 6,7
MCPA tioetil 96,9 5,2
MCPP metil 106,0 1,0 934 6,1  MCPP metil 67,7 6,9 16,5 8,0
MCPP isoctilico 95,9 4,1
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Figura 2.17. Cromatogramas de los herbicidas Acidos y los Esteres originales derivatizados en acetona y acetona acidificada y comparados con sus
correspondientes ésteres metilicos y originales sin derivatizar.
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En la Figura 2.17 se muestran cromatogramas de los patrones de acidos y ésteres
originales derivatizados en acetona y acetona acidificada con 1% de acido acético,
comparados con disoluciones de los correspondientes ésteres metilicos y originales sin
derivatizar. Se observa que al pH escogido (con acético) la trans-esterificacion sera
pequefia (< 20%, normalmente en torno al 10%), y la esterificacion sera alta (en torno al
70-90%, excepto para el loxinil y el Bromoxinil, que estd en torno al 30%), por lo que
la mayor parte de los ésteres metilicos se deberan a la esterificacion de los acidos y
permaneceran muchos ésteres originales.

2.3.3.5. Adicion de Modificadores

El uso del acido acético tiene un efecto protector de los analitos frente a su degradacion
en el sistema de inyeccion. Interacciona con los sitios activos de éste y de la columna,
principalmente los que forman enlaces por puentes de hidrogeno, mejorando las
respuestas de los analitos susceptibles de termodegradarse, y posibilitando su analisis
por GC [86]. Este efecto es especialmente importante para las fenilureas ya que
minimizaba su descomposicion térmica [56]. También estabiliza aquellos herbicidas que
se degradan en condiciones basicas, sin afectar al resto de herbicidas, como se vio en el
apartado anterior para los hidroxibenzonitrilos.

El efecto del 4cido acético se apreci6 ya que algunos picos de herbicidas problematicos
de los Grupos I y II aparecian mas simétricos y afilados (fenilureas, sulfonilureas y
Bifenox, sefialados en la Figura 2.18). Se comprobd, ademas, que el uso de este acido
no afectaba a la fase estacionaria, que suele ser atacada por dcidos mas fuertes [86], por
lo que los patrones de herbicidas se prepararon siempre en acetona acidificada con 1%
de acido acético.
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Figura 2.18. Cromatograma de los herbicidas de los Grupos [ y II en Acetona. Cromatograma de
los herbicidas de los Grupos I y II en Acetona acidificada con 1% de Acido Acético. Los
herbicidas se han numerado como en la Tabla 2.6.
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2.3.3.6. Validacion
Identificacion

Segun el Documento N° SANCO 10232/2006 [77], y la Decision 2002/657/CE de la
Comision de 12 de agosto de 2002 por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del
Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacion de los
resultados, la identificacion del pico se hard en base al cumplimiento de los siguientes
parametros:

1. Tiempo de retencion relativo: La relacion entre el tiempo de retencion
cromatografico del analito y el del patron interno, es decir, el tiempo relativo de
retencion del analito, corresponderd al de la disolucion de calibracién, con un
margen de tolerancia de + 0,5% para GC.

2 Para el andlisis por GC-MS en modo SIM: se exige la presencia de 1 i6n
cuantificador, preferiblemente el i6n molecular, y 2 iones cualificadores (m/z >
100). El i6n cuantificador suele ser el mas abundante, aquel que no tiene
interferencias cromatograficas y presenta la mayor relacion sefal/ruido. Los iones
cualificadores no deben provenir de la misma parte de la molécula y se admitiran
iones con m/z <100 en casos especiales, como para los Hidroxibenzonitrilos.

3 Relacion de las abundancias: la intensidad de los ratios de los iones escogidos
debe estar dentro de unas tolerancias [77]: si la intensidad del pico es mayor del
50%, tolerancia de = 10%; del 20-50%, + 15%; del 10-20%, + 20%; y menores del
10%, £ 50%.

Linealidad, Limite de Deteccion instrumental

Se obtuvieron calibrados lineales para todos los compuestos analizados por GC-MS en
todo el rango (10-500 pg/l) a seis niveles (Tabla 2.11), los datos se han calculado a
partir del promedio de 5 repeticiones. En todos los calibrados de los productos de
degradacion de las ureas (en disolvente y en matriz) se demostrd la linealidad de las
respuestas, con lo cual se deduce que la cuantificacion con sus productos de
degradacion es cuantitativa y su uso es adecuado [93-95].

Se realizaron calibrados con los acidos y los ésteres originales derivatizados en acetona
acidificada con 1% de 4cido acético demostrando que la conversion de los
acidos/fenoles a sus ésteres/éteres metilicos correspondientes era cuantitativa en el
rango ensayado (10-500 pg/l) a seis niveles.

Cuantificacion

Para mejorar la especificidad de la deteccion, inicamente se utilizaron para cuantificar
los iones “farget”, también llamados cuantificadores, ya que son los mds abundantes y
caracteristicos. La concentracion de los analitos se determinaba comparando las areas de
los picos de las muestras con las encontradas en el analisis de patrones de herbicidas de
concentracion conocida analizados en las mismas condiciones. Las concentraciones de
los analitos se deducian a partir de las respuestas relativas producidas por el patrén
interno ya que se detectaba adecuadamente y sin interferencias. Su uso evitaba las
incertidumbres producidas en la inyeccioén y conseguia una mayor precision, pero nunca
se utilizo para aplicar correcciones [97]. Para el analisis de las muestras problema se
afadia la misma cantidad de patron interno que la anadida a las disoluciones patréon, se
inyectaba en el sistema cromatografico y se determinaba la relacion de areas, que se
llevaba a la curva de calibrado correspondiente.
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La cuantificaciéon con un patréon interno y un calibrado lineal se realizaba con la
siguiente formula, donde a es la ordenada en el origen, b es la pendiente, i es cada
herbicida y PI es el patron interno:

Area, Conc,

=a+b
Area Conc
Pr P

Tabla 2.11. Parametros de Validacion para los herbicidas de los Grupos I, II y III. Se han
subrayado los valores que no cumplen los criterios.

o .. T. Retencion ~ %CV T. Coef. LD Instrum.
Grupo N Herbicida (min) Retencion  Linealidad 7CVIr (mg/1)
1 1 Cianazina 15,87 0,05 95,9 8,5 0,15
2 Terbutilazina 13,46 0,02 98,0 9,8 0,09
3 Terbutrina 14,72 0,06 97,7 6,5 0,08
4 Metribuzina 14,84 0,03 97,9 9,4 0,08
5  Carfentrazona etil 18,50 0,00 96,6 7,7 0,12
6  Prosulfocarb 14,42 0,01 97,8 12,2 0,08
7  Trialato 13,42 0,00 97,9 13,2 0,09
8  Pendimetalina 15,35 0,02 96,1 9,3 0,14
9  Trifluralina 11,50 0,02 96,3 6,7 0,13
10 MCPA tioetil 13,77 0,02 97,4 8,2 0,09
11 Flamprop isopropil 17,68 0,02 97,4 10,3 0,10
12 Fenoxaprop p etil 23,12 0,01 939 9,8 0,22
13 Diclofop metil 19,60 0,04 97,5 7,7 0,09
14 MCPP isooctilico 15,32 0,01 96,6 5,9 0,12
15 Bromoxinil octanoato 18,40 0,05 97,0 13,1 0,33
16 Toxinil octanoato 22,12 0,08 96,0 11,0 0,38
17 Diflufenican 18,98 0,01 95,4 6,8 0,17
18 Bifenox 21,55 0,02 95,7 8,7 0,40
19 Mefenpir dietil 20,05 0,03 95,9 4,6 0,13
20 Tralkoxidim 22,93 0,02 96,8 6,4 0,12
21 Metabenzotiazuron 13,45 0,06 96,3 14,0 0,14
11 22 Amidosulfuron 9,75 0,06 95,7 12,6 0,16
23 Tribenuron metil 10,14 0,06 97,7 13,3 0,08
24  Metoxuron 10,26 0,02 95,6 8,3 0,16
25 Isoproturon 7,67 0,01 97,3 9.4 0,10
26  Clortoluron 8,08 0,02 98,6 10,5 0,06
27 Linuron 15,00 0,02 98,7 13,4 0,22
111 1 2,4-D metil 8,91 0,08 93.8 22.8 0,49
2 Bromoxinil metil 9,05 0,01 96,2 13,2 0,23
3 Bromoxinil octanoato 11,96 0,02 99,8 23,7 0,24
4 Dicamba metil 8,21 0,01 97,5 12,2 0,25
5 Diclorprop p metil 8,60 0,02 96,0 6,7 0,37
6  Diclofop metil 12,58 0,02 99,0 13,8 0,50
7  Fenoxaprop p metil 14,31 0,04 97,8 7,3 0,24
8  Fenoxaprop p etil 14,57 0,02 97,1 6,3 0,34
9  Flamprop metil 11,65 0,05 96,7 16,7 0,33
10  Flamprop isopropil 11,72 0,02 99,3 5,9 0,20
11 Toxinil metil 10,73 0,06 96,3 1,7 0,06
12 Ioxinil octanoato 14,03 0,03 95,0 10,0 0,43
13 MCPA metil 8,43 0,00 98,2 5,0 0,31
14  MCPA tioetil 9,84 0,08 97,5 5,7 0,28
15 MCPP metil 8,16 0,01 96,9 7,9 0,27
16 MCPP isooctilico 10,81 0,02 98,5 5,0 0,20
Criterios <0,5% > 95% <15%
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Los patrones de los herbicidas del Grupo III se prepararon a partir de la mezcla de los
herbicidas acidos derivatizados de la misma manera que las muestras. Es lo que se llama
patrones de procedimiento (procedural standards) [98-99].

2.3.4. PTV-GC-TOF/MS

2.3.4.1. Optimizacion de la Inyeccion

Los herbicidas se comportaron de tres maneras diferentes, como consecuencia de la
prueba de retencion en el liner. Las respuestas de la Trifluralina, el Trialato, la
Terbutilazina, el Fenoxaprop p etil, la Cianazina y el Bifenox, fueron las mismas para
los tres volumenes de inyeccién utilizados. El Bromoxinil octanoato, el Ioxinil
octanoato y el Linuron quedaron retenidos en el /iner empaquetado de vidrio ya que sus
respuestas fueron menores que en la inyeccidn en splitless. El resto de herbicidas
mostr6 un incremento en la respuesta.

Como resultado se escogié un volumen de inyeccion de 25 pl, que necesitaba un venteo
de 110 segundos. Proporcionaba la sensibilidad requerida y la mayoria de los
compuestos no eran retenidos en el liner.

2.3.4.2. Optimizacion del programa de Temperaturas

El programa de temperaturas fue el siguiente: la temperatura inicial del horno se
mantuvo a 40°C durante 2 min y después fue programado a 10°C/min hasta 280°C,
donde se mantuvo 15 min.

2.3.4.3. Deteccion

Los espectros de masas de los herbicidas son iguales a los obtenidos por GC-MS, ya
que también se usa impacto electronico para ionizar. Los herbicidas se identificaron a
partir de los tiempos de retencion y los espectros de masas de las librerias (NIST).

Se utiliz6 un algoritmo de deconvolucion para reprocesar los cromatogramas en SCAN
que proporciona el detector TOF para no perder informacién espectral (Figura 2.19).

2.3.4.4. Validacion

Los pardmetros de validacion se determinaron sobre 5 repeticiones de calibrados
preparados en acetonitrilo en el rango (2,5-100 pg/1) a cuatro niveles (Tabla 2.12).
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Figura 2.19. Cromatograma de los herbicidas analizados por PTV-GC-TOF/MS. Los
analitos se han numerado como en la Tabla 2.12.

Tabla 2.12. Caracteristicas de analisis y parametros de validacion para los herbicidas analizados
por PTV-GC-TOF/MS. Se han subrayado los valores que no cumplen los criterios.

. I6n Tiempo — %CV (¢ LD
Ne Analito . Retencion  Tiempo . %CVfr Instrum.
Cuantificador ., Lin.

(seg) Retencion (ng/h)

1 Trifluralina 306,1 1164 0,09 99,5 8,9 1,18
2 Trialato 268,1 1169 0,01 99,2 10,2 1,79
3 Terbutilazina 214,1 1174 0,04 99,6 12,5 0,99
4  MCPA tioetil 125,1 1177 0,08 99,6 13,4 0,99
5 Metribuzina 198,0 1211 0,01 99,8 11,6 0,55
6  Prosulfocarb 128,1 1232 0,02 99,4 13,2 1,44
7 Terbutrina 226,1 1256 0,01 99,1 12,1 2,22
8 Pendimetalina 252,0 1362 0,04 99,0 11,1 2,31
9  Flamprop isopropil 105,1 1481 0,02 99,5 10,2 1,18
10 Diclofop metil 253,0 1497 0,01 98,3 12,6 3,92
11 Bromoxinil octanoato 127,1 1503 0,02 97,8 16,5 5,22
12 Carfentrazona etil 312,1 1522 0,07 99,0 2.9 2,39
13 Diflufenican 266,1 1532 0,02 99,3 9,8 1,55
14 Mefenpir dietil 253,0 1553 0,06 98,8 11,4 2,93
15 Ioxinil octanoato 127,1 1628 0,02 96,7 10,7 7,87
16 Fenoxaprop p etil 288,1 1630 0,09 96,8 9,6 7,67

Criterios <0,5% >95% <15%

2.3.5. LC-(ESI)-MS/MS

Esta técnica, debido a su versatilidad, permiti6 el andlisis de practicamente todo el
conjunto de herbicidas utilizados en cebada, incluyendo aquellos analitos problematicos
en GC-TOF/MS, ya se retuvieran o vieran incrementadas sus respuestas en la inyeccion.
Desafortunadamente el analisis del Bromoxinil octanoato y el Ioxinil octanoato no fue
posible por esta técnica, y solo se analizaron por GC-TOF/MS.
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2.3.5.1. Optimizacion del Gradiente de la Fase Movil

Las muestras se preparaban tomando alicuotas de 250 pl, a las que se anadia 250 pl de
agua y se filtraban previamente a su andlisis. Se usaron volumenes de inyeccion de 50

pl para los compuestos detectados en modo positivo y 25 pl para los que se detectaban

en modo negativo.
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Figura 2.20. a) Cromatograma de los herbicidas analizados por LC-ESI-MS/MS con ionizacién

positiva, y b) Cromatograma de los herbicidas analizados por LC-ESI-MS/MS con ionizacién
negativa. Los analitos se han numerado como en la Tabla 2.13.
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Para optimizar la separacion cromatografica de todos los herbicidas, se utilizaba una
fase movil formada por dos disolventes: disolvente A (agua:metanol, 95:5) y disolvente
B (agua:metanol, 5:95), ambos conteniendo acido férmico 5 mM. Para los compuestos
que se detectaban con ionizacion positiva, el porcentaje de disolvente B se variaba de la
siguiente manera: 0-1 min, 20%; 1-8 min, 75%; 13 min, 100% mantenido 3 min; 16-
16,3 min, 20% mantenido 5,7 min, a flujo constante de 0,4 ml/min (Figura 2.20a). Los
compuestos detectados con ionizacion negativa, se analizaban con el siguiente
gradiente: el porcentaje de disolvente B cambiaba de la siguiente manera: 0-1 min, 20%;
1-8 min, 100%; 9-9,5 min, 20% mantenido 5,5 min, a flujo constante de 0,4 ml/min
(Figura 2.20b).

2.3.5.2. Deteccion

Los espectros de masas de los herbicidas eran diferentes de los anteriores porque se
usaban interfases y modos de ionizacion diferentes a los de GC. El MS se utilizé en
modo single reaction monitoring (SRM), técnica en la que se detectaba sélo una
transicion (el i6n precursor y el i6n de ruptura), que se analizaba para cada herbicida
con un dwell time de 50 ms. El uso de otra transicion para confirmar los analitos
implicaba el uso de mas canales y de desarrollos cromatograficos mas largos, por lo que
no se considerd conveniente.

Tabla 2.13. Caracteristicas de analisis para los herbicidas analizados por LC-MS/MS.

. Tiempo 16n Energia Ene;rgia Transicion
N° Compuesto Polaridad Retegcu’m Precursor Cono/V Colision/ (m/2)
(min) (m/z) eV
17 Difenzoquat metil sulfato  ESI+ 7,43 249,0 30 35 130,0
18 Clopiralida ESI+ 9,13 192,0 30 20 146,0
19 Florasulam ESI+ 10,06 360,3 35 20 1289
20 Metoxuron ESI+ 10,38 229,0 30 20 72,0
21 Cianazina ESI+ 10,84 241,3 30 18 214,0
22 Triasulfuron ESI+ 10,88 402,0 30 18 166,9
23 Tifensulfuron metil ESI+ 10,96 388,1 25 15 166,9
24 Imazametabenz metil ESI+ 11,08 289,3 30 25 160,9
25 Clorsulfuron ESI+ 11,74 358,2 30 18 140,8
26 Amidosulfuron ESI+ 11,92 370,1 20 15 260,8
27 Tribenuron metil ESI+ 12,10 396,1 20 12 154,9
28 Clortoluron ESI+ 12,28 213,0 30 20 72,0
29 Metabenzotiazuron ESI+ 12,49 2223 25 15 164,9
30 Isoproturon ESI+ 12,58 207,0 30 20 72,0
31 Isoxaben ESI+ 13,42 333,0 30 20 165,0
32 Linuron ESI+ 13,46 249,0 30 20 160,0
33 Fenclorazol etil ESI+ 15,26 404,0 35 20 357,8
34 Bifenox ESI+ 15,51 3422 20 10 309,9
35 Tralkoxidim ESI+ 16,92 330,4 25 12 284,1
36 Piridato ESI+ 18,14 207,0 60 18 103,8
37 Fluroxipir ESI- 10,05 253,0 15 15 195,0
38 Bentazona ESI- 10,78 239,0 20 25 197,0
39 Dicamba ESI- 11,47 221,0 30 10 177,0
40 MCPA ESI- 11,56 201,0 30 15 143,0
41 2,4-D ESI- 11,71 219,0 15 12 161,0
42 MCPP ESI- 11,79 213,00 30 20 141,0
43 Diclorprop p ESI- 11,96 233,0 20 12 161,0
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En la ionizacion en modo positivo (ESI+) se podian formar iones multiplemente
protonados [M+nH]", siendo n el numero de protones cargados positivamente en la
molécula. En modo (ESI-) se producia normalmente la desprotonacion de las moléculas,
pudiéndose formar iones [M-nH]". La distinta naturaleza de los herbicidas
seleccionados y sus diferentes propiedades acido-base, influyeron para que 7 de los 27
herbicidas analizados por LC-MS/MS, presentasen ionizacidbn negativa (los
Fenoxiacidos) detectandose como [M-H]', mientras que el resto prefiriesen la ionizacion
positiva, detectandose como [M+H]" (Tabla 2.13).

2.3.5.3. Validacion

Los parametros de validacion se determinaron con el promedio de 5 repeticiones de

calibrados preparados en acetonitrilo en el rango (2,5-100 pg/l) a cuatro niveles (Tabla
2.14).

En el caso de aquellos herbicidas que eran analizables por ambas técnicas, LC-(ESI)-
MS/MS fue la técnica escogida, como por ejemplo, para las Sulfonilureas y Fenilureas,
frente a la cuantificacion de sus productos de degradacion térmica con PTV-GC-
TOF/MS.

Tabla 2.14. Parametros de validacion para los herbicidas analizados por LC-(ESI)-MS/MS. Se
han subrayado los valores que no cumplen los criterios.

Tiempo %CV

N° Analito Reter}cién Tiempo Lince(;Tif&a d %CVfr LD (ﬁlg/t;)u -
(min) Retencion
17 Difenzoquat metil sulfato 7,43 0,01 95,8 11,6 10,03
18 Clopiralida 9,13 0,05 99,6 2,5 1,04
19 Florasulam 10,06 0,04 98,8 8,1 2,93
20 Metoxuron 10,38 0,01 98,4 6,8 3,82
21 Cianazina 10,84 0,01 99,3 2,2 1,61
22 Triasulfuron 10,88 0,02 99,6 1,5 1,04
23 Tifensulfuron metil 10,96 0,02 99,7 2,1 0,62
24 Imazametabenz metil 11,08 0,03 99,4 3,4 1,50
25 Clorsulfuron 11,74 0,01 99,0 1,9 2,43
26 Amidosulfuron 11,92 0,04 99,5 2,8 1,22
27 Tribenuron metil 12,10 0,08 99,5 4,9 1,10
28 Clortoluron 12,28 0,09 98,7 7,8 3,02
29 Metabenzotiazuron 12,49 0,07 99,4 4,2 1,30
30 Isoproturon 12,58 0,01 95,3 14,3 14,30
31 Isoxaben 13,42 0,01 96,3 12,6 16,12
32 Linuron 13,46 0,03 98,3 6,2 4,13
33 Fenclorazol etil 15,26 0,05 99,3 0,8 1,54
34 Bifenox 15,51 0,06 98,4 2,9 3,72
35 Tralkoxidim 16,92 0,05 96,2 12,1 7,13
36 Piridato 18,14 0,07 99,3 18.5 1,31
37 Fluroxipir 10,05 0,01 98,0 4,8 4,80
38 Bentazona 10,78 0,05 95,1 7,8 14,03
39 Dicamba 11,47 0,06 96,1 13,0 9,70
40 MCPA 11,56 0,02 97,2 13,2 6,54
41 2,4-D 11,71 0,02 99,5 3,9 1,12
42 MCPP 11,79 0,03 96,3 14,0 8,63
43 Diclorprop p 11,96 0,05 99,0 6,4 2,50
Criterios <0,5% > 95% <15%
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Las concentraciones de los analitos en ambas técnicas PTV-GC-TOF/MS y LC-(ESI)-
MS/MS se deducian a partir de su respuesta relativa a la producida por el patron interno
(PCB-198), afiadido antes del analisis para controlar la cantidad de analitos que pasaban
a la columna.

2.3.6. COMPARACION DE LAS DIFERENTES TECNICAS DE ANALISIS

Se presenta la Tabla 2.15 a modo de resumen la comparativa de las técnicas estudiadas.

Tabla 2.15. Comparacion de las diferentes técnicas de analisis utilizadas.

. . . Calibrado  %Coef. o
Equipo Analitos Observaciones (ppm) Lineal. LD (ppm) %CVfr

Falta de Selectividad y

HPLC-DAD Grupo [, 1T Sensibilidad,
Solapamiento
GC-AED Grupo [, I Falta de Sensibilidad 0,25-5 > 95 1-0,4 <15
GC-MS Grupo I, 11, 1T Muy robusto 0,05-0,5 > 95 0,05-0,03 <15
Informacion estructural
PTV-GC- . o 0,008-
TOF/MS Grupo I, IT Identifica anavl'ltos no 0,0025-0,1 >95 0.0005 <15
target
LC-(ESI)- - 0,010-
MS/MS Grupo I, 11, III, + Muy versatil 0,0025-0,1 >95 0.0005 <15

HPLC no permitié separar todos los herbicidas de ensayo ya que el detector DAD no
tenia la suficiente selectividad para distinguir los analitos en funcién de sus longitudes
de onda de maxima absorcion. La técnica de HPLC era muy sensible a las interferencias
extraidas de la matriz, haciendo especialmente dificil el analisis de los herbicidas
acidos. Sin embargo, los andlisis por GC no estaban afectados por las interferencias de
la matriz de manera tan acusada.

Todos los equipos de GC usados y el LC-(ESI)-MS/MS proporcionaban linealidades
adecuadas, pero el GC-AED no proporcionaba LD aceptables, es decir, por debajo de
los LMRs propuestos para las matrices que se estudiaron mas adelante. Para conseguir
estos limites habia que extraer mucha cantidad de muestra, lo que provocaba muchas
interferencias y un mantenimiento constante del equipo analitico. Sin embargo, la
ionizacion por EI en el andlisis por GC-MS, producia numerosos fragmentos que
proporcionaban mucha informacion estructural y, a su vez, el ruido de fondo era menor
que con otras técnicas de ionizacion, lo que permitia bajar los LD hasta valores
adecuados a los buscados para el anélisis de residuos.

La principal ventaja de la disponibilidad de instrumentacion sofisticada como GC-
MS/MS y LC-MS/MS, era que permitia prestar poca atenciéon a los procesos de
limpieza del extracto, debido a la gran sensibilidad y selectividad de la deteccion, lo
contrario que en otras técnicas de analisis. El inyector PTV era especialmente adecuado
para analitos problemdticos ya que mejoraba las inyecciones de compuestos
termodegradables en comparacion con pulsed splitless.

LC-(ESI)-MS/MS fue el equipo mas universal, demostrando su gran versatilidad,
sensibilidad y selectividad, ya que fue la unica técnica capaz de analizar practicamente
todos los herbicidas susceptibles de aplicarse en cebada. Desafortunadamente este
equipo no estuvo disponible a lo largo de todo el desarrollo del trabajo, optimizdndose
el GC-MS, que proporcionaba peores LD, pero aceptables para los estudios realizados.
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2.3.7. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

La presencia o ausencia de efecto matriz, se demostré comparando las respuestas
producidas por el analito en una disolucion de acetona, con la respuesta obtenida por la
misma cantidad de analito en presencia del extracto de matriz, a los mismos niveles de
calibracion. La matriz era un suelo del que se detallaran sus caracteristicas en el
Capitulo 3. Se realizd este primer estudio para los herbicidas de los Grupos I y II,
aunque en los Capitulos posteriores se aplico a todos los analitos.

En la Tabla 2.16 se muestra el resultado de las 3 pruebas estadisticas para el estudio del
efecto matriz cuando se extraian muestras de suelo con cuatro disolventes diferentes.

Se aprecia que el test del solapamiento de intervalos fue el menos restrictivo, lo
contrario del test del ajuste a una linea. Esto era logico teniendo en cuenta que los
intervalos de confianza de las pendientes podian ser muy grandes y solaparse incluso si
los valores de las pendientes para ambos calibrados estaban muy alejados. Sin embargo
en el test de ajuste de una linea tenian que cumplirse dos condiciones (ordenada
estadisticamente igual a cero y pendiente estadisticamente igual a uno) y era mas dificil
que se diesen ambos requisitos. Por tanto, es este test estadistico el que proporcionaba el
estudio mas exhaustivo del efecto matriz.

Tabla 2.16. Resultados de los 3 estudios estadisticos para evaluar el efecto matriz producido por la
extraccion de un suelo con diferentes disolventes. Las X indican la existencia de efecto matriz.

Acetona Acetonitrilo Acetato Etilo Acetona:Hexano

N° Herbicida , , , ,
Test Intv. Linea Test Intv. Linea Tet:st Intv. Linea TfSt Intv. Linea

Amidosulfuron X X X X X
Isoproturon X X X
Clortoluron X
Tribenuron m.
Metoxuron
Trifluralina
Metabenzotiaz.
Trialato
Terbutilazina
MCPA tioetil
Prosulfocarb
Terbutrina
Metribuzina
Linuron
MCPP isooct.
Pendimetalina X
Cianazina

Flamprop isop. X X
Bromoxinil oct.

Carfentraz. e.

Diflufenican X

Diclofop metil X X X X
Mefenpir dietil X X X

Bifenox X X
TIoxinil oct.

Tralkoxidim X
Fenoxaprop p e.
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El mayor efecto matriz se producia en el nivel mas bajo del calibrado, lo que indicaba
que era el nivel donde la senal se empezaba a confundir con el ruido.

El disolvente que produjo efecto matriz para el mayor numero de herbicidas fue la
mezcla de acetona y hexano, ya que la combinacion de un disolvente polar (acetona) y
uno apolar (hexano) aumentaba la extraccion de interferentes de distintas caracteristicas
desde la matriz.

A pesar de que el modo SIM de deteccion era mucho mas selectivo que el modo SCAN,
se demostrd que para la mayoria de herbicidas siguia existiendo efecto matriz. Por lo
tanto, el uso de SIM no aseguraba la falta de interferencias y no se podia obviar el
estudio del efecto matriz para cada caso en particular.

Aunque estadisticamente se demuestre que no existe efecto matriz, siempre se usara el
calibrado preparado sobre extractos blancos de matriz para minimizar la influencia de la
matriz en la cuantificacion, evitar las recuperaciones excesivamente altas, y porque
representa mejor el estado real de las muestras.
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2.4. CONCLUSIONES
Uso de diferentes técnicas analiticas

l.

Se selecciona el GC-MS para el método multirresiduo porque proporciona una
adecuada linealidad, y la suficiente selectividad y sensibilidad frente al HPLC-DAD,
que no es capaz de separar los herbicidas ni distinguirlos en funcion de sus
longitudes de onda de maxima absorcidon, o frente al GC-AED, que no alcanza
limites de deteccion adecuados.

El andlisis con PTV-GC-TOF/MS da informacion estructural sobre los compuestos
y el sistema de inyeccion PTV mejora la inyeccion de los analitos problematicos,
pero es el LC-(ESI)-MS/MS el equipo mas universal, demostrando su gran
versatilidad, sensibilidad y selectividad ya que es la tnica técnica capaz de analizar
simultaneamente casi todos los herbicidas susceptibles de aplicarse a cultivos de
cebada, incluyendo el analisis de 11 herbicidas mas que GC-MS.

Analitos

3.

La cuantificacion con los productos de degradacion de los herbicidas derivados de la
urea es cuantitativa y su uso adecuado. Las fenilureas generan productos de
degradacion especificos, mientras que las sulfonilureas producen uno comun y otro
especifico seleccionado para el andlisis.

Optimizacion de la Reaccion de Derivatizacion

4.

La derivatizacion de los herbicidas acidos/fenoles con TMSH es rapida y facil
produciendo ésteres/éteres metilicos cuantitativos mediante la descomposicion
térmica de las sales de trimetilsulfonio formadas por la desprotonacion de los
analitos acidos con el TMSH fuertemente basico. La descomposicién térmica se
lleva a cabo directamente en el inyector del sistema cromatografico, no siendo
necesaria la incubacion. El TMSH produce derivados metilicos a partir de dos
reacciones simultdneamente, por un lado esterifica los &cidos/fenoles, y por otro,
trans-esterifica otros ésteres de los herbicidas, por medio de una saponificacion.

Ambas reacciones de derivatizacion estan muy influidas por el pH del medio, ya que
la presencia de la forma anidnica de los 4cidos es esencial para la formacion de las
sales de trimetilsulfonio y para la saponificacion. La adicion de TMSH proporciona
un pH basico adecuado, pero el rendimiento de la metilacién se ve practicamente
anulado con 4cido fosforico.

Los herbicidas Hidroxibenzonitrilos se hidrolizan a acidos carboxilicos, via amidas,
tras el calentamiento, proceso favorecido por el medio basico proporcionado por el
TMSH. El Fenoxaprop sélo se mantiene en presencia de acido acético porque el
anillo del benzoxazol se abre en medio basico.

La trans-esterificacion de los ésteres conjugados a ésteres/éteres metilicos es un
equilibrio y la formacion del éster/éter mas pequefio esta favorecida, lo que explica
que el Flamprop isopropil, y el Fenoxaprop p etil se trans-esterifiquen en pequefia
medida.

Uso del Acido Acético

8.

El 4cido acético tiene un efecto protector al interaccionar con los sitios activos de la
inyeccion y de la columna, aumentando las respuestas de algunos herbicidas, como
los termodegradables (los derivados de la urea), facilitando el analisis por GC y sus
calibrados cuantitativos. Asimismo estabiliza a los hidroxibenzonitrilos y al
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Fenoxaprop, que se degradan en condiciones basicas, mejorando la reaccion de
derivatizacion en su presencia.

Como resultado de las ventajas del acido acético, los extractos siempre se disuelven
en una mezcla de acetona que lo contiene, por lo que la derivatizacion se produce en
un medio ligeramente acidificado para el que la trans-esterificacion es muy pequeina
(< 20%, normalmente en torno al 10%) y la esterificacion es alta, por lo que la
mayor parte de los ésteres metilicos se producen a partir de la esterificacion de los
acidos.

Estudio del Efecto Matriz

10. Si se quiere realizar un estudio estadistico exhaustivo del efecto matriz, tiene que

11.

aplicarse el test de ajuste a una linea, que es el mas restrictivo, al contrario del test
del solapamiento de intervalos.

Aunque estadisticamente se demuestre que no existe efecto matriz, siempre se usa el
calibrado preparado sobre extractos blancos de matriz para minimizar la influencia
de ésta en la cuantificacion, evitar las recuperaciones excesivamente altas, y porque
representa mejor el estado real de las muestras.

Método Optimizado

12. Por tanto, las muestras a analizar por GC-MS se disuelven en acetona:1% de acido

acético, y se dividen en dos alicuotas previa filtracion con filtro organico de 0,45
micras y adicion del patron interno:

- En la primera alicuota de 500 pl de extracto se analizan los herbicidas de los
Grupos I, II (productos de degradacion) y los ésteres conjugados del Grupo III
(incluidos en el Grupo I, ya que son cromatografiables por GC). Los patrones se
preparan con la mezcla completa de herbicidas.

- A la segunda alicuota de 500 pl de extracto se le anaden 100 pl de TMSH
0,25M vy la derivatizacion se produce directamente en el inyector del sistema
cromatografico. Sirve para los herbicidas acidos y sus correspondientes ésteres
(Grupo III). Los patrones se preparan a partir de los acidos derivatizados de la
misma manera que las muestras. Se usa una columna diferente para las alicuotas
derivatizadas.

Se obtiene asi, un método rapido en el cual sélo hace falta afiadir el TMSH al vial
del extracto a analizar y la derivatizacion se produce directamente en el inyector.
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3.1. INTRODUCCION

En condiciones reales de campo existe el peligro potencial de que los suelos agricolas se
contaminen con herbicidas, indirectamente a partir de las hojas de los cultivos, y
directamente a partir de los tratamientos en el suelo [1]. Como ya se detall6 en el
Capitulo 1, la determinacion de estos residuos de herbicidas en el suelo es muy

importante ya que tienen efectos nocivos cuando no se degradan lo suficientemente
rapido [2].

3.1.1. INTERACCION SUELO:HERBICIDAS

Los factores que influyen en la distribucién y en el comportamiento posterior de un
herbicida como producto contaminante en el suelo son [3]:

1. Las propiedades del suelo.
2. Las propiedades fisico-quimico-biologicas del fitosanitario.
3. Las interacciones suelo-herbicida.

3.1.1.1. Caracteristicas de los Suelos

La Materia Organica es una mezcla heterogénea de productos resultantes de la
transformacion quimica y bioldgica de residuos organicos, entre ellos, restos organicos
frescos, productos excretados por los organismos, productos de descomposicion y
compuestos de sintesis [3]. Dentro de este grupo tenemos las sustancias no humicas y el
humus, formado por los &cidos fulvicos y htimicos, y las huminas insolubles.

Los contenidos de materia organica en el suelo son muy variables, van desde el 0,5% al
10%. El contenido en materia organica en la parte superior de los suelos cultivados de la
zona mediterranea suele variar entre el 1 y el 3% [4].

El humus presenta en su superficie grupos acidicos carboxilicos e hidroxilicos de
naturaleza 4cido débil que le confieren tal caracteristica. Estos grupos proporcionan un
considerable poder tampon al suelo. El valor aparente de la constante de acidez del
humus es aproximadamente igual a 6, aumentando el nimero de cargas que presenta la
micela de humus al aumentar el pH del medio. Las sustancias hiimicas intervienen en
las reacciones de intercambio cationico (adsorcion de cationes y fitosanitarios)
presentando una elevada capacidad de intercambio catidnico dependiente del pH,
debido a la disociacion de los grupos funcionales de caracter 4acido. La naturaleza
aromatica de la materia organica, es también importante en la formacion de complejos
de transferencia de carga. También es posible la formacién de puentes de hidrégeno
directamente entre soluto y adsorbente o indirectamente a través de la hidratacion de
moléculas de agua [3].

El término Textura se usa para representar la composicion granulométrica del suelo.
Cada termino textural corresponde con una determinada composicion cuantitativa de
arena (particulas entre 2 y 0,05 mm), limo (particulas entre 0,05 y 0,002 mm) y arcilla
(particulas < 0,002 mm), segun la clasificacion del Departamento de Agricultura de
EEUU (USDA). Los términos texturales se definen de una manera grafica en un
diagrama triangular que representa los valores de las tres fracciones.

Los suelos arenosos son muy inertes mientras que las arcillas tienen un alto poder de
amortiguacion, pueden fijar y transformar a los contaminantes y presentan, por tanto,
una alta capacidad de autodepuracion. Se caracterizan por tener una gran superficie
especifica y por estar cargadas, con lo que su interaccion con las moléculas de
herbicidas polares es potencialmente elevada. Los suelos francos son equilibrados con
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propiedades compensadas. Los suelos coloidales, arcillosos o himicos poseen un mayor
poder de adsorcion que los suelos arenosos [5].

La fase solida del suelo es muy heterogénea. Existen asociaciones entre sustancias
humicas, arcillas, 6xidos metalicos, carbonatos y otros minerales (en algunos casos mas
del 90% de la materia orgénica se encuentra asociada a la fraccion mineral del suelo).
En general, los suelos con alto contenido en arcilla y materia orgénica tienen una alta
afinidad por los herbicidas, debido a que éstos sufren una gran adsorcion a los coloides
del suelo, con la consiguiente disminucion de las pérdidas por lixiviacion y
volatilizacion.

Los principales Intercambiadores de lones en el suelo son las arcillas y la materia
organica. La capacidad de intercambio i6nico consiste en procesos reversibles por los
cuales las particulas solidas del suelo adsorben iones de la fase acuosa liberando al
mismo tiempo otros iones en cantidades equivalentes, estableciéndose el equilibrio entre
ambas fases. Como los iones adsorbidos quedan en posicion asimilable constituyen la
reserva de nutrientes para las plantas. La superficie de las arcillas estd cargada
negativamente debido a las sustituciones isomorficas en las laminas de arcilla de iones
de mayor carga positiva por iones de menor carga positiva, generalmente aluminio por
silicio y aluminio por magnesio. Esta carga superficial estd compensada por cationes
intercambiables en la disolucion del suelo proximos a la superficie de las arcillas. Los
herbicidas pueden adsorberse a los minerales de la arcilla a través de los cationes de
cambio (bien directamente o bien por medio de moléculas de agua coordinadas a ellos),
por lo que muchas transformaciones abioticas dependen de la naturaleza de estos
cationes de cambio. Muchos de los productos fitosanitarios utilizados se presentan en
forma de cationes y la capacidad de intercambio catidnico es decisiva para determinar el
grado de adsorcion de este tipo de compuestos y por tanto el nivel de retencion en el
suelo.

Los suelos son una mezcla compleja de componentes soélidos que reaccionan
simultdneamente para dar un determinado valor de pH. Estos componentes tamponan el
suelo contra cambios producidos por la adiciéon natural o antropogénica de éacidos y
bases [6].

La degradacion y movilidad de los fitosanitarios en el suelo dependen del pH del suelo,
ya que éste determina la carga superficial de los componentes con carga variable del
suelo y, por tanto, afecta al grado de ionizacién de los compuestos organicos acidos o
basicos, determinando la proporcion de herbicida que se encuentra en forma ionizada o
molecular, lo que afecta a la cantidad de enlaces existentes entre el suelo y el herbicida
[7]. El pH de la disolucion del suelo puede influir directa o indirectamente en los
mecanismos de adsorcion del suelo. Un cambio de pH puede alterar la carga neta de los
herbicidas ionizables o de los componentes del suelo, modificando directamente sus
interacciones [8].

La importancia del contenido en Humedad del suelo en la adsorcion del herbicida
puede ser explicada por dos mecanismos. Uno se relaciona con la solubilidad del
herbicida, ya que ésta varia con el contenido de agua [9]. Cuando este contenido es bajo,
debido a la baja solubilidad que generalmente presentan la mayor parte de los
herbicidas, tienden a quedar en estado solido y, por tanto, dificil de adsorberse. Un
segundo mecanismo tiene que ver con la competencia del herbicida por los lugares de
adsorcion a diferentes niveles de humedad. El agua est4d adsorbida muy fuertemente en
los lugares de adsorcion del coloide por ser un compuesto muy polar. Por ello los
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contenidos bajos en humedad provocan una fuerte retencion del agua, que deja pocos
sitios activos libres para que el herbicida pueda adsorberse [10].

La retencion de los compuestos orgéanicos por los constituyentes minerales y orgéanicos
depende de la humedad del suelo [11]. En suelos secos, la adsorciéon de compuestos
organicos resulta fundamentalmente de las interacciones del herbicida con los
componentes minerales, mientras que en suelos humedos, es la materia orgéanica la que
tienen un papel mas importante. Esto es debido a la fuerte interaccion de dipolo entre la
fraccion mineral del suelo y las moléculas de agua, la cual excluye a los compuestos
organicos, especialmente los poco solubles en agua de esta fraccion del suelo. Asi la
solubilidad del herbicida en el agua seria uno de los principales factores que afectan al
fendmeno de adsorcion.

Los procesos de adsorciébn son exotérmicos, mientras que los de desorcion son
endotérmicos, por lo que un incremento de Temperatura dara lugar a una disminucion
de la adsorcion y un aumento de la desorcion [12]. Por otra parte, la temperatura afecta
a la solubilidad de los herbicidas, y por tanto, también indirectamente a la adsorcion. El
efecto de la temperatura en la adsorcion depende de la fuerza de la interaccion entre el
soluto y la superficie, a mayor fuerza de interaccion, mayor es la influencia de la
temperatura [13].

3.1.1.2. Caracteristicas de los Herbicidas

Las propiedades fundamentales de los herbicidas que van a influir en su
comportamiento en el suelo son la presion de vapor, la solubilidad, la hidrofobicidad
(coeficiente de particion octanol/agua), el peso molecular, y la constante de acidez [14],
que se presentaron para los herbicidas de estudio en la Tabla 2.1.

Los herbicidas se van a unir al suelo en funcion de como sea su Coeficiente de Reparto
n-octanol/agua. Herbicidas con coeficientes de reparto muy grandes van a sufrir una
union muy fuerte al suelo. La mayoria de los herbicidas poseen coeficientes de reparto
en torno a 5, que es el balance perfecto para poder penetrar lo suficiente en el suelo
como para ser absorbido por las raices de las malas hierbas, mientras que no llega tan
profundo como para serlo por las raices del cultivo que interesa proteger o pasar a las
reservas de acuiferos. Dentro de este grupo se encuentran las Ureas, Triazinas,
Acetanilidas, etc. No obstante, hay otros herbicidas con coeficientes de reparto menores
o iguales a 1, como el Dicamba, que se disuelven en el agua y pueden encontrarse en
zonas muy profundas.

La Volatilizacion se produce en las capas mas superficiales del suelo. El grado de
volatilizacion viene dado por su presion de vapor. Aumenta con la temperatura, no
obstante con la temperatura también se produce un aumento de pérdida de agua del
suelo, pudiendo dejar ésta mds centros activos de adsorcion libres y disminuir este
proceso. En un suelo humedo las pérdidas por volatilizaciéon son mayores debido a la
competencia de las moléculas de agua con las de herbicida por los lugares de adsorcion
de los coloides.

Los Herbicidas Acidos o Basicos son aquellos capaces de formar iones en el rango de
pH de los sistemas de suelo-agua en el medio ambiente, es decir, entre valores de 5 a 8.
Su comportamiento cambia totalmente en funcion de si se produce esta ionizacion o no.
Casi la tercera parte de las materias activas que se utilizan actualmente son capaces de
ionizarse, limitando las generalizaciones que se hacen normalmente para compuestos
neutros. La mayoria de los herbicidas acidos se encuentra predominantemente en forma
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16nica al pH de la mayor parte de suelos agricolas, mientras que los herbicidas basicos
estan en forma molecular.

Para herbicidas de caracter acido debil, el pH del medio es fundamental para
determinar en que forma se encuentran en el suelo [15]. Asi, si el pH del medio es
menor que su constante de acidez, predominara la forma molecular y por tanto tendra
mas afinidad hacia la materia organica [3]. En cambio, si el pH del medio supera la
constante acida, predominara la forma idnica del herbicida y se adsorbera de forma sélo
moderada en la materia orgénica, siendo repelido por las arcillas [7]. Como los
herbicidas acidos estan ionizados en la mayoria de suelos agricolas, los contenidos altos
en materia organica disminuirdn la unién de los herbicidas a la matriz del suelo y
aumentardn la recuperacion en la extraccion. Se asume, por tanto, que la materia
organica y la arcilla tienen efectos positivos en la recuperacion de herbicidas anidnicos
[16].

Los Fenoxiacidos se adsorben mas a valores de pH del suelo bajos (menores que 4), ya
que al pH medioambiental (5-8) estdn ionizados, y por tanto, no adsorbidos [17], al
igual que las Sulfonilureas. Debido a su baja adsorcion al suelo y su alta solubilidad en
agua en suelos neutros o alcalinos, existe el peligro de que se lixivien en condiciones de
campo tras fuertes lluvias [18]. Si el pH aumenta, las Sulfonilureas cargadas se liberan
estando disponibles para las plantas [19].

En cuanto a los herbicidas bases débiles, como las Triazinas, cuando los suelos son
neutros o basicos, se adsorben preferentemente a la materia organica, mientras que en
suelos acidos adquieren cargas positivas lo que hace que se retengan por la atraccion
con las cargas negativas de las arcillas [20,21]. Si el pH aumenta, las Triazinas no estan
protonadas y otros mecanismos como los puentes de hidrégeno y otras interacciones
débiles se vuelven mas importantes [7,22]. El mecanismo de adsorcién cambia entonces
de naturaleza, pasando de ser una adsorcion quimica sobre la superficie de los coloides
arcillosos a una adsorcidn fisica, en la que compiten fenomenos de intercambio idnico y
de exclusion anidnica.

Los herbicidas no idnicos, compuestos sin carga, estan principalmente retenidos por la
materia organica del suelo [13]. Estdn muy poco adsorbidos en las arcillas a partir de la
disolucion del suelo, y compiten con el agua por los lugares de adsorcion.

3.1.2. TECNICAS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EN
SUELO

La extraccion de residuos en muestras de suelo es mucho mas dificil que su extraccion
en otras matrices medioambientales como agua o aire, y normalmente necesita mas
pasos en la extraccion, ya que el suelo es una matriz muy compleja. Los residuos de
herbicidas en el suelo pueden estar enlazados, lo que afectard a la eficiencia de la
extraccion.

En los métodos multirresiduo, la extraccion de un gran nimero de analitos de
polaridades diferentes implica disminuir la sensibilidad, usar grandes volumenes de
disolventes organicos, extracciones largas, y varias limpiezas del extracto. Actualmente
las técnicas modernas, con el gran numero de disolventes y adsorbentes que existen en
combinacion con la temperatura y la presion, permiten obtener la sensibilidad necesaria
en un Unico paso.

96



Optimizacion de la Extraccion Multirresiduo de Herbicidas en Muestras de Suelo

La Agitacion Mecanica consiste en la agitacion del suelo con un disolvente adecuado, y
posterior separacion por centrifugacion, decantacion o filtracion. Puede usarse para
muestras entre 10 y 100 g. Normalmente se utilizan disolventes organicos de diferentes
polaridades pero también se ha propuesto el Agua Subcritica, como un disolvente
adecuado que puede extraer cuantitativamente analitos polares y apolares del suelo [23].

La extraccion con Soxhlet se usa para extraer analitos polares fuertemente unidos al
suelo ya que utiliza extracciones continuas que aumentan su eficacia. Suelen usarse
mezclas que contengan un disolvente miscible con el agua y otro apolar. Se extraen
entre 10-30 g de suelo, que se secan con sulfato sddico anhidro (Na,SOy), y se llevan de
8 a 16 h a reflujo para extraer los residuos.

La extraccion por Ultrasonidos se usa para analitos apolares. Las vibraciones rompen la
matriz del suelo ayudando a liberar los herbicidas. Utiliza entre 10-30 g de suelo, que se
secan con Na,SQOy, y se extraen con un disolvente durante 10-20 min por ultrasonidos.

Alternativamente también se han utilizado la extraccion con fluidos supercriticos (SFE),
la extraccion acelerada con disolventes (ASE), o la extraccion con disolventes asistida
por microondas (MASE) que proporciona recuperaciones analogas a otros métodos pero
mejores reproducibilidades.

SFE se usa para compuestos apolares. Utiliza pequefias cantidades de suelo (0,5-10 g).
El extractante que se usa es CO; supercritico, que tiene propiedades de liquido y gas. El
fluido supercritico puede penetrar facilmente en los poros pequefios del suelo y disolver
mejor los herbicidas apolares. La adicion de un modificador polar, como el metanol,
mejora las recuperaciones de los compuestos polares [24]. Se ha utilizado para extraer
las dinitroanilinas, con resultados comparables con el Soxhlet y la agitacion en términos
de sencillez, eficiencia, selectividad y reproducibilidad [25].

ASE es un proceso automatico desarrollado por Dionex que se utiliza para herbicidas de
diferentes polaridades. Se extraen pequefias cantidades de suelo (0,5-20 g) a altas
temperaturas y presiones. La temperatura elevada acelera la cinética de la extraccion
mientras que la presion mantiene el disolvente por debajo de su punto de ebullicion.
Reduce mucho el tiempo de extraccion y el volumen de disolvente usado comparado
con la agitacion. Se ha utilizado, entre otros, para la extraccion de Triazinas y
Fenilureas con 30 ml de acetona en 15 g de suelo a 100 atm y 50°C [26].

La extraccion por Microondas es una técnica relativamente nueva que se usa para
analitos apolares, volatiles o semivolatiles. Se usan pequefias cantidades de suelo (0,5-
20 g) que se extraen con disolventes organicos ayudados con la energia de microondas a
temperaturas (100-115°C) y presiones elevadas (50-175 psi). Necesita menos tiempo y
disolvente que el Soxhlet pero esta limitado a compuestos térmicamente estables [27].

La tendencia general, es hacia una mayor automatizacién, ya que la mayoria de los
métodos actuales siguen siendo muy laboriosos, y hacia una miniaturizacion para evitar
el uso excesivo de reactivos toxicos. Entre estas técnicas destacan la stir-bar sorptive
extraction, extraccion con agitadores magnéticos adsorbentes (SBSE), en las que la
muestra se extrac mediante agitacion con un agitador magnético recubierto de un
adsorbente, posteriormente desorbido en el inyector del sistema cromatografico, y la
microextraccion en fase sélida (SPME), en la cual los analitos se adsorben en una fibra
puesta en contacto con la muestra que también se desorbe directamente en el inyector
del sistema cromatografico [28,29].
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3.1.3. METODOS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EN
SUELO

Uno de los principales problemas en la determinacion de residuos en muestras de suelos
es la falta de métodos estandar de laboratorio. Es dificil llegar a un consenso puesto que
la extraccion debe adaptarse y optimizarse en funcion de la naturaleza de los suelos, los
herbicidas y sus metabolitos [30].

Antes de la década de los 60, se utilizaban procedimientos analiticos individuales para
cada herbicida pero, debido a que el numero de herbicidas fue creciendo, esta
metodologia no era practica, lo que condujo al desarrollo de métodos multirresiduo para
el analisis de muestras medioambientales. Ademas, normalmente el historial de
tratamientos o medioambiental de la mayoria de muestras es desconocido, por lo que
interesa analizar el mayor nimero posible de analitos, incluso aunque las recuperaciones
sean peores respecto de los métodos unirresiduo [31,32].

El Documento N° SANCO/825/00 de la EU [32] propone los siguientes métodos
multirresiduo para plaguicidas en suelo (Figura 3.1):

Multn residue method I
]
Sonl I

acetone [1,5] mizthanal
{imcl, hiqued-liguid partition)
| |

——

GPC [1,2.5] | silica ged [1,5]

—

GC (1] | HPLC [5]

Figura 3.1. Métodos multirresiduo para plaguicidas en suelos
propuestos por el Documento N° SANCO/825/00 de la EU [32].

Los métodos que usan acetona, lo hacen en una extraccion polar en combinacion con
agua (2:1, v/v), seguido de un reparto de las moléculas de interés en un disolvente
organico inmiscible con el agua, diclorometano o éter de petrdleo u otro disolvente
adecuado, y cloruro soédico, NaCl (método estdndar aleman DIN EN 11264)
[33(1),34(2)]. Estos disolventes junto con la acetona de la primera fase de la extraccion
forman la fase organica, mientras que los compuestos hidrofilicos de la matriz quedan
retenidos en la fase acuosa saturada con NaCl. Estos métodos se han mejorado con la
sustitucion del diclorometano por acetato de etilo-ciclohexano como fase organica en el
reparto [35(3)]. Si es necesario puede realizarse una limpieza posterior con
Cromatografia por Permeacion en Gel (GPC) o el fraccionamiento por adsorcion en una
columna cromatografica de silica gel desactivada con 1,5% de agua, y finalmente el
analisis por GC.

En principio son métodos que se usan para determinar un gran numero de plaguicidas
directamente analizables por GC, pero también pueden aplicarse a analitos acidos si se
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acidifican los extractos antes del reparto, y se derivatizan previamente al andlisis.
Consiguen LD de hasta 10 pg/kg.

También la EPA ha desarrollado varios métodos para el andlisis de residuos de
herbicidas en muestras solidas, entre ellas suelos [36]. El Método 8085 recomienda el
uso de acetona:hexano (1:1) o acetona:diclorometano (1:1), en combinacidén con el
Método 3540 (Soxhlet), el Método 3541 (Soxhlet automatizado), el Método 3545
(PFE), el Método 3546 (MASE), o el Método 3550 (extraccidon con ultrasonidos). En
algunos casos el sobrenadante obtenido se filtra en una cama de Na,SO4 [37].

Las muestras de suelo son generalmente extraidas con uno o mas Disolventes
Orgénicos. Se ha utilizado una amplia variedad de disolventes, escogidos en funcion de
la polaridad de los analitos a determinar, normalmente acetona, metanol, acetonitrilo o
acetato de etilo [7]. En muchas ocasiones, se ha encontrado que la Adicion de Agua
aumenta la desorcion de los herbicidas desde la matriz porque actia como disolvente
para el analito y como soluto que compite por los sitios de adsorcion [38]. También se
utilizan Modificadores como acidos, bases, soluciones salinas o quelatantes para
favorecer la extraccion desde el suelo dependiendo del tipo de unién quimica del analito
a éste [7].

La extraccion de Herbicidas Neutros (dinitroanilinas, tiocarbamatos, fenilureas) de los
suelos se lleva a cabo normalmente con disolventes organicos polares o apolares [38].
Entre ellos los mas usados son, la acetona, el acetato de etilo, el acetonitrilo y el
diclorometano, y la extraccion se produce por agitacion, ultrasonidos o Soxhlet.

Un método multirresiduo para extraer una amplia variedad de residuos neutros de
herbicidas propone la extraccion con una mezcla de acetonitrilo y agua, y posterior
reparto de las muestras en éter de petroleo:éter dietilico antes de su andlisis por GC-MS
[39].

Los Herbicidas Basicos como las Triazinas se extraen del suelo con disolventes
organicos de polaridad media o alta, como el acetonitrilo [40] por agitacion o Soxhlet.
También se ha utilizado la SFE, los ultrasonidos con agua y metanol [41], las
microondas [40], la extraccion con agua asistida por microondas [42], la extraccién con
agua subcritica [43], SPME [44], y combinaciones de varias técnicas como MAE-SPME
[45].

En algunos casos se ha utilizado el amoniaco como modificador, proporcionando un
medio basico que aumenta las recuperaciones en mezclas acuosas con acetonitrilo a pH
9 por agitacion. El agua se separa por reparto con diclorometano que se lleva
posteriormente a sequedad [46].

La extraccion de los Herbicidas Acidos (fenoxiacidos, acidos benzoicos, sulfonilureas)
del suelo siempre es un reto [47]. Se lleva a cabo normalmente por medio de
extracciones solidas o liquidas por agitacion o Soxhlet [48] con mezclas de disolventes
organicos como acetona, éter dietilico, diclorometano, acetonitrilo o mezclas de estos
disolventes [16], con agua a pH 4cido [49-51], o con disoluciones alcalinas mediante
agitacion. Posteriormente se acidifica, se separa del agua mediante un disolvente
organico inmiscible con ella, o con SPE [52-57]. Este ultimo método también se ha
usado para los fenoles [33].

El método EPA 8151A [58] propone ajustar el pH a 2 y extraer con acetona y
diclorometano por ultrasonidos o con acetona y éter dietilico por agitacion. El método
8321A [59] propone la determinacion de los Fenoxidcidos y sus ésteres sin hidrolisis
con agua ajustada a pH 2, acetona y éter dietilico.
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Muchos procedimientos han demostrado el uso satisfactorio de las mezclas de
disolventes organicos, principalmente acetonitrilo, con agua y acido acético para la
extraccion de herbicidas acidos [18,52,43,60,61] incluyendo también herbicidas neutros
[61] y siendo mas eficaz que la extraccion alcalina [16]. El agua posteriormente se
separa por reparto con diclorometano.

También se han extraido por esterificacion “in situ” a sus ésteres metilicos [62]. Otra
técnica usada ha sido la SFE [63], pudiendo acoplarse la derivatizacion [47], pero se
considera muy cara debido al coste instrumental y el tiempo que necesita por muestra.
Ultimamente se ha utilizado MASE [64], técnica muy atractiva debido a que necesita
poco tiempo de extraccion y tiene alta eficiencia [65].

La mayoria de los métodos propuestos para analitos acidos tienen una debilidad al no
incluir el andlisis de aquellos herbicidas que se usan en combinacién con ellos,
principalmente sus ésteres, lo que implica tener que llevar a cabo varios métodos de
extraccion [43]. A veces se especifica una hidrolisis en medio basico [58] para liberar
los ésteres a sus acidos antes de la extraccion. A pesar de que en el medio ambiente los
¢ésteres se hidrolizan rapidamente [28,66,67,68], se considera preferible extraer ambas
formas simultdneamente, ya que la hidrdlisis podria provocar la pérdida de otros
analitos y no seria posible un método multirresiduo [69].

En la bibliografia se encuentran muchos métodos para las familias de las Ureas [70]. Se
extraen del suelo por agitacion con disolventes organicos de polaridad media o alta
como la acetona o el metanol, seguido de un reparto o limpieza con cartuchos [18,38].
También se han utilizado disoluciones de carbonato amoénico con un 10% de metanol
para extraer residuos envejecidos de Sulfonilureas del suelo [71,72]. Algunas tienen
tendencia a unirse a las arcillas del suelo y el contraion que proporciona el carbonato
amoénico se necesita para liberar los residuos. La pequefia cantidad de disolvente
organico es necesaria para liberar las Sulfonilureas mas hidrofobicas de aquellos suelos
que contienen mucha materia organica. El extracto se concentra y se purifica mediante
cartuchos para eliminar los co-extractos de la matriz.

Algunas, como el Tribenuron metil son poco estables en disolucion, incluso en
disolventes organicos polares, por lo que el problema de la extraccion radica en que se
necesitan procedimientos lo suficientemente rapidos para evitar el proceso de la
degradacion [73]. A pH menores que 5, el Tribenuron metil se degrada con rapidez,
siendo el tiempo de vida media aproximado de 2 horas, ya que se rompe su enlace de
sulfonilurea. La maxima estabilidad se logra con un pH comprendido entre 6 y 9 [74].

Como conclusion, se deduce que existen varios métodos multirresiduo para herbicidas
en suelos pero la mayoria solo extraen aquellos analitos que pertenecen a la misma
familia [75,76].

3.1.4. LIMPIEZA DE MUESTRAS DE SUELO

Muchos métodos de extraccion de residuos de herbicidas en muestras de suelo proponen
un paso de limpieza del extracto antes de su analisis. Esto es debido a la presencia de
sustancias interferentes que dificultan la identificaciéon de los analitos de interés,
pudiendo incrementar la respuesta mediante el efecto matriz en el sistema
cromatografico al depositarse sobre ¢l, disminuyendo su capacidad analitica y
aumentando el mantenimiento necesario.

El mayor interferente en las muestras de suelo son los dcidos hiimicos que forman parte
de la materia organica. Son sustancias no volatiles, de alto peso molecular que se
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adhieren a las partes del sistema de inyeccion y de la columna cromatografica,
interaccionando con los analitos y produciendo pérdidas de resolucion y de simetria de
los picos.

Los métodos de andlisis recomendados suelen incluir pasos de limpieza, como GPC o el
fraccionamiento por adsorcion en silica gel desactivada, en los métodos recomendados
por el Documento N° SANCO/825/00 de la EU [32], o el uso de Florisil o GPC en el
caso de los métodos EPA [77].

El Reparto Liquido-Liquido (LLP) proporciona un método conveniente para separar
agroquimicos de extractos altamente acuosos. El disolvente de reparto suele ser volatil e
inmiscible con el agua. La técnica se basa en que cuando una sustancia es miscible en
dos liquidos inmiscibles, puede transferirse de un liquido a otro mediante agitacion. El
grado de reparto dependerd del coeficiente de distribucion del agroquimico entre los dos
liquidos inmiscibles. Es muy util para los analitos ionizables, ya que puede ajustarse
para maximizar el reparto en la fase organica o acuosa, segin se desee. Entre sus
inconvenientes esta el uso de grandes volimenes de disolventes, algunos peligrosos, la
dificultad de automatizacion, la formacion de emulsiones dificiles de romper o la
pérdida de algunos analitos en el proceso.

La Extraccion en Fase Solida (SPE) se considera una técnica cromatografica, ya que se
basa en el mismo principio de separacion que LC. Se introdujo en los afios 70 como
alternativa al reparto. Combina la extraccion y la preconcentracion de compuestos
organicos mediante la adsorcidén en un material adecuado seguido de la elucion con un
volumen muy pequeio de disolvente organico. La interaccion del analito entre el
adsorbente y la fase movil se optimizan para favorecer la retencion o la elucion. En
comparacion con el reparto, usa mucho menos volumen de disolventes orgéanicos, es
selectiva, y el extracto eluido final tiene menos interferencias.

Tabla 3.1. Adsorbentes y Disolventes usados en SPE en funcidn de la polaridad.

Solubility of Water-soluble Water-inscluble
the sample
Monionic lonic
Solvent Agueous Agqueous Agueous  Organic Organic
Polarity of the MNonpolar  Middle polar Polar Cationic Anionic Monpolar  Middle polar Polar
sample
Recommendable CiaEC SioH CHN SA SB Cuec SioH CHN
adsorption phase  Cis NH, OH NH, Cu NH, OH
C, PA DMA Csg PA
C, DMA C. DA
Ca r\""z Cz r\""z
Phenyl Phenyl
CN CN
Selection of Hexane CHC I CHCI,4 Acids Bases Hexane CHCly CHC Iy
recommendable CH,CI, CH.Cl, CH.ChL Salt Salt CH,CI, CH.Cl, CH,CI,
elution solvents Acetonitrile Ethyl Ethyl solutions solutions Acetonitrile Ethyl Ethyl
Alcohols acetate acetate Buffers Buffers Alcohols acetate acetate
Alcohols Alcohols Alcohols Alcohols
Water Water

101



Capitulo 3

El relleno activo de la columna puede ser muy diverso segun el tipo de muestra que se
trate (Tabla 3.1.).

Entre los adsorbentes polares se encuentran la silica, el Florisil o la alimina. Retienen
los compuestos con grupos polares en soluciones apolares. No son apropiados para los
herbicidas muy polares, por lo que no suele usarse en métodos multirresiduo.

De la misma manera, un disolvente apolar puede usarse para eluir un analito apolar,
dejando las interferencias polares retenidas en el adsorbente. La técnica mas utilizada es
la fase reversa. La fase estacionaria estd formada por silica derivatizada con cadenas
largas de hidrocarburos (Ia mas usada es C18). La fase movil es polar (muestras de agua
o tampones). C18 presenta buenas recuperaciones para la mayoria de los analitos
basicos y neutros y los herbicidas acidicos/fenolicos, que para su retencion necesitan
acidificar la muestra previamente para suprimir la ionizacion de los herbicidas y
favorecer su retencion en el adsorbente. No es apropiado para los herbicidas polares o
muy apolares. En este caso los adsorbentes poliméricos o GCB son una buena
alternativa.

Los poliméricos estan formados por un polimero de poliestireno-divinilbenceno
altamente entrelazado. Presenta la ventaja de poder usarse con valores de pH mas
extremos que los de fase reversa, ademas de que su acondicionamiento no es tan critico.

También existen adsorbentes de intercambio i6nico para compuestos i6nicos. El pH del
extracto se ajusta para ionizar el analito de tal manera que quede retenido. Es una
limpieza muy selectiva y se usa para separar los compuestos 16nicos que no se extraen
bien con reparto.

Existen nuevos adsorbentes que se basan en la interaccion antigeno-anticuerpo,
llamados inmunoadsorbentes. Debido a su alta afinidad y selectividad, se puede lograr
la limpieza de matrices medioambientales muy complejas. Otros son los polimeros de
impronta molecular (MIP), adsorbentes de reconocimiento molecular basados en
polimeros altamente reticulados, preparados para unir compuestos estructuralmente
relacionados con elevada selectividad.

Una alternativa a la SPE es la SPE dispersiva (dSPE) en la cual se utiliza el material
adsorbente en polvo que se encuentra empaquetado en los cartuchos convencionales de
SPE. Al extracto se le afiade el adsorbente suelto, se agita, se centrifuga y se recupera el
extracto limpio. Es muy ventajoso porque elimina todas las partes de
acondicionamiento, paso de muestra y elucion de los cartuchos tradicionales.

Por ultimo, la GPC es una de las técnicas mds universales para la eliminacion de
moléculas de elevado peso molecular, principalmente lipidos, pero no ofrece
selectividad frente a interferencias de bajo peso molecular. Separa las moléculas
pequenas, como los herbicidas, ya que entran en los poros de un gel, formado por
poliestireno-divinilbenceno, normalmente Bio-Beads SX-3, mientras que las moléculas
grandes no pueden penetrar y pasan con el flujo de la fase mévil. Es una técnica de
separacion muy ventajosa para un gran nimero de matrices, ya que no existen pérdidas
de analitos por adsorcion, ademas de estar automatizada. Uno de sus inconvenientes es
que usa grandes volumenes de disolvente que hay que eliminar por evaporacion.

La limpieza de la muestra suele limitar los métodos multirresiduo de plaguicidas porque
consume demasiado tiempo y restringe el nimero de analitos a determinar [78], por lo
que se aprecia una tendencia general hacia el uso de métodos mas universales y poco
exhaustivos sin incluir pasos de limpieza y, en su lugar, mejorar la especificidad de los
detectores. De hecho, la disponibilidad actual de instrumentacién sofisticada como GC-
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MS/MS y LC-MS/MS permite prestar poca atencion a los procesos de limpieza del
extracto, debido a la gran sensibilidad y selectividad de la deteccion [79]. Los efectos
cromatograficos de los extractos se compensan mediante el uso de patrones internos o
calibrados en matriz. Un equipo de andlisis que se use con estos extractos requerird un
mantenimiento constante pero el resultado global suele compensar.

3.1.5. OBJETIVOS

Desarrollar un método multirresiduo para herbicidas de diferentes caracteristicas en
muestras de suelo, debido a la falta de métodos estandar de laboratorio para este tipo
de muestras, y a que la mayoria de los métodos multirresiduo referenciados en
suelos estan disefiados para analitos de la misma familia.

Seleccionar variantes de algunos de estos métodos de extraccion y estudiar su
influencia en la recuperacion mediante un conjunto de experimentos previos a través
de un Analisis de Componentes Principales (ACP). Posteriormente, optimizar
mediante un Disefio Ortogonal, las variables que mas influyen en la extraccion para
desarrollar un método unico de extraccion.

Evaluar las condiciones en que se concentran los extractos, paso necesario para
alcanzar una adecuada sensibilidad, y la utilidad de incluir pasos de limpieza de los
extractos por SPE y dSPE, utilizando distintos adsorbentes.

Validar el procedimiento optimizado, lo que incluye el estudio de la linealidad, los
limites de deteccion y cuantificacion, la evaluacion del efecto matriz, los estudios de
recuperacion, precision, robustez, y el calculo de la incertidumbre.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. REACTIVOS

Los disolventes organicos usados para las extracciones fueron de calidad
cromatografica, suministrados por Labscan junto con el acido acético glacial y el
amoniaco (al 28% en agua). El etilénglicol fue suministrado por Merck (Darmstadt,
Alemania).

El agua utilizada fue suministrada por el sistema Milli-Q Plus de Millipore (Billerica,
MA), que aseguraba el 99,99% de pureza minima. Dicho agua tenia un pH de 6,5 y una
conductividad de 18,2 mS/cm.

Se calentaron grandes cantidades de Na,SO, anhidro, proporcionadas por Merck, a
500°C durante 5 horas previamente a su uso, para eliminar cualquier residuo de agua y
ftalatos que pudieran contener.

Los cartuchos C18ne (200 mg, 10 ml), Florisil (200mg, 10 ml) y Nexus (60 mg, 10 ml),
asi como los adsorbentes PSA y GCB en polvo (40 um de tamafo de particula), eran de
Varian (Harbor City, CA) y fueron suministrados por Scharlab. Los cartuchos Oasis
HLB (200 mg, 6 ml) eran de Waters y los Strata X (200 mg, 6 ml), de Phenomenex
(Torrance, CA).

3.2.2. ANALITOS

En este capitulo los herbicidas se agrupan en funcion de sus propiedades acido-base,
que son las que mas afectan a la extraccion (Tabla 3.2). Esto hace que los grupos
varien respecto de los definidos para el analisis en el Capitulo 2. Las sulfonilureas se
incluyen en el grupo de los Acidos, las fenilureas en el grupo de los Neutros, y la
triazinas constituyen el grupo de los Bésicos.

Tabla 3.2. Divisién de los herbicidas para la optimizacién de la extraccion en muestras

de suelo.
N° Tipo Compuesto pKa 25°C) N° Tipo Compuesto
1 Dicamba 1,87 18 Metoxuron
2 2,4-D 2,87 19 Isoproturon
3 MCPP 3,11 20 Clortoluron
4 Diclorprop p 3,67 21 Metabenzotiazuron
5 MCPA 3,73 22 Linuron
6 Acidos Amidosulfuron 3,58 23 Tralkoxidim
7 Tribenuron metil 4,70 24 Flamprop isopropil
8 Fenoxaprop p 4,60 25 Mefenpir dietil
9 Diclofop 3,60 26 MCPA tioetil
10 Flamprop 3,70 27  Neutros Bifenox
11 Bromoxinil 3,86 28 Fenoxaprop p etil
12 loxinil 4,10 29 Diclofop metil
13 Cianazina 0,63 30 Prosulfocarb
14 Basicos Terbutilazina 2,00 31 Trialato
15 Terbutrina 4,30 32 Diflufenican
16 Metribuzina 33 Pendimetalina
17 Carfentrazona etil 34 Trifluralina
35 MCPP isooctilico
36 Bromoxinil octanoato
37 Toxinil octanoato
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La preparacion de las disoluciones patron de los analitos se detallo en el Apartado
2.2.2.

3.2.3. MATERIAL DE LABORATORIO

Matraces aforados de vidrio (clase A) de varios volimenes.

Botes de vidrio topacio de 60 ml con tapén de rosca sin septum.

Balanza de resolucion 0,01 g de Methler.

Balanza de resolucion 0,0001 g de Methler.

pHmetro modelo GLP-21 de Crison (Barcelona).

Probetas de varios volimenes.

Agitadores orbitales, suministrados por Selecta (Barcelona).

Agitatubos tipo Vortex, suministrado por Heidolph (Schwabach, Alemania).

Bafio de ultrasonidos, suministrado por Selecta.

Cronometro.

Evaporador y tubos de vidrio especiales de la marca Turbo vap, suministrados

por Zymark.

Speed Vac de la marca Savant (Ramsey, MA).

e Centrifuga Modelo BL-S de Meditronic.

e Pipetas Automaticas graduables de 0,1 ml a 1 ml y de 20 ul a 200 pl de
Finpipette.

e Jeringas de plastico de 2 ml suministrados por Scharlab.

e Filtros de jeringa de 0,45 pm suministrados por Scharlab.

Viales de vidrio topacio de 2 ml, cépsulas y encapsulador suministrados por

Agilent Technologies.

Adaptadores y tubos necesarios para SPE suministrados por Supelco.

Inyector HP 7683 Series (Agilent Technologies).

Cromatografo HP 6890N Network GC System (Agilent Technologies).

Detector HP 5973 Network Mass Selective Detector (Agilent Technologies).

Columna J&W Scientific DB-17 (30 m x 0,25 mm D.I.), 0,25 um espesor de

pelicula.

3.2.4. MUESTRAS DE SUELOS

Los suelos utilizados para el desarrollo de este capitulo se seleccionaron entre muestras
procedentes de diferentes zonas cerealistas de la provincia de Valladolid. En todos los
casos las muestras de suelo se recogieron de los horizontes superficiales,
aproximadamente en los primeros 15 cm que constituyen la capa arable. Los suelos
utilizados como blancos, es decir, sin residuos de herbicidas, se tomaron en una parcela
experimental perteneciente al ITACyL donde se habia sembrado cebada, no se habian
realizado tratamientos con fitosanitarios, y posteriormente se utilizaria para los ensayos
de disipacion en campo detallados en el Capitulo 5.

Las propiedades fisico-quimicas de los suelos fueron determinadas en el Laboratorio de
Andlisis Fisico-Quimico y Sensorial del ITACyL, que trabaja bajo los criterios
generales de calidad de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025, para lo que esta acreditado
por ENAC. Los analisis realizados para cada tipo de suelo fueron: pH, textura, carbono
organico oxidable y capacidad de intercambio catidnico mediante métodos internos
basados en los métodos oficiales de analisis recogidos en la Orden de 1 de diciembre de
1993, por la que se establecen métodos oficiales de andlisis de aguas, aceites y grasas,
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carne y productos carnicos, fertilizantes, productos fitosanitarios, leche y derivados
lacteos, productos organicos, suelos y productos derivados de la uva y similares [80].

Para los experimentos previos y el disefio ortogonal se utilizd el mismo suelo, con una
composicion de 46% de arena, 37% de limo, 17% de arcilla, 0,69% de materia organica,
pH 8,5 (medido con agua), 9,2 meq/100g de capacidad de intercambio cationico. La
Capacidad de campo: 0,1431, se calcula como el contenido en agua a 0,33 bar, y el
Punto de marchitez: 0,0793, como el contenido de agua a 15 bar.

Las muestras de suelo se extendieron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que
su humedad se iguald con la ambiental (en todo caso, nunca se secaron en estufa)
(Figura 3.2). No se dejaron secar del todo para no favorecer las interacciones del suelo y
los herbicidas durante el almacenamiento [81]. Posteriormente, se tamizaron con un
tamiz de 2 mm (Figura 3.3) y se congelaron hasta su extraccion a -20°C.

Figura 3.2. Bandejas. Figura 3.3. Tamiz de 2 mm.

Las muestras fortificadas se prepararon contaminando muestras blancas de suelo,
previamente descongeladas a temperatura ambiente, con diferentes volimenes de las
soluciones patron de trabajo de los herbicidas. Se homogenizaron mediante agitacion
orbital durante 30 min para que los analitos se distribuyeran mejor y se dejo que el
disolvente se volatilizara controlandolo mediante pesada. Este procedimiento permitia
imitar los residuos envejecidos [28,65].

3.2.5. CONCENTRACION DEL EXTRACTO

El anélisis de trazas requiere una gran sensibilidad, y LD lo mas bajos posible. Debido a
esto, la mayoria de los procedimientos de extraccion de residuos de herbicidas requieren
llevar a sequedad el extracto obtenido de la extraccion de las muestras, antes de su
analisis. Sin embargo este paso se debe llevar a cabo con mucho cuidado ya que se
pueden perder analitos por evaporacion. Para evitarlo, se describe la utilizacion de
pequeios volumenes de disolventes con elevados puntos de ebullicion y el uso de
temperaturas de evaporacion lo mas bajas posible [82,83].

Al concentrar en el Turbo vap/Speed vac (Figura 3.4) los extractos obtenidos en la
extraccion de las muestras, se tuvo siempre en cuenta:

- La recuperacion de un volumen exacto de extracto homogéneo que se tenia en
cuenta en el calculo de las tasas de recuperacion [84].
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- La concentracion sin dejar llevar a sequedad total el extracto, para lo que se usaron
tubos de vidrio graduados. Se habia comprobado que el llevar a sequedad total era
muy perjudicial porque, al actuar durante mas tiempo la corriente de aire y el bafio
caliente sobre los extractos, se producian pérdidas de analitos.

Se realizaron estudios de las pérdidas de analitos por evaporacion, siguiendo las
recomendaciones anteriores. Para ello, se utilizaron patrones de herbicidas de 150 ug/l
disueltos en acetonitrilo, ya que era el disolvente que tenia mayor punto de ebullicion y,
por tanto, el que mas tardaba en concentrarse. Se utilizd el mismo volumen de
disolucion para todas las pruebas, 25 ml, ya que era el mayor volumen que se iba a
concentrar en funcion de las pruebas disefiadas.

Estas pruebas solo se llevaron a cabo para los herbicidas Neutros y Basicos, no para los
Acidos ya que son polares y poco volatiles. Sus ésteres metilicos tenian una volatilidad
mucho mayor pero se formaban después de haber llevado a sequedad los extractos, por
lo que este paso no les afectaba.

1. Por una parte, se evaluo el uso de aditivos que redujesen las pérdidas al evaporar. Se
afiadia 50 pl de etilénglicol al 20% en acetona, alcohol que disminuia las pérdidas
de compuestos por volatilizacion [82].

2. Por otra parte, se ensayaron distintas temperaturas de evaporacion (35, 40, 45 y
50°C) en el Turbo vap/Speed vac (siempre con la adicion de etilénglicol) para
aplicar la temperatura mas alta que no produjese pérdidas de analitos.

Figura 3.4. Equipos utilizados para concentrar los extractos, Turbo vap y
Speed Vac.

3.2.6. EXTRACCION

3.2.6.1. Experimentos Previos

La extraccion de los residuos de herbicidas del suelo se realizd por agitacion mecéanica
(Figura 3.5.) con distintas combinaciones de disolventes organicos, agua y modificadores.
La agitacion orbital tiene la ventaja de ser una técnica universal, que no requiere grandes
inversiones, estd muy extendida y proporciona resultados adecuados.
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Figura 3.5. Agitador orbital usado para la
extraccion.

Algunos herbicidas Fenoxiacidos estaban presentes simultaneamente en forma de acido
y éster, como ya se vio en el Capitulo 2. Debido a la doble formaciéon de los ésteres
metilicos, por esterificacion a partir de los acidos y por trans-esterificacion a partir de
los ésteres [85], todos los experimentos se llevaron a cabo por separado para los
herbicidas acidos por una parte (compuestos del 1 al 12 en la Tabla 3.2), y para los
basicos y neutros por otra (compuestos del 13 al 37 en la Tabla 3.2), con el objetivo de
saber a partir de que forma se habia obtenido el éster metilico y, por tanto, cual era la
forma recuperada.

En la Tabla 3.3 se muestran las pruebas previas disefiadas para caracterizar la influencia
de las variables que serian optimizadas después con el disefio ortogonal.

Tabla 3.3. Resumen de la composicion de las mezclas de disolventes, agua y modificadores
ensayados en las pruebas previas.

Suelo % Disolvente Agua pH pH (Suelo+

(2) Prucbas Previas Modificador (ml) (ml) Ratio Disolvente Disolvente)
Ac 47,50 7,20 7,23
NaOH 0,5N LLP pH 2 47,50 13,02 11,70
Ac:H,O LLP 40,0 7,50 7,20 7,23
Ac:H,0O LLP pH2 40,0 7,50 7,20 7,23

15 Ac:HAc 1,0 47,5 1:3,2 4,14 5,20
Ac:H,O:HAc LLP 1,0 40,0 7,50 4,14 5,20
Ac:H,O:HAc LLP pH2 1,0 40,0 7,50 4,14 5,20
Ac:NH; 0,1 47,5 9,50 9,10
Ac:H,O:NH; LLP 0,1 40,0 7,50 9,50 9,10

Estos experimentos fueron disefiados teniendo en cuenta la serie de Kovacs de la
extraccion en la que se utilizaban disolventes organicos en mezclas con agua, acidos y
bases, para aumentar progresivamente la fuerza de la extraccion [86], ademas de
experimentar la adicion de varios modificadores encontrados en la bibliografia [46,61].
Se escogid la acetona como Unico disolvente para estas pruebas previas ya que era
medianamente polar, soluble con el agua y se usa ampliamente para la extraccion de

108



Optimizacion de la Extraccion Multirresiduo de Herbicidas en Muestras de Suelo

herbicidas [75], lo que permitia hacerse una idea general de los resultados. Como
modificadores se usaron el 4acido acético y el amoniaco. El porcentaje de los
modificadores se ajustd en funcién del pH obtenido en las mezclas de los disolventes
con el suelo. Se ajustaron todas las cantidades de tal manera que fueran equivalentes
para poder comparar las recuperaciones.

Se tomd en un frasco de vidrio topacio de 100 ml, una muestra representativa de 15 g de
suelo [87] contaminada a un nivel de 0,05 mg/kg y se agitd con un agitador orbital
durante 1 h con las diferentes combinaciones de la Tabla 3.3. Posteriormente se
centrifugd a 2500 rpm durante 5 min, y un volumen equivalente a 8 g de muestra se
concentrd a 35°C. Antes de la evaporacion se afiadieron al extracto 50 pl de una
disolucion de etilénglicol al 20% en acetona. Posteriormente, se afiadio acetona con 1%
de 4acido acético al extracto concentrado hasta una concentracion equivalente a 8 g
suelo/ml de extracto, se filtr6 a través de un filtro de PTFE de 0,45 pum, y se afiadio el
patron interno, previamente al analisis por GC-MS.

En las pruebas donde se usaba agua, se anadié un volumen fijo de 7,5 ml, suficiente
para mojar la muestra de 15 g de suelo. Se mezcld y se dejo reposar durante 1 h a
temperatura ambiente para que empapara bien el suelo, previamente a la adicion de las
mezclas de disolventes, agitacion durante 1 h y se centrifugacion a 2500 rpm durante 5
min. Era necesario eliminar el agua antes del analisis, ya que los extractos con agua
dafian la fase estacionaria de GC y producen picos cromatograficos de poca calidad
[88]. Para ello, el sobrenadante se repartid con 30 ml de diclorometano anadiendo
suficiente Na,SO4 anhidro para unirse al agua. Después de filtrar el extracto a través de
un filtro con lana de vidrio y mas Na,SO4 anhidro, se llevo a sequedad un volumen
equivalente a 8 g de suelo, segiin se describira en los resultados de las pruebas de
concentracion del extracto.

El reparto con diclorometano se realizd con y sin acidificacion previa del extracto a un
valor de pH 2, para estudiar si los analitos acidos se perdian en la fase acuosa o se
recuperaban en la fase organica con las diferentes combinaciones de disolventes
estudiadas. Este reparto se ha descrito sin ajustar el pH para los analitos no i6nicos y
basicos [89], mientras que para los acidos se han encontrado métodos con ajuste a pH 2
[58,75,90] y sin ajuste [60]. Este paso también servia para purificar el extracto de
interferencias polares.

Las extracciones que se denominaron “especificas”, fueron el uso de acetona para los
herbicidas bésicos y neutros, y la extraccion alcalina con NaOH 0,5 M para los
herbicidas acidos, en donde el extracto se acidificaba a pH 2 antes del reparto con
diclorometano [53].

Hay autores que aseguran que la extraccion de muestras contaminadas en el laboratorio
no representa la extractabilidad de muestras reales. Sin embargo, son validas para
comparar los distintos métodos empleados, ya que se han contaminado de la misma
manera [20]. Para estudiar la efectividad real de estas combinaciones de disolventes,
agua y modificadores en la extraccion de residuos de herbicidas, se extrajeron muestras
reales de suelo recogidas en un ensayo de disipacion en campo donde se realizaron
tratamientos herbicidas en un campo de cebada pertenecientes al 1* ensayo en campo
detallado en el Capitulo 5.
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3.2.6.2. Diseiio ortogonal

En la Tabla 3.4 se muestran los valores de las variables que se utilizaron para el disefio.
Se tomaron en funcion de los resultados de las experiencias previas, puesto que el
optimo en los disefios ortogonales se alcanza paso a paso y el conocimiento previo
siempre es muy importante para definirlas adecuadamente.

Tabla 3.4. Factores y niveles para el disefio ortogonal.

Notacion Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
. Acetona Acetato de etilo Acetonitrilo
+
A Disolvente + Agua (Ac) (AcE) (AcN)
B % Acido acético (HAc) 0,5 1 2
C Volumen (ml) 15 (1:1,5) 30 (1:2,5) 45 (1:3,5)
D Tiempo Agitacion (seg) 15 30 60

Se tomaron tres niveles para cada factor en lugar de dos para detectar cualquier relacion
no lineal entre los factores y la variable de salida. El disefio con 4 factores y 3 niveles se
ajusté a una matriz Le(3*) que era la que proporcionaba la mayor informacién con el
menor numero de experiencias (Tabla 2.4). Este disefio implicaba que se debian realizar
9 experiencias, que se duplicaron para calcular el error residual. El orden en que se
llevaron a cabo los experimentos se aleatorizd previamente para no introducir ningiin
error sistematico.

Se tomaron 15 g de suelo contaminados con 0,05 mg/kg en un frasco topacio de 100 ml
y se les afiadié 7,5 ml de agua. Se mezclaron bien y se dejo reposar la mezcla 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se agitaron con la mezcla ensayada durante el
tiempo adecuado, se centrifugaron, y el sobrenadante se repartid6 con 30 ml de
diclorometano al que se afiadi6 suficiente Na,SOy4 anhidro para unirse al agua. Después
de filtrar el extracto a través de un filtro con lana de vidrio y méas Na,SO4 anhidro, se
llevé a sequedad un volumen equivalente a 8 g de suelo segun se describira.

3.2.7. LIMPIEZA DE MUESTRA

Debido a las interferencias que aparecian en los extractos de suelo, se evalud la limpieza
de los extractos obtenidos con el método de extraccion optimizado mediante el uso de
SPE para los herbicidas neutros y bésicos en un primer acercamiento, y, mediante dSPE
para todos los herbicidas conjuntamente.

3.2.7.1. Extraccion en Fase Solida (SPE)

Se evalu6 el uso de SPE con cartuchos que contenian varios materiales adsorbentes. El
principal problema era que los herbicidas eran de caracteristicas muy diferentes y los
cartuchos funcionaban por polaridades, de manera que era muy dificil encontrar una
limpieza universal.

Para estudiar la efectividad real de los distintos adsorbentes para retener los herbicidas
estudiados, se prepararon extractos de suelo blancos extraidos con el método resultante
de la optimizacidn, se concentraron, y se redisolvieron en 1 ml de acetona acidificada
con 1% de acido acético que contenia el patron de los herbicidas en una concentracion
de 0,1 mg/l, de tal manera que el extracto final simulaba la extraccion total de los
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analitos. En la Tabla 3.5 se muestra un esquema de los adsorbentes usados en las
pruebas de SPE.

Aquellos adsorbentes cuyo mecanismo de retencion era la fase reversa, necesitaban que
la carga de la muestra se produjera en una matriz acuosa. Para ello, se afiadian 19 ml de
agua al ml del extracto final en acetona, para que la fase organica fuera menor o igual al
5% en la carga en el cartucho, lo que aumentaba la retencioén de los analitos en la fase
reversa [91].

Los distintos tipos de cartuchos se usaron segun las condiciones optimizadas
especificadas por los fabricantes y se compararon con extractos blancos de suelo
extraidos de la misma manera, llevados a sequedad y contaminados con la misma
concentracion de herbicidas a los que no se les habia aplicado limpieza.

Todas las pruebas se redisolvieron en acetona:acido acético para su posterior analisis
por GC-MS.

Tabla 3.5. Adsorbentes usados en las pruebas de SPE. Hx: Hexano, ISOH: Isopropanol, dEE:
Eter dietilico.

Fase  Cartucho Acondicionamiento Muestra Lavado Secado Eluciéon
Normal Florisil 10 ml Hx fnol ren; ti)((:;(l) 10 rﬂelé);f% S5mlAc
C18ne 5 ml MeOH/AcN/AcE
QOasis 10 ml MeOH + 10 20 ml Agua- 10 ml H,O-  vacio 7 ml (6IsOH:4AcN) /
Reversa HLB ml HzO 1 ml 5% MeOH 6 ml (9MeOH ldEE)
Strata X extracto 7 ml MeOH:AcN
Nexus NO 1 ml H,O 5 ml MeOH

3.2.7.2. Extraccion en Fase Solida Dispersiva (dSPE)

Se probaron dos adsorbentes en polvo sobre extractos blancos de suelo a los que se le
anadian los patrones de la misma manera y en la misma concentracion que para las
pruebas de SPE, para evaluar la limpieza y la retencion. La diferencia con SPE consistia
en que no era necesario usar cartuchos, sino que el adsorbente se afnadia directamente al
extracto, se agitaba, se centrifugaba y se recogia el extracto limpio y preparado para su
analisis.

No se encontraron referencias en la bibliografia que usasen este tipo de limpieza con
extractos de suelo, por lo que se adaptaron los tipos de adsorbentes y las cantidades que
especificaba el método QuEChERS para extractos de material vegetal [87], método de
extraccion que se detallara en el Capitulo 4. Los extractos en este método no se
concentran, por lo que 1 ml contiene 1 mg de muestra, para el que se usa 25 mg de PSA,
para limpiar el extracto, y 150 mg de MgSQO,, para eliminar bien el agua que pudiera
permanecer en éste. Como ya se habia eliminado el agua en un paso anterior de los
extractos de suelo, Unicamente se usaron 200 mg de adsorbente en polvo para la
limpieza de los herbicidas, el equivalente a los 8 g de suelo que contiene el ml del
extracto obtenido con el método de extraccion optimizado para el suelo. Los
adsorbentes ensayados son la amina primaria-secudaria (PSA) y el negro de carbono
grafitizado (GCB).
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3.2.8. ANALISIS

En todas las experiencias se llevd a sequedad un volumen de extracto equivalente a 8 g
de suelo, que se redisolvid en 1 ml de acetona:1% de &cido acético y se dividié en dos
alicuotas de 0,5 ml. Una de ellas se analizd directamente y a la otra se le afiadi6 0,1 ml
de TMSH para derivatizar los 4&cidos a sus correspondientes ésteres metilicos,
previamente al analisis por GC-MS, como ya se describi6é en el Capitulo 2. El pH final
de todos los extractos después de llevar a sequedad y redisolver en 1 ml de acetona:1%
de acido acético fue de 3,2 independientemente de la mezcla extractante utilizada. De la
misma manera, el pH aumentdé hasta 6 con la adicion de TMSH para todas las
experiencias, asegurando que se metilaban adecuadamente los acidos antes de su
inyeccion en GC [85].

Todas las muestras se cuantificaron con calibrados en matriz preparados con blancos de
suelo extraidos de la misma forma que las muestras en cada prueba, para corregir la
presencia de interferencias de la matriz [82]. Se afiadian los patrones del calibrado sobre
0,9 ml del extracto blanco de matriz.

La concentracion de herbicida presente en el suelo se calculé comparando las respuestas
relativas (al patron interno) obtenidas en las muestras, con las de los patrones en los
calibrados en matriz y aplicando la siguiente férmula:

C(mg/Kg)=C(mg/L)x Z

C(mg/L) = valor de la concentracion obtenida de la recta de calibrado
V = volumen empleado para redisolver el residuo (ml) = 1 ml
P = peso del suelo en el extracto (8 g)
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. CONCENTRACION DEL EXTRACTO

En la Figura 3.6 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de la adicion de
50 pl de etilénglicol al 20% en acetona, a patrones de herbicidas neutros y basicos en 35
ml de acetonitrilo frente al mismo patrén llevado a sequedad sin el uso del etilénglicol,
siendo la temperatura de concentracion de 35°C.
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Figura 3.6. Resultados del uso del etilénglicol al llevar a sequedad disoluciones patron de
herbicidas neutros y basicos (sq = sequedad, eg = etilénglicol al 20% en acetona).

En el grafico se han representado en forma de puntos, las presiones de vapor de los
herbicidas en mPa a 25°C (datos en la Tabla 2.1). Los herbicidas se han ordenado de
mayor a menor polaridad. Se aprecia que los mas apolares fueron los mas volatiles (la
mayor parte estaban en forma de ésteres que tienen mayor presion de vapor) y, por
tanto, los que mayores pérdidas sufrian por evaporacion y mas beneficio obtenian del
uso del etilénglicol. Esta pérdida fue especialmente importante para la Trifluralina y el
Trialato.

Los resultados de las pruebas de las temperaturas de evaporacion (siempre con la
adicion de etilénglicol), se han representado en la Figura 3.7. Se selecciono la
temperatura de 35°C, que aunque era la mas baja, y, por tanto, la que mas tiempo
tardaba en concentrarse, también era la que producia menores pérdidas. Ademas hay
que tener en cuenta que el método optimizado usaba acetona, disolvente mas volatil que
el acetonitrilo, y los extractos tardaban menos en concentrarse.
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Figura 3.7. Diferencias y Recuperaciones entre los herbicidas al concentrarlos a diferentes
temperaturas.

Pruebas Sequedad
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3.3.2. EXTRACCION

3.3.2.1. Experimentos Previos

Se desarrollaron para proporcionar una vision global de las variables relacionadas con la
extraccion de los diferentes herbicidas en las muestras de suelo, que posteriormente se
optimizarian.

Analisis de Componentes Principales (ACP)

Al plantear por primera vez una experimentacion no es extrafio encontrar una larga lista
de factores potencialmente influyentes. Puesto que el nimero de experimentos que suele
requerir un estudio detallado aumenta exponencialmente con el nimero de factores
estudiados, es necesario reducir la lista de factores a un numero manejable. Se deben
cribar en funcion de su influencia en la respuesta considerando su significancia
estadistica. Para determinar dicha influencia, se puede realizar una investigacion
exploratoria con experimentos analizados mediante un método estadistico sencillo,
como por ejemplo, el Analisis de Componentes Principales (ACP). El ACP permite
estudiar la estructura de una matriz de datos para buscar relaciones entre objetos y
variables. Pueden observarse las muestras (existencia de grupos, muestras discrepantes,
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tendencias); las variables (correlacion entre ellas, importancia relativa), e incluso la
relacion entre muestras y variables.

Por tanto, se aplico un ACP a los valores medios de las recuperaciones de 5 réplicas
obtenidos en los experimentos previos, con la idea de proporcionar una vision global de
las relaciones entre las variables en relacion a los procedimientos de extraccion.

Las recuperaciones medias obtenidas en la extraccion con acetona de los herbicidas
basicos y neutros, y las obtenidas con la extraccion alcalina para los herbicidas acidos,
se usaron conjuntamente como resultados del llamado método especifico.

El analisis estadistico se realizdé con el programa Minitab v.13.0 con el método Ward
linkage y sin usar ninguna rotacion (none rotation option). Los eigenvalores de la
matriz de correlacion se muestran en la Figura 3.8.

Eigenvalue

I I I I I I I I
1 2 3 4 5 6 7 8

Factor Number

Figura 3.8. Gréfico de los eigenvalores obtenidos a partir del ACP de los datos de
los 8 experimentos previos.

El ACP disminuye la dimensionalidad del conjunto de variables originales a un niimero
mas pequefio de variables compuestas. Esto se consigue si los primeros componentes
principales contemplan la mayor parte de la informacion y son suficientes para
representar las muestras de un modo satisfactorio. Entonces se pueden rechazar los
componentes principales restantes. Con ello, cada muestra pasa a estar caracterizada por
un menor niumero de variables y se comprimen los datos. La compresion aprovecha la
correlacion entre las variables. Cuanto mas cerca estan estos valores del 100%, mas
contribuyen al componente, es decir, esta variable contribuye mucho al eje del
componente.

A partir del ACP se encontr6 que el 93,8% de la variaciéon del conjunto de datos podia
explicarse usando 4 factores. A partir de la contribucion de las variables a los 4 factores
compuestos del ACP se extrayeron algunas conclusiones (Tabla 3.6). El componente 1
tenia contribuciones de aquellos procedimientos que extraian mayoritariamente
herbicidas basicos y neutros, mientras que los mas especificos para acidos contribuian
mayoritariamente al Componente 2. Los Componentes 3 y 4 estaban formados por
contribuciones de los métodos especificos y por la combinaciéon de acetona, acido
acético y agua para todos los herbicidas de estudio.
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Tabla 3.6. Contribucion de las variables a los 4 factores compuestos del ACP de
los resultados de las extracciones con distintas combinaciones de disolventes
organicos, agua y modificadores. Las contribuciones menores a |0,35| se omiten.

Componentes
Variables 1 2 3 4
Especifico (Specific) -37,89 -82,52  -3591
Ac:H,O LLP (W) -92,51
Ac:H,O LLP pH2 (W:pH2) -90,25
Ac:HAc (HAc) -92,58
Ac:H,O:HAc LLP (HAc:W) -50,72 51,77 -64,08
Ac:H,O:HAc LLP pH2 (HAc:W:pH) -90,82
AC:NH3 (NH3) -94,85
Ac:H,O:NH; LLP (NH;:W) -88,78
%Var 45,80 26,20 12,40 9,40

ACP busca unos nuevos ejes, denominados componentes principales, que son una
rotacion de los tres ejes de coordenadas iniciales. De este modo, cada muestra también
se puede caracterizar por sus coordenadas — denominadas puntuaciones o scores en
inglés - sobre estos nuevos ejes. Uno de los ejes (que se denomina primer componente
principal, o PC,), se orienta en la direccion de maxima variacion (dispersion) de los
puntos. De este modo, las coordenadas de las muestras sobre el PC; (la proyeccion de
los objetos sobre la linea) preservan al maximo la estructura original de los datos. El
segundo eje (PC,) también se orienta en la direccion de la maxima dispersion. Pero,
como debe ser perpendicular al primer eje, sigue la direccion de la maxima dispersion
residual que no ha explicado el PC;.

*
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ACIDOS
0,5
3
& o .
T — v —— 7 ‘ | | |
N NRREE: 05 1 15 2 25
. 05’ - .
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Figura 3.9. Grafico de los dos factores resultado del ACP para todos los herbicidas. Las
contribuciones de los 8 métodos diferentes se han representado como lineas.

Se representaron estas contribuciones individuales en un plano de dos dimensiones
formado por los dos nuevos ejes principales, PC; y PC,. El ACP agrup¢ los herbicidas
en funcion de su naturaleza quimica (Figura 3.9). Los herbicidas acidos se agruparon
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separadamente de los basicos y neutros, que no mostraron una tendencia diferente entre
ellos, lo que implicaba que se extraian con los mismos procedimientos, a diferencia de
los herbicidas 4acidos que necesitaban métodos de extracciéon mas especificos.

Aquellos métodos que usaban ajuste de pH 2 antes del reparto, se orientaban hacia los
herbicidas &cidos (en azul) mientras que los que usaban acetona en combinacion con
agua o amoniaco se orientaban al grupo de los basicos y neutros (en verde).

Los métodos especificos (en negro) y la combinacion de acetona, agua y acido acético
(en rojo) tenian la misma direccion y su direccion de méxima dispersion se encontraba
entre el agrupamiento acido, y el basico y neutro, lo que podria indicar que esta
combinacion era adecuada como multirresiduo.

El mismo resultado se encontr6 para el analisis de agrupaciones (clusters) (Figura 3.10),
que agrupaba los procedimientos en funcion de su similitud; los métodos para
herbicidas basicos y neutros, los métodos con ajuste de pH 2 antes del reparto, para los
herbicidas acidos y, los métodos especificos y la combinacion de acetona, agua y acido
acético para todos los herbicidas conjuntamente.

Similarity

-31,73 —

12,18 —

TOTAL
[
SOeE ) NEUTROS + BASICOS
ACIDOS
100,00 ] T II 1] 1I |I
Specific @ W:pH2 HAC:W:pH HAc NH3 w NH3:W
Variables

Figura 3.10. Representacion de las variables para los 8 métodos de extraccion estudiados. La
leyenda de los métodos se presenta en la Tabla 3.6.

Medida del pH

Las medidas de pH en las mezclas de disolventes organicos con agua y modificadores se
realizaron directamente ya que el electrodo de vidrio respondia casi idealmente al pH en
metanol, acetonitrilo, agua y mezclas de estos disolventes [92]. La diferencia en el pH
era menor de 0,1 unidades de pH para mezclas que contenian hasta el 50% de disolvente
organico pero podian ser mayores cuando habia muy poco agua en la mezcla [92].

Sin embargo, las medidas de pH en las combinaciones de suelo-disolventes organicos-
modificadores se realizaron afiadiendo una cantidad apropiada de agua hasta conseguir
una relacion de (1:2,5) (g de suelo/ml de agua) [90], independientemente del volumen
de extraccion estudiado. Se agitaron las mezclas 10 min en un agitador orbital, se
mantuvieron 30 min a temperatura ambiente y el pH se midi6é directamente en el
sobrenadante con el electrodo de vidrio.
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El volumen de modificador afiadido se calculd teniendo en cuenta el pH de la
combinacion del suelo con la mezcla de disolventes (Tabla 3.3). Los porcentajes del
acido acético y del amoniaco son criticos debido a la rapida degradacion que sufren
algunos herbicidas a valores extremos de pH (por ejemplo, el Tribenuron metil a pH
menor de 4 [53,73,74], los tiocarbamatos hidrolizados en medio basico [5], y algunos
ésteres también hidrolizados a sus correspondientes acidos a pH mayores de 9 [93]). Por
tanto se selecciond 1% de acido acético, que proporcionaba un valor de pH 5 en el
suelo, y 0,1% de amoniaco con un valor de pH 9, aunque se habrian podido seleccionar
otros porcentajes mas extremos siempre que la extraccion se desarrollase lo
suficientemente rapido [61,73].

Recuperaciones

Las recuperaciones de los herbicidas basicos y neutros se promediaron conjuntamente,
ya que se comportaban igual. Las diferencias significativas entre las recuperaciones
obtenidas por los diferentes procedimientos se examinaron aplicando una ANOVA. Las
medias seguidas de diferentes letras en la misma columna eran significativamente
diferentes a p < 0,01, segun el test de Tukey para igual numero de réplicas (Tabla 3.7).

La combinacion de acetona, agua y acido acético fue significativamente la mas efectiva
para extraer la totalidad de los herbicidas de estudio, ademds de los métodos
especificos. Las mejores recuperaciones para los herbicidas acidos se encontraron para
las combinaciones de agua y acido acético, ademas de las que usaban un reparto previo
ajuste a pH 2. Sin embargo, estos dos ultimos métodos fueron los menos efectivos a la
hora de extraer los analitos basicos y neutros, que fueron significativamente recuperados
por el resto de procedimientos. Las recuperaciones de los herbicidas bdsicos no
mostraron un incremento con el amoniaco, como se esperaba [61]. La simple adicion de
agua no recuperd mas residuos que el disolvente organico solo, a pesar de lo encontrado
en las referencias [38].

Sin embargo, la adicion de agua en combinacion con el acido acético y la acetona,
mejord sensiblemente la recuperacion de los herbicidas acidos, sin detrimento de la
recuperacion de los basicos y neutros, y sin la necesidad de ajustar el pH previamente al
reparto con diclorometano.

Tabla 3.7. Recuperaciones de muestras de suelos contaminadas a nivel de 0,05 mg/kg con
Acidos y Basicos + Neutros, y extraidas con las diferentes pruebas disefiadas. Se ha sefialado la
mas adecuada como multirresiduo.

%CV % %CV  %Bs + %CV

Suelo (g) Pruebas Previas % Total (n=5)  Acidos  (n=5) N (n=5)
Ac 97,55a 0,49 95,092 0,90  98,72a 0,64
NaOH 0,5N LLP pH 2
Ac:H,0 LLP 81,12d 0,86 49,62¢ 3,69  96,24ab 1,41
Ac:H,0 LLP pH2 86,55¢ 1,16 97,34a 1,88 81,37d 0,90
15 Ac:HAc 87,37¢ 2,51 60,81b 4,65 100,12a 1,90
Ac:H,O:HAc LLP 92,70b 0,77 92,42a 0,86  92,84b 0,75
Ac:H,O:HAc LLP pH2  89,72bc 0,61 97,082 0,57 86,19¢ 1,21
Ac:NH;3 69,77¢ 0,60 20,79d 8,33 93,29b 1,04
Ac:H,O:NH; LLP 78,58d 1,09 47,19¢ 2,13 93,64b 0,85
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Los mismos resultados se encontraron para las muestras reales del 1¥ ensayo en campo
desarrollado en el Capitulo 5 (Tabla 3.8). Los mejores resultados fueron obtenidos
significativamente con el método que posteriormente se optimizo.

Tabla 3.8. Concentracion de residuos de herbicidas en muestras de suelo de un campo
de cebada tratado con fitosanitarios. Los resultados se han expresado en pg/kg. En
negrita se sefiala la prueba mas adecuada como multirresiduo.

N° Herbicida Ac:HAc AcH,OLLP Ac:H,O:HAcLLP Ac:H,O:NH;LLP

1 TIsoproturon 106,4b 258,0a 265,1a 38,5¢
2 Trialato 105,7a 70,9b 112,3a 106,6a
3  Terbutrina 109,1ab 92,5b 115,4a 92,5b
4 Pendimetalina 211,9¢ 241,4b 265,7a 222 3¢
5 Flamprop 30,3b 46,0a 46,3a 28,3b
6 Bromoxinil 56,2¢ 88,6b 114,4a 58,8¢

3.3.2.2. Diseiio Ortogonal

Disefio

Después de estudiar detalladamente los resultados obtenidos a partir de los
experimentos previos, se seleccionaron las siguientes variables: tipo de disolvente y
proporcion, pH (porcentaje de acido acético), y tiempo de agitacion. Se escogieron la
acetona [75], el acetato de etilo [49,53], y el acetonitrilo [89] ya que estan entre los
disolvente organicos mas utilizados en la extraccion de herbicidas basicos y neutros del
suelo. El amoniaco no se selecciond puesto que se habia demostrado que no
proporcionaba ninguna ventaja. Se utilizd el mismo volumen de agua que en los
experimentos previos ya que era adecuado. Debido a que se tomaron diferentes
volumenes de disolventes, la proporcion de agua afiadida en cada experimento varid
entre 14,3% y 33,3%, la del 4cido acético entre 0,3% y 1,7%, y los disolventes
organicos entre 65,3% y 85,3%, cubriendo el rango de valores encontrado en la
bibliografia [43,60,61,16,94].

La media de las tasas de recuperacion se utilizd6 como variable a optimizar. Se
seleccionaron dos variables de salida debido a la doble formacion de ésteres metilicos
[85], y los dos disefios ortogonales desarrollados para los analitos Acidos, por un lado, y
Basicos y Neutros, por otro. La Tabla 3.9 muestra el disefio de la matriz y las medias de
las recuperaciones obtenidas para las dos réplicas de las 9 experiencias.

A partir del estudio de estos datos experimentales con una ANOVA, se identificaron las
fuentes individuales de variacion y se calculd la contribucion de cada factor a la
variacion de la respuesta (Tabla 3.10).

Las ANOVAs de los datos de las recuperaciones de ambas matrices revelaron que el
factor A, el tipo de disolvente, es el que mas contribuia a la variabilidad de las
recuperaciones (49,1% para los 4acidos y 67,2% para los basicos y neutros).
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Tabla 3.9. Disefio ortogonal experimental Lo(3*) con los factores y niveles
experimentados para las dos matrices por separado.

Factores y Niveles

Acidos Basicos y Neutros

Prucba (valv) (%SAC) C(ml) D (seg)

G S N S 1
S R N X7 oY
S T S 75 S ¢
4 AE 05 060 gggz ;223
5 AcE 1 51 ;322 g;zgg
6  AcE 3 15 30 gézz ;gg
TOUAN s s 0 g
AN L 0 g g
9  AcN 3 30 15 g;g; gggg

Tabla 3.10. ANOVA para el analsis pooled de la media de las recuperaciones para los Acidos,
Basicos y Neutros.

A B % C D. Tiempo
Fuente de Variacion Disolv. +  Acido ) LD Residuales  Total
» Volumen Agitacion
Agua Acético
Grados de Libertad 2 2 2 2 8
Suma de cuadrados 313,14 293,88 10,01 10,88 1260,59
Varianza (F)* 87,42 82,05
Acidos Pool No No Yes Yes Yes
Pooled Suma de
cuadrados 619,11 580,59 60,89 1260,59
Contribucion (%)b 49,11 46,06 4,83 100,00
Suma de cuadrados  1055,34 65,30 441,03 3,99 1567,96
Varianza (F)* 923,58 57,15 385,96
Basicos + Pool No No No Yes Yes
Neutros  Pooled Suma de
cuadrados 1054,20 64,16 439,89 9,71
Contribucion (%)° 67,23 4,09 28,05 0,62 100,00

?La varianza critica para un 95% de confianza es 19,00.
®La contribucién se define como 100 x (pooled suma de cuadrados/suma de cuadrados total).

Las Figuras 3.11 y 3.12 muestran los efectos de los niveles de los factores de control en
la variable de salida. Se aprecia que el tiempo de extraccion (D) tenia poca influencia en
la recuperacion y una variacion en su valor tenia muy poca influencia en la extraccion
multirresiduo de los herbicidas. Sin embargo, el efecto marcado del tipo de disolvente
(A) para todos los analitos, el porcentaje de acido acético para los acidos (B), y el
volumen de disolvente (C) para los basicos y neutros, se observa en las graficas ya que
los valores de las recuperaciones cambiaban al cambiar las variables.
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El nivel que proporcionaba las méximas recuperaciones era el Aj, la acetona. En
contraste a la acetona y al acetonitrilo, el acetato de etilo es practicamente inmiscible
con el agua, y se puede eliminar unicamente con la adicion de Na,SO4 anhidro como
agente desecante. Sin embargo, también se le aplico el reparto con diclorometano para
hacer comparables los experimentos y poder aprovechar la limpieza de interferencias
polares que proporcionaba este reparto. Por otra parte, se ha encontrado en la
bibliografia que los herbicidas con grupos tioéter se degradaban en acetato de etilo,
aunque este efecto no pudo ser claramente observado [95].

Extraccion Acidos
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Figura 3.11. Efecto de la interaccion de los factores de control en la recuperacion
media para los Acidos.

Extraccion Basicos + Neutros
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Figura 3.12. Efecto de la interaccion de los factores de control en la recuperacion
media para los Basicos y Neutros.

Los herbicidas acidos estaban muy influidos por el porcentaje del acido acético
(46,06%), mientras que la contribucion para los basicos y neutros fue pequefia (4,09%).
La maxima recuperacion de acidos se obtuvo para el nivel B; (2% de 4cido acético),
mientras que el nivel By (0,5% de acido acético) era el mejor para basicos y neutros.

Se midi6 el pH de la mezcla del suelo con las distintas combinaciones de disolventes
usadas, afiadiendo un volumen apropiado de agua para alcanzar la proporcion (1:2,5)
[90], segiin se expuso previamente. La adicion del 4cido acético disminuia el pH del
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suelo desde 8,5 hasta 5,7 con 0,5% de 4cido acético, a un valor de 5,2 con 1%, y hasta
un valor de 5 con 2% de acido. El pH del suelo regula la carga electrostatica de los
coloides del suelo y la ionizacion o protonacion de las moléculas de herbicidas, lo que
controla el comportamiento y la degradacion de los herbicidas en el suelo [15]. Los
Fenoxiacidos y las Sulfonilureas se comportan como &cidos débiles y no se ionizan
completamente, existiendo en su forma ionica en la mayoria de los suelos agricolas
[18].

Se escogio 1% de acido acético porque creaba un ambiente medianamente acido. Las
modificaciones en la adsorcion con el pH son moderadas para las moléculas neutras,
que son principalmente retenidas por la materia organica, mientras que son muy
importantes para las moléculas cargadas, especialmente para las aniénicas [15]. Si el pH
disminuye mucho, los herbicidas acidos anidnicos se protonan, reduciendo las fuerzas
repulsivas presentes cuando la molécula estd en forma idnica [16], y, por tanto,
incrementando la adsorcion molecular [15]. Por otra parte, los herbicidas basicos se
protonan a valores bajos de pH, y estos cationes estan fuertemente adsorbidos por las
interacciones electrostaticas sobre los coloides cargados negativamente, a saber, arcillas
y materia orgénica [20,22].

No se realizé6 un ajuste de pH previamente al reparto con diclorometano, ya que la
adicion de acido acético incrementaba la recuperacion de acidos en este paso. Los
disolventes de polaridad media tienen constantes dieléctricas bajas, y por tanto, son
bases mas débiles que el agua y difieren en su habilidad para disociar iones, lo que
provoca diferentes valores de pKa entre el agua, y las mezclas de agua y disolventes
organicos [92]. Los acidos débiles neutros como el acido acético normalmente se hacen
mas débiles en presencia de disolventes orgéanicos, y su pKa se hace mayor. Este efecto
también afecta a los herbicidas acidos, sus pKa aumentan en presencia de acetona, lo
que proporciona su reparto en el disolvente organico a partir de la fase acuosa sin
necesidad de ajustar previamente el pH. Los herbicidas basicos sufren el efecto
contrario, sus pKa disminuyen, se protonan a valores de pH acuoso mucho menores que
el valor de pKa de la base, siendo también recuperados [96,97].

El volumen de disolvente fue significativo para los basicos y neutros (28,05%) debido a
su volatilidad, sin embargo, no afect6 a los acidos. La recuperaciéon maxima se obtuvo
para el nivel C;, 15 ml, para los béasicos y neutros, ya que se concentraba menos
volumen de extracto, provocando menores pérdidas de los analitos volatiles, incluso
aunque se usase etilénglicol. Sin embargo, el volumen no tenia ninglin efecto
significativo para los acidos ya que se llevaban a sequedad en su forma acida no volatil
y sOlo se convertian a ésteres o éteres metilicos, muchos mas volatiles, antes del
analisis. El nivel C,, 30 ml, se escogié como solucion de compromiso entre ambos tipos
de analitos. La principal ventaja de la acetona frente al acetato de etilo y el acetonitrilo
era su mayor volatilidad, ya que tiene el menor punto de ebullicién y, por tanto,
minimizaba las pérdidas en la evaporacion.

El tiempo de extraccion no presentd diferencias significativas entre los niveles
estudiados. Se escogid el nivel D,, 30 min, ya que proporcionaba una respuesta
ligeramente superior a 15 min, sin incrementar mucho la duracion de la extraccion.

La contribucion de los errores residuales a la variabilidad de los recuperaciones (4,83%
para acidos y 0,62% para basicos y neutros) indica que el disefio experimental tuvo en
cuenta todas las variables que pudieran afectar a la respuesta, los niveles escogidos
fueron adecuados y la varianza de los datos experimentales se explicaba por el efecto de
los factores y las interacciones.
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3.3.3. LIMPIEZA DE MUESTRA

3.3.3.1. Extraccion en Fase Solida (SPE)

Se realizaron dos pruebas con distintos tipos de adsorbentes (detalladas en la Tabla 3.5)
que se aplicaron unicamente a los herbicidas Bésicos y Neutros.

En la primera se utilizaron cartuchos C18ne (non-
endcapped), que se eluyeron con 5 ml de metanol,
acetonitrilo o acetato de etilo. Los cartuchos C18
funcionan por fase reversa a través de sus cadenas
de 18 atomos de C, pero también contienen una
serie de grupos silanoles en su superficie que en
muchas ocasiones no se enmascaran (non-

endcapped) para permitir la existencia de
interacciones polares e ionicas secundarias, que

aumenta la recuperacion de analitos mas polares.
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Figura 3.13. Diferentes eluciones de
extractos de suelo con cartuchos C18ne.

Pruebas Fluyentes C18ne

AcE
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Figura 3.14. Recuperaciones obtenidas al limpiar extractos blancos de suelo
contaminados con los herbicidas basicos y neutros (n=3), usando cartuchos C18 ne y
eluyendo con tres disolventes diferentes.
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Los resultados de esta primera prueba se presentan en la Figura 3.14. El acetato de etilo
presentaba recuperaciones algo mayores que los otros dos disolventes, pero también
eluia las interferencias de la matriz desde el cartucho (compuestos de color verde en la
Figura 3.13, formados principalmente por los 4cidos humicos y fulvicos de la materia
organica), los cromatogramas quedaban mas sucios y, por tanto, no interesaba usar este
disolvente en un paso de limpieza.

En la segunda prueba (Tabla 3.5) se compararon los cartuchos con adsorbente polar,
como el Florisil, con los de fase reversa, como el C18ne y un nuevo tipo de cartuchos
denominados poliméricos: OASIS-HLB,

Strata X, Nexus (Figura 3.15), que se
. . Al
suponian universales. Los resultados de %
5

"
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esta segunda prueba se presentan en la ® 3
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eluyeron con 5 ml de metanol y los L
OASIS-HLB con metanol-éter dietilico, |
que proporcionaba mejores — T T
recuperaciones que el acetonitrilo-
isopropanol. L e S— S | sl
Figura 3.15. Limpieza de extractos de suelo con
cartuchos Florisil, Strata X, Nexus, Oasis HLB y
C18ne (de izquierda a derecha).
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Figura 3.16. Recuperaciones obtenidas al limpiar extractos blancos de suelo contaminados
con los herbicidas basicos y neutros (n=3), usando diferentes adsorbentes de SPE.
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El Florisil, se cargd con la muestra diluida en hexano, ya que es un cartucho polar y
necesita que la muestra sea apolar. Limpia las interferencias polares de la matriz,
mientras que deja eluir los analitos apolares. En efecto, las recuperaciones para analitos
apolares fueron muy bajas, y no se apreciaron buenas recuperaciones para los analitos
mas polares. Es por esto, que se decidio el uso de cartuchos apolares, que eran los mas
adecuados para el tipo de analitos que se querian extraer.

Se comprobd que la recuperacion de compuestos apolares mejoraba al dejar un 5% de
disolvente orgénico en la muestra acuosa de carga con adsorbentes que funcionaban por
fase reversa ya que incrementaba las caracteristicas de flujo, la penetracion y la
selectividad del adsorbente, por lo que el ml de extracto obtenido por la extraccion de
suelo con el método optimizado se diluyd en 19 ml de agua antes de la carga de la
muestra en el cartucho (Tabla 3.5).

Los cartuchos poliméricos estan formados por un polimero de poliestireno-
divinilbenceno altamente entrelazado. Presentan la ventaja de poder usarse con pH mas
extremos que los de fase reversa con base de silica, C18, ademas de que le afecta menos
que se quede seco sin que disminuyan las recuperaciones. El polimero del que estdn
formados retiene un amplio espectro de compuestos lipofilicos e hidrofilicos, por lo que
se supone que proporciona mejores resultados que C18 para polares y para apolares
tiene una recuperacion similar. Sin embargo, no se obtuvieron estos resultados, incluso
tras probar diferentes disolventes de elucion con los cartuchos Oasis HLB.

En general el uso de cartuchos no proporciond los resultados esperados, porque aunque
algunos conseguian limpiar eficazmente las interferencias del extracto de suelo, también
las pérdidas de herbicidas eran muy importantes, lo que no permitia recuperarlos
adecuadamente de los extractos purificados.

3.3.3.2. Extraccion en Fase Solida Dispersiva (dSPE)

Hay una serie de inconvenientes en el uso de cartuchos para llevar a cabo los procesos
de limpieza:

e las pequeias areas de las secciones transversales de los cartuchos de extraccion
implican lentitud en el proceso de muestreo y baja tolerancia al bloqueo por las
particulas y componentes adsorbidos a la matriz,

e los canales que se forman en la matriz adsorbente reducen la capacidad de retencion
del analito, lo que puede originar una elucion prematura del mismo,

e las propiedades del adsorbente son variables entre cartuchos procedentes de distintos
lotes y también entre los fabricados por distintas casas comerciales.

Es por esto que se decidid probar la limpieza que proporcionaba la dSPE, en la cual se
afiadia el adsorbente al extracto llevandose a cabo la limpieza por agitacion y
centrifugacion, eliminando los pasos que presentaban problemas en los cartuchos
(Figura 3.17). Los resultados obtenidos con los dos tipos de adsorbentes ensayados se
han representado en la Figura 3.18.

El PSA, formado por una amina, retiene los acidos carboxilicos, por tanto los acidos
grasos, los azlcares y los compuestos que forman enlaces por puentes de hidrogeno, al
igual que los fenoxidcidos en su forma anidnica. En una fase acuosa funciona como un
intercambiador anidnico débil ya que los grupos NH y NH; del adsorbente estan
protonados y por tanto retiene los analitos con carga negativa. El pH del ml final de
elucion era de 3,2, donde los herbicidas acidos se encontraban en forma molecular ya
que habian sido recuperados por el diclorometano. Sin embargo, la adicion de PSA
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aumentaba de 2 a 3 unidades el valor del pH del extracto, por lo que los herbicidas se
encontraban en su forma anidnica y pasaban a ser retenidos en el adsorbente.

El GCB, elimina el color, la clorofila, los esteroles, y retiene las estructuras planas.
Posee una gran versatilidad en la retencioén ya que presenta interacciones no especificas
(van der Waals) y electrostaticas al ser un adsorbente de intercambio anidnico. Su gran
capacidad de retencion hace que necesite un modificador que desplace la retencion
electrostatica de los herbicidas acidos. Pero en algunos casos, disoluciones acidas son
incapaces de desplazar los acidos hiimicos y fulvicos retenidos al contener muchos
grupos funcionales acidos que interaccionan
fuertemente con los sitios activos cargados
positivamente de la superficie de GCB [98]. De
la misma forma, aunque los herbicidas é4cidos
estaban en forma molecular en el ml final,

e

L

quedaron retenidos por la gran capacidad de
adsorcion del GCB 'y sus maultiples : :
interacciones.  De hecho, presentd peores e ks
recuperaciones globales que el PSA. BEE" | e 4
|'- | 1 - Ll
Figura 3.17. Ejemplos de limpieza de
extractos de material vegetal
proporcionado por la dSPE.
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80

60

40

20

Figura 3.18. Recuperaciones obtenidas al limpiar extractos blancos de suelo contaminados
con todos los herbicidas (n=3), usando dos adsorbentes diferentes de dSPE.
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Figura 3.19. Cromatogramas de extractos de suelo a los que se les han afiadido los herbicidas
basicos y neutros (en negro), comparados con el mismo extracto contaminado al que se le ha
aplicado limpieza mediante dSPE con GCB y PSA (en verde).
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Figura 3.20. Cromatogramas de extractos de suelo a los que se les han afiadido los herbicidas
acidos (en negro), comparados con el mismo extracto contaminado al que se le ha aplicado
limpieza mediante dSPE con GCB y PSA (en verde).

Debido a que las limpiezas con los adsorbentes en polvo retenian algunos herbicidas
(Figuras 3.19 y 3.20) se elimind este paso, ya que fue imposible encontrar una limpieza
universal para el conjunto de herbicidas que se analizaban, ya fuera por SPE o dSPE.

Los procesos de limpieza ademas de ser tediosos, complicados y necesitar mucho
tiempo, suelen estar disefiados para una serie de analitos que tienen las mismas
caracteristicas y no pueden aplicarse para diferentes analitos pertenecientes a distintas
familias quimicas.

La eliminacion de los componentes de la matriz a través de limpiezas exhaustivas de los
extractos no es Util en la practica cuando se desarrollan métodos multirresiduo ya que se
determinan herbicidas con un amplio rango de polaridades en matrices muy complejas y
no es posible encontrar un método de limpieza universal.

Ademas, en algunos casos, el aumento en la respuesta producido por la presencia de la
matriz proporciona picos cromatograficos de mayor calidad [99]. El reparto con
diclorometano, por su parte, también limpia el extracto, sobre todo de interferencias
polares.
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Como conclusion de la optimizacion del método de extraccion en suelos, se presenta a
continuacion su diagrama de flujo (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Diagrama de flujo del método optimizado de
extraccion de residuos de herbicidas en muestras de Suelo.

3.3.4. VALIDACION DE LOS METODOS DE ANALISIS DE RESIDUOS

Los analisis de residuos requieren, segun la Directiva 96/46/CE, métodos multirresiduo,
bajos limites, la mejor precision y exactitud, y una extensa validacion.

La Validacion del procedimiento optimizado incluye el estudio de la linealidad, los
limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC), la evaluacion del efecto matriz, los
estudios de recuperacion y el célculo de la incertidumbre, segun las recomendaciones
europeas [83]. Adicionalmente se han llevado a cabo estudios de robustez.
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3.3.4.1. Especificidad/Selectividad

La Especificidad es el grado por el cual un método puede determinar un analito
particular dentro de una mezcla compleja, sin ser interferido por otros componentes de
la mezcla. La Selectividad es la extension en la que un método puede utilizarse para
determinar analitos particulares en mezclas o matrices, sin interferencias de otros
componentes con un comportamiento similar [100].

Cada tanda de experimentos se llevd a cabo con un blanco de reactivos para demostrar
que todos los equipos y reactivos no introducian interferencias bajo las condiciones de
analisis, y una muestra blanca de suelo para estudiar si la presencia de interferencias
podia conducir a una falsa identificacion, la identificacion de los analitos se veia
dificultada, o la cuantificacion sufria una influencia apreciable.

El uso de un detector MS aseguraba una gran selectividad y especificidad. Se realizé un
estudio de solapamiento entre iones de herbicidas adyacentes, comprobandose que no
coincidian sus iones caracteristicos y que no sufrian interferencias por parte de la
matriz. Se observa en las Figuras 3.19 y 3.20, que la limpieza no era tan necesaria
porque la presencia de interferencias en los cromatogramas era escasa.

3.3.4.2. Linealidad

Ya se detalld en el Capitulo 2 la utilidad de los calibrados en matriz, por tanto, la
cuantificacion de todas las pruebas previas y el método optimizado se realizaron con
calibrados preparados sobre extractos blancos de suelo extraidos en las mismas
condiciones que las muestras que se iban a cuantificar. S6lo se han representado los
coeficientes de los calibrados en matriz preparados a partir de los extractos blancos de
suelo extraidos con el procedimiento optimizado debido al gran numero de datos
obtenidos para todas las pruebas realizadas durante la optimizacion (Tabla 3.11).

La linealidad del procedimiento de extraccion optimizado se estudid con el promedio de
5 repeticiones de calibrados preparados en matriz. Ademdas de las pruebas para la
comprobacion del ajuste detalladas en el Capitulo 2, también se estudio
estadisticamente la falta de ajuste. Para poder usar el modelo de minimos cuadrados es
imprescindible que se cumpla la condicion de homocedasticidad, es decir, la varianza
que de el modelo debe ser del mismo orden que la residual. Se calculd la “p a
posteriori”’, medida cuantitativa de la fuerza con la que se rechazaba o aceptaba la
hipdtesis nula, que consistia en que “la varianza debida a la presunta falta de ajuste era
comparable con la varianza experimental estimada a partir de réplicas”, de tal manera

66 9

que si la “p” era mayor de 0,05, el modelo no tenia falta de ajuste.

Se obtuvieron calibrados lineales para todos los herbicidas en presencia de matriz
(suelo) analizados por GC-MS en todo el rango estudiado (0,01-0,5 mg/1) a seis niveles.
Los resultados se presentan en la Tabla 3.11.

3.3.4.3. Limites de Deteccion y Cuantificacion

El LD se calculo segun lo expuesto en el Capitulo 2, para los calibrados en matriz
preparados a partir de los extractos blancos de suelo extraidos con el procedimiento
optimizado, ya que se habia demostrado que los calibrados en matriz cumplian la
condicion de homocedasticidad, (p posteriori > 0,05), y de esta forma se incluia el
efecto matriz en el calculo del limite.
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Figura 3.22. Cromatograma de un blanco de suelo contaminado con los herbicidas Basicos y
Neutros a nivel del LC, extraido con el procedimiento optimizado y analizados por GC-MS. Los
picos estan numerados como en las Tabla 3.11. IS, Patrén interno — Alacloro.
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Figura 3.23. Cromatograma de un blanco de suelo contaminado con los herbicidas Acidos a
nivel del LC, extraido con el procedimiento optimizado y derivatizado con TMSH a sus
esters/éteres metilicos previamente a su analisis por GC-MS. Los picos estan numerados como
en las Tabla 3.11. IS, Patron interno — Alacloro.

El LC es el nivel al cual la precision de la medida sera satisfactoria para la
determinacion cuantitativa. Es decir, es la concentracion mas baja de analito que puede
determinarse con un nivel aceptable de repetibilidad, precision y exactitud (Directiva
96/46/CE). Se estima de la misma manera que el LD, pero la k toma un valor de 10.

Los criterios de repetibilidad, precision y exactitud vienen fijados por la norma europea,
actualizada a través de los afos [83]. EI Documento N° SANCO/10232/2003 permitia
recuperaciones entre 60-120% para los niveles de concentracion de 1-10 pg/kg, y de 70-
120% para los de 10-100 pg/kg, siendo posteriormente actualizados a 70-110% para
todas las concentraciones por medio del Documento N° SANCO/10232/2006. El
coeficiente de variacion debia ser menor o igual al 15-20-30% en funcién de la
concentracion. Para su comprobacion, se contaminaron muestras blanco de suelo con el
LC de los herbicidas (Figuras 3.22 y 3.23). Los resultados se presentan en la Tabla 3.11.
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Ambos limites se calcularon en funcién del factor de dilucion de las muestras, es decir,
el ml final de extracto en el método optimizado contenia el equivalente a 8 g de suelo,
que se comprobo eran suficientes para que los LC fueran aceptables, ya que estaban por
debajo del limite de determinacién propuesto en suelo (0,05 mg/kg) por la Directiva
91/414/CEE.

Tabla 3.11. Condiciones de linealidad, LD, LC y efecto matriz (mediante el test del ajuste
lineal) de calibrados de preparados en extractos blancos de suelo.

Cf. Ajuste Lineal
Ne Compuesto p . % CVfr LD (ugkg) LC(uglkg) ———
Lin. b +t*Sh
1 Dicamba 0,66 96,7 5,2 2,39 7,26 2,14 0,03
2 24D 0,10 95,2 8,9 4,09 12,44 2,96 0,32
3 MCPP 0,54 96,1 8,7 4,28 13,00 2,43 0,10
4  Diclorprop p 0,52 95,7 6,8 0,99 3,02 2,77 0,12
5 MCPA 0,35 95,9 12,8 4,00 12,17 2,72 0,08
6 Amidosulfuron 0,25 95,1 12,5 7,79 23,69 1,70 0,13
7 Tribenuron metil 0,44 96,2 13,6 9,07 27,56 1,22 0,12
8 Fenoxaprop p 0,35 96,0 9,5 4,73 14,38 5,38 0,50
9 Diclofop 0,77 96,5 5,9 4,19 12,75 2,01 0,09
10 Flamprop 0,94 95,1 12,6 2,71 8,25 2,48 0,10
11 Bromoxinil 0,16 95,1 10,0 2,81 8,55 320 0,22
12 Toxynil 0,56 95,1 5,9 4,55 13,84 3,11 0,31
13 Cianazina 0,72 95,9 11,2 3,34 10,15 0,78 0,05
14 Terbutilazina 0,08 96,4 6,9 4,21 12,79 1,21 0,04
15 Terbutrina 0,85 96,5 7,8 4,16 12,64 1,22 0,03
16 Metribuzina 0,63 95,7 11,3 6,43 19,53 1,29 0,05
17 Carfentrazona etil 0,06 96,6 12,7 5,34 16,23 1,27 0,01
18 Metoxuron 0,06 96,0 9,7 7,76 23,60 0,72 0,02
19 Isoproturon 1,00 96,4 7,7 3,86 11,73 0,77 0,03
20 Clortoluron 0,05 95,8 8,5 3,55 10,80 0,72 0,02
21 Metabenzotiazuron 0,05 95,6 11,8 6,98 21,23 1,47 0,10
22 Linuron 0,60 97,7 10,4 4,45 13,54 2,56 0,33
23 Tralkoxidim 0,94 952 10,2 7,16 21,76 0,75 0,06
24 Flamprop isopropil 0,88 97,1 7,8 5,67 17,22 1,25 0,06
25 Mefenpir dietil 0,14 96,4 8,7 5,97 18,14 1,38 0,03
26 MCPA tioetil 0,24 96,5 7,6 5,07 15,41 1,35 0,05
27 Bifenox 0,36 96,0 13,8 6,08 18,49 1,59 0,05
28 Fenoxaprop p etil 0,57 95,8 7,9 6,10 18,55 1,55 0,03
29 Diclofop metil 0,37 96,7 6,3 6,63 20,15 1,26 0,06
30 Prosulfocarb 0,20 96,6 54 5,15 15,66 1,24 0,05
31 Trialato 0,05 96,9 7,3 5,44 16,54 1,28 0,04
32 Diflufenican 0,36 96,5 8,1 6,69 20,35 1,42 0,09
33 Pendimetalina 0,42 95,1 12,8 5,10 15,50 1,40 0,02
34 Trifluralina 0,41 958 8.3 5,24 15,94 1,44 0,06
35 MCPP isooctilico 0,61 96,5 11,4 6,15 18,68 1,29 0,07
Bromoxinil 053 962 84 5,75 17,48 133 0,06
36 octanoato
37 Ioxinil octanoato 0,06 95,9 14,0 7,93 24,10 1,17 0,12
Criterios >0,05 >95 <15 <50

b representa la pendiente y Sb su desviacion.
Valores de t calculados a a=0,05 y 4 grados de libertad, t =2,776.
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3.3.4.4. Evaluacion del Efecto Matriz

La presencia o ausencia de efecto matriz se demostr6 comparando la respuesta
producida por el analito en acetona acidificada con 1% de acido acético, con la obtenida
a partir de la misma cantidad de analito en presencia del extracto blanco de suelo
extraido con el método optimizado y contaminado a los mismos niveles. Se aplico el
test de ajuste a una linea, ya que era el mas restrictivo, ya detallado en el Capitulo 2.

Todos los analitos extraidos con el procedimiento optimizado presentaron efecto matriz,
aunque incluian el reparto con diclorometano que eliminaba interferencias polares. Por
tanto, todos se cuantificaron con calibrados en matriz para evitar una cuantificacion
incorrecta, lo que estaba de acuerdo con las recomendaciones de la UE [83]. Los
resultados del ajuste lineal se presentan en la Tabla 3.11 tnicamente para la pendiente
(b) y su intervalo de confianza (t*Sb), debido al gran nimero de datos.

3.3.4.5. Exactitud (Recuperacion) y Precision

Los estudios de Recuperacion se realizaron a 4 concentraciones diferentes, con el
objetivo de cubrir las cantidades de residuos de herbicidas presentes en las muestras
reales: 25, 50, 150 y 250 pg/kg, es decir a 0,5, 1, 3 y 5 veces el limite de determinacion
recomendado en suelos por la Directiva 91/414/CEE.

Debido a que no se encontraron materiales de referencia certificados en suelos, las
muestras usadas para los estudios de recuperacion se prepararon en el laboratorio a
partir de blancos de suelo que se contaminaban con concentraciones conocidas de los
herbicidas, con el método ya descrito que permitia simular muestras con residuos
envejecidos.

Las medias de las recuperaciones de 5 repeticiones se muestran en la Tabla 3.12. Las
recuperaciones de los herbicidas a todos los niveles estuvieron en el rango de 70-120%,
para los criterios de SANCO/10476/2003 y 70-110% para el SANCO/10232/2006 [83].
Las diferencias debidas a las concentraciones de los analitos entre los distintos niveles
fueron minimas respecto de la recuperacion y se obtuvieron valores adecuados de
precision, es decir, CV < 20% para los dos niveles menos concentrados, y CV < 15%
para los niveles mas concentrados [83]. La linealidad de la extraccion se comprobd
calculando los coeficientes de linealidad en el rango extraido (25-250 pg/kg),
comprobandose que todos los analitos tenian una adecuada linealidad en la extraccion, a
excepcion del Trialato para el que era ligeramente inferior al 95% (subrayandose su
valor en la Tabla 3.12).
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Tabla 3.12. Coeficientes de linealidad de la extraccion, recuperaciones y coeficientes de variacion para la 1* y 2* extraccion (sucesiva) a los 4 niveles de
contaminacion en muestras de suelo blanco extraidas con el método optimizado. Estudio de la necesidad de cuantificar con el método de adiciones patron (b y t*Sb).

%TR  %CV ~ %TR  %CV  2*%TR %CV  %TR %CV 2*%TR %CV  %TR250 %CV 2*%TR %CV | Coef.

N Herbicida 55 b (1=5) 50ppb (n=5) S0ppb (n=5) 150ppb (n=5) 150ppb (n=5)  ppb _ (n=5) 250ppb (n=5) |Lincal. ° =t 30
Dicamba 10578 8,10 8696 237 622 556 9172 275 830 994 928 320 926 1436 | 980 092 008
24D 86,62 700 9119 310 551 9838 9054 173 725 1400 8851 345 750 803 | 974 090 0.10
MCPP 9286 532 9797 464 609 992 9714 265 S11 1022 9504 477 602 1688 | 988 095 005
Diclorprop p 103,67 589 10110 298 514 1169 10223 036 648 1085 9698 435 652 832 | 976 097 0.10
MCPA 8508 561 9585 370 028 1152 8996 242 318 905 9290 318 537 774 | 981 093 007

Amidosulfuron 71,67 7,43 88,83 4,87 3,87 16,65 7828 824 7,13 9,77 85,37 3,78 0,55 7,98 95,6 0,85 0,16
Tribenuron metil 88,29 2,43 101,81 4,95 2,03 9,26 98,62 1,68 1,43 2,67 104,67 3,40 2,20 7,52 974 1,05 0,12

Fenoxaprop p 7540 621 8124 394 549 955 8426 338 751 741 8464 426 831 851 | 969 0,88 0,12
Diclofop 88,25 3,94 10043 4,65 493 903 10095 302 68 158 101,93 430 699 581 | 993 1,03 0,03
Flamprop 103,55 3,55 9885 2,00 454 738 101,93 430 822 7,68 102,08 273 879 9,08 | 994 1,02 0,02
Bromoxinil 96,04 5,19 9847 401 0,78 12,10 96,13 2,68 4,19 461 9988 2,18 547 1036 | 982 1,00 0,08
Toxinil 9918 197 9838 7,06 139 1475 9991 336 540 649 9692 313 702 973 | 986 0097 0,06
Cianazina 9508 5,80 100,58 5,86 13,11 6,72 100,34 289 1222 625 108,81 1,19 1348 727 | 966 1,09 0,16
Terbutilazina 89,49 506 103,74 239 182 425 10504 397 333 304 10618 1,54 519 544 | 981 1,09 0,09
Terbutrina 88,62 436 96,69 4,79 3,14 1294 9644 095 594 263 9805 1,18 678 10,67 | 993 0099 0,03
Metribuzina 88,38 2,58 9504 4,12 429 1571 98,70 296 689 2,78 104,58 4,16 811 1238 | 97,8 1,06 0,10
Carfentrazonaetil 94,17 2,52 91,94 083 570 2,50 92,15 477 390 200 100,60 1,86 570 290 | 962 1,01 0,17
Metoxuron 8534 594 97,83 240 324 1035 9530 357 127 12,95 99,09 733 1,15 10,01 | 982 1,00 0,08
Isoproturon 93,76 5,61 103,09 542 1,53 1320 93,00 320 355 984 102,66 431 416 16,05 | 953 1,02 021
Clortoluron 9446 484 102,83 6,05 043 909 9728 1,16 155 1456 103,57 541 1,70 2135 | 97,1 1,03 0,13
Metabenzotiazuron 77,16 6,56 9546 3,03 323 300 9731 462 599 580 102,73 6,04 562 1989 | 980 1,05 0,09
Linuron 90,81 589 9697 2,01 3,00 930 9440 639 580 4,10 102,55 7,33 490 2,10 | 964 1,03 0,16
Tralkoxidim 91,78 1,65 91,79 549 0,63 1345 8951 11,11 183 829 9522 265 148 861 | 972 0095 0,12

Flamprop isopropil 100,92 4,48 98,83 3,09 2,01 15,81 98,58 3,68 5,05 3,88 103,18 4,96 6,59 10,97 | 97,9 1,03 0,09
Mefenpir dietil 102,78 6,06 96,24 5,84 2,19 8,70 102,64 2,55 543 4,11 103,52 4,44 6,45 10,19 | 99,0 1,04 0,04

MCPA tioetil 90,02 245 9805 338 0,83 402 103,53 550 273 127 10448 1,88 500 1426 | 982 1,08 0,09
Bifenox 102,30 2,10 100,93 1,17 561 9,17 99,65 2,10 618 965 10530 057 6,75 428 | 975 1,05 0,11
Fenoxaproppetil 90,91 451 91,02 218 257 17,72 9555 393 607 333 103,71 140 7,14 707 | 967 1,05 0,15
Diclofop metil 101,66 063 94,07 508 1,61 1220 97,01 411 605 10,94 106,77 446 6,69 987 | 957 1,07 0,20
Prosulfocarb 87,76 3,65 97,81 344 271 3,70 100,97 5,78 344 321 10564 1,19 508 890 | 984 1,07 0,07
Trialato 103,41 2,56 90,55 4,18 230 232 9261 1,67 3,58 498 10615 087 509 13,89 | 939 1,06 0,28
Diflufenican 108,48 637 102,60 2,19 287 1601 103,60 3,75 526 532 10642 493 623 1241 | 986 1,06 0,06
Pendimetalina 9747 2,58 89,19 320 338 14,16 9198 504 455 935 9430 220 579 12,90 | 985 094 0,06
Trifluralina 82,52 483 90,08 790 152 1504 9555 269 348 523 107,97 1,62 488  7.64 | 953 1,10 022

MCPP isooctilico 98,39 1,93 9343 3,26 4,76 1,81 100,00 5,69 4,35 7,18 104,31 3,58 5,89 9,84 98,1 1,05 0,09
Bromoxinil oct. 99,38 2,57 93,65 4,18 1,99 17,25 9428 3,01 4,69 4,12 96,24 4,92 5,93 8,46 98,9 0,96 0,05
Ioxinil octanoato 96,46 6,08 92,82 2,40 4,22 15,89 9324 4,85 6,94 0,77 101,10 6,88 6,53 6,63 96,4 1,01 0,16
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Criterios 70-120 <20  70-120 <20 70-110 <15 70-110 <15 >95




Capitulo 3

Se realiz6 una prueba de una segunda extraccion sobre el residuo de suelo ya extraido
repitiendo todo el método optimizado. Se demostrdé que la primera extraccion
recuperaba adecuadamente los herbicidas, ya que las recuperaciones encontradas en la
segunda extraccion eran, en general, menores del 10%, para los niveles de
concentracion de 25, 50, 150 y 250 pg/kg.

Tabla 3.13. Valores de la precision combinada para los cuatro niveles a los que se estudio la
recuperacion y precision.

CVtotal CVtotal CVtotal CV total

N Herbicida (25ppb)  (S0ppb)  (150ppb) (250ppb)
1 Dicamba 12,15 7,15 5,64 3,75
2 24-D 10,50 6,40 8,44 8,56
3 MCPP 7,98 6,74 6,91 8,67
4 Diclorprop p 8,84 4,84 8,15 3,87
5 MCPA 8,42 8,38 2,50 5,06
6 Amidosulfuron 11,15 11,26 9,29 6,34
7 Tribenuron metil 3,65 14,00 3,07 5,23
8 Fenoxaprop p 9,32 6,95 5,11 5,87
9 Diclofop 5,91 7,66 6,13 4,63
10 Flamprop 5,33 3,38 9,65 5,32
11 Bromoxinil 7,79 9,28 3,32 7,70
12 Toxinil 2,96 6,38 6,85 8,26
13 Cianazina 8,70 6,78 3,41 7,24
14 Terbutilazina 7,59 9,80 6,33 5,13
15 Terbutrina 6,54 7,26 5,71 2,73
16 Metribuzina 3,87 5,30 8,84 3,85
17 Carfentrazona etil 3,78 4,46 7,96 4,17
18 Metoxuron 8,91 4,25 12,30 9,94
19 Isoproturon 8,42 5,70 6,95 4,16
20 Clortoluron 7,26 8,47 9,81 7,09
21 Metabenzotiazuron 9,84 5,04 7,20 7,27
22 Linuron 8,84 5,59 6,76 7,47
23 Tralkoxidim 2,48 6,57 10,76 3,95
24 Flamprop isopropil 6,72 9,30 7,71 5,37
25 Mefenpir dietil 9,09 9,91 8,55 4,26
26 MCPA tioetil 3,68 3,99 10,03 3,61
27 Bifenox 3,15 2,67 3,19 4,76
28 Fenoxaprop p etil 6,77 8,43 7,77 4,63
29 Diclofop metil 0,95 7,54 7,54 12,59
30 Prosulfocarb 5,48 7,71 9,71 3,33
31 Trialato 3,84 4,49 6,10 2,92
32 Diflufenican 9,56 9,56 6,07 5,15
33 Pendimetalina 3,87 9,42 8,36 3,21
34 Trifluralina 7,25 8,09 5,90 12,74
35 MCPP isooctilico 2,90 4,63 7,36 4,44
36 Bromoxinil octanoato 3,86 8,96 4,87 4,57
37 Ioxinil octanoato 9,12 6,60 4,32 6,67
Criterios <22-32 <22 <14 <14
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Con los datos obtenidos en las recuperaciones, se realizaron varias pruebas para
comprobar si el uso del calibrado en matriz para cuantificar era adecuado o no, o era
necesario utilizar el método de adiciones patrén. Por una parte, se representod la
concentracion obtenida frente a la afiadida. Al hacer la regresion por el método de
minimos cuadrados se obtuvo una linea recta cuya ordenada en el origen incluia el valor
de cero y cuya pendiente incluia el valor de uno (Gnicos valores que se presentan en la
Tabla 3.12), es decir, no existia un error sistematico debido a la matriz, lo que
demostraba que el uso del calibrado en matriz era adecuado y no hacia falta usar el
método de adiciones patron.

Se realizo6 la Precision para los cuatro niveles en que se habian hecho los estudios de
recuperacion, en condiciones de repetibilidad (Tabla 3.12) y en condiciones de precision
intermedia (Tabla 3.13), es decir, variando los lotes de los reactivos y los dias de
analisis en el mismo laboratorio. Con estos valores se calculd la precision combinada,
segln la expresion:

S total = (S repet / n + S* reprod) 2

donde “n” es el namero de repeticiones [100].

Los valores encontrados de la precision combinada (Tabla 3.13) cumplieron los criterios
europeos [83].

3.3.4.6. Robustez

Segin la Directiva 95/36/CE, los suelos para los estudios de robustez deberan
seleccionarse de manera que constituyan una muestra representativa de la gama de
suelos tipica de las regiones en las que se utiliza o piensa utilizarse el producto
fitosanitario.

La interaccion de los herbicidas con la matriz del suelo es mas fuerte que con el agua o
los alimentos. Los procedimientos de extraccion deben ser capaces de liberar las
fracciones enlazadas al suelo, y normalmente requieren mayor tiempo de contacto con
el disolvente, o un incremento de éste mediante la agitacion, los ultrasonidos, la presion
o la temperatura. Ademas depende mucho del tipo de matriz, de tal manera que los
suelos con mayor contenido en materia organica o arcillas son mas dificiles de extraer y
sus recuperaciones disminuyen [101].

La robustez de un método analitico es la resistencia a los cambios cuando se producen
desviaciones minimas de las condiciones experimentales descritas en el procedimiento.
Debido a que ya se introdujeron cambios en los reactivos y dias en las pruebas de la
precision, se tomaron suelos agricolas representativos con diferentes caracteristicas para
comprobar si el pH que proporcionaba la mezcla de disolventes optimizada era también
util en esas condiciones, teniendo en cuenta que el pH de los suelos agricolas suele estar
entre 5,5y 7,5 [18,102].

El Suelo 1 es el utilizado en las experiencias previas y en el disefio ortogonal. El Suelo
2 contenia mas arcilla comparado con los Suelos 1 y 4. El Suelo 3 se seleccion6 porque
tenia el contenido mas alto en arcilla y materia orgdnica de los cuatro, ademas del pH
mas acido. El Suelo 4 se usé como control ya que estaba principalmente compuesto por
arena.
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Tabla 3.14. Coeficientes de linealidad (Coef.L) (calibrados en matriz), recuperaciones (TR%) e incertidumbres relativas (Irel) para los cuatro tipos de suelos
diferentes contaminados a 50 pg kg™ y extraidos con el procedimiento optimizado. Las medias seguidas por letras diferentes en la misma fila tienen
diferencias significativas a un nivel de p < 0,05 segtin el test de Tukey para el mismo ntimero de réplicas.

Caracteristicas del Suelo Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3 Suelo 4

1 % Materia Organica 0,69 1,66 >2.50 0,905

2 % Arcilla 17,00 63,00 60,00 2,00

3 % Limo 37,00 3,00 24,00 3,00

4 % Arena 46,00 34,00 15,60 95,00

5 CIC (meqg/100g) 9,20 15,90 5,26 5,30

6 pH Suelo 8,50 8,20 6,00 8,04

7 pH (Suelo+Disolvente) 5,20 5,19 3,92 5,04
N° Herbicida Coef. L TR% + I rel Coef. L TR% =+ I rel Coef. L TR% + I rel Coef. L TR% + I rel

1 Dicamba 99,3 86,96¢ = 7,03 99,3 84,70c + 6,85 98,8 103,79a + 8,39 99,3 94,54b + 7,64
2 2,4-D 96,7 91,19ab + 7,42 98,5 79,75b + 6,48 98,3 99,33a + 8,08 98.4 86,85b + 7,06
3 MCPP 98.8 97,97a+ 7,51 99,1 104,88a + 8,04 99,5 104,79a + 8,03 99,2 106,51a £ 8,16
4 Diclorprop p 98.8 101,10ab + 6,93 99,0 96,32b + 6,61 98,8 107,26a + 7,36 98,9 103,43ab £ 7,09
5 MCPA 98,5 95,85b + 6,35 99,0 79,11c £5,24 98,7 107,53a+ 7,12 99,5 104,64ab £ 6,93
6 Amidosulfuron 98,4 88,83bc +£ 9,02 98,5 83,67¢£ 8,50 99,1 85,87¢c £8,72 99,2 100,40a + 10,20
7 Tribenuron metil 96,2 101,81a+ 7,97 97,5 103,55a + 8,10 99,6 103,28a + 8,08 99,5 101,94a + 7,98
8 Fenoxaprop p 99,5 81,24a + 5,88 98,5 77,07a+ 5,58 98,5 82,47a+ 5,97 99,4 84,57a+ 6,12
9 Diclofop 98,6 100,43a + 7,20 99,0 107,37a+ 7,70 98,9 104,26a + 7,47 99,7 106,65a + 7,65
10 Flamprop 98,6 98,85a + 5,93 98,4 91,51a+5,49 98,7 100,43a + 6,03 99,1 99,21a + 5,96
11 Bromoxinil 96,6 98.47a + 6,64 98,3 104,92a + 7,07 98,9 106,18a+ 7,16 99,0 99,39a + 6,70
12 Toxinil 99,1 98,38a+9,52 98,1 108,74a + 10,52 98,3 106,41a + 10,29 99,0 105,26a + 10,18
13 Cianazina 98,4 100,58a + 8,82 98,9 106,35a + 9,33 99,1 105,80a +9,28 99,5 103,67a + 9,09
14 Terbutilazina 98,3 103,74a + 6,36 98,5 103,97a + 6,37 99,0 104,63a + 6,41 99,1 105,94a + 6,49
15 Terbutrina 97,9 96,69a + 7,60 99,0 102,51a £ 8,05 99.4 97,38a+ 7,65 99,7 100,42a + 7,89
16 Metribuzina 96,8 95,04a + 6,60 98,5 103,06a + 7,16 98,8 99,76a + 6,93 99,3 103,98a + 7,22
17 Carfentrazona etil 97,0 91,94b + 5,97 97,6 102,51a + 6,66 98,6 106,41a + 6,91 99,1 99,02ab + 6,43
18 Metoxuron 99.3 97,83a+ 8,59 98,6 93,39a £+ 8,20 99,0 106,44a + 9,35 99.4 102,36a + 8,99
19 Isoproturon 99,0 103,09a + 8,45 99,8 94,74a £ 7,77 98,5 103,38a + 8,47 99,1 93,64a + 7,68
20 Clortoluron 99,2 102,83a + 8,69 98,8 96,73a £ 8,17 98,3 98,382+ 8,31 98,9 99,77a + 8,43
21 Metabenzotiazuron 97,8 95,46ab + 7,30 97,3 89,32b + 6,83 98,7 103,39a+ 7,91 99,1 96,46ab + 7,38
22 Linuron 97.4 96,97ab + 8,67 98.4 92,65b + 8,28 98,3 90,32b + 8,07 98,1 103,80a + 9,28



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

Tralkoxidim
Flamprop isopropil
Mefenpir dietil
MCPA tioetil
Bifenox
Fenoxaprop p etil
Diclofop metil
Prosulfocarb
Trialato
Diflufenican
Pendimetalina
Trifluralina
MCPP isooctilico

Bromoxinil octanoato

Toxinil octanoato

98,4
98,6
97,5
98,4
96,5
97,1
98,0
98,0
98,0
97,6
96,5
97,2
98,2
97,5
96,7

91,79b + 12,09
98,83ab + 6,03
96,24bc + 7,94
98,05bc + 6,62
100,93ab + 5,17
91,02b + 5,53
94,07b + 7,08
97,812+ 6,71
90,552 + 6,21
102,60a + 7,19
89,19b + 5,61
90,082 + 9,37
93,43b + 6,75
93,65b + 6,32
92,822 + 7,87

98,8
97,3
97,7
99,1
96,9
98,0
98,8
98,7
99,3
98,4
96,8
98,0
98,7
98,1
96,3

99,39b + 13,09
90,21b + 5,51
90,40¢ + 7,46

105,10ab + 7,10
91,92¢ + 4,71
97,04ab + 5,89
103,98a + 7,83
104,47a+ 7,17
96,02a + 6,59
104,88a = 7,35
97,77ab + 6,15
88,002+ 9,15
106,282 + 7,68
105,02a + 7,09
89,69a + 7,61

98,5
99,3
99,2
99,2
97,2
98,8
99,3
99,3
99,3
99,2
97,2
98,1
99,3
99,0
98,0

97.48b + 12,84
103,852 + 6,34
105,60ab + 8,72
108,072 + 7,30
107,45a + 5,50
96,87ab + 5,88
101,70ab + 7,65
102,82a + 7,06
95,722 + 6,57
106,19a + 7,45
100,14a + 6,30
90,302 + 9,39
103,38a + 7,47
103,39a + 6,98
96,60a + 8,19

99,4
99,6
99,7
99,4
98,8
99,4
99,7
99,6
99,4
99,7
99,1
99,0
99,6
99,5
98,1

108,06a + 14,23
100,39ab + 6,13
103,72ab + 8,56
9531c + 6,44
96,72bc + 4,95
99.84a + 6,06
103,69a + 7,80
100,19a + 6,88
96,82a + 6,64
102,282+ 7,17
97,99ab + 6,16
87,562+ 9,10
104,492 + 7,55
104,512 + 7,06
99,90a + 8,47
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Se prepararon calibrados en matriz con los 4 suelos diferentes para comprobar la
linealidad. Todos los analitos mostraron buenos coeficientes de linealidad en el rango
(0,01-0,5 mg/l) estudiado a seis niveles. Por tanto, se demuestra que la cuantificacion
con calibrados en matriz preparados a partir de diferentes suelos es adecuada.

Se calculdé también el efecto matriz para los suelos de las pruebas de robustez,
comprobandose que todos los herbicidas estaban afectados por ¢él. No se han
representado estos valores en la Tabla 3.14 debido al gran nimero de datos.

Ademas, se contaminaron a un nivel de 0,05 mg/kg y se extrajeron con el procedimiento
optimizado. El promedio de las 5 réplicas se ha representado en la Tabla 3.14. Las
medias en la misma fila seguidas de diferentes letras son significativamente diferentes a
p < 0,05, segun el test de Tukey para el mismo numero de réplicas. Se encontrd que
para 19 herbicidas de los 37 estudiados, sus recuperaciones eran independientes del tipo
de suelo. Las mayores recuperaciones de herbicidas acidos se obtuvieron para el Suelo
3, debido a su pH mas acido. El contenido alto en arcilla y materia orgdnica no
disminuy¢ la eficiencia en las recuperaciones de los analitos, como se esperaba [15].
Los analitos bésicos no se vieron afectados por el tipo de suelo. La adsorcion de los
neutros se suponia afectada por el contenido en materia organica, pero este efecto
tampoco se observo [15].

Como conclusion, el método optimizado ha demostrado ser eficiente y robusto para
distintos tipos de suelos que cubren el rango de los suelos agricolas que pueden
encontrarse en esta zona.

3.3.4.7. Incertidumbre

No existen resultados analiticos cuantitativos validos si no van acompafiados de alguna
estimacion de los errores inherentes a ellos. La incertidumbre de medida se define como
"un parametro, asociado al resultado de una medida, que caracteriza la dispersion de los
valores que podrian atribuirse razonablemente al mensurando". O también como "la
estimacion que caracteriza el intervalo de valores en el que se sitia, generalmente con
una alta probabilidad dada, el valor verdadero de la magnitud medida".

Se calculo, por tanto, la incertidumbre relativa para los 4 niveles de contaminacion,
cubriendo el rango validado por el procedimiento optimizado. Las contribuciones que se
tuvieron en cuenta para su célculo fueron:

- Lade la precision combinada.

- La inherente a la preparacion de las muestras de suelo contaminado usadas en las
pruebas de recuperacion y precision. Se tuvo en cuenta la contribucion de la
preparacion de la disolucion madre, de las diluciones, y de la incertidumbre al
contaminar el suelo.

- No se tuvieron en cuenta las interferencias producidas por la matriz ya que se
compensaban al cuantificar con calibrados preparados en matriz, segun las
recomendaciones de la Guia EA-4/16 [103] y la Guia G-ENAC-09 [104].

- Tampoco se tuvo en cuenta la contribucién de la exactitud, porque se comprobd
mediante el test del sesgo, que las variaciones eran debidas a los errores aleatorios, y
no a los sistematicos, ademas de que en ningun caso se aplicaba correccion a las
tasas de recuperacion.
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Con las contribuciones anteriormente expuestas, se calculd la incertidumbre asociada a
cada concentracion de la validacion y se halld la incertidumbre relativa, es decir, el
porcentaje de la incertidumbre expandida dividida por la concentracion a la que se habia
calculado. De entre todas las halladas se seleccion6 la maxima para aplicarla a todos los
valores de las extracciones de herbicidas en suelo extraidas con el método optimizado.
De esta forma, al aplicar la incertidumbre maxima, los resultados estan suficientemente
“protegidos”.

La mayoria de las incertidumbres relativas encontradas fueron menores del 10% para la
mayoria de herbicidas (Tabla 3.15). Se utiliz6 también la incertidumbre maxima relativa
calculada a partir de las pruebas de recuperacion, llevadas a cabo durante la validacion
del método optimizado, para el calculo de la incertidumbre en los valores de las
recuperaciones en las pruebas de robustez (Tabla 3.14).

Tabla 3.15. Incertidumbres relativas encontradas para los cuatro niveles de concentracion e
incertidumbre relativa maxima.

N° Herbicida Irel25ppb Irel S0 ppb Irel 150 ppb  Irel 250 ppb 1 rel max.
1 Dicamba 8,71 6,31 4,19 4,48 8,71
2 24D 9,29 6,76 3,91 5,08 9,29
3  MCPP 7,69 7,40 4,07 6,02 7,69
4  Diclorprop p 7,96 6,43 3,41 6,04 7,96
5 MCPA 8,28 7,17 4,80 5,11 8,28
6 Amidosulfuron 9,96 7,94 10,07 5,11 10,07
7 Tribenuron metil 5,05 7,55 3,35 4,55 7,55
8 Fenoxaprop p 8,65 7,63 497 5,62 8,65
9 Diclofop 7,43 8,00 5,39 6,31 8,00
10 Flamprop 5,30 5,56 5,59 3,89 5,59
11 Bromoxinil 7,46 7,23 4,72 4,08 7,46
12 Toxinil 4,63 9,84 4,95 4,65 9,84
13 Cianazina 7,70 8,37 4,21 2,49 8,37
14 Terbutilazina 7,13 5,56 5,22 2,82 7,13
15 Terbutrina 6,48 7,55 2,87 2,68 7,55
16 Metribuzina 5,38 7,27 4,58 5,48 7,27
17 Carfentrazona etil 4,85 5,52 6,19 3,14 6,19
18 Metoxuron 8,33 6,07 5,27 8,96 8,96
19 Isoproturon 7,60 7,96 4,72 5,53 7,96

20 Clortoluron 7,62 9,08 4,49 7,34 9,08

21 Metabenzotiazuron 8,94 6,31 5,98 7,33 8,94

22 Linuron 7,96 5,72 7,93 8,80 8,80

23 Tralkoxidim 4,57 8,44 13,22 4,08 13,22

24 Flamprop isopropil 6,68 6,58 5,48 6,51 6,68

25 Mefenpir dietil 8,29 9,09 491 6,34 9,09

26 MCPA tioetil 5,70 6,92 7,27 3,95 7,27

27 Bifenox 4,73 5,50 4,09 2,98 5,50

28 Fenoxaprop p etil 6,57 6,03 5,28 2,74 6,57

29 Diclofop metil 5,05 8,76 6,56 6,49 8,76

30 Prosulfocarb 13,66 12,84 12,91 10,59 13,66

31 Trialato 5,13 7,77 425 3,26 7,77

32 Diflufenican 8,36 6,45 6,03 6,92 8,36

33 Pendimetalina 5,18 7,18 6,94 4,29 7,18

34 Trifluralina 7,44 10,85 4,54 3,29 10,85

35 MCPP isooctilico 4,46 6,63 7,15 4,80 7,15

36 Bromoxinil octanoato 5,92 8,13 5,82 7,18 8,13

37 loxinil octanoato 8,01 6,10 6,30 8,29 8,29
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3.4. CONCLUSIONES

De las pruebas realizadas en este capitulo sobre extraccion de residuos de herbicidas en
muestras de suelo, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

Concentracion de los Extractos

1.

En los procesos de concentracion de los extractos existe riesgo de pérdida de los
herbicidas mas volatiles. Se comprueba que el uso del etilénglicol disminuye estas
pérdidas. En consecuencia, la concentracion de los extractos, independientemente de
su naturaleza, se hace siempre a 35°C, con adicion de 50 pl de etilénglicol al 20% en
acetona y sin permitir alcanzar la sequedad total.

Optimizacion de la Extraccion

2.

El tipo de disolvente es el que mas contribuye a la variabilidad de las recuperaciones
(49,11% para los acidos y 67,23% para los basicos y neutros), siendo la acetona la
que proporciona los mejores resultados.

Se escoge un volumen de 30 ml porque volimenes mayores producen mayores
pérdidas de herbicidas basicos y neutros durante la concentracion de los extractos.
La principal ventaja de la acetona frente al acetato de etilo y el acetonitrilo es su
mayor volatilidad, ya que tiene el menor punto de ebullicién y, por tanto, minimiza
las pérdidas por evaporacion.

Los herbicidas 4cidos estdn muy influidos por el porcentaje del acido acético
(46,06%), mientras que la contribucion para los basicos y neutros es pequefia
(4,09%). Se escoge 1% de acido acético porque crea un ambiente medianamente
acido que posibilita la recuperacion global de los herbicidas, ya que los acidos y
bases débiles se retienen menos a medida que el pH se incrementa, al aumentar
(acidos) o disminuir (bases) la ionizacion.

No es necesario ajustar el pH previamente al reparto con diclorometano, ya que la
adicion de acido acético incrementa la recuperacion de acidos en este paso. Los
herbicidas acidos débiles, se hacen més débiles en las mezclas de agua y disolventes
organicos, de tal forma que su pKa se hace mayor, lo que proporciona su reparto en
el disolvente organico a partir de la fase acuosa. Para los herbicidas basicos el efecto
es el contrario, se protonan a valores de pH acuoso mucho menores que el valor de
pKa de la base, siendo también recuperados.

El tiempo de extraccion no presenta diferencias significativas entre los niveles
estudiados, escogiéndose 30 min, ya que proporciona una respuesta ligeramente
superior al tiempo de 15 min, sin incrementar mucho la duracién de la extraccion.

La contribucion de los errores residuales en el disefio es menor del 10%, lo que
indica que se han tenido en cuenta todas las variables que afectan a la respuesta en el
disefio.

Como conclusion, el método optimizado consiste en (Figura 3.21): la agitacion
durante 30 min de 15 g de suelo con 7,5 ml de agua en combinacién con 30 ml de
acetona al 1% en acido acético, lo que mejora sensiblemente la recuperacion de los
herbicidas acidos sin detrimento de la recuperacion de los basicos y neutros, y sin
necesidad de ajustar el pH previamente al reparto con 30 ml de diclorometano y
sulfato sodico anhidro. Es un método sencillo que extrae satisfactoriamente un
amplio rango de herbicidas de caracteristicas fisico-quimicas muy diferentes.
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Limpieza de los extractos de Suelo

9.

10.

11.

12.

El acetato de etilo presenta recuperaciones algo mayores que el acetonitrilo y el
metanol en la limpieza del extracto de suelo con un cartucho de Cl18ne, pero
también eluye mas interferencias de la matriz, por lo que los cromatogramas quedan
mas sucios y no interesa como paso de limpieza.

Los cartuchos poliméricos con diferentes materiales adsorbentes retienen sobre todo
los herbicidas mas apolares, por lo que no sirven como paso de limpieza universal
para el extracto de suelo.

La limpieza con los adsorbentes en polvo por dSPE tampoco mejora las
recuperaciones para algunos herbicidas. La adicion de PSA aumenta de 2 a 3
unidades el valor del pH del extracto, por lo que los herbicidas pasan a su forma
i6nica y son retenidos en el adsorbente. De la misma forma, quedan retenidos por la
gran capacidad de adsorcion de GCB y sus multiples interacciones.

La eliminaciéon de los componentes de la matriz a través de limpiezas de los
extractos demuestra no ser util para este método multirresiduo ya que se determinan
herbicidas con un amplio rango de polaridades en una matriz compleja, como el
suelo, y los adsorbentes estan disefiados para analitos con las mismas caracteristicas.
Como alternativa a la limpieza de los extractos, el uso de GC-MS proporciona una
gran especificidad y selectividad.

Validacion del método optimizado de extraccion

13.

14.

En general los analitos extraidos con el procedimiento optimizado presentan efecto
matriz, ain incluyendo el reparto con diclorometano que elimina interferencias
polares. Por tanto, siempre se usa la cuantificacion con calibrados en matriz para
evitar una cuantificacion incorrecta.

El método se valida hasta 250 pg/kg, proporcionando recuperaciones adecuadas,
buena precision para los herbicidas 4cidos, basicos y neutros, y robustez frente a
suelos agricolas de distintas caracteristicas.
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4.1. INTRODUCCION

Uno de los objetivos prioritarios del control sanitario en alimentos hoy en dia es el
control de los residuos de herbicidas debido a su posible toxicidad, tal y como se recoge
en la Directiva 98/82/CE, por lo que se plantea su estudio en muestras de cebada.

4.1.1. INTERACCION PLANTA:HERBICIDAS

Los cereales son matrices complejas cuya composicion quimica varia en funcioén de la
especie y variedad cultivada, asi como también en funcion de las condiciones climaticas
y de los métodos de cultivo.

El principal componente del grano de cebada es el almidon y otros hidratos de carbono
[1]. El contenido en proteina suele variar entre 10 y 11%, siendo las mas importantes la
albumina, globulina y prolamina. La presencia de grasas, entre ellas mono, di, y
triglicéridos, acidos grasos, y esteroles, es escasa. El contenido en agua puede variar
entre 11 y 20%, ya que en un ambiente himedo los granos pueden absorberla. La paja
de cebada se caracteriza por un reducido valor nutritivo debido al escaso nivel de
proteina (entre 4 y 6 %) y a su alto contenido en fibra o pared celular [1].

La absorcion de los herbicidas por las plantas constituye una de las vias mas
importantes de eliminacion de fitosanitarios en el medio ambiente. Cuando se aplica un
herbicida se produce un deposito en la planta que es eliminado progresivamente, con
mayor o menor rapidez en funcidon de factores tales como, la tasa de crecimiento del
vegetal, las condiciones ambientales (viento y lluvia), las propiedades fisico-quimicas
del herbicida (volatilizacion y solubilizacion) y la degradacién quimica, que puede
ocurrir en el interior de la planta (para los herbicidas con poder penetrante) o en la
superficie de la misma, en cuyo caso juega un papel importante la radiacion solar.

Los herbicidas con coeficientes de reparto muy grandes, actian por evaporacion y
posterior absorcion por las hojas y los tallos. Existen varios factores que influyen en la
volatilizacién del herbicida aplicado, como son, la temperatura, la humedad y su
formulacion. En muchos casos, el herbicida penetra con mayor facilidad cuanto mayor
es la humedad relativa del ambiente, por lo que lo hace preferentemente por la via
acuosa. En periodos de sequia, sin embargo, los espacios porosos llenos de aire y las
pectinas deshidratadas impiden la absorcion y la entrada es por via lipoide.

El pH, a su vez, desempefia un papel fundamental, ya que cuanto menor es el pH de la
formulacién, mayor es la proporcion absorbida, debido a que la acidez no s6lo impide la
ionizacion del herbicida empleado, sino que también reduce la carga negativa residual
de la cuticula, haciéndola més permeable [2]. Los herbicidas cargados positivamente se
aplican en las hojas ya que su aplicacion en el suelo les inactiva al estar muy atraidos
por la superficie de éste, principalmente las arcillas negativas.

La lixiviacion puede afectar a la actividad del herbicida de varias maneras. Cuando el
principal modo de entrada del herbicida es a través de los brotes y hojas, la lixiviacion
desde la superficie de la zona previa a la germinacidén de la hierba puede reducir la
concentracion del herbicida disponible y, por tanto, su efectividad. Cuando la entrada es
a través de las raices, el movimiento vertical del herbicida asegura que se mantiene
disponible y maximiza su actividad. Una excesiva lixiviacion tiene implicaciones
medioambientales y tiene que tenerse en cuenta un cuidadoso equilibrio entre las
propiedades que producen un sélido control de las malas hierbas y las que producen
contaminacion [3].
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4.1.2. TECNICAS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EN
MATERIAL VEGETAL

Las técnicas de extraccion de residuos de herbicidas en material vegetal son andlogas a
las expuestas para las muestras de suelo en el Capitulo 3, pero adaptadas a alimentos, en
este caso, material vegetal.

Las extracciones convencionales con disolventes, en donde la muestra se homogeniza
con una cantidad fija de disolvente, son las técnicas mas usadas para extraer residuos de
herbicidas de matrices vegetales. La optimizacion de los procedimientos implica utilizar
una secuencia de disolventes de diferentes polaridades, incluyendo disoluciones
acuosas, aumentar el contacto con la matriz, como en la extraccion por ultrasonidos, o el
uso de temperaturas y presiones elevadas, como en la extraccion con Soxhlet, MASE o
ASE, para conseguir una extraccion exhaustiva [4].

Una tendencia general en la extraccion de estos compuestos es la reduccion del uso de
disolventes. La SFE es una alternativa viable para la extraccidon de muestras no grasas
[5], aunque debido a su gran selectividad, no cubre el amplio rango de analitos que
pueden extraerse con los disolventes orgédnicos, ni siquiera con el uso de modificadores

[6].

En los ultimos afios se busca la miniaturizacion para reducir el consumo de disolventes
al mismo tiempo que se consiguen procedimientos lo mas universales posible [5]. En
este sentido destacan la SPME, en la que no se utilizan disolventes, y SBSE, que realiza
microextracciones en el propio vial de andlisis, o la dispersion en matriz (MSPD), en la
cual se mezcla la muestra con un adsorbente, lo que permite la extraccion y limpieza de
la muestra en un tnico paso [7]. Otros desarrollos recientes en los disefos de inyeccion
han sido la introduccion directa de muestra (DSI) o la introduccion dificil de matriz
(DMI), que permiten el analisis directo de extractos crudos que se limpian on-line.

Existen numerosas revisiones sobre el tema que proporcionan comparativas de las
distintas técnicas que pueden emplearse [8].

4.1.3. METODOS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EN
MATERIAL VEGETAL

4.1.3.1. Principales Métodos Oficiales

Existen un gran nimero de métodos oficiales desarrollados para la extraccion de
fitosanitarios en material vegetal, a diferencia de lo que ocurria para las muestras de
suelo. Esto es debido a que los alimentos pueden consumirse cerca de las fechas de
aplicaciéon de los fitosanitarios y, por tanto, son los que suelen presentar las
concentraciones mas altas de estos residuos y una mayor problematica [9].

La extraccion de residuos de herbicidas en material vegetal, depende de la polaridad del
herbicida, asi como del tipo de matriz. Un gran numero de herbicidas de distintas
familias y polaridades, se extraen mezclando, triturando u homogenizando las muestras
de material vegetal con diferentes disolventes orgdnicos de polaridad media o alta,
como la acetona, el acetonitrilo, el acetato de etilo o el metanol, normalmente en
mezclas con agua con o sin ajuste de pH [6,10,11]. Posteriormente se realiza un reparto
entre una fase acuosa y una fase orgdnica y pueden incluirse pasos de limpieza.

En los laboratorios de control de residuos de plaguicidas en alimentos pronto se
evidenci6 la imposibilidad de aplicar métodos de analisis individuales de residuos, ya
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que cada vez existian plaguicidas en mayor numero. Por consiguiente, se realizd un
esfuerzo coordinado, que dio como resultado la aprobacion de métodos oficiales
multirresiduo.

Los primeros fueron desarrollados a principios de los afios 60, y estaban enfocados a la
recuperacion de plaguicidas organoclorados. Se utilizaba el Método Mills [12], en el
cual los plaguicidas se extraian de alimentos no grasos con acetonitrilo. Se afiadian sales
y agua al extracto y los plaguicidas se repartian en disolventes no polares, como éter de
petrdleo o hexano, y se purificaban mediante columnas de Florisil, para separar el agua
y los componentes polares de la matriz.

Cuando se empezaron a usar plaguicidas mas polares, como los organofosforados, se
necesitaron nuevos métodos, ya que con el método Mills no se transferian del
acetonitrilo al éter de petrdleo o bien no eran eluidos de la columna de Florisil. En los
afios 70, se reemplazo6 el método Mills por el Método Luke o Método FDA PAM 1 302
[13,14], que usaba acetona en lugar de acetonitrilo en el primer paso de la extraccion, y
un reparto posterior en disolventes no polares con la adicion de Na,SO, anhidro para
recuperar los plaguicidas polares que se perdian en la fase acuosa [15]. El método Luke,
es aun, hoy en dia, la base de la mayoria de métodos que se usan para el control de
alimentos no grasos, como frutas y verduras [16]. Algunas mejoras llevadas a cabo
implican el uso de menos cantidad de muestra y disolventes, como en el método mini
Luke usado por el Gobierno Holandés [16,17], la sustitucién del reparto con
diclorometano por acetato de etilo y ciclohexano en el método S19 del Gobierno
Aleméan [18], o el uso de SPE para simplificar la preparacion de muestras y obtener
extractos mas limpios [8].

El Método del Acetato de Etilo [19,20] fue introducido en Suecia en 1989 [21] como
una alternativa al Luke para la extraccion de muestras no grasas porque era mas rapido,
sencillo, limpio, y proporcionaba muy buenas recuperaciones, y desde entonces ha sido
constantemente adaptado para permitir la extraccion de diferentes analitos. Sus ventajas
han hecho que se convierta en el método oficial para algunas autoridades europeas,
entre ellas la espafiola [22], aunque el Luke sigue siendo el método mas usado a nivel
europeo. El método consiste en una extraccion con acetato de etilo, un reparto con
suficiente Na,SO4 anhidro para eliminar el agua con la que el acetato de etilo es
practicamente inmiscible, y una limpieza final con GPC [23] o Florisil. Aumenta la
extraccion de compuestos polares comparado con el método Luke pero también extrae
mas interferencias polares de la matriz.

Otros métodos oficiales, como el Multirresiduo Canadiense [24], siguen apostando por
la extraccion con acetonitrilo y NaCl, separando ambas fases por centrifugacion, y
limpieza por cartuchos C18 y aminopropil. Por otra parte, el método Alder aleman [25],
utiliza metanol.

La mayoria de los laboratorios de control alimentario, utilizan modificaciones de los
métodos anteriormente expuestos, porque aunque se encuentran muchos métodos en la
literatura cientifica, existen ciertas limitaciones para poder reconocer los resultados
oficiales. Puede encontrarse un compendio de estos métodos publicados en alguno de
los siguientes manuales:

e Analytical Methods for Pesticide Residues in Foodstuffs, del Ministerio de
Salud Publica Holandés [17],

e  Manual of Pesticide Residue Analysis (Deutsche Forschungsgenenschaft), del
Gobierno Aleman [18];
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Pesticide Analytical Methods in Sweden, del Gobierno Sueco [21];

Métodos oficiales del AOAC International [26];

Pesticide Analytical Manual (PAM), de la FDA (EEUU) [27];

Manual of Pesticide Residue Analysis, en las Guias OPPTS — Office of
Prevention, Plaguicidas and Toxic Substances - (860.1340 Residue Analytical
Methods, para Plantas y Animales) de la EPA (EEUU).

En cuanto al andlisis de residuos dentro del Plan Nacional de Vigilancia de Residuos de
Productos Fitosanitarios en Origen (PNVR), los métodos de analisis utilizados para la
determinacion de residuos de herbicidas en alimentos son establecidos por las
Comunidades Auténomas de conformidad con las normas basicas establecidas por los
Ministerios implicados, Agricultura y Sanidad. Se escogen entre métodos comprobados
y cientificamente validos, siempre que ello no constituya un obstaculo para la libre
circulacion de productos y que concuerden con la regulacion que se aplique de los
modos y métodos comunitarios [33].

También el Documento N° SANCO/825/00 de la EU [28], propone los métodos de Luke
(1,2) y Acetato de etilo (3,4) como multirresiduo para plaguicidas en material vegetal
(Figura 4.1):

Mulia residuee method
1
Products of plant ongin

acctone [1,2] cthyl acctaic |3,4]
{mel. liguid-ligquid partition)
[ 1
1 1
GPC [1,2.4] | |silica gel |1.:|I
1 ]

GO [1.2.3,4]

Figura 4.1. Métodos multirresiduo para plaguicidas en material vegetal propuestos por el
Documento N° SANCO/825/00 [28]. Método 1 [18], Método 2 [29], Método 3 [30], Método 4
[17].

En principio estos métodos multirresiduo se usan para determinar un gran numero de
plaguicidas neutros y basicos directamente analizables por GC, pero también pueden
aplicarse a analitos acidos y fenolicos si se acidifican los extractos antes del reparto
[31].

Otros métodos proponen la extraccién a partir de soluciones acuosas a pH basico,
seguido de una extraccion con disolventes orgdnicos. De la misma forma, las
Sulfonilureas se han extraido del material vegetal con soluciones tampon acuosas a pH
6-7, en las que estan en forma anionica.

Los acidos carboxilicos se aplican en forma de ésteres, sales o acidos libres. Los ésteres
se hidrolizan rapidamente en la planta, por lo que tendran que analizarse ambas formas
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[32]. Algunos métodos proponen una hidrolisis acida o bdasica para liberarlos de las
formas conjugadas que forman con la matriz. Pueden hidrolizarse previamente a la
extraccion con disolventes orgdnicos o posteriormente, lo que es mas ventajoso porque
libera menos interferencias conjugadas desde la matriz [10,17].

4.1.3.2. QUEChERS

Anastassiades et al. publicaron en 2003 un método que proporcionaba resultados
satisfactorios reduciendo notablemente los pasos en el desarrollo de la extraccion y el
consumo de materiales y disolventes [34]. Se denomin6é al método con el nombre
QuEChERS, un acronimo que reflejaba sus principales ventajas (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe).

La preparacion de la muestra siempre es el mayor cuello de botella en el procedimiento
analitico completo para la determinacion de residuos de plaguicidas en muestras de
alimentos [35]. El procedimiento multirresiduo QuEChERS omite o sustituye muchos
pasos analiticos complicados utilizados normalmente en los métodos tradicionales, por
otros mas faciles.

El procedimiento original consiste en la extracciéon de una muestra homogenizada
mediante agitacion manual o con el agitatubos, con la misma cantidad de acetonitrilo,
para conseguir un extracto final lo suficientemente concentrado sin necesidad de incluir
un paso de evaporacion del disolvente. Una ventaja en la extraccion con acetonitrilo, en
lugar de acetona, es que el acetonitrilo se separa mas facilmente del agua con la adicion
de una mezcla de sales apropiadas (sulfato de magnesio anhidro, MgSO,, y cloruro
sodico, NaCl) que proporcionan una adecuada separacion de fases sin necesidad de
diluir el extracto con disolventes no polares toxicos al mismo tiempo que recupera
grandes cantidades de plaguicidas, incluyendo los polares [11].

Después de la centrifugacion, que proporciona una buena separacion fisica de las fases
(Figura 4.2), se produce la limpieza del extracto mediante dSPE, en el cual se mezclan
PSA y mas MgSO, anhidro con el extracto.

.l‘

L 4

Figura 4.2. Disposicion de fases de un extracto de material
vegetal obtenido con el método QuEChERS tras centrifugar. El
material vegetal queda en medio separando la fase organica, de

la fase acuosa y las sales que permanecen en el fondo.

Una de sus principales desventajas frente a otros métodos, es que se obtienen extractos
finales muy poco concentrados (1 g muestra/ml extracto) comparado con los extractos
obtenidos en la mayoria de métodos tradicionales. Para conseguir los LC deseados en
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los sistemas analiticos modernos, el extracto final debe concentrarse, de tal manera que
la inyeccion de 1/2 ul en splitless proporcione el grado de sensibilidad necesario. Sin
embargo, si se pretende evitar la concentracion del extracto ya que puede producir
pérdidas, se necesitan sistemas de inyeccion PTV que permiten la inyeccion de grandes
volumenes de muestra (20-100 pl).

Actualmente este método esta siendo evaluado por multitud de laboratorios, debido a su
gran aceptacion, y se ha obtenido la validacion para un gran nimero de plaguicidas,
paso previo para la aceptacion de este método como sustituto de los métodos oficiales
existentes [36,37].

Aunque es un método de extraccidon muy simple, cubre un amplio abanico de materias
activas de diferentes caracteristicas fisicoquimicas, incluyendo plaguicidas polares, asi
como acidos y basicos [33,37,38].

Se han publicado ciertas variaciones respecto del método original [39]. La recuperacion
de algunos analitos en algunas matrices depende del efecto del pH, siendo, por ejemplo,
algunos herbicidas sensibles al pH basico. Sin embargo, el hecho de que pocos
plaguicidas se degraden en condiciones acidas, ha llevado a modificar el método por
uno llamado Buffered QuEChERS. En él se consigue un efecto tampon, afiadiendo acido
acético al acetonitrilo y reemplazando el NaCl por acetato sodico, NaAc, sal conjugada
del 4cido acético. De esta manera, mediante el uso de un tampdn apropiado durante la
extraccion, se consiguen mejores recuperaciones de los herbicidas sensibles a acidos y
bases independientemente del pH de la matriz, sin incrementar el nimero de pasos en la
extraccion ni afectar a las recuperaciones de otros plaguicidas extraidos en el
multirresiduo.

4.1.4. LIMPIEZA DE MUESTRA

Las técnicas de limpieza de muestras de material vegetal son andlogas a las expuestas
para las muestras de suelo en el Capitulo 3.

Los métodos multirresiduo cléasicos de extraccion, que se han expuesto, son poco
selectivos y la mayoria de muestras de material vegetal, debido a su alto contenido en
clorofila, carotenoides, ceras o grasas, precisan de un paso de limpieza.

Existe una gran variedad entre estas técnicas, de las que ya se hablé en el Capitulo 3.
Los métodos clasicos multirresiduo utilizan comunmente las limpiezas por SPE, o por
reparto con un disolvente apolar e inmiscible con el agua, para la acetona o el
acetonitrilo, mientras que el acetato de etilo es mas compatible con la limpieza por GPC

[11].

El método QuEChERS utiliza la dSPE. Una de las imperfecciones de este método es que
la limpieza con PSA no es valida para los acidos carboxilicos debido a que son
fuertemente retenidos en el PSA durante la etapa de limpieza, y ademas no elimina la
clorofila de los extractos [39].

Las limpiezas estan disefiadas para purificar los extractos y permitir disminuir los LC y
minimizar los problemas del andlisis. Sin embargo, la mayoria de estos pasos adsorben,
eliminan, o destruyen algunos residuos de interés del extracto, ademas de aumentar el
tiempo y los costes del andlisis, por lo que suelen reducirse al minimo o eliminarse
completamente [31].
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4.1.5. OBJETIVOS

Comparar los métodos oficiales multirresiduo mas importantes para la extraccion de
herbicidas en cebada, con un método novedoso, publicado en 2003 y denominado
QuEChERS, que omite o sustituye pasos analiticos complicados utilizados
normalmente en los métodos tradicionales, por otros mas faciles y, que se supone,
cubre un amplio abanico de materias activas de diferentes caracteristicas fisico-
quimicas. Este estudio se realiza durante una estancia en el Departamento de
Plaguicidas y Contaminantes de RIKILT, Instituto de Seguridad Alimentaria, en
Wageningen (Holanda).

Adaptar los métodos comparados en el RIKILT, a las posibilidades de equipamiento
del Laboratorio de Analisis Fisico-Quimico y Sensorial del ITACyL. Experimentar
una variante del QuEChERS denominada Buffered QuEChERS, y extraer muestras
de paja para comparar los resultados con los de grano, ya que sus composiciones son
diferentes.

Escoger los métodos mas adecuados y validarlos para la extraccion de las muestras
de grano y paja obtenidas de los ensayos en campo con herbicidas.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. ANALITOS

Las disoluciones madre (2000 mg/l) que se utilizaron durante la estancia en el RIKILT
se prepararon en acetona y se almacenaron en oscuridad a -20°C. Antes de usarlas, para
preparar diluciones de trabajo en acetonitrilo de 1 mg/l, se dejaban atemperar 2 horas.
Los dos patrones internos utilizados fueron Simazina-D5 y PCB-198.

La preparacion de las disoluciones patron de los analitos que se utilizaron para las
experiencias adaptadas al Laboratorio de Analisis Fisico-Quimico y Sensorial del
ITACyL se detallo en el Apartado 2.2.2.

Los herbicidas se agruparon en funcion de sus propiedades acido-base, al ser las que
mas afectaban a la extraccion, como ya se detallé en la Tabla 3.2. El uso del LC-(ESI)-
MS/MS en el RIKILT, permitié que se pudieran analizar 11 residuos mas de herbicidas
(compuesto 38 al 49, en la Tabla 4.2) de polaridad media y alta, cuyo analisis por GC-
MS no era posible. EIl MCPP isooctilico y algunos acidos (del Fenoxaprop p, n=8, al
Ioxinil, n=12) no se incluyeron en los estudios en el RIKILT.

4.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Los reactivos utilizados fueron los mismos que los detallados en los Apartados 2.2.1. y
3.2.1. El material de laboratorio y los equipos utilizados son los detallados en los
Apartados 2.2.3.y 3.2.3.

En el RIKILT se utilizaron recipientes de PTFE de 50 y 250 ml con rosca para las
extracciones llevadas a cabo con el método mini Luke y el QuEChERS (Figura 4.2).

Las extracciones llevadas a cabo con el método mini Luke se realizaron triturandolas y
extrayéndolas en un Homogenizador Ultra-turrax T25 de IKA Labortechnik (Staufen,
Dinamarca) (Figura 4.3).

Figura 4.3. Equipo usado para homogenizar las
muestras de cebada con el método mini Luke.

Los extractos del grano de cebada obtenidos con el método del acetato de etilo en el
RIKILT se limpiaron mediante GPC (Figura 4.4). Para ello se utilizdé una bomba Merck
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Hitachi LaChrom Pump L-7110 equipada con un inyector Gilson Dilutor 401 ASPEC
modelo 202 (Middleton, WI) y un detector Jasco Intelligent UV-975 (Easton, MD). Se
emplearon dos columnas, la primera una pre-columna Envirogel diclorometano, 150
mm x 10 mm y una segunda columna analitica Envirogel diclorometano, 300 mm x 19
mm, ambas suministradas por Waters. La fase movil, formada por una mezcla de
ciclohexano y acetato de etilo (1:1) se mantuvo constante a 5 ml/min.

Figura 4.4. Equipo de GPC utilizado para limpiar los extractos del
grano de cebada obtenidos con el método del acetato de etilo.

4.2.3. MUESTRAS DE CEBADA

Las pruebas desarrolladas durante la estancia en el RIKILT se realizaron con muestras
de cebada ecoldgica para asegurar que no tenian residuos de herbicidas. Se molieron los
granos de cebada, se liofilizaron y se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su
extraccion.

Las muestras utilizadas en el Laboratorio de Analisis Fisico-Quimico y Sensorial del
ITACyL se recogieron en una parcela experimental perteneciente al ITACyL donde se
habia sembrado cebada, no se habian realizado tratamientos con fitosanitarios y
posteriormente se utilizaria para los ensayos de disipacion en campo detallados en el
Capitulo 5. Se recogian en el tiempo de la cosecha y lo més secas posible.

Se dejaban secar a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se igualaba su
humedad con la del laboratorio. Se separaba la paja del grano con tijeras y se trillaba
para eliminar las espigas (Figura 4.5). Se molia el grano y la paja por separado, teniendo
cuidado de dejar enfriar el molinillo cuando se calentaba mucho y limpidndolo bien
entre muestras (Figuras 4.6 y 4.7). Para favorecer el molido de la paja se secaban en
estufa durante toda la noche dentro de bolsas de papel y nunca a mas de 40°C, para
evitar la degradacion de los posibles residuos de herbicidas. Una vez picadas las
muestras, se congelaban a -20°C hasta su extraccion, en oscuridad y en botes de vidrio
cerrados para que no absorbieran humedad durante el almacenamiento.

Se prepararon muestras fortificadas contaminando 100 g de muestras blancas de cebada,
que se habian dejado descongelar previamente a temperatura ambiente, con diferentes
volimenes de las soluciones patron de trabajo de los herbicidas y de los patrones
internos. La cebada fue entonces homogenizada por agitacion mecanica durante 30 min
y el disolvente se dejo evaporar a temperatura ambiente, controlandolo por pesada.
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Figuras 4.6 y 4.7. Picadora y molinillo usados para las moler las
muestras de paja y de grano.

Figura 4.5. Trilladora.

4.2.4. EXTRACCIONES EN EL RIKILT

Al igual que en el caso de las muestras de suelo, se escogi6 la extraccion por agitacion ya
que no requeria equipamiento complicado, proporcionaba buenos resultados y era de facil
implementacion en la mayoria de laboratorios, ademas de ser la utilizada por la mayoria de
métodos oficiales para muestras de material vegetal. En la Figura 4.8 se han comparado los
pasos mas importantes de las distintas extracciones estudiadas.

4.2.4.1. QUEChERS

El método QuEChERS esta disefiado para muestras que contienen mas del 75% de
humedad y, por tanto, tuvo que adaptarse a las muestras de cebada que contenian muy
poca agua. Ademas, este tipo de muestras contienen muchas interferencias de la matriz,
y, se recomienda reducir la cantidad de muestra que se toma a 1-5 g en lugar de 10 g
[40]. Se tomaron, por tanto, en un recipiente de PTFE de 50 ml, 2,5 g de cebada en
lugar de 10 g, cantidad de muestra del procedimiento original. Los otros 7,5 g se
rellenaron con agua para proporcionar la humedad adecuada y hacer los poros en la
muestra mas accesibles al disolvente de extraccion. Por ultimo se afiadi6 el primer
patrén interno (Simazina-D5), que controlaba la extraccion.

Se anadieron 10 ml de acetonitrilo a la muestra y se agit6 1 min con la mano.
Posteriormente, se afiadieron 1 g de NaCl y 4 g de MgSO,4 y se volvid a agitar la
muestra otro minuto mas con la mano. Se observé que la hidratacion del MgSO4 anhidro
era exotérmica, pero no demasiado, en torno a 40°C, lo que no suponia riesgos de
volatilizacion o degradacion de los herbicidas. Parece ser que este calor generado
incrementaba la extraccion, al mismo tiempo que ayudaba a verificar que el agua se
habia eliminado del extracto [6,41]. Posteriormente se centrifugd 5 min a 2500 rpm y se
obtuvo una separacion de fases adecuada, quedando el extracto orgénico en la fase
superior (Figura 4.2).

Se tomaron dos alicuotas del extracto orgdnico, para realizar el andlisis de manera
diferente. La primera alicuota se limpid con 25 mg de PSA y se secd con 150 mg de
MgSO, mezclandolo todo en un agitatubos. Después de la centrifugacion, se recuper6 1
ml del extracto limpio que se filtr6 a través de un filtro de PTFE de 0,45 um, y
posteriormente, se anadieron 60 pl de una disolucién de 1 mg/l de PCB-198, usado
como segundo patron interno, antes del analisis por GC-TOF/MS. Se tomé una segunda
alicuota de 0,25 ml, se afiadieron 0,25 ml de agua, se agito, se filtro, y se le anadi6 el
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segundo patron interno. Fue directamente analizada por LC-MS/MS, sin limpieza con
PSA, ya que se sabia que este adsorbente retenia los herbicidas acidos [11].

Debido a la adaptacion del método QuEChERS a cebada, 2,5 g de muestra se diluyeron
en 10 ml de acetonitrilo, de tal forma que las muestras se diluian 4 veces, en lugar de la
relacion 1:1 usada en el método original. Para poder comparar este método con los
otros, se diluyeron los extractos obtenidos hasta un volumen equivalente al QuEChERS
(1:4), de tal forma que era comparable tanto la cantidad de analitos como de
interferencias de la matriz en todos los extractos.

4.2.4.2. Método del Acetato de Etilo

En esta aproximacion del método, se mezclaron 5 g de cebada contaminada con 10 ml
de agua en un frasco de vidrio topacio de 100 ml y se dejaron reposar durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Posteriormente se agitaba la muestra horizontalmente durante 4 horas con 50 ml de
acetato de etilo. Se introducia una bola de cristal en el frasco para que ayudase a
mezclar la muestra con el disolvente.

Después se afiadia suficiente Na,SO, anhidro para unirse al agua, se centrifugaba la
mezcla a 2500 rpm durante 5 min, y se filtraba el extracto a través de un filtro con lana
de vidrio y mas Na,SO4 anhidro. Se recuperaban 25 ml del extracto que se llevaban a
sequedad a 35°C con una corriente de nitrogeno de 0,5 bar. Se reconstituia el extracto
con 1 ml de ciclohexano:acetato de etilo (1:1) y se filtraba por un filtro de PTFE de 0,45
pm.

0,95 ml del extracto filtrado se limpiaban mediante GPC, para eliminar las
interferencias de elevado peso molecular. Se recogian 10 ml del eluido después de los
primeros 22 minutos, tiempo determinado previamente de forma experimental con
patrones, demostrando ser suficiente para separar las moléculas interferentes mas
grandes.

El eluido se volvia a concentrar a 35°C con una corriente de nitrégeno de 0,5 bar, se le
afadia el segundo patrén interno, y se rellenaba con acetonitrilo hasta una concentracion
equivalente a la de QuEChERS, es decir, de 0,25 g/ml.

4.2.4.3. Método mini Luke

Este método es una version miniaturizada del método Luke, que se utiliza en Holanda
[16,17]. En esta aproximacion, 5 g de cebada contaminada y 10 ml de agua se
introducian en un tubo de PTFE de 250 ml de centrifuga y se homogenizaban con 20 ml
de acetona durante 1 min en un homogenizador.

Posteriormente, se anadian 20 ml de diclorometano y 20 ml de éter de petroleo y se
volvia a extraer la muestra durante 20 seg en el homogenizador, lo que proporcionaba el
reparto de las fases. Se enjuagaba el homogenizador con 10 ml de acetona. A
continuacion, se afiadia suficiente Na,SO4 anhidro para unirse al agua, se centrifugaba la
mezcla a 2500 rpm durante 5 minutos y se filtraba el extracto a través de un filtro con
lana de vidrio y més Na;SO, anhidro.

Se recuperaban 28 ml del extracto que se llevaban a sequedad a 35°C con una corriente
de nitrégeno de 0,5 bar. Entonces, se afiadia el segundo patron interno al extracto
concentrado y se rellenaba con acetonitrilo hasta una concentracién equivalente a la de
QuEChERS.
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Figura 4.8. Comparacion de las etapas mas importantes de los 4 métodos ensayados en el RIKILT [42].
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4.2.4.4. Método de la Acetona

Se tomaron 5 g de cebada contaminada en un frasco de vidrio topacio y se agitaron
durante 1 h con 15 ml de acetona.

Después de centrifugar la muestra durante 5 min a 2500 rpm, se llevaron 10 ml del
extracto a sequedad a 35°C con 0,5 bar de nitrégeno. Se afiadi6 el patron interno y se
rellend con acetonitrilo hasta una concentracion equivalente a la de QuEChERS.

4.2.5. ADAPTACION DE LOS METODOS EN EL ITACyL

Se contaminaron las muestras al mismo nivel que las pruebas desarrolladas en el
RIKILT para poder compararlas.

Hay que tener en cuenta que los andlisis en el ITACyL se llevaron a cabo con un GC-
MS con un sistema de inyeccion split/splitless, por lo que hubo que concentrar los
extractos finales para obtener los LC requeridos, y hubo una serie de analitos que no
pudieron analizarse al no disponer de un LC-(ESI)-MS/MS. Se concentraron
unicamente 4 ml del extracto, teniendo en cuenta que las muestras de cebada se diluian
4 veces al afadir el agua antes de la extraccion, para que los extractos finales fueran
analogos a los obtenidos por los creadores del método.

El hecho de tener que analizar todos los analitos por GC implicaba la derivatizacion de
los acidos segun la reaccidon optimizada en el Capitulo 2, y debido a la doble formacion
de los ésteres metilicos a partir de los acidos por esterificacion y de sus ésteres
conjugados por trans-esterificacion, se realizaron las pruebas de comparacion de
métodos por separado para los acidos, por una parte, y los basicos y neutros, por otra,
analogamente al Capitulo 3 para las muestras de suelo.

Asi, después del reparto de fases obtenido con las sales, se tomaron dos alicuotas. De la
primera se limpiaron 4,5 ml del extracto con 100 mg de PSA y se secaron con 600 mg
de MgSO4 en el agitatubos. Después de la centrifugacion, se recuperaron 4 ml del
extracto limpio que se concentraron, al igual que otros 4 ml de la segunda alicuota a la
que no se le aplicaba limpieza. Posteriormente, ambas alicuotas se redisolvian en 1 ml
con acetona acidificada con 1% de 4cido acético, y se les anadia el patrén interno
(Alacloro). Se filtraban a través de un filtro de PTFE de 0,45 um, y se dividian a su vez
en dos alicuotas, la que contenia los herbicidas bésicos y neutros analizada
directamente, y la que contenia los herbicidas acidos analizada tras afiadir 100 pl de
TMSH al vial.

En el método del acetato de etilo no se realiz6 la limpieza por GPC ya que no se contaba
con este equipamiento. Los 25 ml de extracto se pasaron por un embudo con Na,SO4
anhidro y se llevaron a sequedad directamente, redisolviéndolos hasta una
concentracion equivalente a QuEChERS.

En el mini Luke se llevaron 30 ml del extracto a sequedad. A su vez, se ensayd una
modificacion para recuperar los herbicidas 4acidos, mediante la acidificacion del extracto
con acido clorhidrico a pH menor que 2 antes del reparto con disolventes apolares
inmiscibles con el agua [31,43].

Todos los extractos independientemente del método a partir del cual se hubieran
obtenido, se redisolvieron en acetona acidificada con 1% de acido acético, ya que se
habia demostrado en los Capitulos 2 y 3 que era beneficioso para el analisis por GC-
MS. De la misma forma se afiadieron 50 pl de etilénglicol al 20% en acetona a todos los
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extractos antes de concentrarlos a 35°C, ya que se habia demostrado en el Capitulo 3 su
utilidad para disminuir las pérdidas de algunos herbicidas por evaporacion.

Ademas de adaptar los métodos que ya se habian comparado en el RIKILT, se
experimentd una variante del QuEChERS denominada Buffered QuEChERS, y se
extrajeron muestras de paja con todos los métodos para comparar los resultados con los
de grano ya que sus composiciones son diferentes.

4.2.5.1. Buffered QUEChERS

El método es andlogo a QuEChERS pero se realiza de tal manera que se genera un
tampon durante la extraccion a partir del disolvente y la mezcla de sales, lo que permite
que los resultados sean homogéneos independientemente del pH de la muestra [39].

Se tomaron las mismas cantidades que en QuEChERS, pero el disolvente consistio en
10 ml de acetonitrilo acidificado con 1% de acido acético. Se agitdé manualmente
durante 1 min. El NaCl se sustituyd por NaAc, que proporcionaba la sal adecuada para
crear el tampon con el acido acético.

El resto de la experiencia se desarrollo de manera andloga a QuEChERS, teniendo en
cuenta que habia que concentrar los extractos para su analisis.

4.2.5.2. Extraccion de Residuos de Herbicidas en Muestras de Paja

La paja de cebada ocupaba mds volumen que el grano una vez molida, por lo que fue
necesario o bien pesar menos cantidad de muestra, como en el caso del mini Luke y el
Acetato de etilo donde se tomaron 2,5 g de paja, o bien utilizar mas volumen de
disolvente para asegurarse de que la muestra se mojaba bien, como en el caso de la
extraccion con acetona donde se utilizé el doble que en grano, 30 ml de acetona.

En el caso de QuEChERS'y Buffered QuEChERS se tomaron 2,5 g de muestra y 10 ml
de agua para poder mojar bien la muestra aunque el porcentaje de agua fuese mayor del
75 %, por lo que todas las cantidades se calcularon teniendo en cuenta que el peso de
muestra era de 12,5 g.

También hubo que aumentar la velocidad de centrifugacion de 2500 rpm a 4000 rpm
para que el residuo de la paja quedase mas compacto y no hubiese problemas al
recuperar los extractos. Estos eran mas amarillos (o incluso anaranjados) pero sin los
precipitados grasientos que aparecian en los del grano, debido a que las muestras de
paja contienen menos grasa.

Un resumen de todas las cantidades de muestra y reactivos utilizadas en los diferentes
métodos ensayados con los dos tipos de muestras, grano y paja, en ambos laboratorios,
se presenta en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Resumen de las experiencias llevadas a cabo en el RIKILT y el ITACyL para la comparacion de métodos de extraccion de residuos de herbicidas en
muestras de grano y paja. cHx: ciclohexano, dCM: diclorometano, eP: éter de petroleo, NaAc: acetato sodico, eg: etilénglicol el 20% en acetona.

Grano (RIKILT) Muestra Disolvente Extraccion Reparto Limpieza Sequedad Analisis
. L Acidos: 1ml
QuECHERS B 1oml AN | MABACON 0 6160,/ 1gNaCl Bigsicos/Neutros: 1ml +
25mg PSA / 150mg MgSO,
Buf. QuEChERS PTV-GC-
Y TOF/MS
. 4h agitacion Na,SO0, - 25ml - 0,95ml . y
Ac. Etilo 5g+ 10ml H,O 50ml AcE orbital cHx:AcE GPC 10ml 35°C 0,5bar N, IMCS_EVSIIS_
.. 1 min 20ml dCM+20ml o
mini Luke 5g+ 10ml H,O 20ml Ac homogenizador eP+N2,SO, 28ml 35°C 0,5bar N,
Acetona 5g 15ml Ac 1h agitacion 10ml 35°C 0,5bar N,
orbital
Grano (ITACyL)
QuEChERS 2,5g +7,5ml 10ml AcN 1 min agitacion 4g MgSO,/ 1g NaCl 4,5ml + 100mg PSA / 4ml 35°C + og
Buf. QuEChERS HO 10ml AcN:1%HAc manual 4g MgS0,/ 1g NaAc 600mg MgSO,
Ac. Etilo 5g+ 10ml H,O 50ml AcE 4h agitacion Na,SO, 25ml 35°C + eg
orbital GC-MS
.. 1 min (pH 2) 20ml dCM-+20ml o
mini Luke 5g + 10ml H,O 20ml Ac homogenizador eP+Na,SO, 30ml 35°C + eg
1h agitacion o
Acetona 5¢g 15ml Ac orbital 10ml 35°C + eg
Paja ITACyL)
QuEChERS 12,5ml AcN I min agitacion 5g MgS0,/ 1,25g NaCl 4,5ml = 100mg PSA / .
Buf, QuEChERs |8 1O RO 12,5ml manual 5 MgSO,/ 1,25¢ NaA 600mg MgSO 4ml 35°C+ e
uf. Qu AcN:1%HAc £ MESVa/ 1,208 NaAc )
. 4h agitacion o
Ac. Etilo 2,5¢ + 10ml H,O 50ml AcE orbital Na,SO,4 25ml 35°C + eg GC-MS
. 1 min (pH 2) 20ml dCM-+20ml o
mini Luke 2,5g + 10ml H,O 20ml Ac homogenizador eP+N2,SO, 30ml 35°C + eg
Acetona Sg 30ml Ac Th agitacién 15ml 35°C + eg

orbital
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4.2.6. ANALISIS

Durante la estancia en el RIKILT se tuvo la posibilidad de analizar todos los herbicidas
aplicables a cebada, por las técnicas PTV-GC-TOF-MS y LC-(ESI)-MS/MS, como ya
se detalld en el Capitulo 2. Para ello, se tomaban dos alicuotas del extracto final en
todos los métodos. La primera se analizaba tal cual por PTV-GC-TOF-MS, y a la
segunda, de 0,25 ml, se le afiadian 0,25 ml de agua, se agitaba, y filtraba antes de su
analisis por LC-(ESI)-MS/MS.

Para conocer las posibles pérdidas o problemas que pudieran darse durante el procesado
de las muestras y el andlisis instrumental, se utilizaban dos patrones internos. El primero
(Simazina-D5) se afiadia cuando se contaminaba la muestra para controlar la extraccion,
pero en ningin caso se utilizaba para aplicar correcciones. El segundo patron interno
(PCB-198), se afiadia al vial en un volumen muy pequefio para no diluir la muestra,
justo antes del analisis, para controlar la cantidad de analitos que pasaban a la columna.
Las concentraciones de los analitos se deducian a partir de su respuesta relativa a la de
este segundo patrén interno.

En el ITACyL se analizaron las muestras por GC-MS y se utilizé el Alacloro como
patron interno, segin el método de analisis validado en el Capitulo 2.

En ambos laboratorios, la concentracion de los compuestos de estudio se determinaba
por comparacioén de las areas de los picos en la muestra con las areas de las mezclas
patrones de herbicidas de concentracion conocida analizadas en las mismas condiciones.
Como se demostrara mas adelante, la mayoria de los herbicidas extraidos con los
distintos métodos ensayados presentaron efecto matriz, aunque los métodos incluyeran
diversas limpiezas. Por tanto, el efecto de la presencia de sustancias en la matriz durante
la determinacion cromatografica que afectaba a los analitos produciendo desviaciones,
se corregia utilizando calibrados en matriz, para evitar una cuantificacion incorrecta,
segun las recomendaciones de la UE [44], ya detallado en el Capitulo 2. Se preparaba
cada nivel del calibrado sobre 900 pl de extractos blancos de muestras de grano o paja
extraidos con cada método.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. EXTRACCIONES EN EL RIKILT

4.3.1.1. QUEChERS

La evaluacion de este método incluye estudios de recuperacion de muestras de cebada a
3 niveles: 10, 50 y 250 pg/kg. Se escogio el nivel de 10 pg/kg para cumplir la
legislacion europea para alimentos infantiles, la mas restrictiva respecto a residuos de
plaguicidas (Directiva 2003/13/CE, que modifica la Directiva 96/5/CE). El nivel de 50
ng/kg es el LMR mas comun para residuos de herbicidas en muestras de cebada (Tabla
4.9). Debe sefialarse que el nivel mas bajo solo se hizo por duplicado ya que era una
primera aproximacidon para evaluar la posibilidad de extraer muestras tan poco
concentradas con un método que diluia 4 veces el extracto. Para los otros dos niveles se
llevaron a cabo 6 réplicas (Tabla 4.2).

Las recuperaciones de los herbicidas no polares (analizados por GC-TOF/MS, Tabla
4.2) en el nivel de 10 pg/kg estaban en el rango de 70-110%, adecuado segin las
recomendaciones de la UE [44], excepto para los Benzonitrilos (que no se podian
detectar bien), el Trialato, el MCPA tioetil y la Terbutrina. Sin embargo, los valores
mas altos de las recuperaciones obtenidos en este nivel y la falta de precision para
algunos analitos (RSD > 30% [44]), sugerian que al ser un nivel tan poco concentrado
se encontraba muy afectado por las interferencias de la matriz.

Sin embargo, los herbicidas de polaridad media (analizados por LC-(ESI+)-MS/MS,
Tabla 4.2), mostraron buenas recuperaciones y valores adecuados de precision. Este

comportamiento diferente era resultado del efecto contrario que tenian las interferencias
de la matriz en el analisis por GC-TOF/MS y LC-MS/MS.

Todas las recuperaciones medias en los dos niveles mas concentrados, 50 y 250 pg/kg,
estaban entre 70—110% para la mayoria de analitos no polares o medianamente polares,
disminuyendo para aquellos a los que les afectaban las interferencias de la matriz, como
Bromoxinil octanoato, Difenzoquat metil sulfato, Isoproturon e Isoxaben, e incluso para
aquellos que no se detectaban bien como MCPA tioetil y Fenclorazol etil. El Florasulam
presentaba un aumento de sefial muy grande producido también por el efecto matriz.
Los analitos 4cidos polares (analizados por LC-(ESI-)-MS/MS, Tabla 4.2) tenian
recuperaciones medias mayores del 60% para los dos niveles superiores, excepto para
Bentazona y Dicamba.

La dispersion de los resultados aumentaba con la concentracion y la recuperacion era
diferente, sobre todo para el nivel menos concentrado. La dispersion era menor en los
dos niveles mas concentrados, obteniéndose valores de precision adecuados, excepto
para aquellos analitos que se veian afectados por las interferencias de la matriz.
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Tabla 4.2. Recuperaciones para muestras blancas de Grano contaminadas a 3 niveles de
concentracion y extraidas mediante el método QUEChERS (Q) en el RIKILT. Se han

subrayado los valores que no cumplen los criterios.

o .. e %CV %CV %CV
N Herbicida Analisis 1 ngb (n=2) 5 ngb (n=6) 25 (% b (n=6)
1 Dicamba LC- 39.4 17,9 51.0 5,2 60.7 1,7
2 24D LC- 25.4 12,6 60,0 8,1 60,2 1,7
3  MCPP LC- 35.2 9,2 65,1 3,7 63,2 4.4
4 Diclorprop p LC- 36.7 4.4 63.8 7,0 67.5 2,1
5 MCPA LC- 61.3 5,3 72,9 3,4 69.3 3,3
6  Amidosulfuron LC+ 65.2 6,2 85,8 1,9 83,9 1,2
7  Tribenuron metil LC+ 38.8 4,6 41,2 4.5

8 Fenoxaprop p
9 Diclofop
10 Flamprop
11 Bromoxinil
12 Toxinil
13 Cianazina LC+ 95,0 4,0 119,7 2,3 108,6 1,1
14 Terbutilazina GC 92,0 3,1 78,9 3,6 73,1 1,5
15 Terbutrina GC 128.8 18,0 85,4 1,7 76,9 1,6
16 Metribuzina GC 88,6 39.3 90,2 3,6 83,5 1,9
17 Carfentrazona etil GC 81,6 10,4 72,0 13,1 76,8 2,9
18 Metoxuron LC+ 293 3,3 57.2 7,7 68.8 5,5
19 Isoproturon LC+ 193 39.2 49.9 13,7
20 Clortoluron LC+ 41,3 4.7 67.6 5,3 77,2 32
21 Metabenzotiazuron LC+ 73,3 1,6 104,3 1,0 100,5 0,8
22 Linuron LC+ 7.8 31.6 61.6 5,6 71,4 39
23 Tralkoxidim LC+ 186.8 0,8 114,9 2,0 93,1 6,1
24 Flamprop isopropil GC 85,4 3,6 85,1 2,4 78,9 1,1
25 Mefenpir dietil GC 113,0 19,3 82,0 2,0 76,4 1,2
26 MCPA tioetil GC 37.2 18,2 56,2 9,2 62,0 5,7
27 Bifenox LC+ 90,8 0,1 1174 44 101,6 2,6
28 Fenoxaprop p etil GC 72,6 46.4 83,9 3,8 80,3 2,1
29 Diclofop metil GC 73,6 30.0 75,5 6,7 76,3 2,1
30 Prosulfocarb GC 102,4 1,1 82,5 1,9 74,8 1,7
31 Trialato GC 1220 32.5 80,2 2,7 73,4 1,7
32 Diflufenican GC 84,8 12,7 78,5 3,6 78,0 2,1
33 Pendimetalina GC 111,8 10,9 84,7 2,6 76,0 2,5
34 Trifluralina GC 108,6 7,6 81,5 4,2 74,8 1,5
35 MCPP isooctilico
36 Bromoxinil octanoato GC 26,7 322 38,1 9.3
37 Iloxinil octanoato GC
38 Difenzoquat m. sulf. LC+ 30.5 2,5 24.6 20,2 45,7 16.2
39 Clopiralida LC+
40 Florasulam LC+ 131.8 2,7 156.,0 42 1350 2,5
41 Triasulfuron LC+ 51,2 1,0 76,0 4.0 83,0 3,9
42 Tifensulfuron metil LC+ 75,8 0,3 92,1 1,0 89,3 1,6
43 Imazametabenz metil LC+ 50,8 1,4 75,3 1,2 77,8 2,2
44  Clorsulfuron LC+ 70,7 4.5 92,5 2,1 92,4 1,0
45 TIsoxaben LC+ 6.2 104.1 37.4 19,5
46 Fenclorazol etil LC+ 289 0,2 38.0 42 48.0 4.4
47  Fluroxipir LC- 47.1 27.7 60.2 4,1 65.6 3,3
48 Bentazona LC- 442 3,5 70,7 5,9
49 Piridato LC+

Criterios 70-120 <20 70-120 <20 70-110 <15
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4.3.1.2. Comparacion de métodos

Los 4 métodos de extraccion se compararon extrayendo muestras blanco de cebada
fortificadas a un nivel de 250 pg/kg para los herbicidas de estudio. Se llevaron a cabo 6
réplicas del método QuEChERS, mientras que del resto s6lo 3.

Los resultados se presentan conjuntamente en la Tabla 4.3. Se examinaron las
diferencias significativas aplicando un ANOVA. Los valores representan las medias
para las réplicas de los distintos procedimientos, aquellas que van seguidas de letras
diferentes en la misma fila presentan diferencias significativas a p < 0,05 segun el test
de Tukey para un nimero de réplicas diferentes.

La eficiencia en la recuperacion de compuestos No Polares (analizados por GC-
TOF/MS) fue: mini Luke > acetona > QUEChERS > acetato de etilo. Todos se
recuperaron bien con los 4 procedimientos y fueron precisos (70-120%, CV<15% [44])
para todos estos compuestos, excepto para la Metribuzina y la Pendimetalina por el
método mini Luke debido a las interferencias de la matriz. Fue éste el método
significativamente mas efectivo para la mayoria de estos compuestos, proporcionando
recuperaciones medias cercanas al 100%, excepto para la Metribuzina, que no pudo
deconvolucionarse bien debido a las interferencias de la matriz. Las recuperaciones
fueron menores con la acetona ya que no utilizaba disolventes apolares.

El método QuEChERS presentd recuperaciones en torno al 70%, siendo los
hidroxibenzonitrilos los menos extraidos, como el Bromoxinil octanoato, o
completamente perdidos, como el Ioxinil octanoato, debido a las interferencias de la
matriz que dificultaban la deteccion.

El método del acetato de etilo fue significativamente el menos eficiente de todos, con
valores ligeramente menores que QuEChERS, sobre todo para la Trifluralina y la
Carfentrazona etil debido a que ambos herbicidas son muy volatiles y este método era el
unico que concentraba dos veces el extracto. De hecho, se cree que el acetato de etilo
extraia adecuadamente la mayoria de herbicidas, pero algunos se perdian en el proceso
de limpieza por GPC, y otros en la doble evaporacion del disolvente. Se ha encontrado
en la bibliografia que los herbicidas con grupos tioéter se degradan en acetato de etilo
[11], pero no se observo tal efecto.

Como conclusion puede decirse que la extraccion de compuestos no polares se
incrementaba cuando no se aplicaban etapas de limpieza y cuando se utilizaba el reparto
con disolventes apolares.

La eficiencia en la recuperacion de Herbicidas Acidos (analizados por LC-(ESI-)-
MS/MS) fue: QUEChERS = acetato de etilo > mini Luke > acetona, contraria a la de
los apolares. Ningun procedimiento pudo recuperar adecuadamente estos herbicidas,
produciendo recuperaciones menores o ligeramente superiores al 70%, que aumentaban
a medida que disminuia la acidez de los analitos. QuEChERS fue el més efectivo para
los analitos mas acidos, Dicamba y 2,4-D, y con mejor precision comparado con el
método del acetato de etilo, lo que demuestra que el acetonitrilo se separaba mas
facilmente del agua con la adicién de una mezcla de sales apropiadas sin necesidad del
reparto con disolventes apolares al mismo tiempo que recuperaba grandes cantidades de
plaguicidas, incluyendo los polares [11]. Las extracciones con QuEChERS' y con acetato
de etilo fueron mas eficientes que el mini Luke, como se esperaba [19], ya que los
compuestos mas polares quedaban en la fase acuosa. Sin embargo, las recuperaciones
fueron mayores que en la extraccion con acetona, demostrando que una Unica etapa de
extraccion con un disolvente organico no era adecuada para extraer este tipo de
compuestos.
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La eficiencia en la recuperacion de compuestos de Polaridad Media (analizados por
LC-(ESI+)-MS/MS), no tenia una tendencia tan clara como los compuestos anteriores.
El mini Luke era el método que proporcionaba mayores recuperaciones frente a los
otros tres siendo ademas el tnico capaz de extraer la Clopiralida, lo que sugeria que el
reparto con disolventes no polares era mas efectivo para extraer analitos de polaridad
media que la adicion de sales o las extracciones con disolventes en una Unica etapa.
Algunos herbicidas mostraron buenas recuperaciones con todos los métodos, excepto
para el acetato de etilo, ya que podian haberse perdido en la limpieza por GPC. En
general, las recuperaciones de los analitos de polaridad media fueron mayores del 60%
aunque hubo excepciones en todos los métodos, especialmente para QuEChERS con
valores en torno al 45% para algunos analitos. El Piridato se perdi6 en los extractos de
QuEChERS debido a las interferencias de la matriz. De todas formas, es el Unico
herbicida que no ha podido validarse por este método en los estudios que se han
desarrollado [45], ya que es un analito muy polar e inestable [46].

4.3.1.3. Evaluacion del Efecto Matriz

La linealidad de los procedimientos analiticos se estudidé con 5 repeticiones de
calibrados preparados en extractos blancos de grano extraidos con los 4 métodos.

Se obtuvieron calibrados lineales (Tabla 4.4) para todos los compuestos analizados con
GC-TOF/MS y LC-MS/MS en todo el rango experimentado (2,5-100 pg/l) a 4 niveles,
excepto para el Piridato con QuEChERS, y la Clopiralida con mini Luke o acetona,
debido a las interferencias de la matriz. Algunos herbicidas tenian coeficientes de
linealidad ligeramente menores del 95%, para los métodos que no incluian un paso de
limpieza, mini Luke y acetona. Unicamente se calcularon los LD y CV del factor de
respuesta para los calibrados en QuEChERS. Los valores de t se calcularon a un nivel de
a=0,05 y dos grados de libertad, tiesrico=4,303.

Con el método QuEChERS se obtuvieron extractos mas limpios debido a que el
acetonitrilo extraia menos co-extractos lipofilicos en comparacion con la acetona o el
acetato de etilo, la adicion del NaCl controlaba la cantidad de componentes de la matriz
extraidos y se retenian acidos grasos y otros acidos organicos en la limpieza con PSA.
El acetato de etilo era mas efectivo en impedir la extraccion de azuicares, pero también
extraia mas interferencias de la matriz, sobre todo comparado con la acetona, por eso se
hacia necesario introducir la limpieza con GPC para proporcionar extractos mas
limpios. El reparto de la acetona con el diclorometano y el éter de petroleo se ha
descrito como el més selectivo para disminuir los co-extractos polares [13], pero no se
observaron diferencias al compararlo con los extractos obtenidos a partir de la acetona
sin reparto. La desviacion de las pendientes de la unidad se puede tomar como una
medida del efecto matriz. En este sentido, se observa que compuestos con pendientes
cercanas a 1 en los extractos de QuEChERS y del acetato de etilo, mostraban valores de
la pendiente muy distintos de este valor con acetona o mini Luke, es decir, los
procedimientos que no incluian la limpieza del extracto.
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Tabla 4.3. Recuperaciones y coeficientes de variacion para muestras blancas de Grano
contaminadas con 250 pg kg™ y extraidas con los 4 procedimientos en el RIKILT. Se han
subrayado los valores que no cumplen los criterios.

N° Herbicida Q %CV AcE %CV mL %CV Ac %CV
250ppb  (n=6) 250ppb  (n=3) 250ppb (n=3) 250ppb (n=3)
1 Dicamba 60.7a 1,7 13.1¢ 40,3 27.2b 17,0  15.,7¢ 13,1
2 24-D 60,2a 1,7 40,3b 28,5 41,5b 6,0 30,5b 5,9
3 MCPP 63.2b 4.4 77,0a 5,6 77,1a 4.8 55,6b 9,8
4 Diclorprop p 67.5ab 2,1 74,2a 5,8 62.9b 5,9 45.8¢ 5,7
5 MCPA 69.3b 3,3 79.,4a 4,9 65.,2b 5,3 41,0c 8,0
6 Amidosulfuron 83,9b 1,2 75,7¢ 4,6 97,0a 6,1 67,5d 3,7
7 Tribenuron metil 41,2d 4.5 71,2¢ 3,9 100,8a 3,2 82,4b 2,1
8 Fenoxaprop p
9 Diclofop
10 Flamprop
11 Bromoxinil
12 Ioxinil
13 Cianazina 108,6b 1,1 77,2d 54 118.8a 4,5 85,1c 1,1
14 Terbutilazina 73,1¢c 1,5 83,5b 9,1 100,0a 1,4 77,2bc 3,4
15 Terbutrina 76,9a 1,6 85,1a 8,0 85,9a 1,7 82,2a 10,8
16 Metribuzina 83,5a 1,9 75,2a 3,5 57.8b 20,7  88,0a 2,8
17 Carfentrazona etil 76,8¢c 2.9 113.3a 3,1 99,3b 32
18 Metoxuron 68.8b 5,5 68.0b 5.4 82,3a 3,1 71,7b 3,4
19 Isoproturon 49.9¢ 13,7 68.2b 4,1 75,0ab 2,1 82,6a 5,8
20 Clortoluron 77,2¢ 3,2 68.4b 472 84,9a 2,2 76,5¢ 3,7
21 Metabenzotiazuron 100,5b 0,8 90,8¢c 4,0 112,6a 4,6 85,0c 1,5
22 Linuron 71,4b 3,9 74,7b 3,5 88,7a 0,2 83,9a 3,7
23 Tralkoxidim 93,1c 6,1 95,5¢ 0,8 121.8a 1,6 104,8b 3,3
24 Flamprop isopropil 78,9bc 1,1 72,6¢ 6,5 97,6a 2.8 81,3b 3,7
25 Mefenpir dietil 76,4¢ 1,2 67.0c 4.4 117.4a 7,0 89,9b 8,6
26 MCPA tioetil 62.0c 5,7 58.9¢ 5,8 100,4a 1,3 75,7b 43
27 Bifenox 101,6b 2,6 86,5¢ 6,5 120.4a 3,2 96,1b 2,8
28 Fenoxaprop p etil 80,3¢c 2,1 60,6d 9,8 107,7b 5,0 117.8a 1,6
29 Diclofop metil 76,3¢c 2,1 75,6¢ 8,6 115.5a 0,7 93,2b 5,6
30 Prosulfocarb 74,8b 1,7 78,5b 8,3 101,1a 34 81,1b 4,0
31 Trialato 73,4bc 1,7 68.2¢ 9,1 96,6a 1,4 79,9b 2,5
32 Diflufenican 78,0c 2,1 74,1c 7,4 109,0a 3,3 87,6b 3,8
33 Pendimetalina 76,0b 2,5 73,8b 8,2 111,2a 18,0 104,9a 0,9
34 Trifluralina 74,8b 1,5 31.3¢ 10,9 89,6a 2,6 79,0b 3,8
35 MCPP isooctilico
36 Bromoxinil oct. 38.1c 9,3 79,5b 9,0 118.7a 9,2 77,3b 2,8
37 Ioxinil octanoato 72,9¢ 9,6 180,7a 5,5 103,3b 5,7
38 Difenzoquat m. sulf. 45.7b 16,2 1.4c 3,8 62.6a 34 38.2b 42
39 Clopiralida 50,9a 19,7
40 Florasulam 135.0a 2,5 0,6¢ 2,1 140.9a 5,8 102,0b 1,5
41 Triasulfuron 83,0b 3,9 78,7bc 4,0 96,3a 2,7 71,8¢ 2,2
42 Tifensulfuron metil 89,3a 1,6 71,4b 4.6 93,4a 3,0 57.9¢ 4.4
43 Imazametabenz met. 77,8b 2,2 74,5b 4.6 89,6a 1,8 74,1b 3,0
44  Clorsulfuron 92.4b 1,0 84,8¢ 4,6 99.,4a 3,6 61.3d 5,5
45 Isoxaben 37.4¢c 19,5 60.4b 5,9 65.8b 4,1 87,4a 7,1
46 Fenclorazol etil 48.0c 4.4 56,7b 6,9 75,3a 1,2 79,3a 2,8
47 Fluroxipir 65,6a 33 66.,5a 3,7 39.0b 10,1 26,7¢ 6,1
48 Bentazona 70,7ab 5,9 75,4a 3,9 60.4b 10,7 69.3ab 4,6
49 Piridato 62.3¢ 9,9 84,4b 2,1 120.4a 5,4
Criterios 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15
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Tabla 4.4. Parametros de linealidad, LD y presencia del efecto matriz (datos subrayados) para

los calibrados en matriz preparados sobre extractos blancos de Grano extraidos con los 4

métodos en el RIKILT. b representa la pendiente y Sb su desviacion (test de ajuste a una linea).

QuEChERS AcE mini Luke Ac

Ne Herbicida (O\Y% Cf. + Cf. + Cf. + Cf. +

f P Lin ® tsb Lin ° t*sb Lin. ° Sb Lin. °  t*Sb
1 Dicamba 49 1,2 98,5 072 027 96,7 0,89 0,48 985 0,56 0,19 953 0,78 0.20
2 24-D 122 0,2 99,8 098 0,03 989 1,38 0,09 98,0 1,04 0,09 98,0 1,09 0,09
3 MCPP 6,7 2,0 97,5 096 0,11 98,1 1,00 0,19 955 0,98 0,14 94,7 1,05 0,17
4 Diclorprop p 92 14 983 093 0,08 97,7 1,18 0,15 96,4 098 0,16 97,7 1,07 0,11
5 MCPA 6,1 09 988 096 0,09 973 1,13 0,27 97,5 092 0,07 96,7 1,13 0,12
6 Amidosulfuron 2,1 14 982 098 0,10 988 0,99 0,03 986 0.85 0,04 99,7 1,14 0,04
7 Tribenuron m. 40 2,1 974 0,67 0.07 989 0.68 0,04 97,8 056 0.06 99,5 1.51 0.02
8 Fenoxaprop p
9 Diclofop
10 Flamprop
11 Bromoxinil
12 Toxinil
13 Cianazina 2,5 22 972 0,68 0.0 99,7 144 0.03 99,5 1.51 0.02 99,0 0.74 0.01
14 Terbutilazina 84 1,7 979 1,13 0,08 99,1 1,09 0,06 99,7 0.88 0,02 96,5 1,09 0,17
15 Terbutrina 10,3 1,0 98,8 121 0,08 99,5 1,07 0,02 944 020 0,04 944 041 0,08
16 Metribuzina 31 1,8 97,7 1,00 0,11 99,2 1,03 0,02 91,0 046 0,17 989 1,19 0,05
17 Carfentraz. et. 12,5 1,8 97,7 1,13 0,07 98,8 1,31 0,06 98,2 1.29 0,09 96,6 135 0,17
18 Metoxuron 40 2,1 974 146 0,06 99,7 0,56 0,03 99,0 0,64 0,07 97,8 1,67 0,04
19 Isoproturon 69 23 97,1 292 048 974 3.83 0.65 994 033 0,09 948 3.51 032
20 Clortoluron 29 2,0 974 1,13 0.07 99,6 0.62 0,02 99,0 1,30 0.12 974 1.58 0.09
21 Metabenzot. 32 23 97,1 061 0,07 99,7 148 0,02 99,7 1,68 0,02 99,8 1,38 0,02
22 Linuron 5,6 3,0 962 1,11 0,10 98,5 141 0,01 99,2 092 0,04 97,4 1,32 0,06
23 Tralkoxidim 83 33 959 152 0,12 97,3 134 0,04 97,5 1,62 0,04 957 0,70 0,15
24 Flamprop isop. 9,2 1,1 98,7 1.19 0,04 99,6 091 0.03 99,6 121 005 984 126 0.11
25 Mefenpir dietil 14,3 1,7 97,9 1,06 0.05 99,0 1.08 0.03 98,6 0.77 0,05 97,5 092 0,09
26 MCPA tioetil 12,7 1,2 985 1,11 0,08 994 0.88 0,03 99,1 1,19 0,08 98,5 1,18 0,11
27 Bifenox 142 28 964 046 0,10 982 1,52 0,03 99,1 2,54 0,20 98,6 1,69 0,02
28 Fenoxaproppe. 12,8 23 97,1 127 0,03 98,0 1,02 0,16 988 233 039 98,6 1.64 0.28
29 Diclofopmetil 7,8 14 982 1.04 0,02 98,6 1,03 0,09 989 0.83 000 992 1,02 0,01
30 Prosulfocarb 39 1,5 98,1 1,18 0.13 99,1 1,01 0.05 99,1 1.16 0,04 96,1 1,10 0,20
31 Trialato 51 22 972 1,16 0,16 99,6 094 0,03 99,2 0,84 0,07 99,1 0.87 0,07
32 Diflufenican 10,6 1,1 986 1,11 0,04 99,1 095 0,10 99,6 1,10 0,09 98,4 097 0,14
33 Pendimetalina 42 2,1 97,3 1,15 0,08 988 1,07 0,06 955 0,38 0,06 957 0.68 0,13
34 Trifluralina 35 19 976 1,11 0,12 988 1,11 0,09 99,3 1,18 0,07 98,1 1,14 0,12
35 MCPP isooct.
36 Bromoxiniloct. 7,1 1,1 982 1,33 0,36 99,0 0,66 0.11 98,7 0,58 0,50 96,7 228 0.17
37 Toxinil oct. 98,2 0.80 0.16 98,1 1,26 0.29 97,0 0,80 0,40
38 Difenzog.m.s. 6,2 1,3 983 12,72 142 982 4,60 1,19 98,6 621 146 979 555 0,53
39 Clopiralida 1,9 34 972 0,9 0,02 99,8 2,15 0,14 79,7 0,09 0,06 74,7 0.05 0,05
40 Florasulam 32 2,6 96,7 049 0,09 99,7 1.83 0,07 98,7 2,01 022 99,6 2,07 0,07
41 Triasulfuron 2,8 1,7 978 1,35 0.1 99,3 135 0,06 99,2 131 0,07 98,6 121 0,09
42 Tifensulfur. m. 3,4 2,0 97,5 1,05 0,12 994 1,03 0,02 99,3 1,02 0,02 99,8 1,06 0,01
43 Imazamet. m. 25 1,8 97,7 1,10 0,09 99,8 0,81 0,02 99,1 1,15 0,07 98,0 1.16 0,08
44 Clorsulfuron 23 1,1 98,6 091 0,09 99,6 1.08 0,04 99,8 1,16 0.04 99,3 1.09 0.07
45 Isoxaben 7,1 2,8 96,5 558 125 96,0 7.68 1,51 99,1 0,18 0,06 92,8 6.81 095
46 Fenclorazoletil 53 1,2 98,5 0,66 0,06 999 0,76 0,02 98,7 0,62 0,02 99,2 094 0,06
47 Fluroxipir 16,8 23 984 1,05 0,16 992 0,71 0,04 99,8 094 0,08 98,1 148 0.25
48 Bentazona 13,1 1,2 94,1 1,13 0,11 940 148 0,16 954 1,30 0,08 92,3 1,35 0,13
49 Piridato 10,7 4,7 70,5 035 038 956 1,39 0,01 97,1 1,55 0.14 948 1,57 0,20
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Las interferencias que co-eluian afectaban a los andlisis por GC-TOF/MS de dos
maneras muy diferentes. Algunas no permitian la correcta deconvolucion de los picos
que producian menores respuestas o por el contrario éstas se incrementaban. Sin
embargo, la inclusiéon de una etapa de limpieza era lo suficientemente efectiva de tal
manera que s6lo el Bromoxinil octanoato y el Ioxinil octanoato se deconvolucionaban
mal en QuEChERS. De todas formas, los herbicidas Benzonitrilos no se analizaban
adecuadamente por GC-TOF/MS debido a que su i6n cuantificador (127 m/z) no era lo
suficientemente especifico, no habia otros iones lo suficientemente abundantes que
pudireran usarse para cuantificar, estaban muy afectados por las interferencias de la
matriz, y eran retenidos en el /iner empaquetado de la inyeccion PTV.

Una desventaja de LC-MS/MS cuando se usan fuentes de electrospray y se trabaja con
extractos sin limpiar de matrices complejas, es que las interferencias de la matriz
producen un efecto sobre los analitos, a veces inhiben la sefial y otras veces la
incrementan, lo que produce cuantificaciones erroneas. La mayoria de compuestos
experimentaron un incremento en la sefial en todos los métodos de extraccion (con o sin
limpieza), lo que sugiere que la ionizacién por electrospray estaba afectada por la
presencia de la matriz, independientemente de la cantidad de co-extractos. Ademas se
observaron desviaciones de las pendientes de la unidad para todos los extractos y
analitos comparandolo con el analisis por GC. Podria pensarse en eliminar las etapas de
limpieza cuando los extractos eran analizados por LC-MS/MS porque no conseguian
evitar el incremento de la sefial, pero los beneficios que producian en el analisis por GC-
TOF/MS y la necesidad de un menor mantenimiento de los equipos, animan a su
inclusion en los métodos de extraccidon siempre que se obtengan buenas recuperaciones.

Se estimo el LD a partir de muestras de grano contaminadas y extraidas con el método
QuEChERS, basandonos en una relacion sefial/ruido de 3:1. Los valores fueron
ligeramente menores que el limite deseado (2,5 pg/kg) para todos los herbicidas,
excepto para el Florasulam, Isoxaben, Linuron, Bifenox, Tralkoxidim, y Bentazona. Se
encontrd para el Piridato, un valor inusualmente elevado de 23,2 pg/kg, confirmando
que se veia fuertemente afectado por las interferencias de la matriz y no se podia
analizar convenientemente (Tabla 4.4).

4.3.2. ADAPTACION DE METODOS EN EL ITACyL

4.3.2.1. Comparacion de Métodos

Se compararon los resultados obtenidos en el RIKILT con los obtenidos en el ITACyL
para la extraccion de muestras de grano contaminadas al mismo nivel y extraidas con
los mismos métodos, teniendo en cuenta los cambios hechos para poder adaptar los
métodos al equipamiento disponible. Se aprecio la misma tendencia en la recuperacion
de los analitos en funcion de su polaridad observada en el RIKILT (Figura 4.9).

Los datos que aparecen en las tablas pertenecientes a los herbicidas 4cidos (compuestos
del 1-12) extraidos por QuEChERS, son los correspondientes a los extractos donde no
se llevo a cabo la limpieza con PSA, mientras que los pertenecientes a los herbicidas
basicos y neutros (compuestos del 13-37) si la incluyen. Analogamente los datos para
los herbicidas acidos extraidos por el método mini Luke se han realizado con
acidificacion antes del reparto, mientras que los basicos y neutros se repartieron sin
ajuste de pH.

En GC-MS no existian los problemas derivados de la mala deconvolucion de algunos
picos como con el TOF-MS, ni se quedaban atrapados en el liner del PTV, asi que
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herbicidas que no se analizaban bien por estas técnicas, como los Benzonitrilos
(Bromoxinil e Ioxinil octanoato), se analizaron sin problemas con el cuadrupolo en
todos los métodos (Figura 4.9).

A su vez se observaba que las recuperaciones obtenidas para los herbicidas acidos en el
ITACyL eran andlogas a las obtenidas en el RIKILT, por lo que el analisis de los ésteres
metilicos por GC para los acidos, en lugar del uso de LC-(ESI-)-MS/MS, era valido
(Figura 4.9).

El principal inconveniente que se encontrd para llevar a cabo el método QUEChERS era
que las muestras debian concentrarse porque no se podian inyectar grandes volimenes
en GC. Debido a esto, las recuperaciones fueron algo menores para los herbicidas mas
apolares, los mas volatiles, aunque el uso del etilénglicol y las bajas temperaturas al
concentrar hacian que estas diferencias no fueran muy grandes respecto de los
resultados obtenidos en el RIKILT. Las recuperaciones medias obtenidas estaban en
torno al 70%, lo cual demostraba que aunque se trataba de un método de extraccion muy
simple, la adicion de modificadores orgdnicos y sales aumentaban las recuperaciones de
analitos de muy diferentes caracteristicas [33,47].

Se comprobaba que las bajas recuperaciones de analitos neutros y basicos con el método
del Acetato de etilo, eran debidas a pérdidas que se producian al limpiar la muestra por
GPC y al evaporar dos veces los extractos, porque en el método desarrollado en el
ITACyL las recuperaciones fueron cercanas al 100%. Sin embargo, los herbicidas
acidos se perdian en la fase acuosa al no mezclarse bien con el acetato de etilo.

El método mini Luke junto con el del Acetato de etilo, fueron los que proporcionaron
mayores recuperaciones para los herbicidas neutros y bésicos frente a QuEChERS y la
extraccion con acetona, lo que sugiere que el reparto con disolventes no polares y la
extraccion con un disolvente poco miscible con el agua, como el acetato de etilo, eran
mas eficaces que la adicion de sales o las extracciones con disolventes polares en una
unica etapa. El ajuste de pHa 2 antes del reparto proporciond6 muy buenas
recuperaciones para los herbicidas acidos.

La extraccidén con acetona proporciond menores recuperaciones para los analitos poco
polares ya que no se utilizaban disolventes apolares, pero, en general los resultados
obtenidos para herbicidas de polaridad media eran satisfactorios, ya que al aumentar la
polaridad del disolvente aumentaban las recuperaciones de analitos polares [31].
Ademas, su punto de ebullicion era el menor de todos los disolventes utilizados, y, por
tanto, minimizaba las pérdidas por evaporacion.
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Figura 4.9. Comparacion de las recuperaciones obtenidas con los 4 métodos en muestras de Grano contaminadas a 250 pg kg™ en el RIKILT y en el
ITACyL. Los herbicidas se han numerado como en las tablas.
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Tabla 4.5. Recuperaciones y coeficientes de variacion para muestras blancas de Grano
contaminadas con 250 pg kg™ y extraidas con los 4 procedimientos en el ITACyL. Se han
subrayado los valores que no cumplen los criterios.

N° Herbicida Q %CV  AcE %CV mL %CV Ac %CV
250ppb (n=5) 250ppb (n=5) 250ppb (n=5) 250ppb (n=5)
1 Dicamba 71,5b 1,9 24.4c 4.8 88,0a 5,7 19.4¢ 4.6
2 24-D 70,2b 7,9 39.4c 8,6 97,8a 10,9 32.7¢ 4.2
3 MCPP 642b 10,7 60,7b 5,3 88,2a 8,2 32.1c 34
4 Diclorprop p 62.6b 3,0 68.9b 6,8 90,0a 6,5 39.8¢ 3,1
5 MCPA 64.1b 7,7 58.2¢ 4,6 99,3a 10,4 66,1b 0,6
6 Amidosulfuron 43.6¢c 164 80,8b 4,7 93,5a 7,8 25,0d 8,2
7 Tribenuron metil 458d 13,9 76,0b 4,7 106,2a 7,4 60.2¢ 14,0
8 Fenoxaprop p 56.6b 15,0 41.2¢ 99 104,2a 6,1 50.4bc 6,7
9 Diclofop 55.0b 8,5 54,6b 3,8 95,3a 8,5 33.7¢c 6,2
10 Flamprop 62.0b 0,5 61.0b 8,1 94,5a 4.5 22.0c 7,2
11 Bromoxinil 76,6b 9,1 48.9¢ 3,0 99,0a 6,0 30.4d 2,5
12 Toxinil 76,3b 5.6 40,3¢c 4,6 100,5a 9,2 43.9c¢ 1,7
13 Cianazina 83,8a 11,7 82,9a 15.4 84,1a 11,3 58.2b 12,1
14 Terbutilazina 92.8b 44 100,7a 3,4 101,6a 8,7 82,9¢ 49
15 Terbutrina 89,4b 6,9 102,4a 42 105,8a 43 86,8b 5,9
16 Metribuzina 89,0b 6,6 101,3a 2,4 104,5a 1,8 78,3¢ 6,7
17 Carfentrazona etil 60.6c 14,7 104,0b 1,4 112,6ab 0,7 102,8b 157
18 Metoxuron 699¢c 99 83,8a 32 78,9b 2,3 61.4c 12,2
19 Isoproturon 71,8bc 3,5 107,0a 4.1 101,1a 3,6 64.6¢ 11,4
20 Clortoluron 79,5¢ 5,4 87,1b 6.4 107,7a 7,7 84,6bc 16,2
21 Metabenzotiazuron 101,1a 15,5 102,4a 5,0 90,3b 3,2 79,1c 6,8
22 Linuron 63.8b 16.8 78,8a 9,6 79,3a 7,0 66.,0b 6,4
23 Tralkoxidim 29.4b 13,6 93,2a 7,5 95,1a 5,9
24 Flamprop isopropil  91,3b 6,5 102,3ab 7,0 110,8a 2.5 92,7b 7,6
25 Mefenpir dietil 68.3c 3,8 97.,8b 7,5 101,7ab 2,6 104,1a 4.8
26 MCPA tioetil 527¢ 7,2 86,9b 6,2 92,1a 1,5 94,0a 1,7
27 Bifenox 80,2b 9,5 93,7a 4,5 92.3a 7,9 83,5b 12,9
28 Fenoxaprop p etil 82,4c 0,6 101,9a 9,0 93,4b 43 99,3ab 6,3
29 Diclofop metil 739¢ 2,2 105,0a 7,8 98,7b 2,9 99,8ab 5,1
30 Prosulfocarb 67.0c 6,5 98,5ab 3,1 111,3a 3,9 94,8b 1,5
31 Trialato 644d 103 91,5bc 8,2 108,5a 6,7 84,5¢ 42
32 Diflufenican 74,5¢ 4,3 108,4a 6,6 111.4a 2,2 95,8b 8,4
33 Pendimetalina 71,0c 5,6 91,0b 6,3 98,4a 1,9 92,1ab 2,0
34 Trifluralina 60.7¢c 5,6 91,3b 8,7 107,3a 2,9 92,3b 1,6
35 MCPP isooctilico 77,5¢ 3,7 103,7a 5,8 99,2a 0,6 88,7b 5,8
36 Bromoxinil oct. 844b 54 102,9a 5,2 109,5a 11,2 101,1a 12,0
37 Ioxinil octanoato 56,7¢ 3,8 107,7a 14,8 85,0b 1,6 89.3b 9,1
Criterios 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15

Evaluacion del Efecto Matriz

La linealidad de los procedimientos analiticos se estudi® con 5 repeticiones de
calibrados preparados en extractos blancos de grano extraidos con los diferentes

métodos teniendo en cuenta las adaptaciones realizadas en el ITACyL.

Se obtuvieron calibrados lineales (Tabla 4.6) para todos los compuestos analizados con
GC-MS en todo el rango experimentado (10-500 pg/l) a 6 niveles, analogo a suelos,
excepto para la mayoria de analitos extraidos con acetona debido a que no incluia el
reparto que eliminaba las interferencias polares de la matriz que co-eluian.
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Paradojicamente se obtuvieron valores de los coeficientes de linealidad ligeramente
inferiores al 95% para muchos de los analitos neutros en el caso de QuEChERS y mini
Luke, procedimientos que contaban con limpieza, mientras que la linealidad era mejor
para la extraccion con Acetato de etilo, en la que no se limpiaban los extractos.

Tabla 4.6. Linealidad y Efecto matriz (datos subrayados) para los calibrados en matriz
preparados sobre extractos blancos de Grano extraidos con los 4 métodos en el ITACyL.

QuEChERS Acetato de Etilo Mini Luke Acetona

N° Herbicida Cf. Ajuste Lineal Cf. AjusteLineal Cf. AjusteLineal Cf. Ajuste Lineal

Lin. pte *t*Sb Lin. pte  +t*Sb Lin. pte +t*Sb Lin. pte *t*Sb
1 Dicamba 97,0 098 0,13 96,1 028 0,04 992 196 0.14 938 0,67 0.17
2 24D 98,0 099 0,19 951 023 0,04 958 233 066 944 063 0.17
3 MCPP 99,1 1.11 0,08 97,3 326 064 990 135 006 94,7 1,00 0,15
4  Diclorprop p 97,6 098 0,15 946 336 076 942 048 0,12 96,7 0,73 0,12
5 MCPA 99,2 1,05 0,16 96,1 347 049 982 1,19 0,25 94,5 1,14 0,17
6 Amidosulfuron 94,1 2,83 1,53 955 220 1.05 955 268 124 949 1.84 0,77
7 Tribenuron metil 94,9 2,06 0,62 954 196 089 948 238 0,71 96,2 0,69 022
8 Fenoxaprop p 95,4 1,01 025 96,0 377 077 943 047 009 989 1.15 0.11
9 Diclofop 98,0 0.83 0.05 96,3 027 004 99,6 287 0.12 96,0 045 0.06
10 Flamprop 97,0 1.05 0,09 93,6 024 008 965 071 0,11 939 099 0,25
11 Bromoxinil 947 1,82 049 951 3,61 045 98,6 1,84 0,30 95,1 0,77 0,07
12 Toxinil 95,0 047 009 952 028 0,05 991 19 0,12 943 0,73 0,17
13 Cianazina 94,1 141 0,14 96,0 224 038 939 3,68 061 968 226 027
14 Terbutilazina 93,7 1,34 0,70 956 1,62 0,74 96,2 1,00 0,12 952 1,75 0,79
15 Terbutrina 94,8 097 0,19 955 0,68 0,08 985 098 002 93,6 079 0.18
16 Metribuzina 943 070 021 98,0 1.83 028 992 139 0.11 956 066 0.15
17 Carfentrazonaetil 956 0,73 0,14 97,9 035 0,04 964 264 098 96,0 440 1,98
18 Metoxuron 94,0 1,57 025 929 217 127 974 352 1,32 958 145 049
19 Isoproturon 946 255 051 972 066 023 985 338 039 982 436 093
20 Clortoluron 95,3 4,02 205 950 080 028 950 281 032 970 177 044
21 Metabenzotiaz. 950 1,28 0,58 964 1,73 0,67 979 1,13 0,35 956 146 0,62
22 Linuron 98,6 031 0,09 969 140 040 97,1 0,66 025 952 259 041
23 Tralkoxidim 97,7 2,16 087 94,6 7.84 2,01 949 131 026 973 491 0,07
24 Flamprop isop. 93,4 083 0,18 969 144 020 942 1,36 0,52 93,6 0,73 0.12
25 Mefenpir dietil 95,6 098 0,14 985 130 0.3 97,7 125 024 93,8 0,63 023
26 MCPA tioetil 93,8 1,69 092 98,0 1,88 0,72 97,0 152 035 93,7 242 1.05
27 Bifenox 96,2 1,09 030 945 292 099 94,7 1,15 0,26 97,6 2,16 028
28 Fenoxaproppetil 97,5 0,66 0,03 983 1,65 020 946 0,52 0,09 934 054 0,13
29 Diclofop metil 948 0,88 021 98,0 147 0,18 959 0,87 0,21 96,0 1,63 042
30 Prosulfocarb 950 1,34 0,58 963 1,68 0,69 946 1,14 0,13 934 1,54 0,71
31 Trialato 95,1 0,69 0,12 944 199 0,74 98,1 147 0,15 94,1 0,60 0,21
32 Diflufenican 95,7 1,00 0,19 986 145 0,10 981 0,97 0,13 942 0,74 0.19
33 Pendimetalina 93,8 1,58 082 954 195 094 982 164 054 945 2,15 1,06
34 Trifluralina 942 064 0,17 964 050 0,08 963 048 008 949 045 0.11
35 MCPP isooctilico 93,6 1,33 0,65 948 1,65 0,73 990 1,09 0,24 956 1,60 0,66
36 Bromoxinil oct. 93,5 1,08 0,04 96,1 1,03 020 97,8 091 0,16 97,8 1,11 0,20
37 loxinil octanoato 99,2 1,17 027 972 096 033 949 143 0,18 981 0,89 0,14

Se aprecia que el efecto matriz, en general, afectaba a todos los analitos, aunque en
menor medida a los obtenidos por QuEChERS, incluso aunque no incluyeran limpieza,
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como en el caso de los acidos. Puede deberse a que el acetonitrilo extraia menos
material lipofilico de la matriz [5].

En el caso del acetato de etilo, se observaba que a diferencia del método que incluia
limpieza con GPC, précticamente todos los analitos estaban afectados por el efecto
matriz. Este disolvente era el mas efectivo en impedir la extraccion de azicares, pero
también extraia mas interferencias polares de la matriz, sobre todo comparado con la
acetona, que en esta adaptacion no se eliminaban al no contar con GPC [17].

El reparto de la acetona con el diclorometano y el éter de petrdleo se ha descrito como
el mas selectivo para disminuir los co-extractos polares [13], lo que justifica que
muchos menos herbicidas se veian afectados por el efecto matriz comparado con la
extraccion en acetona sin reparto, que extraia muchas interferencias polares desde la
matriz.

4.3.2.2. Diferencias entre la Extraccion de Residuos de Herbicidas en Muestras de
Grano y Paja

El grano de cebada contiene mas proteinas (10-11%) y grasas (2,1%) que la paja, cuya
composicion es practicamente fibra [1], por lo que se esperaba las recuperaciones fueran
menores en las muestras de grano respecto de las de paja, al haber mas componentes
que podian interferir desde la matriz.

Se observo (Figura 4.10) que las recuperaciones (Tabla 4.7 para la paja) eran similares
en el caso del grano y la paja para todos los métodos. Se apreciaba que eran ligeramente
superiores para las muestras de paja frente al grano en el caso de QuEChERS,
observandose el efecto contrario para el mini Luke.

Para los analitos neutros y basicos, el acetato de etilo parecia ser el que proporcionaba
recuperaciones mas parecidas, y, por tanto, mas robustas, al igual que con el mini Luke
acidificado para los herbicidas acidos.

La linealidad de los procedimientos analiticos se estudid con 5 repeticiones de
calibrados preparados en extractos blancos de muestras de paja extraidos con los
diferentes métodos. Se comprob6 que los calibrados eran mas lineales en el caso de las
muestras de paja (Tabla 4.8), aunque a simple vista sus cromatogramas parecian mas
sucios que los de grano (Figuras 4.12 y 4.13).

En general, no existian diferencias apreciables en el efecto matriz entre las muestras de
grano y paja, por lo que parecia que el efecto matriz dependia mas del método que se
estaba utilizando que del tipo de muestra.
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Figura 4.10. Comparacién de las recuperaciones obtenidas con los 4 métodos en muestras de Grano y Paja contaminadas a 250 pg kg™. Los herbicidas se han
numerado como en las tablas.
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Tabla 4.7. Recuperaciones y coeficientes de variacion para muestras blancas de Paja
contaminadas con 250 pg kg™ y extraidas con los 4 procedimientos en el ITACyL. Se han
subrayado los datos que no cumplen los criterios.

N° Herbicida Q %CV AcE  %CV mL %CV Ac %CV
250ppb  (n=5) 250ppb (n=5) 250ppb (n=5) 250ppb (n=5)

1 Dicamba 67,0b 10,8 24.3¢ 3,1 91,1a 12,2 16.8¢ 4,0
2 24-D 68.,6b 7,9 37.3¢ 2,3 106,4a 48 22.1c 9,2
3 MCPP 70,2b 11,0 54,7¢ 3,5 82,4a 1,3 49.9¢ 9,0
4 Diclorprop p 66.0b 0,1 58.3b 5,4 94,8a 11,4 34.2¢ 2.4
5 MCPA 71,2b 6,3 66.,0b 3,4 87,5a 43 53,0c 12,7
6 Amidosulfuron 95,2a 9,3 85,5b 9,9 93,3a 13,0 49.4¢c 8,2
7 Tribenuron metil 91,7a 9,1 83,3ab 6,7 105,1a 153 71,0b 16,3
8 Fenoxaprop p 56.3bc 8,0 52.1c 4,6 95,7a 12,2 68.1bc 7,5
9 Diclofop 57.3¢ 8,6 68.1b 2,2 85,2a 9,7 47,7¢ 12,7
10 Flamprop 65.3b 6,1 54.0bc 5,1 91,4a 6,3 45.9¢ 5,3
11 Bromoxinil 72,8ab 9,3 68.2b 4,1 84,1a 3,6 59.3b 1,3
12 Toxinil 66,6b 11,8 62.2bc 9,8 97,3a 8,7 50,7¢ 3,7
13 Cianazina 83,2b 6,4 108,0a 13,1 93,7a 14,3 75,1b 11,8
14 Terbutilazina 92,7b 11,9 107,9a 1,3 103,6a 14,7 95,4ab 5,9
15 Terbutrina 83,8¢ 8,5 100,3a 2,0 91,6b 7,5 98,1a 4.4
16 Metribuzina 104,6a 11,3 80,5b 9,3 84,3b 49 88,0b 7,2
17 Carfentrazona etil 87,6¢ 6,2 98,0b 4,7 85,3¢ 5,6 107,9ab 2,2
18 Metoxuron 94,6b 6,4 107,5a 6,7 105,0a 16,8 73.,4¢ 10,1
19 Isoproturon 102,1a 10,9 94,1b 8,1 94,1b 12,8 70,7¢ 13,0
20 Clortoluron 82,1b 10,7 100,9a 4,5 107,7a 10,5 66.3¢ 11,4
21 Metabenzotiazuron 70,4¢ 5,8 92,5a 14,7 87,3b 4,0 85,5b 1,5
22 Linuron 106,6a 13,7 90,9b 4,9 71,9¢ 83 69.1¢c 5,8
23 Tralkoxidim 11,3¢ 8,2 83,6b 8,0 72,1b 8,3 102,1a 152
24 Flamprop isopropil 86,9b 10,4 97,5a 2,7 91,9a 5,5 95,9a 9,2
25 Mefenpir dietil 85,3b 8,6 98,0a 42 85,0b 6,2 95,3a 9,9
26 MCPA tioetil 69.9¢ 9,9 88,9b 2,5 86,7b 8,3 99,3a 4,5
27 Bifenox 89,2a 9,3 85,0a 1,6 81,3a 17.8 86,5a 8,6
28 Fenoxaprop p etil 76,4b 9,5 97,1a 8,8 95,7a 3,8 96,1a 14,2
29 Diclofop metil 74,5¢ 12,3 94,3ab 3,4 86,5b 6,8 98,5a 10,7
30 Prosulfocarb 96,1a 7,6 95,7a 5,0 89,5b 3,8 101,1a 7,8
31 Trialato 79,2b 11,7 99,3a 6,8 86,8b 7,7 69.0c 12,0
32 Diflufenican 87,3b 10,3 93,5a 32 89,7ab 4.8 98,9a 10,2
33 Pendimetalina 85,4b 6,8 87,9b 5,2 86,0b 7,7 108,1a 6,3
34 Trifluralina 89,0b 8,1 98,7a 5,4 85,1b 12,2 101,4a 4,8
35 MCPP isooctilico 62.1¢c 8,0 108,3a 5,8 96,4b 9,4 114,2a 6,0
36 Bromoxinil oct. 47.3c 13,3 98,4b 13,0 102,5a 15,0 104,4a 10,1
37 Toxinil octanoato 75,5b 6,2 97,2a 10,7 103,7a 15.1 104,9a 11,6
Criterios 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15 70-110 <15
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Tabla 4.8. Coeficientes de linealidad y presencia del efecto matriz (datos subrayados) para los
calibrados en matriz preparados sobre extractos blancos de muestras de Paja extraidos con los 4
métodos en el ITACyL.

QuEChERS Acetato de Etilo Mini Luke Acetona

N° Herbicida Cf.  Ajuste Lineal Cf.  Ajuste Lineal Cf  Ajuste Lineal Cf  Ajuste Lineal

Lin. pte +t*Sb Lin. pte +t*Sb Lin. pte +t*Sb Lin. pte £t*Sb
1 Dicamba 99,2 123 007 982 3,14 030 962 068 010 993 138 0.09
2 24D 939 146 034 97,1 285 051 96,7 143 016 989 078 0.13
3 MCPP 984 090 002 985 3,60 0,10 97,8 1,57 0,09 969 1,63 0.11
4 Diclorprop p 95,0 140 031 938 030 008 936 058 015 963 136 0.29
5 MCPA 94,7 241 081 955 294 095 96,1 125 0,06 992 042 0,05
6 Amidosulfuron 94,1 3,00 1,62 982 3,71 136 96,6 3,15 137 987 039 0,09
7 Tribenuronm. 953 222 0,60 933 2,12 1,09 951 208 0,64 992 247 033
8 Fenoxapropp 94,6 3,68 188 99,1 258 020 93,5 1,05 035 963 151 021
9 Diclofop 97,6 1,00 0,07 97,8 295 0.7 96,6 057 0,06 990 1.12 0.06
10 Flamprop 94,1 1,24 0,28 95,7 034 007 953 050 010 972 154 025
11 Bromoxinil 95,7 1,04 0,33 942 223 091 988 148 026 99,1 0.52 0,08
12 Toxinil 97,0 082 0,12 968 466 072 955 066 015 984 1,80 0,18
13 Cianazina 92,9 0,93 0,19 97,3 158 034 947 047 0,09 970 136 0,07
14 Terbutilazina 98,0 1,01 034 951 1,12 053 99,1 1,07 026 994 1,03 0,28
15 Terbutrina 96,1 1,08 0,10 98,1 1,01 0,08 984 0,97 0,13 99,0 086 0.03
16 Metribuzina 96,6 0.65 0,14 98,7 1,35 0,01 94,6 0,72 0,17 99,3 123 0.10
17 Carfentraz. e. 96,2 0,78 0,11 97,0 0,38 0,05 942 048 0,13 96,4 0,84 0,13
18 Metoxuron 97,1 1,24 0,27 98,0 0,56 021 948 277 1,06 98,7 038 0,13
19 Isoproturon 93,9 136 0.08 98,5 303 054 969 217 0,03 985 213 044
20 Clortoluron 95,8 364 128 948 0,76 024 97,7 075 013 984 1,00 0,21
21 Metabenzotiaz. 96,8 0,84 0,24 93,6 092 041 935 1,02 0,53 97,7 097 0,33
22 Linuron 938 232 106 933 285 036 947 495 222 96,7 1.00 022
23 Tralkoxidim 93,1 4,18 2,52 936 134 042 945 0,70 020 98,6 098 0,13
24 Flamprop isop. 95,9 1,01 0,17 946 0,78 0,18 985 1,08 0,13 99,1 090 0,12
25 Mefenpir dietil 96,0 1,14 0,11 93,3 0,89 0,18 96,0 0,96 0,23 96,8 1.11 0,06
26 MCPA tioetil 97,3 1,10 0,45 98,8 1,23 041 951 130 026 943 1,20 0,66
27 Bifenox 94,9 1,23 0,38 97,2 323 064 949 053 018 980 1,30 0.20
28 Fenoxaproppe. 95,5 1,02 0,13 984 1,10 001 97,7 081 0,08 984 1,02 0,03
29 Diclofopmetil 952 0,98 0,18 93,8 0,79 020 981 1,14 0,19 983 0,88 0,14
30 Prosulfocarb 96,7 1,09 0,39 97,6 090 0,14 94,7 1,18 0,40 95,0 1,03 0,49
31 Trialato 93,2 0,88 0,37 97,9 127 025 97,8 121 0,08 972 09 0,07
32 Diflufenican 95,8 1,08 0,18 93,7 083 022 98,0 091 0,12 98,1 1,06 0,08
33 Pendimetalina 99,1 1,06 0,33 98,1 137 029 96,5 149 022 984 1,38 044
34 Trifluralina 96,5 089 0,4 979 079 009 954 079 016 987 0.87 0,03
35 MCPP isooc. 94,2 0,90 0,42 95,3 140 049 962 1,12 042 97,6 088 0,13
36 Bromoxiniloct. 93,6 1,24 0,27 95,8 493 039 944 331 048 950 353 1,13
37 Tloxinil oct. 950 158 038 968 157 058 955 089 032 97,1 260 0.88

4.3.2.3. QuEChERS - Buffered QuEChERS

Se ensay6 la modificacion propuesta para el QuEChERS, para muestras de grano y paja,
para estudiar si la introduccion de un tampdén en las extracciones mejoraba la
recuperacion de los analitos [39].

El efecto del tampodn en el extracto no proporcionaba mejores resultados (Figura 4.11),
incluso se obtenian peores recuperaciones para la mayoria de los analitos que con el
método QuEChERS original, sobre todo para los acidos en las muestras de grano. En el
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caso de las muestras de paja, las recuperaciones fueron algo mayores respecto de las
extracciones en grano, de manera mas acusada para los herbicidas de polaridad media y
los apolares que para los acidos.

Al concentrar los extractos obtenidos con estos métodos se apreciaban precipitados
blancos que provocaban muchas interferencias en GC. Se cree que provenian de las
sales utilizadas para la separacion de fases, aunque los creadores del método afirmasen
que eran insolubles en el acetonitrilo.

También se evalud la limpieza proporcionada por el PSA para todos los analitos en el
método original y su modificacion. Se comprobd que retenia sobre todo los acidos
aunque también en cierta medida los de polaridad media y apolares, como ya se vio en
el Capitulo 3 para las muestras de suelo.

La linealidad de los procedimientos analiticos se estudidé con 5 repeticiones de

calibrados de (10-500 pg/1) a 6 niveles, preparados en extractos blancos de grano y paja
extraidos con el método QuEChERS original y su modificacion, Buffered QuEChERS.

El PSA eliminaba ligeramente el color amarillo de los extractos de las muestras de
QuEChERS, pero el efecto no se apreciaba demasiado en los cromatogramas.
Paradojicamente los analitos presentaban peores coeficientes de linealidad en el método
que incluia la limpieza por PSA, lo que podia explicarse porque este adsorbente
eliminaba componentes de la matriz que proporcionaban una proteccion adecuada a los
analitos en el sistema de inyeccion y la columna mejorando su introduccidn al sistema
cromatografico [48].

Conclusion

El método QuEChERS proporcionaba recuperaciones medias aceptables para todos los
analitos pero no lo suficientemente buenas, ya que era necesario concentrar el extracto
antes de su analisis, lo cual conllevaba pérdidas.

Los herbicidas acidos unicamente se recuperaron de manera aceptable con el método
mini Luke con ajuste de pH antes del reparto, y, por tanto, fue el método escogido para
éstos.

Se escogid el método del acetato de etilo para los herbicidas basicos y neutros ya que
era el que proporcionaba las mejores recuperaciones. También eran satisfactorias las
proporcionadas por el mini Luke pero necesitaba de un reparto para eliminar el agua,
mientras que en el acetato de etilo se producia en una unica etapa gracias a que era
practicamente inmiscible con el agua.

Aunque no incluia la limpieza por GPC, se demostr6é que los analitos estaban afectados
por el efecto matriz en la misma medida que otros métodos en los que se limpiaba el
extracto. Por eso siempre se utilizaron calibrados en matriz, para identificar y
cuantificar correctamente los herbicidas.

Los dos métodos escogidos, el del Acetato de Etilo y el mini Luke acidificado (ambos
detallados en la Tabla 4.1) fueron los que proporcionaron las recuperaciones mas
similares para las muestras de grano y de paja, y, por tanto, mas robustas, para todos los
analitos.
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Figura 4.11. Comparacion de las recuperaciones obtenidas con el método QuEChERS'y Buffered QuEChERS con y sin limpieza con PSA, en muestras de
Grano y Paja contaminadas a 250 pg kg™. Los herbicidas se han numerado como en las tablas.
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4.3.3. VALIDACION

Las pruebas de robustez se han considerado las de Grano y Paja y la evaluacion del
efecto matriz se ha realizado también a lo largo de la comparacién de los métodos. Se
han comparado todos los resultados de la validacion con los criterios europeos [44].

4.3.3.1. Especificidad/Selectividad

Cada tanda de experimentos se llevd a cabo con un blanco de reactivos para demostrar
que todos los equipos y reactivos no introducian interferencias bajo las condiciones de
analisis, y una muestra blanca de grano o de paja para estudiar si la presencia de
interferencias podia conducir a una falsa identificacion, la identificacion de los analitos
se veia dificultada o la cuantificacion sufria una influencia apreciable.

El uso de un detector MS aseguraba una gran selectividad y especificidad. Se realizé un
estudio de solapamiento entre iones de herbicidas adyacentes, comprobandose que no
coincidian los iones caracteristicos de aquellos picos solapados o cercanos, y que no
sufrian interferencias por parte de la matriz. Se observa que las interferencias son
mayores en el caso de los extractos de paja respecto del grano (Figuras 4.12 y 4.13), y
ambas respecto de los extractos de suelo (Figuras 3.22 y 3.23).

4.3.3.2. Linealidad

La linealidad de los procedimientos analiticos escogidos se estudio con el promedio de
5 repeticiones de calibrados preparados en extractos blancos de grano o paja extraidos
con el método mini Luke con ajuste de pH para los herbicidas acidos, y con el método
del acetato de etilo para los neutros y basicos. Los resultados se presentan
conjuntamente para las muestras de grano y paja en la Tabla 4.9.

Para estudiar la linealidad de los calibrados, se utilizaron los pardmetros descritos en los
Capitulos 2 y 3. Se obtuvieron, en general, calibraciones lineales para todos los
compuestos analizados con GC-MS en todo el rango experimentado (0,01-0,5 mg/l),
aunque algunos compuestos presentaron valores inferiores al 95%, sobre todo los
analitos de polaridad media en las muestras de paja, ya que estaban mas afectadas por
las interferencias.

4.3.3.3. Limites de Deteccion y Cuantificacion

Ambos limites se calcularon de la manera en que ya se habia detallado en el Capitulo 3.
Los resultados se presentan en la Tabla 4.9. Se contaminaron muestras blanco de grano
y paja con el LC y se comprobd que realmente cumplian los criterios exigidos (Figuras
4.12y4.13).

Debido a que se escogid el método mi