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Repetibilidad.

Se ha estudiado la repetibilidad del procedimiento completo incluyendo Ila
derivatizacién previa con FMOC vy el posterior andlisis por CL-CL.

Se realizan 7 derivatizaciones para dos disoluciones patrén conteniendo glifosato y
AMPA en concentraciones 200 (Tabla 64) y 4 ng-ml-l (Tabla 65), calculindose la
desviacién estdndar relativa en cuanto a tiempo de retencidn, drea y altura de pico,
obteniéndose en todos los casos resultados satisfactorios.

Tabla 64. Repetibilidad del procedimiento para el andlisis de glifosato y AMPA mediante
cromatografia liquida con columnas acopladas (mezcla patrén de 200 ng-mil-1) (n=7).

ty (min) Area Altura
Herbicida media RSD (%) media RSD (%) media RSD (%)
(1) AMPA (dx4) 7.26 0.09 3452 0.2 452 0.2
(2) AMPA (dx8) 7.17 0.14 1339 7.0 137 8.0
(3) Glifosato (dx8) 11.63 0.16 657 0.5 38.3 0.5

(1) (2) (3): Ver pies de Figuras 90y 91.

Tabla 65. Repetibilidad del procedimiento para el andlisis de glifosato y AMPA mediante
cromatografia liguida con columnas acopladas (mezcla patrén de 4 ng-ml-l) (n=7).

ty (min) Area Altura
Herbicida media _RSD (%) media  RSD (%) media  RSD (%)
(1) AMPA (dx4) 7.25 0.08 55.7 3.9 6.6 3.1
(2) AMPA (dx8) 7.20 0.06 19.8 6.0 1.8 3.8
(3) Glifosato (dx8) 11.44 0.05 16.25 6.6 0.69 3.8

(1) (2) (3): Ver pies de Figuras 90y 91.
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Limites de deteccidén.

Se calculan a continuacién los limites de deteccién empiricos (3 veces el ruido de
fondo, S/N=3) obtenidos para glifosato y AMPA, analizados cada uno de ellos en sus
respectivas condiciones dptimas.

En el caso del glifosato, el limite de deteccion se ha calculado a partir del
cromatograma del patrén de 4 ng-ml-1 (Figura 92), obteniéndose un valor de 0.6 ng-ml-!,

Para el AMPA, se calcula a partir del cromatograma de un patrén de 0.4 ng-mi-1
(Figura 93), obteniéndose un valor de 0.1 ng-ml-1,
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Figura 92. Cromatograma de una disolucién patron de glifosato de 4 ng-mi-1 obtenido
mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.12 min. Transferencia: 0.41 min.

Condiciones.: prederivatizacion con FMOC; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 pm); C-2
Adsorbosphere NH) (250x4.6mm, 5 pm); volumen de inyeccion 2 mi; deteccion por
Sluorescencia con Agy = 263 nmy Agpy = 317 nm; T=30°C.
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Figura 93. Cromatograma de una disolucién patron de AMPA de 0.4 ng-mi-{ obtenido
mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.30 mm. Transferencia: 0.19 min.

Condiciones: prederivatizacion con FMOC,; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NH, (250x4.6mm, 5 pm); volumen de inyeccion 2 mli,; deteccién por
fluorescencia con Agy = 263 nmy Agy = 317 nm; T=30°C.
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I1.4.3. Procedimiento recomendado para el andlisis de residuos de glifosato.

Se ha comprobado que el pico del glifosato aumenta si se incrementa la
concentracién del reactivo FMOC en la reaccién de derivatizacion. Este hecho podria
explicarse por tratarse de una amina secundaria que requerirfa concentraciones mds altas de
reactivo para formar el derivado fluorescente. El aumento de concentracion de FMOC no
produce, sin embargo, ningiin efecto sobre la sefial del AMPA (amina primaria). Utilizando
una disolucién de 1000 ppm, en lugar de la de 100 ppm, se obtiene un incremento en la
sefial de fluorescencia del glifosato de, aproximadamente, 20%.

El procedimiento finalmente recomendado para la determinacién de residuos de
glifosato en aguas se muestra en el esquema de la Figura 94. En dicho procedimiento, una
vez realizada la reaccién de derivatizacion, se efectia una dilucién por ocho de la
disolucién inyectada en el sistema CL-CL. Se inyectan 2 ml de dicha disolucién diluida en
el sistema cromatogrdfico, realizindose una purificacién en linea durante 2.12 min con la
fase mévil M-1. La fraccién que contiene el glifosato se transfiere desde C-1 a C-2 con 280
pl (0.28 min, esto es 17 segundos) de fase mévil M-2.

Aplicando exactamente las mismas condiciones de andlisis, pero ampliando la
transferencia hasta 0.41 min (25 s), es posible también analizar el AMPA, de modo que se
pueden determinar conjuntamente residuos de glifosato y AMPA mediante un tnico
procedimiento analitico. Sin embargo, las condiciones no son las dptimas para la
determinacién de AMPA, que se deberia analizar mds adecuadamente segin se indica en el
apartado siguiente.

Mientras se realiza la separacién en la columna C-2, se efectia un lavado de la
columna C-1 con acetonitrilo (M-1b) para eliminar el exceso de FMOC mds rdpidamente,
reacondicionando posteriormente la columna C-1 con la fase mévil M-1 antes de la
siguiente inyeccion.

En la Figura 95 se muestra el cromatograma de un patrén de glifosato de 4 ng-mi-!
obtenido por aplicacién del procedimiento recomendado.

Dicho procedimiento permite obtener un limite de deteccién aproximado de 0.6
ng-ml-! de glifosato. Se ha comprobado mds adelante que con una ligera modificacién en el
procedimiento de derivatizacion, consistente en tomar un mayor volumen de muestra
acuosa, se puede rebajar el limite de deteccidn para el glifosato hasta 0.15 pg-1-1.

Si se incluye también el AMPA en el procedimiento, ampliando la transferencia a
0.41 min, el limite de deteccion obtenido para este metabolito es de aproximadamente 0.4
ng-ml-l,

SEE T e
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1 ml tampén borato 0.025M (pH 9)
0 5 ml de muestra acuosa

1 ml de disoluciéon FMOC 1000 ppm en acetonitrilo

Agitar 30 seg

Esperar 30 min

[2.5 ml disoluciéa

+17.5 ml de tampén borato 0.025M

20 ml disolucién diluida.

2 ml CL-CL
M-1 Co1
AS ] |
M-1b |
(e T T }
M-2 : c-2 | D
{

Termostatizado 30°C

AS: Autoinyector con loop de myecci6n de 2000 pl

C-1: Columna de 30 mm, C18 Sum

C-2. Columna analitica de 250 mm, Adsorbospher NH, 5 pm.
M-1: Acetonitrilo/KH,PO, 0 05M (35'65)

M-1b: Acetonitrilo

M-2: Acetonitrilo/KH,PO, 0.05M (35'65)

D: Fluorescencia A, 263 nm, 3. 317 nm

tiempo de purificacion: 2.12 min
tiempo de transferencia;0.28 min (17 s)

Ampliando el tiempo de transferencia a 0.41 min (25 s), se pueden determinar tambien residuos de AMPA.

Figura 94. Esquema del procedimiento recomendado de derivatizacion y posterior andlisis
mediante cromatografia liquida con columnas acopladas para el glifosato en muestras de

agua.
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Figura 95. Cromatograma de una disolucion patron de glifosato de 4 ng: mi-1 obtenido
mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.30 mn. Transferencia: 0.41 nun.

Condiciones: prederivatizacién con FMOC,; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NH) (250x4.6mm, 5 pm); volumen de inyeccion 2 mi; deteccion por
Sfluorescencia con Agy = 263 nmy Agy = 317 nm; T=30°C.
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Se ha inyectado una mezcla de patrones de los tres componentes estudiados:
glufosinato, AMPA vy glifosato en las condiciones de andlisis de éste dltimo, con el fin de
comprobar si existe la posibilidad de analizar los tres compuestos conjuntamente.

En la Figura 96 se muestra el cromatograma obtenido, pudiéndose observar que los
tres herbicidas estdn suficientemente separados y que serfa posible su andlisis conjunto a
niveles de residuos.

IF

82 ] 1. AMPA
j 1 2. Glufosinato
80 ] 3. Glifosato

78

74

72

!

66 -

000 200 400 600 800 1000 1200 14
t (min)

Figura 96. Cromatograma de una disolucién patrén de glifosato, glufosinato y AMPA de 40
ng-ml-1 obtenido mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.30 min. Transferencia: 0.41 min.

Condiciones. prederivatizacién con FMOC; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 pm); C-2
Adsorbosphere NHy (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccion 2 ml; deteccion por
fluorescencia con Agy = 263 nmy Agm = 317 nm; T=30°C.
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I1.4.4. Procedimiento recomendado para el andlisis de residuos de AMPA.

El procedimiento recomendado para la determinacién de residuos del metabolito
AMPA en muestras de agua se muestra en el esquema de la Figura 97. El procedimiento
incluye la derivatizacién con FMOC, posterior dilucién (x4) de la disolucién obtenida, e
inyeccién de 2 ml en el sistema CL-CL. La purificacion en linea se realiza durante 2.30
min con la fase mévil M-1 y la fraccién conteniendo AMPA se transfiere desde C-1 a C-2
con 190 ul (0.19 min, esto es, 11 segundos) de fase mdvil M-2.

Mientras se realiza la separacidn en la columna C-2, se efectia un lavado de la
columna C-1 con acetonitrilo (M-1b) para eliminar el exceso d¢ FMOC mds rdpidamente,
reacondicionando posteriormente la columna C-1 con la fase mévil M-1 antes de la
siguiente inyeccién.

En la Figura 98 se muestra un cromatograma de un patrén de 4 ng-mi-! obtenido
por aplicacién del procedimiento recomendado. Este procedimiento permite el analisis de
AMPA hasta niveles de aproximadamente 0.1 ng-mi-1,

En la Figura 99 se muestra el cromatograma obtenido para una mezcla de glifosato,
glufosinato y AMPA utilizando las condiciones dptimas de andlisis de éste ultimo, pudiendo
observarse que los tres herbicidas estdn suficientemente separados y que serfa posible su
andlisis conjunto a niveles de residuos.
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1 ml tampén borato 0.025M (pH 9)
0.5 ml de muestra acuosa

1 ml de disolucion FMOC 100 ppm en acetonitrilo

Agitar 30 seg

Esperar 30 min

E’.,S ml disoluciéla

+ 7.5 ml de tampdn borato 0.025M

10 ml disolucidén diluida.

2 ml CL-CL
M‘l C_l
AS 1 L__
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Termostatizado 30°C

AS: Autoinyector con loop de inyeccion de 2000 pi

C-1: Columna de 30 mm, C18 5um

C-2: Columna analitica de 250 mm, Adsorbospher NH, 5 pm,

M-1: Acetonitrilo/KH, PO, 0.05M (35:65)

M-1b: Acetonitrilo

M-2: Acetonitrilo/KH,PO, 0.05M (35:65)

D: Fluorescencia ), 263 nm, 3, 317 nm

tiempo de purificacion: 2.30 min  tiempo de transferencia:0.19 min

Figura 97. Esquema del procedimiento recomedado de derivatizacién y posterior andlisis
mediante cromatografia liguida con columnas acopladas para el AMPA en muestras de

f

agua.
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Figura 98. Cromatograma de una disolucion patrén de AMPA de 4 ng-ml-! obtenido
mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.19 min.

Condiciones. prederivatizacion con FMOC,; C-1 Spherisorb CI18 (30x4.6mm, 5 pm); C-2
Adsorbosphere NH» (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccion 2 mi; deteccion por
Sfluorescencia con Agy = 263 nmy Agm = 317 nm; T=30°C.
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Figura 99. Cromatograma de una disolucion patron de glifosato, glufosinato y AMPA de 40
ng-mi-1 obtenido mediante cromatografia liquida con columnas acopladas.

Purificacion: 2.30 nin. Transferencia: 0.19 min.

Condiciones: prederivatizacion con FMOC; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NH, (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccion 2 ml,; deteccion por
Sluorescencia con Agy = 263 nm'y Agpyy = 317 nm; T=30°C.
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I1.4.5. Aplicacion del procedimiento recomendado a muestras medioambientales.

Andlisis de aguas.

Los procedimientos recomendados se han aplicado al andlisis de muestras de aguas
superficiales tomadas en el cauce del Rio Mijares y en una zona hiimeda denominada El
Clot de la Mare de Déu (Borriana), fortificadas con glifosato y AMPA a distintos niveles de
concentracién. En la Tabla 66 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 66. Recuperaciones de glifosato y AMPA en aguas superficiales analizadas mediante
la aplicacién de los procedimientos recomendados (n = 5).

Rio Mijares El Clot

4 pg1t 0.4 pg-1'! 4 pg-11

Herbicida Procedimiento R4 (RSD)? R (RSD) R (RSD)
AMPA (dx4) 11.4.4. 102 (0.5) 95 (11) 99 (1.5)
AMPA (dx8) 11.4.3. 102 (1.2) - 104 (4.5)
Glifosato (dx8) 11.4.3. 103 (1.4) 107¢ (4.2) 92 (8.5)

@ Recuperacion en %.
b Desviacion estdndar relativa en %.
C Resultados obtenidos despues de modificar la reaccion de derivatizacion con FMOC.

Las recuperaciones pueden considerarse altamente satisfactorias, asi como las
desviaciones del procedimiento obtenidas al nivel de fortificacién de 4 pg-1-1.

Para el andlisis de AMPA a la concentracién de 0.4 pg-l'l, se aplicé el
procedimiento ptimo para este metabolito (Apartado I1.4.4.), obteniendo una recuperacion
del 95%, con desviaciones del 11%, que pueden considerarse normales para estos bajos
niveles de concentracién. En la Figura 100 se muestra el cromatograma correspondiente al
agua superficial del Rio Mijares fortificada a 0.4 pg-1-1,
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Figura 100. Cromatograma de un agua superficial (Rio Mijares) fortificada con AMPA al
nivel de 0.4 ug-1'! obtenido mediante acoplamiento CL-CL.

Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.19 min.

Condiciones: prederivatizacion con FMOC; C-1 Spherisorb CI18 (30x4.6mm, 5 pm); C-2
Adsorbosphere NHy (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccién 2 ml; deteccion por
fluorescencia con Agy = 263 nmy Agy = 317 nm; T=30°C.
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Para el andlisis de glifosato al nivel de 0.4 pg-l’! fue necesario modificar el
procedimiento, con el fin de rebajar el limite de deteccién hasta niveles préximos a 0.1
pg-l'l. Como ya se ha comentado anteriormente, se debe mantener un contenido de
acetonitrilo en la mezcla de reaccién préximo al 40% para obtener un rendimiento aceptable
en la reaccion de derivatizacion con FMOC. Manteniendo constante el volumen de
disoluciéon de reactivo derivatizante (1 ml de disolucién acetonitrilo), se aumentd el
volumen de muestra de agua y se disminuyé el de borato aumentando su concentracidn, de
modo que la mezcla final tuviera concentraciones de acetonitrilo y borato similares a las
utilizadas en el procedimiento recomendado.

El procedimiento final de derivatizacién precolumna recomendado para el glifosato
se muestra en la Figura 101. La utilizacién de 1.5 ml de muestra, en lugar de los 0.5 ml
tomados inicialmente, permite aumentar la sensibilidad del procedimiento por un factor de
aproximadamente tres veces. El limite de deteccién para el glifosato, aplicando el nuevo
procedimiento de andlisis, se rebaja a 0.15 ug-l-l, valor que se obtiene a partir del
cromatograma de un agua superficial fortificada al nivel de 0.4 ug-1-! (Figura 102).

0 2 ml tamp6n borato 0 125M (pH 9)
1 5 ml de muestra acuosa

1 ml de disoluciéon FMOC 1000 ppm en acetonitrilo

Agitar 30 seg

Esperar 30 min

[2 5ml disoluci()nj

+ 17 5 ml de tampén borato 0 025M

20 ml disolucion diluida

2 ml CL-CL

Figura 101. Esquema del procedimiento final de derivatizacion precolumna para el
glifosato en muestras de agua.
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Figura 102. Cromatograma de un agua superficial (Rfo Mijares) fortificada con glifosato al
nivel de 0.4 ug-1"1 obtenido mediante acoplamiento CL-CL.

Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.41 min.

Condiciones: prederivatizaciéon con FMOC (Figura 98); C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5
m); C-2 Adsorbosphere NHy (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccién 2 mi,; deteccion
por fluorescencia con Agy = 263 nmy Agy = 317 nm; T=30°C.
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En la muestra de agua tomada en el Clot de la Mare de Déu, se comprobé Ila
existencia de glifosato (2.7 ugl'l) y de AMPA (0.75 ug-1'l). Las recuperaciones que
aparecen en la Tabla 66 se obtuvieron restando los cromatogramas de la muestra sin
fortificar.

En la Figura 103 se muestran los cromatogramas de las dos aguas analizadas, tanto
sin fortificar como fortificadas al nivel de 4 pg-1-1, pudiendo comprobarse la presencia de
glifosato y AMPA en la muestra del Clot de la Mare de Déu.
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Figura 103. Cromatogramas de dos aguas superficiales (I) El Clot de la Mare de Déu (II)
Rio Mijares obtenidos mediante acoplamiento CL-CL. 1 Muestras sin fortificar. 2 Muestras
fortificadas a 4 pg-I!.

Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.41 min.

Condiciones: prederivatizacién con FMOC,; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NH) (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccion 2 ml; deteccion por
fluorescencia con Apy = 263 nmy Agpy = 317 nm; T=30°C.
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Andlisis de suelos

Tal como se ha indicado en el capitulo de Antecedentes, la extraccién de estos
compuestos en muestras de suelo es muy problemdtica, con grandes variaciones en las
recuperaciones en funcién del tipo de suelo (fundamentalmente dependiendo del contenido
de materia orgdnica y arcillas). De todos los reactivos ensayados, parece ser el hidréxido
potdsico el que proporciona mejores resultados.

El objetivo de este apartado no es el estudio de la etapa de extraccién, sino la
aplicacién del acoplamiento CL-CL a extractos de suelos con el fin de comprobar el
potencial de la técnica para este tipo de muestras.

Se estudiaron cuatro tipos diferentes de suelos, tomados en zonas con amplia
tradicion en el uso de glifosato para el control de malas hierbas:

e T10 (0-10 cm): suelo procedente de un campo de cultivo de la Isla de Tenerife,
con alto contenido de materia orgénica.

e GCI10 (0-10 cm): suelo procedente de un campo de cultivo de la Isla de Gran
Canaria, con alto contenido de materia orgdnica.

e GC30 (30 cm): suelo procedente de un campo de cultivo de la Isla de Gran
Canaria.

e M50 (0-50 cm): suelo procedente de un campo de cultivo del Maresme
(Barcelona), més arcilloso.

El procedimiento utilizado es el siguiente: se pesan 5 g de suelo y se realiza la
extraccion con 10 ml de disolucion de KOH 0.6 M durante 30 min con agitacién mecénica.
Tras centrifugar durante 15 min a 3500 rpm, se toma una alicuota de 1 ml del sobrenadante,
se fortifica con glifosato y AMPA a 400 y 40 ng-g”! y se neutraliza con HCI; si se produce
precipitacién, se realiza un filtrado del extracto neutralizado. A continuacién, se aplica el
procedimiento recomendado para glifosato (Figura 94), tomando 0.5 ml del filtrado

'~ obtenido. En la Tabla 67 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 67. Recuperaciones de glifosato y AMPA en extractos de suelos analizados mediante
la aplicacion del procedimiento recomendado para glifosato.

T-10 GC-10 GC-30 Mataré-50
40 ng-g-1 40 ng-g-! 40 ng-g-! 400 ng-g-! 40 ng-g-1
Herbicida R4 R4 R4 R R
AMPA int.? 91 101 93 104
Glifosato 101 96 132 108 72

@ Recuperacion en %, con substraccion del blanco.
b Interferencias.

Para los suelos de Matar6 se obtuvieron buenas recuperaciones mientras que para los
suelos de Tenerife y Gran Canaria se tuvo que restar el blanco (extracto de suelo sin
fortificar) ya que, de otro modo, se obtenfan recuperaciones muy superiores al 100%. Ello
fue debido a la presencia de residuos de AMPA y glifosato en las muestras, con valores
entre 17 - 72 ng-g-L,

En la Figura 104 se muestran los cromatogramas obtenidos para un extracto de
suelo de T-10 y GC-30, sin fortificar y fortificados a 40 ng-g’l con glifosato,
comprobdndose la presencia de este herbicida en la muestra de suelo de Tenerife
(concentracién encontrada: 72 ng-g-1).

En la Figura 105 se muestra el cromatograma obtenido para un extracto de suelo de
Mataré fortificado a 40 ng-g-! con glifosato, del cual se deduce un limite de detecci6én para
este herbicida de 6.5 ng-g-l, lfmite muy inferior a los encontrados en la bibliografia,
siempre superiores a 50 ng-g-1.
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Figura 104. Cromatogramas de dos extractos de suelos (A) T-10 (B) GC-30 obtenidos
mediante acoplamiento CL-CL. 1 Muestras sin fortificar. 2 Muestras fortificadas a
40ng- g,

Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.41 nmn.

Condiciones: prederivatizacion con FMOC; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NHy (250x4.6mm, 5 pm); volumen de inyeccion 2 mi; deteccién por
Sluorescencia con Agy = 263 nm'y Ay = 317 nm; T=30°C.
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Figura 105. Cromatograma de un extracto de suelo fortificado con glifosato al nivel de 40
ng- g1 obtenido mediante acoplamiento CL-CL.
Purificacion: 2.30 min. Transferencia 0.41 min.

Condiciones.: prederivatizacion con FMOC; C-1 Spherisorb C18 (30x4.6mm, 5 um); C-2
Adsorbosphere NHjy (250x4.6mm, 5 um); volumen de inyeccion 2 ml; deteccion por
fluorescencia con Agy = 263 nmy Agy = 317 nm; T=30°C.
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En conclusién, se han desarrollado procedimientos de andlisis que permiten tanto la
determinacién individual de residuos de glifosato y de AMPA como la determinacién
conjunta de ambos. Se trata de metodos con elevada capacidad de andlisis
(aproximadamente 50 muestras diarias), gracias a la eliminacién "on-line" del exceso de
reacttvo FMOC y al corto tiempo de andlisis al utilizar la técnica de columnas acopladas.
Ademds, son procedimientos robustos, ya que, a lo largo de los experimentos realizados, la
columna C18 (C-1) mantuvo su resolucién y no fue necesario el reajuste de las condiciones
de purificacién y de transferencia. Sin embargo, la columna amino (C-2), como ya se
observé anteriormente para glufosinato, sufrié una pérdida gradual de eficiencia, sélo
advertible tras dos meses de uso continuado, lo que provocd una disminucidn de los tiempos
de retencion (especialmente para el glifosato).

El método propuesto supone un medio rdpido, sensible y selectivo de analizar
residuos de glifosato, junto con su principal metabolito AMPA, en muestras de aguas a
niveles del orden de 0.1 pg-1-1.

Ademds, se ha explorado la posibilidad de aplicar el procedimiento CL-CL a
extractos de suelos con resultados muy satisfactorios, obteniéndose un limite de deteccién
de 6.5 ng-g-l, muy inferior a los habitualmente propuestos en la bibliografia consultada,
siempre superiores a 50 ng-g-1.
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— Las tecnicas cromatograficas acopladas hacen uso de dos o mas columnas con objeto
de conseguir separaciones que no serfan posibles con un tnico sistema
cromatogréfico. En estas técnicas se efectia la preseparacién de los componentes de la
muestra en una primera columna cromatografica y, posteriormente, una fraccién muy
pequefia de la muestra, conteniendo los analitos, se transfiere "on-line" a la segunda
columna, en la que tiene lugar la separacién de los mismos.

Las ventajas mds importantes del acoplamiento CL-CL son la mejora de selectividad,
aumento de sensibilidad — con la posibilidad de inyectar grandes volimenes de
muestra — y la capacidad de automatizacion, lo que hace que esta técnica tenga gran
futuro en andlisis de residuos de pesticidas.

— De la revisién blibliogrdfica efectuada, se deduce que la mayorfa de los métodos
existentes para el andlisis de residuos de herbicidas fenoxidcidos utilizan extraccién
liquido-liquido y determinacion por cromatograffa de gases con derivatizacion previa.
Se trata de procedimientos laboriosos, con poca capacidad de andlisis, y que utilizan
gran cantidad de disolventes orgdnicos y agentes derivatizantes toxicos. Ademds,
apenas existen trabajos en los que se determinen conjuntamente todos los herbicidas
fenoxidcidos a niveles proximos a 0.1 pg-1-1, especialmente utilizando extraccién en
fase sélida.

Cabe resaltar el interés en analizar estos compuestos a nivel de residuos debido a su
movilidad en suelos, pudiendo llegar a contaminar las aguas subterrdneas. Por ello,
los herbicidas 2,4-D, 2,4-DP, 2,4,5-T, MCPA y MCPP estdn incluidos en la lista de
contaminantes prioritarios de la Comunidad Econémica Europea.

— Se ha desarrollado un procedimiento para la determinacion de residuos de ocho
herbicidas fenoxidcidos basado en la extraccién y posterior purificacién, ambas en
fase sélida, y andlisis por acoplamiento CL-CL con deteccién UV. Este procedimiento
permite la determinacién de estos compuestos a niveles inferiores a 0.1 pg1-l en
distintos tipos de aguas.

La combinacién de la extraccién en fase sélida y el acoplamiento CL-CL aporta
numerosas ventajas: menor tiempo de andlisis, menor manipulacién de la muestra —
sin necesidad de derivatizacion previa —, extraccién simultdnea de varias muestras,
menor uso de disolventes orgdnicos, elevada selectividad e incremento de sensibilidad,
al poder inyectar grandes volimenes de muestra.
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El procedimiento propuesto se puede ampliar, incluyendo el herbicida dicamba, con
una ligera modificacién en las condiciones cromatogréficas.

No se han encontrado en la bibliograffa procedimientos para el andlisis de residuos de
glufosinato, a excepcién del propuesto por el fabricante (Hoescht), basado en la
determinacién por cromatografia de gases previa derivatizacion con
trimetilortoacetato. Aunque presenta un buen limite de deteccion, es extremadamente
largo y tedioso, con una duracién total estimada en unas 7 horas. Por ello, se
requieren métodos de sensibilidad andloga, pero mucho mds selectivos y rdpidos, con
la elevada capacidad de andlisis necesaria para realizar estudios de control de
contaminacioén.

Se ha desarrollado un procedimiento para el andlisis de residuos de glufosinato en
muestras de agua basado en la prederivatizaciéon con FMOC y determinacién por CL-
CL con deteccién fluorescente, Se trata del primer procedimiento que utiliza la
cromatograffa liquida para la determinacidn de este herbicida. Mediante la inyeccién
directa de 2 ml de muestra, se puede conseguir un limite de deteccién de 0.16 ng-1-1,
con una alta capacidad de andlisis (al menos de 50 muestras por dia) debido al corto
tiempo de andlisis al utilizar la técnica de columnas acopladas. Mediante una simple
concentracién de la muestra en rotavapor se puede rebajar ficilmente el limite de
deteccién por debajo de 0.1 pg-1-1.

La mayorfa de los métodos propuestos para el andlisis de residuos de glifosato y
AMPA se basan en la utilizacién de la cromatografia liquida con derivatizacién
postcolumna usando el reactivo OPA, lo que obliga a incluir una etapa de hidrdlisis
previa a la derivatizacién ya que este reactivo no reacciona con aminas secundarias
(glifosato). El montaje experimental necesario para aplicar estos procedimientos es
complejo, lo que, unido al uso de columnas de intercambio catidnico, da lugar a la
obtencién de picos cromatogrificos anchos. Ademds, para alcanzar limites de
deteccién préximos a 0.1 pg-1-l es necesaria una etapa de concentracién de la
muestra.

La utilizacién del reactivo FMOC permite efectuar una derivatizacién en precolumna
con lo que se simplifica considerablemente el disefio instrumental. Este reactivo
presenta la ventaja de reaccionar tanto con aminas primarias como secundarias aunque
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su caricter fluorescente exige su eliminacion previa a la inyeccién en el sistema
cromatografico.

—  Se ha desarrollado un procedimiento para la determinacién de residuos de glifosato y
AMPA en muestras de agua basado en la prederivatizacién con FMOC y andlisis por
CL-CL con deteccién fluorescente. La eliminacién del exceso de FMOC se lleva a
cabo de modo automatizado, con lo que se simplifica el procedimiento y se acorta
considerablemente el tiempo de andlisis.

Se han propuesto métodos para la determinacién individual de residuos de glifosato y
de AMPA, asf como para la determinacién conjunta de ambos. Mediante la inyeccion
de 2 ml de muestra se pueden conseguir limites de deteccién de 0.1 pg-1-! para los
dos compuestos

Modificando ligeramente los tiempos de transferencia y purificacién, se puede
conseguir un método conjunto para el andlisis de glifosato, glufosinato y AMPA en
muestras acuosas.

El procedimiento propuesto para el andlisis conjunto de glifosato y AMPA también se
ha aplicado satisfactoriamente a extractos de suelos con lo que se demuestra el
potencial del acoplamiento CL-CL para este tipo de muestras.

— Todos los métodos propuestos en esta Memoria para el andlisis de residuos de
glifosato, glufosinato y AMPA se caracterizan por su sencillez, rapidez, buena
selectividad y alta sensibilidad. Se ha demostrado su aplicabilidad a distintos tipos de
aguas, obteniendo en todos los casos recuperaciones y precisiones satisfactorias.
Ademds, son métodos robustos ya que, a lo largo de las experiencias realizadas, la
columna C-1 (C18) mantuvo su resolucion, no siendo necesario reajustar las
condiciones de purificacion y transferencia. La columna C-2 (amino), aunque sufrié
una pérdida gradual de eficiencia, sélo fue notoria tras dos meses de uso continuado.





