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1. RESUMEN

En este trabajo se describe el método analitico para estudiar la estabilidad de
cuatro rodenticidas anticoagulantes (clorofacinona, bromadiolona, brodifacoum y
difenacoum) en suelos agricolas por cromatografia de liquidos (HPLC) empleando
diferentes detectores: detector de fluorescencia (FLD), UV-Vis (DAD) y espectroscopia

de masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS).

Para realizar este estudio, se adicionan a 16 muestras de suelo tamizado y seco, 3ml
de solucion patrén de los cuatro rodenticidas de concentraciones 100.0, 10.0, 5.0 y
0.5mg/L. Cuatro muestras de cada concentracion se conservan a diferentes
condiciones de temperatura: en frigorifico (4°C), en condiciones ambientales, a 20°C y

a 30°C, para estudiar la estabilidad de cada analito.

A intervalos establecidos de tiempo, se trata 1g de cada muestra para su analisis.
Dicho tratamiento consiste en afiadir 15ml de metanol sobre el gramo de muestra. La
solucién se agita y centrifuga, se decanta para separar el suelo y se concentra hasta
sequedad. El residuo se reconstituye en 1ml de metanol y se inyecta en un sistema
HPLC. Las ocho muestras mas diluidas se analizan por HPLC-MS acoplado a un
ionizador electrospray (ESI) en modo negativo; y las ocho mds concentradas se
analizan por HPLC-FLD-DAD. La separacion se realiza en régimen isocratico con una
columna Gemini 5um Ci;s a 30°C, y empleando como fase mdvil, una mezcla de

formiato amdnico 30mM (pH=6.5) y metanol (27/73; v/v) @,



2. INTRODUCCION

Hasta hace unas décadas, en la Peninsula Ibérica el topillo campesino (Microtus
Arvalis) sélo se encontraba en lugares montafiosos de la zona norte. Sin embargo, en
los ultimos afos se ha ido extendiendo de manera incontrolada por Castilla y Ledn.
Esta presente durante todo el afio en diferentes cultivos, aunque a unas densidades
bajas de poblacion; sin embargo, cada cierto tiempo, la especie sufre fuertes

explosiones demograficas.

La dltima plaga de topillo campesino en Castilla y Ledn, catalogada como tal,
comenzo a desarrollarse a principios de verano de 2006. Adquirid relevancia a partir
del verano de 2007, cuando los campos de la meseta se vieron repletos de estos
roedores que arrasaban los cultivos. En otros afios su poblacién no llegaba a alcanzar
los 100 millones, pero en el verano de 2007, se estima que alcanzaron por lo menos los
700. Arrasaron un total de 500.000 hectdreas de cultivos y provocaron pérdidas por
valor de 15 millones de euros ?* Todavia hoy, en 2014, se habla de “focos” en las

provincias de Palencia, Segovia, Valladolid o Avila.

Dentro de las medidas de control de plagas, el empleo de rodenticidas es una que
podria considerarse como ultima, debido a que puede dar lugar a una gran cantidad de
efectos no deseados, como dafios ambientales a la fauna. Entre las multiples especies
afectadas, hay que destacar el milano real, especie en extincién en Espafia. Ademas,
una deficiente gestion podria facilitar la propagacion de una enfermedad emergente
en humanos, la tularemia, cuyas epidemias estan asociadas a las plagas de topillo

campesino.

Otro problema colateral del uso de rodenticidas es la persistencia de dichos
compuestos en el campo, en concreto en los suelos agricolas, ya que los productos
quimicos usados en agricultura entran en la cadena alimentaria a través de su
aplicacién al suelo o a los cultivos, y la penetraciéon de sustancias en el suelo y su
permanencia pueden afectar a las plantas, vida animal, medio ambiente y a la

biodiversidad en general @)

Estos hechos estan conduciendo a la UE a una progresiva reduccién de los téxicos

de esta familia autorizados para su uso en protecciéon de cultivos, asi como a nuevas
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normas de uso en el seno de la Unién, de forma que actualmente es obligatorio
instalar el veneno dentro de las toperas, nunca en superficie. De hecho, en Alemania y
otros paises centroeuropeos ya no estda autorizado el uso de rodenticidas

anticoagulantes en cultivos, habiendo sido sustituidos por fosfuro de zinc.

Ante esta situacion, resulta interesante conocer la estabilidad de cualquier
producto empleado para el control de plagas, puesto que en muchas ocasiones, las
condiciones para su biodegradacién no estdn presentes o el rodenticida resulta

resistente a la degradacion.

Por este motivo, el objetivo de este trabajo ha sido el estudio de la estabilidad de
los rodenticidas Clorofacinona, Bromadiolona, Difenacoum y Brodifacoum en muestras
de suelo agricola y la determinacion de los posibles productos de degradacién

mediante HPLC-DAD-FLD-MS.



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
Los rodenticidas son compuestos ampliamente usados para controlar especies de
roedores que pueblan el cultivo, molestando a los humanos y dafiando diferentes tipos

de bienes.

En este trabajo, se estudian los siguientes rodenticidas: Clorofacinona,

Bromadiolona, Brodifacoum y Difenacoum, cuyas estructuras se muestran en la Figura
1

- Clorofacinona (CF): es un rodenticida derivado de la indanodiona. Presenta
varios maximos de absorcion en el ultravioleta cercano. No presenta
fluorescencia.

- Bromadiolona (BD), Difenacoum (DF) y Brodifacoum (BF): son rodenticidas
derivados de la 4-hidroxicoumarina. Presentan absorcion en el ultravioleta

cercano y también fluorescencia.

Clorofacinona Bromadiolona

Difenacoum Brodifacoum

Figura 1. Estructura quimica de los rodenticidas estudiados

Estos compuestos son sustancias anticoagulantes que inhiben la sintesis de los
factores de coagulacién dependientes de la vitamina K y las proteinas anticoagulantes
cys. En el tracto gastrointestinal son bien absorbidos y se acumulan principalmente en
el higado. Su antidoto es la vitamina K, que es necesaria para la sintesis de los factores
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de coagulacion Il, VII, IX y X, en forma bioldgicamente activa, factores que inhiben los

rodenticidas.

Los métodos mds empleados en la determinacién de rodenticidas anticoagulantes
se basan en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) con detector de

(4) (6) (9) (10)

fluorescencia *, de UV © 1 8 o espectrometria de masas . Las matrices

1
8 (100 15g gue desarrollan un

analizadas son muy diversas, siendo dos de estos articulos (
método de analisis para determinar algunos rodenticidas en muestras de suelo. El
articulo "% es mas reciente y en él se propone un método de analisis para determinar
nueve rodenticidas, entre los que se encuentran los que se estudian en este trabajo:
clorofacinona, bromadiolona, difenacoum y brodifacoum, empleando un detector

espectrométrico de masas.

La mayoria de los articulos encontrados sobre la determinacién de rodenticidas por

Sre . . . 4) (7
HPLC corresponden a andlisis en otras matrices, como tejidos animales, sangre “ 7,

(5)

0
) o suero .

agua"

Otras técnicas emplean cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de
masas (GC-MS), cromatografia en capa fina (TLC) ) cromatografica idnica con

detector de fluorescencia 2.

En cuanto a los productos de degradacién, hay pocos estudios sobre la estabilidad
de los rodenticidas que aqui se estudian en diferentes matrices, pero si que hay
informacidn sobre la estabilidad de estos compuestos quimicos puros. La clorofacinona
tiene una vida media al aire de menos de 60 dias, y se degrada aun mas rapido si se
expone a luz solar directa; en cebos con parafina, tarda mas de 60 dias en degradarse a
la mitad. Entre los productos de degradacién de la clorofacinona se encuentra el acido
p-clorofenil acético y el acido o-ftdlico. La bromadiolona es muy estable y sus
productos de degradacion son la bromadiolona-cetona, [1,3-difenil-5-(4’-bromo-
bifenil)penten-1-ol] y [1,3-difenil-5-(4’-bromo-bifenil)penten-1,5-diol]. El difenacoum
se degrada muy lentamente al aire y no se han identificado productos de degradacién.
En cuanto al brodifacoum, tiene un tiempo de vida media superior a 60 dias y sus
productos de degradacién son el didxido de carbono (36% después de 56 semanas) y

otros once compuestos de carbono no identificados (13),



4. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es evaluar la estabilidad de cuatro rodenticidas,
clorofacinona, bromadiolona, difenacoum y brodifacoum, en muestras de suelos
agricolas de nuestra comunidad, en funcién de la temperatura, el tiempo y la
concentracion, e identificar, si fuese posible, los posibles productos de degradacion,
empleando como método de separacién la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC). Se emplearon detectores basados en la medida de la absorcion molecular UV-
Vis (DAD), fluorescencia (FLD), y para alcanzar limites de deteccidn y cuantificacion

mas bajos, también se empled la espectroscopia de masas (MS).

5. EXPERIMENTAL

5.1. Instrumentaciony reactivos

5.1.1. Reactivos
Clorofacinona (CF): Pureza 98.4%; PESTANAL

Bromadiolona (BD): Pureza 99.3%; PESTANAL
- Difenacoum (DF): Pureza 98.9%; PESTANAL

- Brodifacoum (BF): Pureza 99.2%; PESTANAL

- Metanol calidad HPLC (Prolabo)

- Formiato amonico 30 mM (Sigma-Aldrich)

- Agua nanopura obtenida con el sistema Milli-Ro y MilliQ de Millipore

5.1.2. Disoluciones
- Disoluciones patrén de 1000 mg/L de cada analito preparadas en metanol
- Patrones multicomponente diluidos con metanol a partir de los anteriores de las

siguientes concentraciones: 36.00, 12.00, 6.00, 3.00, 1.50, 0.75, 0.30y 0.15 mg/L

5.1.3. Material de laboratorio

Material de vidrio de uso general

- Balanza analitica de precision Mettler AE240

- pHmetro CRISON micropH 2001

- Sistema mecanico de agitacién Vibromatic P Selecta
- Centrifuga Eppendorf 5810R y tubos de centrifuga

- Rotavapor Blichi R-210, bafio de agua y bomba de vacio



- Equipo de ultrasonidos: Ultrasonds H-D Selecta P
- Equipo de filtracion Phenomenex y filtros de nylon 0.45 um

- Viales topacio

5.1.4. Equipo cromatografico

Para la determinacion de los cuatro rodenticidas en suelos agricolas, se ha
empleado un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) de Agilent
Technologies, modelo 1100, con deteccién de diodos alineados (DAD) y de
fluorescencia (FLD), para las muestras mds concentradas, y con espectrometria de
masas (MS) para las muestras mas diluidas, utilizando como analizador un cuadrupolo
y realizando la ionizacion por electrospray (ESI) Este esquipo estd controlado por un
software HP Chemstation. La separacidén se llevd a cabo empleando una Columna
Gemini 5um Cyg 110A (150 x 4,6mm) de Phenomenex. Los mddulos gue forman parte

del equipo son:

- Desgasificador: consta de un contenedor de vacio de cuatro canales, que
incluye una membrana tubular de plastico y una bomba de vacio. Esta bomba
genera un ligero vacio que actua en las cuatro camaras del contenedor. De esta
forma los gases disueltos de la fase mévil quedan eliminados al pasar a través de
la membrana.

- Bomba para gradientes cuaternarios: el sistema esta formado por una cabeza
con una valvula de entrada y salida, una unidad de amortiguacién y una vélvula
de purga. Proporciona una excelente mezcla de disolventes a baja presién, y
esta equipada con un sensor de fugas, con desconexién automatica del equipo.

- Muestreador automatico controlado electronicamente: con un rango de
inyeccidon que va desde 0.1 a 100 pl y una bandeja de viales de 100 muestras de
capacidad.

- Compartimento de columna termostatado: permite trabajar desde 10°C hasta
80°C con altas velocidades de refrigeracion y calentamiento. Tiene un amplio

interior, por lo que es posible introducir mas de una columna.



- Detector DAD, disefiado para suministrar maximo rendimiento dptico. Incluye

las siguientes caracteristicas:

o Lamparas de Deuterio y de Wolframio de larga duracién para obtener la
maxima intensidad y mas bajo limite de deteccién en un rango de
longitud de onda de 190-950 nm.

o Modo de longitud de onda multiple para los espectros en linea.

o Rendija programable desde 1 a 16 nm para una total optimizacién de la
sensibilidad, linealidad y resolucidn espectral.

o Control de temperatura para mejorar la estabilidad de la linea base.

o Filtro incorporado de éxido de holmio para una rapida verificacion de la
longitud de onda.

- Detector FLD:

o Su fuente de luz es una lampara flash de Xendn que produce un espectro
continuo de luz desde 200 a 900nm. Permite obtener la maxima
intensidad y los limites de deteccidn mas bajos.

o Rango de longitud de onda del monocromador excitaciéon de 200-700
nm, y del de emisién, de 280-900 nm.

o Modo de longitud de onda multiple para los espectros en linea.

- Detector MS:

o Sistema de vacio que consta de una bomba mecdnica y dos bombas
turbo moleculares enfriadas por aire.

o Generador de N, gaseoso. Consta de un sistema que transforma el aire
comprimido en nitréogeno gaseoso mediante una mezcla de filtros vy
membranas de separacion.

o Sistema de introduccidn de la muestra. En este caso es el mismo equipo
de HPLC.

o Sistema de ionizacidn. El equipo dispone de dos fuentes diferentes para

llevar a cabo la ionizacidn: APl-electrospray e ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI). En este estudio se empled electrospray para
realizar la ionizacidn. Algunas de las caracteristicas mds importantes son:

= Autocalibracién y sintonizacidn. Nos permite en el mismo analisis

la deteccién de iones positivos y negativos.



= (Capacidad multisefial. Se puede medir en modo SIM (para la
determinacién cuantitativa) y en modo SCAN (para la
determinacion cualitativa).
o Analizador cuadrupolar hiperbdlico de molibdeno.

o Detector de dinodo de alta energia.

5.2. Condiciones cromatograficas

Se tomd como referencia el trabajo de investigacién sobre la determinacién de
rodenticidas en suelos, agua y tejido animal, realizado por Alma M. Hernandez ) y el
grupo de investigacion TESEA. En el citado trabajo, se lleva a cabo la optimizacién de
las condiciones cromatograficas para una adecuada identificacion y cuantificacion de

los analitos (CF, BD, DF y BF) mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

Las condiciones de separacion y deteccidn seleccionadas fueron las siguientes:
- Columna: Gemini 5um Cy5 110 A (150 x 4.6 mm) (Phenomenex)
- Fase movil en régimen isocratico con un 73% de metanol y un 27% de formiato
amoénico 30 mM (pH=6.5)
- Flujo de fase movil: 1.0 ml/min
- Temperatura de la columna: 30°C
- Volumen de inyeccién: 20 pl
- Longitud de onda para la deteccién de BD, DF y BF por FLD
o De excitacion: 263 nm
o De emisién: 390 nm
- Longitud de onda para la deteccién de CF por DAD: 285 nm
- Condiciones de deteccion por MS (para las muestras diluidas):
o lonizacién ESI en modo negativo
o Temperatura de gas secante (N;): 350°C
o Flujo de gas secante (N,): 10 ml/min
o Presion de nebulizacion: 50 psi
o Voltaje del capilar: 3500 V

o Voltaje del fragmentador: 320 V (Modificado respecto al trabajo inicial)



El empleo de detectores acoplados se debe en primer lugar a que la CF, al no ser
una molécula fluorescente, se debe detectar por absorcién molecular; mientras que
los otros tres compuestos (BD, DF y BF), al presentar fluorescencia, proporcionan una
sefial mas intensa que por absorcién, consiguiéndose limites de deteccion vy
cuantificacion mas bajos, que se podrian reducir aun mdas con el empleo de la

espectrometria de masas como sistema de deteccién.

A continuacion se muestran los espectros obtenidos con las condiciones
cromatograficas anteriormente citadas e inyectando un patron de 5mg/L en FLD y DAD
para la determinacién de las longitudes de onda de trabajo. En las Figuras 2 y 3, se
muestran los espectros de excitacién y emisién para BD, a modo de ejemplo. Para el
resto de analitos eran idénticos.

LUE

351

240 260 280 300 320 340 360
Figura 2. Espectro de excitacion en FLD para BD
LU

3.5

300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 3. Espectro de emision en FLD para BD
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Figura 4. Espectro de absorcion molecular en DAD para CF

Como se puede observar, la CF presenta una serie de maximos en la regidn entre
200-400nm, seleccionando el de 285nm por ser el que mas sensibilidad proporciona.
Para el resto de los analitos, se seleccionaron las longitudes de onda de excitacion y

emision a 263 y 390nm, respectivamente, para su deteccion por FLD.

Por otro lado, para encontrar los iones mds abundantes para cuantificar los analitos
por espectrometria de masas, se realizd un barrido en modo SCAN entre 100 y 700

unidades m/z, obteniendo los espectros mostrados a continuacion.
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Figura 5. Espectro de masas de Clorofacinona
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Figura 7. Espectro de masas de Difenacoum
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Figura 8. Espectro de masas de Brodifacoum

Los iones mayoritarios, que se emplean para la cuantificacién de cada compuesto,

se corresponden con el ion molecular [M-H]. En la Tabla 1, se recogen dichos iones y

los iones de confirmacion de cada analito.

Tabla 1. Jones seleccionados para la cuantificacion de los analitos por deteccion ESI-MS en
modo negativo e iones de confirmacion. CF: Clorofacinona; BD: Bromadiolona; DF: Difenacoum;

Masas moleculares

Analito
(g/mol)
CF 374.82
BD 528.11
DF 444.52
BF 524.42

BF: Brodifacoum

(m/z)
373
527
443
523

Ion de cuantificacién

Iones de confirmacion
(m/z)
213.3,255.2
525.0, 528.0
443.2,444.2
279.3, 280.0, 381.2

A continuacion, en la Figura 9, se muestran los cromatogramas correspondientes a

la inyeccion de 20ul de un patron en metanol en un sistema HPLC-DAD-FLD. Se puede

observar que es posible cuantificar los cuatro analitos ya que los picos estdn

totalmente resueltos. La CF no se puede detectar por FLD ya que no produce

fluorescencia, pero la BD, DF y BF se detectan tanto por FLD como por DAD, aunque

por DAD proporcionan una sefial menos intensa.
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mAU ] CF
a0
DAD
25—:
20-:
15—-
' BD
10
DF BF
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o 2 4 6 s 10 1z 14 18 1B mi
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W DF
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o
| FLD
]
100+ BF
] BD

a0

60—

: )
i j \
(b)

Figura 9. Cromatogramas de la disolucion patrén en metanol de 30.0 mg/L obtenidos con
detector (a) DAD y (b) FLD. El orden de elucidn de los analitos es: clorofacinona (CF),
bromadiolona (BD), isémero de la bromadiolona (*), difenacoum (DF) y brodifacoum (BF).

miin

Los tiempos de retencion de cada analito se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Tiempos de retencion de los analitos estudiados

ANALITO TIEMPO DE RETENCION (min)

CF 4.30
BD 6.48
DF 8.57
BF 15.85

A continuacién, en la Figura 10 Se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma

de iones extraidos obtenido al inyectar 20ul de un patron en metanol en el sistema

HPLC-MS.
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3500000 —:
3000000 —:
2500000 —i
2000000 —:
1500000 —i
1000000 —:

500000 —|
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-] MEDA 442, EIC=442 744927 APLES, Neg, SIM, Frag: 220

MED1 523, EIC=522.7:522.7 APILES, Neg, SIM, Frag: 220

A

T T T T T T T T
25 a 7.5 o 128 15 178 20

Figura 10. Cromatograma de la disolucién patrdn de 0.25mg/L con iones extraidos obtenido
con espectrometro de masas

5.3. Preparacion de la muestra

Se empled un suelo agricola, proporcionado por el Instituto Tecnolégico Agrario de
Castilla y Ledn (ITACyL), para llevar a cabo el estudio de la estabilidad de cuatro
rodenticidas anticoagulantes: clorofacinona, bromadiolona, difenacoum vy
brodifacoum. De este suelo, inicialmente se pesaron 1,5kg, los cuales se trituraron y

tamizaron.

Una vez homogeneizado el suelo, se pesaron 16 muestras de aproximadamente 17g
cada una en recipientes idénticos, que constituyeron las muestras de nuestro estudio.
También se pesaron dos cantidades de suelo de 30g en otros dos recipientes, que nos
sirvieron para preparar blancos de muestra y para realizar el calibrado en matriz, dado
que el suelo suministrado estaba libre de rodenticidas, lo cual se comprobé inyectando

una alicuota en el sistema cromatografico.

Una vez realizada la division de las muestras, se introdujeron en un horno a 100°C
durante 12 horas para secar el suelo, con el fin de eliminar la humedad, puesto que la

experiencia debe realizarse sobre suelo seco.
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A las 16 muestras de suelo seco se adicionan 3ml de soluciones patrén mezcla de
los cuatro analitos en metanol de concentraciones 0.50, 5.00, 10.00 y 100.00 mg/L. Se
mezcld bien para que la muestra fuese homogénea y, a continuacidn, una muestra de
cada concentracién se conservo a diferentes condiciones de temperatura para estudiar

la estabilidad de los analitos:

- Frigorifico (4°C)

- Condiciones ambientales

- 20°C

- 30°C

Antes de la conservacidn de las muestras a dichas temperaturas, se pesé 1g de cada

una de ellas con el fin de realizar un primer analisis a tiempo cero.

5.4. Tratamiento de muestra

Para llevar a cabo el estudio, se realiza el siguiente tratamiento de muestra:

A intervalos establecidos de tiempo, se pesé 1g de cada una de las 16 muestras en
diferentes tubos de centrifuga, a los que se adicionaron 15ml de metanol (disolucién

extractante).

Las 16 muestras se sometieron a vibracion continua durante 20 minutos a
aproximadamente 700 U/min y, a continuacion, se centrifugaron durante 5 minutos a

9.000 rpm y 10°C, con el fin de extraer los analitos desde el sélido al liquido.

Por ultimo, se decantd el sobrenadante manualmente sobre un matraz de fondo
redondo, y se concentré hasta sequedad en un rotavapor a 40°C. El residuo seco
obtenido, se reconstituyd en 1ml de metanol con ayuda de un bafio de ultrasonidos

para facilitar la disolucion.

A continuacion, se transfiere el mililitro de metanol con los analitos extraidos a un
vial para su posterior analisis en el equipo cromatografico. Dicha disolucidon debe ser
transparente, por lo que en ocasiones es necesario filtrarla a través de un filtro de

nylon de 0,45um en el vial de inyeccién.

Se evalud la eficacia del proceso de extraccibn mediante el porcentaje de

recuperacién para cada uno de los analitos. Se establecié comparando la respuesta del
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area de los patrones de suelo con los patrones en metanol a cuatro niveles de
concentracion. En la Tabla 3 se muestran los porcentajes medios de recuperacion de
cada analito. Los resultados obtenidos variaban entre un 61 y 89 %, valores aceptables
para estas concentraciones de los analitos en este tipo de muestras.

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion medios de los analitos estudiados

ANALITO %RECUPERACION
CF 61.45%
BD 85.42%
DF 89.48%
BF 84.63%

5.5. Calibrado en metanol

Se realizd una linea de calibrado con los patrones en metanol. A partir de los
patrones individuales de Clorofacinona, Bromadiolona, Difenacoum y Brodifacoum de
1000mg/L en metanol, se preparé una disolucion mezcla de 100mg/L también en
metanol, y por sucesivas diluciones, se prepararon el resto de las disoluciones patrén,
cuyas concentraciones fueron de: 10.00, 5.00, 2.50, 1.25, 0.50, 0.25, 0.10 y 0.075 mg/L.
Para obtener las lineas de calibrado en los sistemas de deteccion DAD y FLD se
emplearon las cinco primeras concentraciones (altas concentraciones), y en el caso de

la espectrofotometria de masas, las cuatro ultimas (bajas concentraciones).

La cuantificacidn se realizd en base al drea de cada pico, mediante el método de
patrén externo y usando un ajuste de minimos cuadrados. En las siguientes figuras, a
modo de ejemplo se muestran las lineas de calibrado para un intervalo de
concentraciones de 0.50 a 10mg/L (aunque el comportamiento es lineal hasta

30mg/L), para DAD y FLD.
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Clorofacinona:

Clorofacinona
60 -
50 1 y = 4,4918x + 0,995
40 A R2=0,9931
30 A
20
10
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Figura 11. Linea de calibrado de clorofacinona en metanol
Bromadiolona:
Bromadiolona
250 -
200 1 y=17,161x + 2,9237
150 R2=0,9996
100 -
50 A
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Figura 12. Linea de calibrado de bromadiolona en metanol
Difenacoum:
Difenacoum
800 ~
600 -
y =52,726x + 8,3054
400 - R2 = 0,9997
200
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 13. Linea de calibrado de difenacoum en metanol




Brodifacoum:

Brodifacoum
800 -
600 -
y = 54,299x + 20,423
400 - R2=0,999
200
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 14. Linea de calibrado de brodifacoum en metanol

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de los analisis de regresion lineal

de los cuatro analitos.

Tabla 4. Pardmetros de las lineas de calibrado de clorofacinona (CF), bromadiolona (BD),
difenacoum (DF) y brodifacoum (BF)

Rango lineal (mg/L) Ordenada Pendiente r2
CF 0.75-30.00 0.995 4.492 0.9931
BD 0.75-30.00 2.924 17.161 0.9996
DF 0.75-30.00 8.305 52.726 0.9997
BF 0.75-30.00 20.423 54.299 0.9990

Se aplicé la prueba t para verificar la tendencia de la regresién, ya que para asumir
una tendencia lineal se ha de cumplir que t.,, sea superior a t;, obteniéndose la t.,
mediante el cociente entre el valor de la pendiente (b) de la recta y la desviacién
estandar de la misma (sp). La t;, es la t-Student obtenida para n-2 grados de libertad y

una probabilidad de 0.95.

En todos los casos se cumple que la tep> tip, pPOr lo tanto se acepta que el método
es lineal y la ausencia de bias. Los valores del coeficiente de determinacién (r°), eran

para todos los casos mayores de 0.99, lo que indica la bondad del ajuste del calibrado.

De manera analoga se obtuvieron las lineas de calibrado en el caso del MS,
observandose un comportamiento lineal en el intervalo de concentraciones estudiado

(0.075-0.50mg/L).

19



Debido a la experiencia que posee el grupo de trabajar con espectofotometria de
masas, a continuacion se llevo a cabo un estudio de la matriz sobre la sefial del

detector de masas (efecto matriz).

Para ello, un blanco de muestra (sin analitos) fue sometido al tratamiento de
muestra antes descrito, adicionandole a continuacion la mezcla de los analitos. Tras su
inyeccidn en el sistema cromatografico se compararon las sefales obtenidas para cada
uno de los analitos con las obtenidas al inyectar las mezclas patrén en metanol,
observandose que se producia una supresion en la sefial atribuible a la presencia de la
matriz. En la Tabla 5 se muestra el tanto por ciento de supresion para cada uno de los
analitos estudiados. Como se puede observar, la mayor pérdida de sefial debida a Ia

matriz se produce sobre el compuesto mas retenido.

Tabla 5. Porcentajes de supresion de la sefial de cada analito debida a la matriz

Analitos %Supresion de la sefial
CF 10%
BD 35%
DF 40%
BF 47%

Por este motivo, para llevar a cabo la cuantificacién correcta de los compuestos

mediante espectrofotometria de masas se precisa realizar un calibrado sobre la matriz.

Se comprobd que en el caso de emplear los detectores de absorcién, este
fendmeno no se producia. No obstante se llevd a cabo para todos los sistemas de
deteccidén la calibracién en matriz para asi evitar realizar calculos debidos a los

porcentajes de recuperacion del tratamiento de muestra.

5.6. Calibrado en matriz

Se adicionaron a muestras de aproximadamente 1g de suelo tamizado y seco, 0.5ml
de cada una de las disoluciones patrén preparadas en metanol y se sometieron al
tratamiento de muestra anteriormente explicado. De modo que las concentraciones

de estos patrones son las mostradas en la Tabla 6.

20



Tabla 6. Concentracion de las disoluciones patron en suelo

Codigo del patréon Concentracion (mg/L)

S-0 0.040
S-1 0.125
S-2 0.250
S-3 0.625
S-4 1.250
S-5 2.500
S-6 5.000
S-7 15.000

También se prepard un blanco, pesando 1g de muestra al que no se le adicionaron
los analitos estudiados, y sometiéndolo al mismo tratamiento de muestra descrito. En
las siguientes figuras se muestra en rojo el cromatograma obtenido al analizar el
blanco, y en azul el cromatograma de un patrén en suelo. Como se puede observar al
superponer los cromatogramas, no aparece ninguna sefial a los tiempos de retencién

de los analitos que nos impida su correcta cuantificacién.

mALl -

50—

DAD

20—

20—

CF

o—::r /L/\//_\-__

T T T T
[u] a 10 15 20 min

Figura 15. Cromatogramas DAD de un blanco (rojo) y un patrdn en suelo (azul)

21



DF

o

F500000 -
3000000 E
2500000 :
2000000 -
1500000 E
1000000 E

00000 =

20
17,5
- FLD
15 BF
12.6-
] BD
10|
78-
5=
252
. T .
25 5 75

T T T T T T
0 125 15 17.5 20 225 min

Figura 16. Cromatogramas FLD de un blanco (rojo) y un patron en suelo (azul)

25 5 75 10 125 " s 20 min

Figura 17. Cromatogramas MSD en modo TIC de un blanco (rojo) y un patrén en suelo

(azul)

La cuantificacidn se realizd en base al drea de cada pico. Se realizaron dos lineas de

calibrado

para cada analito, como se ha indicado anteriormente: los patrones mas

concentrados se analizaron por DAD-FLD, y los mas diluidos con un espectrémetro de

masas (debido a que permite alcanzar limites de deteccion y cuantificacion mas bajos).

En la Tabla 7 se muestran los intervalos de concentracién de las lineas de calibrado y

los patrones empleados a altas y bajas concentraciones.

22



Tabla 7. Intervalos de concentracion del calibrado en matriz

Patrones empleados

Intervalo de concentraciones

Baja concentracion

Alta concentracion

De S-0a S-4
De S-4 a S-7

0.05-1.50 pg/g
1.50-18.00 ug/g

En las siguientes figuras se muestran las lineas de calibrado obtenidas para cada

analito a bajas y altas concentraciones.

Clorofacinona:

CF a bajas concentraciones CF a altas concentraciones
1,E+07 - 60 -
8,E+06 - >0 1
40
© 6,E+06 - ©
g @ 30
4,E+06 - = 5,63E+06x + 4,40E+05 <
R?=0,9811 20 - y= 2,72672x +1,2563
2,E406 - 10 | R?=0,9907
O,E+OO T T T T 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 0 5 10 15 20
Hg/g Hg/g
Figura 18. Calibrado de clorofacinona en matriz
Bromadiolona:

3,E+07 -+
2,E+07 -
o 2,E+07 -
g
<
1,E+07 -+ y =1,47E+07x + 8,86E+05
R?=0,9878
5,E+06 -
0,E+00 T T T
0 0,5 1 1,5
He/g

BD a bajas concentraciones

BD a altas concentraciones

200
150
5]
2100
<

50

y =9,6188x + 19,587
R?=0,9888

ug/g

Figura 19. Calibrado de bromadiolona en matriz
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Difenacoum:

DF a bajas concentraciones

DF a altas concentraciones

7,E407 1000 -
6,E+07 - 300 -
5,E+07
S 4,6407 - g 600 -
‘< 36407 y = 4,01E+07x + 4,40E+06 < 400 -
2,E+07 - R?=0,9748 y =41,115x + 32,762
1,E+07 - 200 1 R2=0,9984
0,E+00 ® T T T 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 0 5 10 15 20
He/s He/s
Figura 20. Calibrado de difenacoum en matriz
Brodifacoum:
BF a bajas concentraciones BF a altas concentraciones
4,E+07 - 1000 +
3,E+07 -+ 800 -
3,E407 -
§ 2,E407 - g 600
S 2,E407 - v = 1,99E+07x + 1,96E+06 < 400 -
’ ’ y = 48,069x + 30,549
1,E+07 - R?=0,9822 )
200 - R2=0,9955
5,E+06 -
0,E+00 T T T 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 0 5 10 15 20
He/g ng/e

Figura 21. Calibrado de brodifacoum en matriz

Se realizd una prueba t para verificar la tendencia de la regresién de manera

analoga al caso de los calibrados en patrdn, observandose que el método era lineal en

el intervalo estudiado.
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6. RESULTADOS
Como ya se ha comentado en los Objetivos de Tabajo, se ha intentado determinar la
estabilidad de clorofacinona, bromadiolona, difenacoum y brodifacoum en suelos

agricolas, a diferentes concentraciones y temperaturas.

Para ello, se siguio el procedimiento descrito anteriormente en la Preparacion y

Tratamiento de muestra.

Para este estudio de estabilidad se han realizado un total de 8 tomas de muestra
repartidas a lo largo de 8 semanas, donde dentro de cada semana se ha realizado una

Unica toma.

La toma de muestra consistié en pesar aproximadamente 1g de cada una de las 16
muestras preparadas y conservadas en diferentes condiciones de temperatura, y

someterlas al tratamiento de muestra descrito.

El objetivo principal establecido, fue intentar determinar si, a lo largo de esas 8
semanas, se producia una disminucion de la concentracion de los analitos en las
diferentes muestras adicionadas, tratando de comprobar si, en determinadas
condiciones de concentracion y/o temperatura, esta degradacion se producia de

manera mas o menos significativa.

El estudio de la estabilidad se realizé tanto a altas concentraciones como a bajas. En
el caso de las muestras de menor concentracidén, analizadas mediante masas, los
resultados demostraron que los analitos permanecian estables en las diferentes
condiciones de almacenamiento; mientras que los resultados de las muestras mas
concentradas, analizadas mediante DAD y FLD, indicaban una mayor pérdida de los
analitos. En las Figura 22 se muestran las tendencias de cada analito a las diferentes
condiciones de temperatura para las muestras a las cuales se le adicionado la mayor

concentracion de analitos.
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Clorofacinona

40
30 _\___\r Frigorifico
e
o, [ e T.Amb
E."ZO W
20°C
10 -
30°C
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Dias
0 - Bromadiolona
30 - Frigorifico
220 - ——T.Amb
oo
X 20°C
10
30°C
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Dias
40 - Difenacoum
30 —\’\ _Frigorllﬁco
%:20 \; ——T.Amb
3 20°C
10 -
30°C
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Dias
a0 - Brodifacoum
30 _\ ——Frigorifico
——T.Amb
%:20 _:\\}
& \/\ 209C
10 1 302C
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Dias

Figura 22. Estabilidad de colorofacinona, bromadiolona, difenacoum y brodifacoum

adicionadas a un suelo en alta concentracion




En la Tabla 8 se recogen los porcentajes de pérdida de cada analito a las distintas

condiciones de temperatura, donde se puede observar que la Bromadiolona se

degrada con mayor rapidez que el resto de analitos, y que la Clorofacinona es el

compuesto mads estable.

Tabla 8. Porcentajes de pérdida de los analitos estudiados después de 60 dias

Frigorifico Condiciones
Analito 20°C 30°C
(4°C) ambientales
CF 10.37% 14.50% 19.82% 32.21%
BD 45.71% 55.94% 63.85% 79.96%
DF 25.75% 28.72% 35.37% 56.78%
BF 20.21% 21.30% 30.08% 49.89%

A 30°C la degradacion es mas rapida. En las siguientes figuras se muestran las

graficas de degradacidn de cada analito a dicha temperatura.

Clorofacinona:

CF 302C

oo 1
S~
2 10 y= 20,7236'0'006)(
R?=0,9502
5
O I T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 70
Dias
Figura 23. Estabilidad de clorofacinona a 30°C
Bromadiolona:
BD 302C
25
y = 21,003e-0.025x
20 R? = 0,9394
R 15
[-T]
= 10
5
O I T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Dias

Figura 24. Estabilidad de bromadiolona a 30°C
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Difenacoum:

DF 302°C

y = 19,499e-0.013x
R?=0,9499

0 10 20 30 40 50 60 70
Dias

Figura 25. Estabilidad de difenacoum a 30°C

Brodifacoum:

Como se indica en las graficas, la degradacion del Brodifacoum viene descrita por
una funcidn polimérica; y el resto de los analitos (Clorofacinona, Bromadiolona y

Difenacoum), se degradan de forma exponencial. Todos estos datos se deberian

BF 302C

oo
S~
2
5 y = 0,0005x? - 0,1756x + 18,429
R?=0,9569
O I T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Dias

Figura 26. Estabilidad de brodifacoum a 30°C

confirmar con mayor nimero de datos

Como ya he comentado antes, y como se observa en las graficas, la Bromadiolona
se degrada con mayor rapidez que el resto de analitos. Esto mismo se puede ver al

superponer los cromatogramas de la primera y uUltima toma de muestra, que se

muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Cromatogramas de la muestra conservada a 30°C de la toma 1 (azul) y 7 (rojo),
obtenidos con detector (a) DAD y (b) FLD

En el tiempo que durd este estudio, no fue posible identificar ningiin compuesto de
degradacion. Como se observa en la Figura 27, los cromatogramas que se obtuvieron
en la primera y ultima toma de muestra son idénticos, salvo por la disminucién del

area de los picos. No aparece ninguna sefial nueva.
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Estas muestras también fueron inyectadas en sistema HPLC-MS en modo SCAN no
observandose ningun pico extra que nos indujera a pensar a la presencia de posibles
metabolitos o productos de degradacién. Este hecho también podria ser debido a que
estos posibles compuestos se encontraran por debajo del limite de deteccion de la

técnica.

7. CONCLUSIONES
1. Los compuestos estudiados (Clorofacinona, Bromadiolona, Difenacoum 'y
Brodifacoum) fueron estables en suelos agricolas en concentracion de 0.04 a

0.625mg/L, a todas las temperaturas estudiadas.

2. Cuando se afiadieron al suelo en concentracién 1.25, 2.50, 5.00 y 15.00mg/L, los
resultados obtenidos mostraron que a 30°C la degradacion de los cuatro analitos es
mayor, llegando a alcanzar un porcentaje de pérdida de 79.96% en el caso de la

bromadiolona, para la mayor concentracidn estudiada.

3. No ha sido posible detectar ningln producto de degradacion.
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