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Resum

RESUM

El glifosat, N-(fosfonometil) glicina, és un dels herbicides més utilitzats arreu del
mon a causa de la seva baixa toxicitat i al seu ampli espectre d'aplicacid. A conseqliencia
del gran Us que sen fa, és necessari monitoritzar aquest compost i € seu principa
metabolit, I'acid aminometilfosfonic (AMPA), en vegetals i en el medi ambient. Shan
descrit diversos métodes instrumentals basats en cromatografia de gasos (GC) i de liquids
(HPLC), sent aquesta darrera |I'opcié més favorable a causa del caracter polar dels analits.
Per assolir nivells de concentraci6 baixos cal, pero, la preconcentracio dels analits.

En aguest treball sestudien diferents alternatives amb aguest objectiu. Sha avaluat
la tecnica de membrana liquida suportada (SLM), que combina dues extraccions liquid-
liquid en un sol pas. La membrana consisteix en una dissolucio organica, que conté un
transportador (en el nostre cas, un bescanviador d'anions comercial, Aliquat 336), que
impregna un suport polimeéric micropords gque se situa entre dues solucions aquoses: la de
carrega, que conté els andlits inicialment, i la receptora, on es retenen els andlits després
del seu transport a través de la membrana. Sha estudiat |la composicié quimica de les
diferents fases que formen e sistema, aixi com la geometria que proporciona els millors
resultats. La fase organica més eficag és laformada per Aliquat 336 0,2 M en dodeca: 4 %
dodecanol. Les condicions d'extraccid més adequades sobtenen treballant en medi basic
amb una dissolucié de NaOH 0,1 M, on els andlits estan en forma anionica. Pel que faala
retroextraccio, sassagen diferents solucions d'éucid. Les majors recuperacions dels andits
s aobtenen amb HCI 0,1 M o NaCl 0,5 M, la qual cosa indica que I'ié clorur és la forca
impulsora del transport.

Un cop dissenyat el sistema, es duen a terme experiments de preconcentracié amb
dues geometries diferents. un sistema de membrana laminar (LSLM) on recircula la fase
receptora i un sistema de fibra buida (HFSLM). Els millors resultats sobtenen amb €l
modul de fibra buida, amb factors de concentracié de 25 i 3 per a glifosat i AMPA,
respectivament, fent recircular durant 24 hores 100 ml de soluci6é de carrega i 4 ml de
soluci6 receptora. Per tant, €l sistema proporciona bons resultats per a glifosat, perd no per
aAMPA, jaque € seu transport és més afectat per la competéncia d'altres anions presents
aladissolucio de carrega.

Per millorar els resultats, saplica una tecnica més selectiva, la cromatografia
d'afinitat amb 16 metal-lic immobilitzat (IMAC), basada en la interaccio entre els analits i
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un metal immobilitzat en una resina a través d'un grup funcional d'aquesta. En aguest
estudi simmobilitza pal-ladi a grup funcional 8- hidroxiquinoleina de la resina amb matriu
acrilica Spheron Oxine 1000 i savalua per a l'extraccio i preconcentracio de glifosat i
AMPA. Per a ambdds andlits I'adsorcio és del 100 % i les recuperacions son superiors al
80% i al 60 % per aglifosat i AMPA, respectivament, utilitzant HCl 0,1 M + NaCl 1 M
com a eluent. També es prtifiquen aiglies naturals de diferents procedéncies amb 1 i
10 g/l de glifosat i AMPA, i en passar-les per la resina sobtenen recuperacions gque
oscil-len entre el 80-90 % per aglifosat i € 60-80 % per aAMPA.

Aquests resultats es comparen amb €els obtinguts amb dues resines més, també
carregades amb pal-ladi: lontosorb Oxin 100, que té e mateix grup funciona perd matriu
de cd-lulosa, i Spheron Thiol 1000, on & grup funcional és un tiol i la matriu també és
acrilica. Per a glifosat els resultats son similars amb totes les resines, pero per al’AMPA la
resina Spheron Thiol és la que proporciona els millors resultats, amb recuperacions
superiors a 93 %.

Finalment, una altra opci0 estudiada és l'acoblament de dues columnes de
cromatografia liquida (LC-LC). A la primera columna es duu a terme la purificacié de la
mostrai ala segona columna es produeix la separacio dels analits. Amb aquest acoblament
es millorala selectivitat (a la segona columna no hi arriben els interferents) i la sensibilitat,
gracies a la introduccié de volums grans de mostra, i es poden disminuir els limits de
deteccio (LOD). En I'estudi I'objectiu és millorar € métode existent per a glifosat i AMPA
en aigies naturals on e LOD era de 0,25 ng/l. El métode consisteix en la derivatitzacio
precolumna amb € reactiu fluorescent FMOC i l'analis amb [‘acoblament LC-LC-
fluorescéncia. Variant Ileugerament les condicions de derivatitzacio (volums i
concentracions de les mostres i reactius implicats) saconsegueix quantificar 0,1 ng/l de
glifosat i AMPA. Es fortifiquen aiglies naturals (potable, subterraniai superficial) amb 0,1,
1i 10 ny/l dels andlits per validar e metode. Sobtenen recuperacions d’entre el 85 % i €
100 %, amb desviacions estandard relatives inferiors a 8 %.

Aplicant una tecnica de preconcentracio previa ala derivatitzacid i analisi utilitzant
una resina de bescanvi anionic, Amberlite®lRA-900, es millora la sensibilitat del métode |

Sassoleix un LOD per a glifosat de 0,02 my/l.




Resumen

RESUMEN

El glifosato, N-(fosfonometil) glicina, es uno de los herbicidas més utilizados en €l
mundo debido a su bga toxicidad y a su amplio espectro de aplicacion. Como
consecuencia de su gran utilizacién es necesario controlar este compuesto y su principal
metabolito, acido aminometilfosfonico (AMPA), en vegetales y en €l medio ambiente. Se
han descrito varios métodos instrumentales basados en cromatografia de gases (GC) y de
liquidos (HPLC), siendo esta Ultima opcidn la més adecuada debido al carécter polar de los
analitos. Pero para determinar concentraciones residuales es necesaria la preconcentracion
de los andlitos.

En este trabajo se estudian diferentes alternativas con este objetivo. Se ha evaluado
la técnica de membrana liquida soportada (SLM), que combina dos extracciones liquido-
liquido en una sola etapa. La membrana consiste en una disolucion organica, que contiene
un transportador (en nuestro caso, un intercambiador de aniones comercia, Aliquat 336),
gue impregna un soporte polimérico microporoso que se sitla entre dos soluciones
acuosas. la de carga, que contiene inicialmente los analitos, y la receptora, donde éstos
guedan retenidos después de su transporte a través de la membrana. Se ha estudiado la
composicion quimica de las diferentes fases que componen el sistema, asi como la
geometria que proporciona los mejores resultados. La fase organica mas favorable es la
formada por Aliquat 336 0,2 M en dodecano: 4 % dodecanol. Las condiciones de
extraccion mas adecuadas se obtienen trabgjando en medio basico con una disolucion de
NaOH 0,1 M, donde los analitos estan en forma anionica. Respecto a la retroextraccion, se
ensayan varias soluciones obteniéndose recuperaciones mas elevadas de los analitos con
HCI 0,1 M o NaCl 0,5 M, indicando que € i6n cloruro es la fuerza impulsora del
transporte.

Una vez disefiado € sistema, se llevan a cabo experimentos de preconcentracion
utilizando dos geometrias diferentes. un sistema de membrana laminar (LSLM) donde
recircula la fase receptoray un sistema de fibra hueca (HFSLM). Los mejores resultados se
obtienen con & maodulo de fibra hueca, con factores de concentracion de 25 y 3 para
glifosato y AMPA, respectivamente, haciendo circular durante 24 horas 100 ml de solucion
de carga y 4 ml de solucion receptora. Por lo tanto € sistema proporciona buenos
resultados para glifosato, pero no para AMPA, ya que su transporte resulta més afectado

por la competencia de otros aniones presentes en la solucion de carga.
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Para mgjorar estos resultados, se aplica una técnica mas selectiva, la cromatografia
de afinidad con i6n metdico inmovilizado (IMAC), que se basa en la interaccion entre los
analitos y un metal inmovilizado en una resina mediante un grupo funcional de ésta. En
este estudio se inmoviliza paladio d grupo funciona 8 hidroxiquinolina de la resina con
matriz acrilica Spheron Oxine 1000 y se evalUa para la extraccion y preconcentracion de
glifosato y AMPA. Para ambos analitos la adsorcién es del 100 % y las recuperaciones son
superiores al 80 % y al 60 % para glifosato y AMPA, respectivamente, utilizando HCI 0,1
M + NaCl 1 M como eluyente. También se fortifican aguas naturales de diversos origenes
con 1y 10 ng/l de dlifosato y AMPA, y pasandolas por la resina se obtienen
recuperaciones que oscilan ertre & 80-90 % para glifosato y 60-80 % para AMPA.

Estos resultados se comparan con los obtenidos con dos resinas mas, también
cargadas con paladio: lontosorb Oxin, que tiene e mismo grupo funciona pero matriz de
celulosa, y Spheron Thiol 1000, donde el grupo funcional es un tiol y la matriz también es
acrilica. Para glifosato se obtienen resultados similares con todas las resinas, pero para
AMPA la resina Spheron Thiol es la que proporciona los mejores resultados, con
recuperaciones superioresa 93 %.

Finamente, otra opcidon estudiada es el acoplamiento de dos columnas de
cromatografia liquida (LC-LC). En la primera columna se lleva a cabo la purificacion de la
muestra y en la segunda columna se produce la separacion de los analitos. Con este
acoplamiento se mejora la selectividad (los interferentes no acceden a la segunda columna)
y la sensibilidad, gracias a la introduccion de volUmenes grandes de muestra, y se pueden
disminuir los limites de deteccion (LOD). En este estudio el objetivo es megjorar el método
existente para glifosato y AMPA en aguas naturales donde el LOD era de 0,25 ng/l. El
método consiste en la derivatizacion precolumna con € reactivo fluorescente FMOC y €l
andiss mediante acoplamiento LC-LC-fluorescencia. Variando ligeramente las
condiciones de derivatizacion (volUmenes y concentraciones de las muestras y reactivos
implicados) se consigue cuantificar 0,1 ng/l de glifosato y AMPA. Se fortifican aguas
naturales (potable, subterranea y superficial) con 0,1, 1 y 10 ny/l de los ardlitos para
validar e método. Se obtienen recuperaciones entre €l 85 % y e 100 %, con desviaciones
estdndar relativas inferiores a 8 %.

Aplicando una técnica de preconcentracion previa a la derivatizacion y andlisis
utilizando una resina de intercambio anionico, Amberlite®] RA-900, s mgora la

sensibilidad del método y se consigue un LOD para € glifosato de 0,02 ny/l.
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SUMMARY

Glyphosate, N-(phosphonomethyl)glycine, is one of the most widely used
herbicides in the world due to its low mammal toxicity. Therefore, there is a great interest
in the monitoring of this compound and its mgjor metabolite aminomethylphosphonic ecid
(AMPA), in plants and in environmental matrices. A great variety of methods based on gas
chromatography (GC) and liquid chromatography (HPLC) have been applied for the
determination of glyphosate and AMPA. HPLC is the most popular option due to the polar
nature of both compounds. However, the analysis of these compounds at residue levels
requires the use of preconcentration techniques.

In this work we have studied different alternatives to this am. We have evaluated
the supported liquid membrane (SLM) technique, which combines two liquid-liquid
extractions in one step. The membrane consists of an organic solution, which contains the
carrier (in this case a commercial anion exchanger extractant, Aliquat 336), that
impregnates a microporous polymeric support placed between two aqueous solutions: the
feed solution, which initially contains the analytes, and the stripping solution, where the
analytes are retained after their transport through the membrane. The influence of the
chemical composition of the system as well as the membrane geometry on the transport
properties has been investigated. The best results were obtained when working with 0.2 M
Aliguat 336 in dodecane modified with 4 % dodecanol. The best extraction conditions
were achieved by working with a basic pH adjusted with NaOH 0.1 M, where the analytes
are present in their anionic form. Among the different stripping solutions tested, a 0.1 M
HCI or a 0.5 M NaCl solution gave the best results, indicating that the chloride ion is the
responsible for the transport.

Under these chemical conditions some preconcentration experiments were run
using two different geometries of the membrane: a laminar membrane system (LSLM)
where the stripping solution can be recirculated and a hollow fiber liquid membrane
(HFSLM). The best results were obtained for the liquid membrane system in HF
configuration, with concentration factors of 25 and 3 for glyphosate and AMPA,
respectively, after recirculation during 24 hours of 100 ml of feed solution and 4 ml of
stripping solution. In conclusion, the system gives favourable results for glyphosate, but
not for AMPA, which is more affected by the competence of other anions in the feed

solution.
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In order to improve these results, a more selective technique is applied,
immobilised metal ion affinity chromatography (IMAC), which is based on the interaction
between the analytes and a metal immobilised in a resin through a functiona group. In this
work we have immobilised palladium through the chelating group 8-hydroxyquinoline of
the acrylic resin Spheron Oxine 1000 and it has been evaluated for the preconcentration of
glyphosate and AMPA. 100 % adsorption has been obtained for both analytes and the
recoveries are higher than 80 % and 60 % for glyphosate and AMPA, respectively, using
0.1 M HCl + 1 M NaCl as eluent. Moreover, natural waters of different origin are spiked
with 1 and 10 ng/l of glyphosate and AMPA and after processing them through the resin
recoveries between 80-90 % are obtained for glyphosate and between 60-80 % for AMPA.

These results are compared with the results obtained working with two different
resins also charged with palladium: lontosorb Oxin 100, which has the same functional
group but cellulose matrix, and Spheron Thiol 1000, which a thiol functional group and
acrylic matrix. The results for glyphosate are similar with al the resins tested, but for
AMPA the best results are obtained with Spheron Thiol with recoveries higher than 93 %.

Finaly, another option studied is the coupling of two liquid chromatographic
columns (LC-LC). In the first column takes place the clean-up of the sample and in the
second column the analytes are separated. With this coupled-column LC system the
selectivity is improved (because the interferents do not get to the second column), and also
the sensibility due to the large volume injection of sample, and the limits of detection
(LOD) can be decreased. In this work the objective is to improve the existing method for
the analysis of glyphosate and AMPA in natural waters which had a LOD of 0.25 ng/l. The
method consists of the pre-column derivatization with the fluorescent reagent FMOC and
the analysis by LC-LC-fluorescence detection The derivatization step has been dightly
modified by changing parameters as the volume and/or the concentration of sample and
reagents with the aim of decreasing the limits of quantification of glyphosate and AMPA
down to 0.1 ny/l. Different water samples (drinking, surface and groundwater) spiked with
glyphosate and AMPA at three concentration levels (0.1, 1, 10 ng/l) were analysed by the
improved method yielding recoveries between 85-100 % with relative standard deviations
lower than 8 %.

Additionally, the potential of an anion-exchange resin, Amberlite® 1RA-900, for
preconcentration of glyphosate, previously to the derivatization step, has been investigated.
In this way the LOD of the parent compound has been lowered to 0.02 nyy/l.
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Abreviacions

AAS L Absorcio atomica de flama

Aliquat 336 .......ccceeeveeeieenne Nom comercial del clorur de tricaprililmetilamoni

AMPA ... Acid aminometilfosfonic

AS . Autoinjector

C-Loeeee e Primera columna en un acoblament LC-LC

C-2e e Segona columna en un acoblament LC-LC

CE .o Electrofores capil-lar

D2EHPA ... Acid di-(2-etilhexil)fosforic

ECD e, Detector de captura d'electrons (el ectron capture detector)

ELISA .o, Immunoassaig lligat al'enzim (enzyme-linked immunosor bent
assay)

EPA ..o, Agéncia de Protecci6 del Medi Ambient dels Estats Units
(Environmental Protection Agency of the United States)

F o Factor de concentracié

D Deteccio amb fluorescéncia

FMOC......ieeeieeiee Cloroformiat de 9-fluorenilmetil

[ I Detector de fotometria de flama (flame photometric detector)

GCoieeeee e Cromatografia de gasos

] S Glifosat

8-HOX .o 8-hidroxiquinoleina

HV e, Vavuladaltapressio

[C e Cromatografia ionica

L. Diametre intern

IMAC ... Cromatografia d'afinitat amb 16 metal -lic immobilitzat
(immobilized metal ion affinity chromatography)

Kelex 100.......cccccoveveeeiieennnnne 7-(4-¢til- 1- metiloctil)-8-hidroxiquinoleina

LCOHPLC....ccooeiies Cromatografia liquida d'alta resolucio

LC-LC.oreeeeeeeeeee, Acoblament de dues columnes de cromatografia liquida

LCBO ..ot Concentracio letal 50 (lethal concentration 50)

(150 R Dosi letal 50 (lethal dose50)

LLE e Extraccio liquid-liquid
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Abreviacions

LM e, Membrana liquida

LOD ..o Limit de deteccid

MIT o Transferéncia d'io metd -lic

MS.. s Espectrometria 0 espectrometre de masses
NPD ..o, Detector de nitrogen-fosfor (nitrogen-phosphorous detector)
OPA-MERC.......ccocvririiennns o-ftaladehid- 2-mercaptoetanol

P Permeabilitat

PPD e Parts per bilio

0]0] 1 1 OSSR Parts per milio
PS-DVB....cccooovvirrieeeiene Poliestire-divinilbenzé

FPMciiiieeee e Revolucions per minut

RSD....coeeere e Desviaci6 estandard relativa

M e Membrana liquida suportada

SPE ..o Extracci6 en fase solida
SPME.....coiiiieiececeeeene, Microextraccio en fase solida
TLA-HCIL..ooiiie Clorur de trilaurilamoni
TSCleiieeee Clorur de p-toluensulfonil
UV-ViS..oiieeneeseeen Deteccio amb ultraviolat- visble
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1.1.ELSPLAGUICIDES

L'agricultura actual exigeix un esfor¢ dirigit a estudiar, desenvolupar i valorar
estratégies que assegurin i incrementin la productivitat per garantir € subministrament
d'aliments de qualitat a la creixent poblacié mundial.

En aquest sertit, laintroduccié de productes quimics agricoles, com els fertilitzants
i els plaguicides, va revolucionar l'agricultura. En l'actualitat han arribat a ser
indispensables fins a punt que estudis redlitzats per I'Organitzacio de les Nacions Unides
per a I'Agricultura i I'Alimentacié (FAO) consideren que una supressio total dels
plaguicides provocaria perdues del rendiment dels conreus de més d'un 50 %, mentre que
actualment se’ n perd menys d'un 30 % [1].

Un plaguicida és una substancia 0 mescla utilitzada per prevenir, destruir, repel lir o
mitigar qualsevol plaga [2]. Aquesta definicio inclou també les substancies que es fan
servir com a reguladores del creixement de la planta, els defoliants i els dessecants, pero

exclou els productes fertilitzants.
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Actualment arreu del mon s utilitzen centenars de plaguicides de diferent naturalesa
guimica majoritariament en agricultura, per eliminar les males herbes, les plagues i ds
fongs dels cultius, tot i que també tenen aplicacions no agricoles, com el control de males
herbes en vies de ferrocarril, carreteres, caminsi arees industrials.

Malgrat que els beneficis obtinguts amb I's de plaguicides sdn nombrosos, la
utilitzacié a escala mundial de quantitats creixents d'aquests compostos ha donat origen a
tot un seguit de problemes que afecten el medi ambient i la salut humana.

Pel que faa medi ambient, com a conseguiéncia de la gran quantitat de plaguicides
utilitzats, € seu ampli espectre d'aplicacié i les seves propietats fisicoquimiques, sha
produit un augment de la seva presenciaen l'aire, € sl i I'aigua.

Ca esmentar que, després d' aplicar-1o, € plaguicida pot estar sotmeés a diferents
processos. volatilitzacio, adsorcié en sols amb un contingut elevat de matéria organica o
argiles, transport cap a aigles superficias i subterranies i degradacié quimica,
microbiologica, termicai fotolitica

La presencia de plaguicides en aigles subterranies basicament depén de les
propietats fisiques i quimiques del compost implicat: solubilitat, persistenciai lixiviacio.

La contaminaci6 de les aiglies és un dels problemes que generen més preocupacio
entre els consumidors a causa dels riscos toxicol 0gics que comporta. Per agquest motiu és
molt important € desenvolupament de métodes que permetin determinar la concentracio de
plaguicides presents a les aiglies i especialment a les destinades a consum huma. Molts
d'aguests métodes impliquen una etapa de preconcentracio, una etapa de purificacio (clean-
up) i una separacié mitjancant cromatografia de gasos o de liquids.

Practicament totes les técniques d'analisi de compostos organics son aplicables a la
determinacié dels plaguicides. Entre aquestes tecniques podem esmentar les técniques
espectrofotomeétriques en les zones del visible, infraroig i ultraviolat, que presenten
lavantatge que no requereixen instrumentacié gaire complexa i, per tant, poden ser
utilitzades per molts laboratoris; o les tecniques electroquimiques com ara la polarografia,
o altres tecniques com |'espectroscopia de ressonancia magnética nuclear il'espectrometria
de masses, per0 aquestes dues Ultimes tenen l'inconvenient de requerir instruments
costosos i personal tecnic especialitzat. Perd, sens dubte, son les técniques
cromatografiques les que més s utilitzen en la determinacioé de la major part d'aquests

compostos.
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Els plaguicides es poden classificar seguint diferents criteris: funcional, quimic,
toxicologic [2].

La classificacio funcional es basa en I'organisme sobre el qual actuen. Les classes
principals, laimportancia de les quals es pot mesurar pel valor comercial respectiu, son:

- herbicides (actuen sobre les males herbes)

- insecticides (sobre els insectes)

- fungicides (sobre els fongs)

La classificacid quimica és interessant des del punt de vista sanitari, ja que els
efectes sobre la salut son caracteristics i diferents per a cada familia de plaguicides. Es
important saber la composicié quimica dels plaguicides per poder preveure els efectes que
poden provocar en la salut humanai en e medi ambient i per elaborar tractaments eficagcos

per eliminar-los.

1.2. ELSHERBICIDES

Del volum total de plaguicides que s utilitzen a Europa, la majoria son herbicides.
Els herbicides sapliquen basicament per eliminar les males herbes que competeixen amb
els cultius. Per tant, per ser Gtil com a herbicida, €l producte ha de ser selectiu per a les
males herbes.

El control de les males herbes va aparéixer a principis de segle amb I'aplicacié de
sulfat de coure per eradicar les herbes presents als cultius [3]. Posteriorment van adquirir
molta importancia els productes organics de sintesi i actuament existeixen centenars
d'herbicides que pertanyen a families de compostos quimics molt diferents [1]:

- fenoxiacids (2,4-D, MCPA)

- amides (alaclor)

- compostos piridinics (picloram) i bipiridinics (diquat, paraquat)

- carbamats i tiocarbamats (barban, profam)

- nitroanilines (nitralina)

- compogos fendlics (pentaclorofenol)

- compostos striazinics (atrazina, simazina)

- derivats de la urea (linuron)

- derivats organofosforats (glifosat)
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El glifosat és I'nerbicida en € qual se centra aguesta tesi | per tant, les seves

caracteristiques es comentaran amb més detall en €ls apartats seglients.

Basant-se en I'Us, les propietats fisicoquimiques i la persisténcia, es va establir una
llista d'herbicides prioritaris en paisos mediterranis com Franga, Italia, Grecia i Espanya
[4]. La llista (Taula 1.1) considera els herbicides que poden provocar la contaminacio
d'estuarisi costes. La seleccio dels herbicides té en compte el seu Usi € seu temps de vida

mitja. Com es pot veure alataula, € glifosat és un dels herbicides que shi han inclos

Taula 1.1. Herbicides problematics a la regié mediterrania

Alaclor EPTC Metribuzina
Amitrole Etalfluralina Molinat
Atrazina Etofumetasa Napropamida
Bentazona Flamprop-M-isopropil Neburon
Bromoxinil Glifosat Paraquat
Butilat | soproturon Pendimetalin
Carbetamida Linuron Fenmedifan
Clortoluron MCPA Prometrina
2,4-D Mecoporp Simazina
Dial -lat M etamitron Acid tricloracétic
Diclobenil Metazaclor Terbumeton
Diclofop-metil  Metabenztiazuron Terbutilazina
Dinoterb Metobromuron Terbutrina
Diquat Metolaclor Trialat
Diuron Metoxuron Trifluralina
DNOC

A mésdaguesta llista, en diferents paisos europeus també se nhan establert d'altres
per aixi indicar quins plaguicides concrets shan de monitoritzar a cada zona en funcio de
les dades existents sobre € seu Us, lixiviacio, persistencia, bioacumulacié potencial,
toxicitat i possibles efectes sobre € medi ambient. Es important revisar aquestes llistes
periodicament a causa de la possible introduccié de nous compostos que substitueixin els
existents.

A més de la classificacio dels herbicides en funcié de la seva estructura quimica,
també es poden fer atres classificacions en funcié de difererts criteris, com es mostra a la
Taulal1l.2.
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Taula 1.2. Diferents criteris de classificacio dels herbicides

Criteri de classificacio Herbicida

Acci6 sobre les plantes total (no selectiu)
selectiu

Acci6 sobre les males herbes de contacte
sstémic
residual

Mode d'aplicacio de presembra o preplantacié
de preemergencia
de postemergencia

Sistema d'aplicacio total
dirigit

Es classifiquen com a selectius quan afecten les maes herbes, perd no el cultiu, i
com a no selectius o totals quan ataguen tota la vegetacio en general. Per0, tot i ser no
selectius poden aplicar-se de manera que només afectin les males herbes.

Segons e mode d'actuacio, també es classifiquen en herbicides de contacte,
sistemics i residuals. Els primers actuen rapidament i només destrueixen la zona de les
males herbes on es produeix el contacte directe. Els sistémics es desplacen per la planta i,
per tant, poden destruir zones allunyades d'on sha fet I'aplicacio, i €s residuals s apliquen
al sl abans que neixin les herbes 0 quan estan germinant.

Un dtre métode de classificacio és en funcio del moment de I’ aplicacio: uns dies
abans de plantar el cultiu (presembra o preplantacid), abans de I'aparicio dels primers
brots (preemergencia) o després que comencin a sorgir les plantes, tant els cultius com les
males herbes (postemergeéncia).

Finalment, una altra classificaci6 es basaen € sistema d'aplicaci6. Es poden aplicar
de manera que només cobreixin la linia on hi ha € cultiu (dirigit), que incloguin tota la
zona (total), o també es poden aplicar en zones molt concretes on hi ha les males herbes o

directament sobre aquestes.

Ca esmentar que en els darrers anys Sestan dissenyant plantes mitjancant
manipulacio genetica que son resistents als herbicides, pero els cientifics consideren que

aguestes plantes en redlitat poden arribar a triplicar I's dels herbicides, ja que alguns
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agricultors, sabent que € seu cultiu és molt resistent, poden aplicar els herbicides en més
guantitats.

Es important destacar que el desenvolupament actual dels herbicides s adrecaa una
selectivitat especifica, de manera que siguin tan segurs com sigui possible per a cultiu,
fent necessaria la combinacié de diferents compostos per destruir les diverses males
herbes. A més, I'Us constant d'un mateix herbicida sobre un cultiu pot provocar el
desenvolupament daltres especies resistents que abans no tenien cap mena de

protagonisme.

En els darrers anys la creixent preocupaci6 pels riscos toxicol ogics dels plaguicides
ha obligat a utilitzar productes menys toxics aixi com de menor persisténcia en el medi
ambient, cosa que ha provocat un desplacament en I'ls de compostos apolars per
compostos més polars i més facilment degradables. Aquesta nova generacié de
plaguicides, on sinclou € glifosat, presenta, no dostant aixo, una major mobilitat en el
medi ambient, i els seus residus es poden trobar en diferents matrius ambientals

(principalment solsi aigties).

1.3.L'HERBICIDA GLIFOSAT

L'herbicida Roundupo, amb el compost actiu glifosat, va ser introduit el 1974 per la
companyia Monsanto[5].

El glifosat és un herbicida d'ampli espectre d'aplicacio, no selectiu, que Saplica en
la zona de cultiu després de I'aparicio dels brots i que actua sobre la mgjoria de plantes
verdes. Es un plaguicida d'lis general (GUP) i sutilitza tant per a aplicacions agricoles com
no agricoles (com eiminar les males herbes dels costats de camins, carreteres, vies de
ferrocarrils, jardins, etc.). Quan saplica en concentracions baixes també pot actuar com a
regulador del creixement.

Nombrosos estudis fisiologics, bioquimics i genétics han demostrat que el glifosat
controla les males herbes inhibint un enzim present a les plantes, la 5-enol piruvilxiquimat-
3-fosfat sintasa (EPSPS). L'EPSPS és un enzim clau en la ruta de I'acid xiquimic que
nomes es troba en les plantes i en certs microorganismes, pero no en els mamifers, cosa
gue contribueix a disminuir € risc per a aguests s es fa servir e producte de manera

adequada. El 5-enolpiruvilxiguimat-3-fosfat (EPSP) esformaen el sise pasdelarutai ésel
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precursor de I'intermedi que necessiten les plantes per generar els seus metabolits
aromatics, que inclouen els aminoacids essencials com la fenildanina, la tirosina i €
triptofan [6,7,8,9].

Per fer més efectives les formulacions, contenen una mescla de tensioactius, olis
minerals i vegetals, emulsionants i sals que shi afegeixen per transportar meés facilment el
plaguicida fins a la planta o el sol on ha d'actuar, i alhora protegir-lo de I'evaporacio i €
rentat per efecte de la pluja. En alguns casos es preparen mescles granulars que impedeixen
la dispersio rapida del compost i que afavoreixen una accié meés duradora. En altres casos,
els components secundaris del preparat comercial exerceixen una accio sinergica, cosa que
permet I'Us de quantitats més petites del compost actiul.

En el cas del glifosat, les formulacions inclouen aigua i/o un agent tensioactiu, com
€es pot veure en alguns productes comercials com Roundupo, Rodeo? i Accordo, gue tenen
lacomposicié segient:

- Roundup®: glifosat (41 %), tensioactiu polietoxilat tallowamina (15 %) i aigua (44 %)
- Rodeo®: glifosat (53,5 %) i aigua (46,5 %)
- Accord®: glifosat (41,5 %) i aigua (58,5 %) [10]

1.3.1. PROPIETATS FISICOQUIMIQUES

L es propietats fisicoquimiques més importants del glifosat es recullen a continuacio
[11,12]:
Nom cientific : N-(fosfonometil) glicina
Formula molecular : C3H8NO5P
Pes molecular : 169,1 g/mol
Solubilitat: en aigua: 12 g/l a25°C
en dissolvents organics (acetona, etanol): és molt poc soluble
Punt de fusio : 200 °C (és no volatil)

L'estructura quimica del glifosat es mostraen la Figura 1.1.

HOWK\ H/\ﬁi/OH
|

O OH

Figura 1.1. Estructura de I'herbicida glifosat
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El glifosat és un herbicida amb caracter hidrofilic que presenta les constants
d acidesa seglients: pKa; <2 (primer fosfonic), pKa, 2,441 (carboxilic), pKas 5,518 (segon
fosfonic) i pKa 10,083 (amina)[13]. La ionitzacié del glifosat es produeix segons les
reaccions de la Figura 1.2.

o) o)

PK1 ' K2 - '

HO\[(\H(\}L/OH ~— HO “/\E,/o P O\[(\H(\'&,/o

H | 08 Ho L 22 H |
o) OH H o) OH

pK3 pK4 . o)
T2 j\/\ 5
o) o)

Figura 1.2. Equilibris acid-base del glifosat amb els pK corresponents

1.3.2. TOXICITAT

El glifosat i les seves sals son compostos moderadament toxics classificats dintre de
laclasse |l de toxicitat segons I'EPA (Agencia de Proteccio del Medi Ambient dels Estats
Units)[11]. Per tant, els productes que en contenen han de portar la paraula WARNING,
com es pot veurealaTaula 1.3.

Els parametres de toxicitat corresponents ala classe Il on sinclou el glifosat son:

LD50 oral: >50-500 mg/kg

L D50 dermica: >200-2.000 mg/kg

LC50 inhalacio: >0,2-2,0 mg/l

Irritacio ulls/pell: moderada

Taula 1.3. Classificacio de toxicitat segons I'EPA

Classe Toxicitat Indicacio
I Altament toxic DANGER-POISON
Il Moderadament toxic WARNING
" L leugerament toxic CAUTION
A\ Practicament no toxic no
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El glifosat és practicament no toxic per ingestié (LD50 = 5.600 mg/kg en rates) i en
contacte amb la pell (LD50> 5.000 mg/kg), tot i que algunes formulacions provogquen més
irritacio que datres. Per inhalacié és moderadament txic (LC50= 512 mg/l en rates)
[11].

Respecte d' altres efectes més greus, fins ara no hi ha evidencia que tingui efectes
carcinogénics, teratologics, mutageénics, ni que afecti la reproduccid (excepte quan ®
nutilitzen dosis molt elevades). Shan dut a terme experiments amb rates, ratolins, conills i
gossos durant dos anys per determinar-ne els efectes cronicsi només shan observat efectes
sobre els ronyons i fetge en alguns experiments. Finalment, cal comentar que e glifosat
practicament no és adsorbit pel tracte digestiu i és facilment excretat pels mamifers en la
seva forma original. El glifosat sembla que no té tendencia a acumular-se en els teixits
animals.

Es pot concloure que, si sesta exposat poc temps a concentracions per sobre dels
limits permesos, els efectes poden ser congestié dels pulmons i augment del ritme
respiratori i si I'exposicio és de més llarga durada, pot provocar danys als ronyons o efectes
sobre la reproduccio [14].

1.3.3. EFECTES AMBIENTALS

El glifosat sallibera ad medi ambient quan és utilitzat com a herbicida per controlar
les males herbes dels cultius i altres zones (aplicacions no agricoles). Aquests Ilocs poden
estar prop de zones humides, de manera que € glifosat pot arribar a les aigiies. També pot
ser dliberat a medi ambient durant la seva fabricacié, formulacié, transport,
emmagatzematge, venda, netegja i abocament.

La gran efectivitat que presentai € seu ampli espectre d'aplicacio (en molts casos
una sola aplicacié és suficient) permeten als agricultors aplicar € producte en les quantitats
necessaries i no de manera excessiva, fet que redueix la seva presencia en les aigliesi €l
sol.

Com a avantatge cal destacar que el glifosat és fortament adsorbit per la magjoria de
sols, fins i tot els que tenen un baix contingut en matéria organica i argiles i, per tant, la
probabilitat que se’'n produeixi la lixiviacio cap a aiglies subterranies és molt baixa,
malgrat la seva elevada solubilitat en aigua. A més, els microorganismes del sol €
degraden completament en poc temps fins i tot a temperatures baixes. Com a producte

majoritari d’ aquesta degradacié sobté I'acid aminometilfosfonic (AMPA), tal com es pot
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veure a la Figura 1.3. Aquest metabolit també es biodegrada, perd més lentament que el
glifosat.

- . 0o Cl? on C-PLiasa
4 - - OH m
3
glifosat AMPA H0  HO—P—OH
OH
H metilamina o)
| deshidrogenasa :
; H,N—CH, N — » (Cjpcicle
- metabolic
metilamina H formaldehid
H0 II\IHZ +2e+2Ht

Figura 1.3. Possible via de degradacio de glifosat a AMPA

Quan és present ales aiglies € glifosat té tendéncia a adherir-se sobre les particules
de matéria organica en suspensié i sobre les particules minerals i, igual que en el sol, també
és degradat pels microorganismes existents. Aquest compost no Sacumula en els
organismes aquatics.

El temps de vida mitjana de I'herbicida varia de 3 a 130 dies (la mitjana s estima en
47 dies) [12]. El temps de vida mitjana o temps de semidegradaciO Sassocia a la
persistencia del plaguicida en e medi. Quan un plaguicida resisteix els processos de
transformacid i a més no sevapora, sera molt persistent, tindra un temps de semidegradacio
molt llarg i un elevat potencial per contaminar les aigles subterranies. Aix0 és
particularment cert si e mateix plaguicida és molt soluble en aigua i no sadsorbeix a sol.
En genera els plaguicides amb vides mitjanes superiors a 2-3 setmanes han de ser avaluats
pel seu at potencial de contaminaci6 dels aguifers.

El glifosat es considera que té una persistencia moderada, tal com e veu a la

classificacio delaTaula 1.4 [11].
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Taula 1.4. Persisténcia dels plaguicides en funci6 del temps de vida mitjana

Persistencia Temps de vida mitjana
baixa <30dies
moderada 30-100 dies
elevada > 100 dies

1.3.4. REGULACIO

La preséncia de plaguicides a medi ambient i la preocupacié pels seus efectes
toxics va forgar els organismes internacionals oficials a regular les concentracions
maximes admissibles de plaguicides en aliments i també en les aigues, especialment les
superficials i subterranies, que son les que s utilitzen en 'abasament per al consum huma
La Unid Europea, en la Directiva 80/778/EEC, va limitar la concentracié per plaguicides
individualsi productes de transformacio toxics a0,1 ng/l i per lasumatotal de plaguicides
a 0,5 ny/l, sense tenir en compte la seva diferent toxicitat. A més, es va establir una llista
de contaminants prioritaris que shan de monitoritzar, on sincloien diversos plaguicides
(entre les quals no hi ha el glifosat per la seva baixatoxicitat), per protegir el medi ambient
de I'impacte negatiu d'aquests compostos.

En canvi, ds Estats Units, I'Agencia de Protecciéo del Medi Ambient (EPA) va
establir uns limits de concentracio per cada plaguicida individualment en funcio,
basicament, de la seva toxicitat i persistéencia. A més, va establir una llista similar a
I'europea basada en la quantitat utilitzada (>7.000 tones), la solubilitat en aigua (>30 mg/l)
i e temps de vida mitjana d'hidrolisi (>25 setmanes) [15]. També es van incloure
directament en la llista els plaguicides que havien estat detectats en programes de
monitoritzacié previs.

Ca dir que la llista de I'EPA és més completa i més Iogica que I'europes, ja que
també indica el métode oficial d'andlisi, i amésinclou els productes de degradacio, mentre
que al'europea només shi fareferencia lleugerament. Cal esmentar que tots els plaguicides
venuts o distribuits als Estats Units han d'estar registrats per I'EPA, basant-se en estudis
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gue mostrin que poden ser utilitzats de manera que no presentin un elevat risc per ala salut
humana ni per al medi ambient. A més, els plaguicides han d'anar renovant €l seu registre.

La regulacio de glifosat ads Estats Units es va fer efectiva el 1994 [14] i es va
establir com a nivell maxim admissible 700 ny/l, atesa la seva baixa toxicitat. Entre € 1993
i € 1995 esvan fer andlisis freqlents de mostres d'aigua per determinar-ne la presencia per
sobre de 6 ng/l (que és @ limit de deteccio del métode oficia). Si I'andlis era positiva es
continuava monitoritzant.

La restrictiva regulacié europea ha estat fortament criticada per diversos
organismes, que consideren gque € valor maxim admissible shauria de fonamentar en la
toxicitat de cada plaguicida i aquest vaor tan restrictiu només shauria daplicar a
compostos dels quals no es té prou informacié pel que fa a la seva toxicitat i la seva
persistencia en € medi. Els valors que la Unié Europea va establir per als plaguicides a
l'aigua quasi sempre son inferiors als que han acceptat altres organismes internacionals,
com I'Organitzacio Mundial dela Salut (OMS) o I' EPA. Per exemple, en el cas del glifosat,
el limit de la Unio Europea és de 0,1 ng/l (el mateix que per a qualsevol atre plaguicida) i
el de'OMSi I'EPA ésde 700 nyl/l.

Aquesta legidlacié europea provoca que calgui disposar de metodes analitics prou
sensibles que permetin detectar aquests compostos a nivells d'uns 0,02 ng/l (idealment
0,01 ng/l) per poder determinar-los amb prou fiabilitat a nivell exigit de 01 ng/l. A més,
la Uni6 Europeatambé demana que com a maxim els errors (aleatoris + sistematics) siguin
del 20 % [4]. Per aguesta rad shan hagut de desenvolupar metodes d'andlisi prou sensibles
i precisos per poder determinar els plaguicides als nivells exigits.

Finament, es pot dir que, a causa de la gran utilitzacié que sen fa, € glifosat ha
estat sotmes a diversos estudis de toxicitat i d'efectes sobre el medi ambient i les agéncies
reguladores d'arreu del moén han arribat a la conclusio que e glifosat no suposa un risc per
alasalut humanani per al medi ambient quan sutilitza seguint les instruccions indicades a
producte.

Aquestes propietats tan favorables han fet que el glifosat s hagi convertit en un dels
herbicides més utilitzats, tal com es mostra ala Taula 1.5, on es detalen els 10 herbicides
més utilitzats arreu del mon, als Estats Units i a Europa [16]. EI 2000 i el 2001 va ser
I” herbicida més utilitzat [17].
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Taula 1.5. Els 10 herbicides més utilitzats al mén, als Estats Units i a Europa als anys
noranta

Herbicides Usal moén Estats Units Europa
Glifosat X X
Alaclor X

Metolaclor X

Tiobencarb
Paraguat
24-D
Atrazina
Propanil
MCPA
Triflurdina
Butilat

EPTC
Pentimetalina
Cianazina

| soproturon
Clortoluron
MCPP
Maneb

M etam-sodi
Mancozeb
1,3- diclorprope

X X X X X X X X X X
X X X X X x

X X X X X X X

1.3.5. ANALISI DE GLIFOSAT | EL SEUMETABOLIT AMPA

Les dificultats per establir metodes senzills que permetin I'extraccio i la
determinacié de glifosat i AMPA a nivells traca estan lligades a les seves propietats:
elevada solubilitat en aigua, escassa solubilitat en dissolvents organics i capacitat
complexant. Aixo ha fet que els métodes per analitzar glifosat i & seu metabolit siguin en
general tediosos i complicats i que molts laboratoris no disposin de les técniques
adequades. En molts casos e que es fa és adequar un métode per a la determinacié d'aguest
herbicidaal'analisi d'un tipus concret de mostres.

Des de la seva introducci6 fins a l'actualitat shan publicat nhombrosos articles en
gue es proposen diferents métodes analitics per a la seva determinaci6 en diferents matrius
ambientals. Recentment, Stalikas et a. [L8] han fet una revisié dels diferents metodes
publicats per a l'andlisi de plaguicides que contenen grups fosfonics i grups aminoacid, i

gue per tant inclouen glifosat i AMPA.
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Un dels primers metodes, proposat per Glass [19], és un métode colorimeétric on es
mesura |'absorbancia a 830 nm del fosfomolibdat després de la reaccié doxidacio del grup
fosfat del glifosat amb peroxid d'hidrogen. Aquest métode, perd, només és aplicable a
mostres que no contenen fosfor.

Posteriorment |a cromatografia ha esdevingut la técnica més utilitzada. Inicialment
es van proposar metodes emprant la cromatografia en capa prima [20], pero després es van
comencar a desenvolupar metodes per cromatografia de gasos (GC) i liquids (LC), on era
necessaria una etapa de derivatitzacio, per aconseguir la separacio en GC i per millorar la
deteccio en LC tant amb ultraviolat- visible (UV-Vis) com amb fluorescencia (FD).

Tot i que lamajor part de métodes sdn cromatografics, també shan descrit métodes

basats en noves tecniques, com I'electroforesi capil-lar (CE) i I'immunoassaig.

1.3.5.1. M étodes cromatogr afics

1.3.5.1.1. Cromatogr afia de gasos (GC)

La cromatografia de gasos és una de les tecniques més utilitzades per a l'analisi de
plaguicides en aigua. Molts métodes oficials recomanen I'Us d'aguesta tecnica pel gran
poder de resolucié de les columnes capil -lars de GC, I'elevada selectivitat i sensibilitat dels
detectors i la possibilitat d'acoblar €l cromatograf de gasos amb un espectrometre de
masses (MS) que permet alhora identificar i quantificar els plaguicides i, en molts casos,
disminuir-ne els limits de detecci6 (LOD).

La técnica és Util per a moltes classes de plaguicides, pero té aplicacions més
limitades quan es tracta de plaguicides que tenen caracter polar, com €l glifosat, ja que no
son suficientment volatils o no son termicament estables. En aquests casos I'analisi directa
no és possible i ca una etapa prévia de derivatitzacio. Per tant, el pas més critic per
aconseguir un metode reproduible i aplicable en GC és triar una reacci6 de derivatitzacio
robusta, simplei €eficient.

Shan proposat diverses reaccions de derivatitzacié per a ladeterminacio de glifosat
per comatografia de gasos. A la Taula 1.6 es pot veure una relacié de diferents agents
derivatitzants emprats per determinar I'herbicida i € seu metabolit en diferents mostres
ambientals.

Respecte al sistema de deteccio, shan fet servir €l detector de fotometria de flama

(FPD), de nitrogenfosfor (NPD), de captura d'electrons (ECD) i més recentment de
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masses (MS). La detecci6 amb MS permet identificar i quantificar amb seguretat

herbicides amb estructures similars i els seus metabolits a nivell traca. Els métodes

dionitzaci6 emprats han estat la ionitzaci6 quimica (Cl) i la ionitzacié per impacte

electronic (El) i els analitzadors de masses, €l quadripol, la trampa ionica (ion trap) o

I'acoblament MS-M S amb trampa ionica.

Taula 1.6. Metodes per a la determinaci6 de glifosat i AMPA mitjangcant GC.

MTBSTFA (N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)trifluoroacetamida); TFAA (anhidrid trifluoroacetic);

HFB (2,2,3,3,4,4,4-heptafluoro-1-butanol); TFE (trifluoroetanol); TMOA (trimetil ortoacetat).

LOD

Agent derivatitzant Mostra Detector AMPA. G Ref.
MTBSTFA FPD [21]
. MS
agua (ion trap) [22]
S0ls, plantes, teixits MS(EI), 0,01 mg/kg, 3
TFAA-HFB animals, aiglies MS(CI) 0,01 mg/kg [23]
. MSMS 0,05 nu/l,
agua (ion trap) 0,05 ny/l [24]
Isopropilcloroformat . R 0,8 mg/kg,
b ) driJazom 3 aigua, sols, vegetals FPD 12 mg//kg [25]
agua FPD, NPD 10 ny/l [26]
0,01 mg/kg,
plantes NPD 003 rr?g/kg [27]
TFAA-TFE s ECD (28]
dgua ECD, MS(EI) o ”n%’/'l’ [29]
_ R 0,05 ny/l,
aigua, ols MS(EI) 0003 rrr:g//kg [30]
o . 0,29 ny/l,
Acid acétic-TMOA agua MS(EI) 0,65 my/| [31]
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1.3.5.1.2. Cromatogr afia de liquids (LC)

La cromatografia liquida (LC) és apropiada per a I'anaisi de compostos polars. Per
tant, és complementaria a la cromatografia de gasos, ja que permet I'andlisi de compostos
[abils, no volatils i de polaritat ata En molts casos permet I'andlis multiresidual de
plaguicides i dels seus productes de transformacio sense derivatitzar. A més, s ca
derivatitzacio, tant es pot fer mitjancant una reaccié precolumna com postcolumna, cosa
gue no és possible en e cas de GC. Tots aquests avantatges han contribuit d fet que la
cromatografia de liquids hagi desplagat en alguns casos la GC.

En € cas de la determinacio de glifosat i AMPA, la cromatografia liquida ha estat
la técnica més utilitzada a causa de les caracteristiques dels analits. Com a avantatges cal
dir que permet treballar amb sistemes de separacié cromatografica en fase reversai a més
la derivatitzacio es pot dur aterme en solucio aquosa.

La derivatitzacidé és necessaria ja que @ glifosat i I'AMPA no presenten grups
cromofors ni fluorofors que en permetin la deteccio espectrofotométrica. La derivatitzacio
pot ser precolumna o postcolumnai aixo aporta més variabilitat de metodes.

El metode proposat per I'EPA per a I'andis de glifosat en aigua potable (EPA
method 547) es basa en una derivatitzacié postcolumna i deteccié per fluorescencia, tal

com esrecull ala Figura 1.4 [16].

EPA Method 547: Determinaci6é de glifosat en aigua destinada al
consum huma per injecci6 directa aquosa-LC, derivatitzacié
postcolumna i deteccid per fluorescéncia.

- Injecci6 directa de mostres d'aigua filtrades (200 ni).

- Columna LC: columna LC d'intercanvi cationic, 250 x 4,6 mm, Bio-
Rad Aminex A-9, 65 °C, precolumna, empaquetament Cyg.

- Ease mobil: isocratic, 0,005 M KH,PO, i metanol, 96:4 v/v.

- Després de I'elucio a 65 °C, oxidacid amb hipoclorit calcic; el producte
(glicina) es barreja amb o-ftaldehid (OPA) i 2-mercaptoetanol (MERC) a
38 °C per obtenir un derivat altament fluorescent.

- Deteccié amb fluorescencia, excitacié a 340 nm, i deteccid i emissio

mesurada a >455 nm

- LOD: 6,0 ng/l en aigua potable; 9,0 ng/l en aigua subterrania

Figura 1.4. Métode proposat per I'EPA per al'analis de glifosat.
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Diferents autors han proposat métodes aternatius a recomanat per I'EPA per a la
determinacio de glifosat mitjancant una derivatitzacié postcolumna. A la Taula 1.7 es
poden veure diferents agents derivatitzants que shan fet servir. Entre aguests, € més
emprat ha estat el mateix que proposa I'EPA en el seu métode oficial, I'o-ftaldehid-2-
mercaptoetanol (OPA-MERC).

Taula 1.7. Agents derivatitzants postcolumna que s han utilitzat per a la determinacié de
glifosat i AMPA mitjancant HPLC. (FD fluorescéncia; ECL quimioluminiscéncia)

Agent - LOD

derivatitzant Mostra Deteccio AMPA, Gl Ref.

: , 0,05 mg/kg,
aigua, cultius FD (340 nm, 455 nm) 005 mg/kg [32]
agua FD (230 nm, 418 nm) 04 ny/l, 1 ny/l [33]

OPA-MERC : 0,05 mg/kg,
cultius FD (230 nm, 418 nm) 0,07 mgkg [34]
agua FD (340 nm, 455 nm) 2ny/l, 2 ny/l [35]
agua FD (330 nm, 465 nm) 4 ny/l, 2 ny/l [36]
Sols, sediments, ——jy/ _v/is (570 nm) [37]

ninhidrina plantes

UV-Vis (570 nm) 0,98 mg/I [38]
AP~ Morin formulacio FD (400 nm, 480 nm) 14 mg/l, 40 mg/| [39]

Trig(2,2'-bipiridil)- (només Gl)
ruteni(l |) ECL 1,7 rTg/I [40]

Pel que fa a la derivatitzacié precolumna, també ha estat ampliament utilitzada
(vegeu la Taula 1.8). El reactiu més emprat en aquest cas és e 9-fluorenilmetil
cloroformat (FMOC). Es un compost comercia, que reacciona amb els grups amino i que
té una part no polar fluorescent. El compost glifosat-FMOC es forma facilment en medi
alcali i espot detectar amb fluorescéncia a 315 nm.

Tot i que amb algun agent derivatitzant sha fet servir deteccio UV-Vis, la deteccio
amb fluorescéncia ha estat e metode més recomanat i emprat, ja que proporciona limits de

deteccidé més baixos i més selectivitat. Aixo si, també és interessant remarcar que en
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general la resposta lineal d'un detector d'UV-Vis inclou més ordres de magnitud que en el
cas d'un detector de fluorescéncia.

Com que €s detectors emprats en HPLC no permeten identificar els analits,
recentment shan proposat metodes amb LC-MS que permeten la confirmacié de la

preséncia o absencia dels andlits.

Taula 1.8. Agents derivatitzants precolumna que shan utilitzat per a I'analisi de glifosat i
AMPA mitjancant HPLC.

Agent LOD

derivatitzant Mostra Deteccio AMPA, Gl Rel.
FD (270 nm, 315 nm) [41]
: R (només Gl)
aigua, sol FD (254 nm, 313 nm) 10 ngl, 5 mg/kg [42]
agua FD (270 nm, 315 nm) 5ny/l, 10 ny/l [43]
. (només Gl)
sol FD (270 nm, 315 nm) 05 mg/kg [44]
agua FD( 263 nm, 317 nm) 1nyl, 1 ny/l [45]
FMOC
s FD (263 nm, 317 nm) 10 ny/kg [46]
aigua residual ESI/IMS 0,03 ny/l, 0,03 ny/I [47]
. (només Gl)
cultius FD( 263 nm, 317 nm) 05 mg/kg [48]
agua 0,3 mg/l, 0,06 ny/l
ESMS 0,11 mg/kg, 0,53 [49]
plantes
mag/kg
1-fluoro-2,4- \ . 0,1 mg/kg,
dinitrobenze s UV-Vis (405 hm) 0,05 mg/ kg [50)
. R UV-Vis
clorur de agua, sols (240 0 280 nm) 8 ny/l, 10 ny/I [51]
p-toluensulfonil
serum UV-Vis (240 nm) 0,2 mg/l, 0,3 mg/l [52]

Sancho et al. [45] van proposar un métode per a lI'andlisi de glifosat i AMPA amb
injeccié de volums grans i acoblament LC-LC. Aquest métode havia estat optimitzat
préviament per a I'herbicida glufosinat [53], que té una estructura similar a glifosat, i

després es va adaptar amb exit per analitzar també glifosat i AMPA per separat o de
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manera conjunta amb glufosinat (analisi multiresidual).Aquest métode basat en LC-LC es

comentara més ampliament en € capitol 4.

1.3.5.1.3. Cromatografia ionica (1C)

Des que es va introduir as anys setanta, la cromatografia ionica (IC) ha esdevingut
una eina util per determinar substancies ioniques. Com que e glifosat presenta un grup
fosfat fortament ionitzat com a conseqiiencia de les seves propietats acid-base, alguns
autors han proposat métodes basats en aquesta técnica, perqué és senzilla, rapida i
economica. Zhu et al. [b4] determinen glifosat per IC amb supressié de conductivitat i
detector electroquimic. El limit de detecci6 que sobté és de 42 nyy/l. Bauer et a. [55] també
han descrit un metode on determinen I'herbicida mitjangant I'acoblament IC-ES-MS i en

aquest cas no és necessaria una etapa de derivatitzacid i el limit de detecci6 obtingut és d'l

ny.

1.3.5.2. Métodes no cromatogr afics

1.3.5.2.1. Electrofores capil-lar (CE)

L'dectroforesi capil-lar en els seus inicis es va aplicar principalment per a I'analisi
bioquimica, perd recentment sha estés a tots els camps de I'analisi quimica. Es una técnica
gue permet separacions rapides i eficients de compostos ionics, ionitzables i neutres i per
tant pot ser complementariade GC i LC.

Dds diferents modes de treball que presenta la CE, els més habituas per a I'andlisi
d'herbicides son: I'électroforesi capillar de zona (CZE), la micdlar (MEKC) i
I'electrocromatografia (CEC).

Per al'analis de glifosat hi ha diversos metodes publicats, en genera molt recents.
Sha dut a terme l'andis amb deteccié indirecta tant amb UV-Vis [56] com amb
fluorescencia [b7], ja que, com sha comentat, ni e glifosat ni I'AMPA no tenen grups
cromofors ni fluorofors que absorbeixin. Altres autors proposen reaccions de derivatitzacié
dels analits amb reactius com clorur de p-toluensulfonil [58], on la deteccié és amb UV a
240 nm, perd sobtenen limits de deteccié de I'ordre dels mg/l o reactius com 5-(4,6-

diclortriazinilamino) fluoresceina (DTAF) [59] on es fa servir un detector de fluorescencia
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induida amb laser (LIF). Aquest darrer métode proporciona LOD de 0,16 ng/l per a
glifosat i 0,06 ngy/l per a AMPA.

Molt recentment també sha descrit un métode on sha acoblat CEMS per
determinar glifosat, glufosinat i €l's seus respectius metabolits[60].

En conclusio, es pot dir que en els primers métodes proposats el's limits de deteccid
eren elevats (de I'ordre dels mg/l), pero en els métodes més actuals shan aconseguit

rebaixar fins aassolir I'ordre dels ny/l.

1.3.5.2.2. Immunoassaig (EL1SA)

La immunoguimica inicialment es va fer servir en I'ambit medic i biologic; la seva
introduccio en l'andlisi ambiental és forca recent a causa principalment de la dificultat
d'aconseguir anticossos per molecules petites [ 61].

Actualment cada cop té més acceptacio la determinacié de plaguicides utilitzant
metodes immunoquimics perqué sdn una aternativa simple, rapida i de cost baix als
metodes cromatografics, sobretot quan sanalitzen un nombre elevat de mostres i/o es fan
andlisisin situ.

El rapid desenvolupament dels metodes immunoquimics en la determinacio de
plaguicides és degut en part a I'obtencié d'anticossos monoclonals i policlonals per una
gran varietat d'aguests compostos.

En € cas dd glifosat els métodes que fan Us de la tecnica ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) son molt recents, i tot i que en el primer métode proposat €s limits
de deteccio eren de I'ordre de mg/l [62], en els métodes més recents shan obtingut limits de
I'ordre dels ng/l. Lee et al. [17] comparen dos metodes: ELISA i SPE-HPLC-MS per a
l'andlis de glifosat en aigua superficia i subterrania i arriben a la conclusié que els dos
metodes son molt adequats, ja que proporcionen limits de deteccié molt baixos (< Q1
ny/l), pero que per ELISA, per a concentracions inferiors a 1 ny/l, es necessita confirmacio
per HPLC-MS. Aixo0 si, e métode ELISA és rapid i, a més, e volum necessari de mostra
és molt petit (200 ).

Rubio et al. B3] recentment han proposat un atre métode ELISA on també es
compara la tecnica amb els resultats obtinguts amb HPLC-FD. Els LOD que obtenen
també sén molt baixos i dintre del que exigeixen les directives oficials, i a més demostren

gue latecnicaté un cost baix, €s prou sensible i és un métode eficient per a la determinacio
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de glifosat en mostres aquoses. A més, I'efecte matriu no afecta gaire, a diferéncia del que
succeeix amb HPLC. En aguest cas, els LOD obtinguts son més elevats pel métode HPLC
que per I' ELISA.

En conclusio, cal dir que la tecnica ELISA és una eina molt valuosa que pot

complementar metodes analitics existents.

Per tant, cal destacar que shan proposat molts métodes diferents per a I'andlisi de
glifosat i AMPA. La majoria de les publicacions existents es basen en I'analisi mitjancgant
LC a causa de I'elevada polaritat d'aquests analits, que li confereix unes caracteristiques on
I'andlisi per LC és més idonia que per GC. Actualment hi ha un augment dels metodes amb
acoblament amb espectrometria de masses, GC-MS, LC-MS i CE-MS, ja que aguesta ha
edevingut una técnica que permet la identificacié i quantificacié dels compostos amb
limits de deteccié cada cop més baixosi és a |'abast de molts laboratoris.

Cal esmentar, pero, que en molts casos és dificil arribar as nivells exigits per la
normativa europea (0,1 ng/l) s només saplica la técnica instrumental. Per aixd sovint és

necessaria una etapa de preconcentracié préviaal'andlis cromatografica

1.4. EXTRACCIO I/O0 PRECONCENTRACIO

El desenvolupament d'un métode analitic implica diferents etapes des de la presa de
mostra i el seu tractament fins a la deteccié dels analits d'interés. Sha estimat que, del
temps total de I'analisi, dos tercos corresponen ala preparacio i pretractament de la mostra
abans de la determinaci6 final, i a més és en agquestes etapes on es troben les principals
fonts d'errors del procés andlitic.

La preconcentracio dels analits és necessaria quan la seva concentracié és baixa o
quan el volum de la mostra que pot ser introduit al sistema d'andlisi és petit. D'aquesta
manera es poden superar els limits dels sistemes de deteccio.

Una altra etapa important sol ser la purificacié de la mostra (clean-up) que sha de
dur a terme quan cal eliminar compostos que poden interferir en la deteccié dels analits
dinteres (per exemple, si les interferencies i els analits es coelueixen i es detectena la

mateixa longitud d'ona en un detector UV-Vis) o per eliminar compostos que poden af ectar
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el funcionament de I'instrument (per exemple, la ionitzacié d'un aralit en la interfase d'un
espectrometre de masses).

A més, s analits han d'estar en un dissolvent que sigui compatible amb €l sistema
analitic, és a dir, en cromatografia de gasos € dissolvent ha de ser voldtil, i en
cromatografia de liquids ha de ser miscible amb la fase mobil.

En els metodes proposats en la bibliografia i en molts métodes oficials la majoria
dels pretractaments de les mostres es basen en procediments manuals i llargs que shan fet
servir des de fa temps i que en general consumeixen quantitats importants de dissolvents
organics toxics. Per tant, ca el desenvolupament de nous meétodes de tractament de la
mostra més rapids, on hi hagi les minimes etapes possibles, que es puguin automatitzar i

que utilitzin la minima quantitat possible de dissolvents toxics.

Els métodes per a I'extraccid i preconcentracié dels plaguicides son basicament
l'extraccio liquid-liquid (LLE) i I'extraccio en fase solida (SPE), pero recentment shan
desenvolupat altres técniques com les membranes liquides (LM) i la microextraccio en fase
solida (SPME). Latecnica recomanada pels métodes oficials durant molt de temps ha estat

LLE a causa fonamentament de la seva simplicitat.

L 'extraccio liquid-liguid es basa en la distribucié dels compostos organics entre la

mostra aquosa i un dissolvent organic immiscible. L'eficiéncia del solvent extractant depen
de I'afinitat de I'analit per aquest solvent (mesurada amb e coeficient de particié), de la
relacié de volums de les dues fases i del nombre d'extraccions. Un avantatge de LLE és la
gran varietat de dissolvents organics existents, cosa que facilita e fet de trobar-ne un
d'adient per a I'aralit en qlestid. Aixo és especialment cert en € cas de tenir analits no
polars o lleugerament polars. En aguests casos €l's dissolvents més utilitzats son I'hexa, €
ciclohexa, €l diclormetai el cloroform, tot i que aquests dos Ultims presenten una toxicitat
forcaelevada.

Per compostos polars com €l glifosat la técnica no és gaire adient per preconcentrar,
perqué aguests compostos son dificils d'extreure a partir de mostres aquoses Aquesta és
una de les limitacions que presenta la técnica. Cal recordar que €l glifosat és molt soluble
en aiguai insoluble en la majoria de dissolvents organics per tant, I'extraccio no es pot dur

aterme amb els dissolvents adequats per a I'extraccio liquid-liquid classica
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Per aconseguir una preconcentracié elevada cal aplicar després de I'extraccié una
etapa d'evaporacio, ja que, en € cas d'andlis de plaguicides, I'extraccié es realitza amb un
volum forca elevat de dissolvent organic (el volum de la mostra aguosa inicial sol ser d'un
litre).

En resum, es poden esmentar com a avantatges de la tecnica la seva simplicitat i
que I'utillatge que es requereix és senzill i economic. A més, permet I'extraccio dels
contaminants tant de I'aigua com de la materia organica en suspensio, ja que no cal filtrar
abans de I'extraccio.

Els principals inconvenients que presenta LLE son la possible formacio d'emulsions
gue en alguns casos son dificils de trencar, ka utilitzacié de volums grans de dissolvents
organics txics i/o inflamables, la dificultat d'automatitzacié i les pérdues que es poden
produir durant les etapes de transferencia i evaporacio. Per tots aquests factors, I'extraccio
liquid-liquid es descriu com unatécnicatediosa, llarga, carai que genera residus toxics.

Per al glifosat, com ja sha comentat, I'aplicacié de LLE en mostres aquoses no és
possible a causa de la seva polaritat. En canvi, si que existeixen diverses publicacions,
recentment revisades [64], on sha aplicat extraccio amb dissolvent a mostres d'aliments
com cereals, fruits, vegetals, etc. En aquests casos I'extraccié s ha dut aterme amb aigua o
aigua amb cloroform sovint a pH acid. El problema és que també Sextreuen altres
compostos solubles en aigua, com aminoacids, que interfereixen en la determinacié de
glifosat. Per solucionar-ho cal aplicar una etapa de clean-up on es purifiquen els extractes

mitjancant columnes de bescanvi ionic.

Una alternativa a |'extracci6 liquid-liquid tradicional és l'extraccid i preconcentracio

mitjancant la técnicade membranes liguides. En essencia, es pot dir que és una tecnica

gue combina dues extraccions liquid-liquid en un sol pas. Proporciona factors de
concentracio elevats, aixi com un bon clean-up, i a més només es necessiten pocs
mil-lilitres de dissolvent organic. Al capitol 2 daguesta memoria es comentara mes

extensament aquesta técnica.

Latendenciaactual en I'extraccio i purificacié de plaguicides és utilitzar I'extraccid
en fase solida (SPE) per tot un seguit d'avantatges:
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- Simplicitat i rapidesa

- Usminim de dissolvents organics

- Recuperacionsi factors de concentracio elevats (>1.000)

- Facilitat dautomatitzaci6 i acoblament en linia amb les técniques

cromatografiques.

L'extraccio en fase solida, o extraccio solid-liquid, és un métode de preparacio de
mostra que concentra i purifica els analits d'una solucié mitjancant I'adsorcio en un cartutx
gue conté una fase solida, seguit de I'elucié de I'analit amb un dissolvent apropiat per a
['analis instrumental.

En general, € volum necessari per aconseguir I'elucio dels analits és molt inferior a
volum de mostra aplicat i d'aguesta manera Saconsegueixen factors de concentracio
elevats.

El volum de mostra tractat normalment es tria en funcié de les necessitats del pas
de la detecci6 instrumental, i com que en general sha millorat l1a sensibilitat dels detectors,
els volums aplicats a SPE han disminuit. Cal esmentar que la quantitat que es pot processar
depen del volum de trencament del sorbent, la concentracié de la matriu, €l flux depas i la
massa de sorbent [65].

La técnica va ser desenvolupada a mitjars dels anys setanta com una alternativa a
I'extraccio liquid-liquid. Les limitacions de LLE, com la formacié d'emulsions, I'Us de
volums elevats de dissolvents organics i la dificultat d'autometitzacio, shan superat amb
SPE, com ja sha comentat.

No hi ha dubte que I'extracci6 en fase solida ha esdevingut € métode triat per dur a
terme simultaniament I'extraccié i concentracié de molts plaguicides en mostres aguoses.
Tot i que, com sha dit, fa més de vint anys que es va introduir la técnica i hi ha moltes
publicacions des d'aleshores, ha estat 1a seva introduccio en ds métodes oficials, sobretot

per I'EPA, € que més n” ha afavorit el desenvolupament [16].

L'extraccio en fase solida consisteix en 4 dapes que es mostren a la Figura 1.5:

condicionament, adsorcio, rentat i elucio [66,67].
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Figura 1.5. Etapes del procés d'extracci6 en fase solida (SPE).

El mecanisme que té lloc entre e sorbent i I'analit es pot classificar en: fase reversa,

fase normal i bescanvi ionic.

La fase reversa implica la distribucié dels soluts organics d'una fase mobil polar,
com aigua, en unafase no polar, el sorbent. La interaccié son forces de Van der Waals (no
polars). Els analits més hidrofobics seran més retinguts en aquest tipus de sorbent. Per eluir
elsanalits es fa servir un dissolvent com metanol, acetonitril o acetat d'etil, generalment. S
els analits son molt hidrofdbics, a vegades saplica una barrgja 1:1 de clorur de metile i
acetat d'etil.

Els sorbents de fase reversa més habituals estan formats pels grups funcionals octil
(C-8), octadecil (C-18), etil (C-2), ciclohexil i fenil lligats quimicament a gel de silice.

Els sorbents polimerics com els copolimers d'estire-divinilbenze (PS-DVB) i els
materials de carbo actiu i carbd grafititzat també son molt utilitzats, ja que tenen arees
superficials elevades (600-1200 nt/g), capacitat alta a causa de I'elevat percentatge de

carboni i una superficie forca hidrofobica.
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La fase normal implica l'adsorcié dels analits, dissolts en una fase organica, en un
sorbent de caracter polar. En aquest cas les interaccions son basicament per ponts
d'hidrogen i interaccions dipol-dipol. Per a I'ducio dels analits cal triar I'eluent tenint en
compte la seva forca eluotropica.

Els sorbents més ermprats son la silice, I'alimina, el silicat de magnesi (Florisil) i els
adsorbents que contenen grups funcionals del tipus cianopropil (CN), aminopropil (NHy) i

diol (COHCOH) units quimicament al gel de silice.

El bescanvi ionic consisteix en la interaccio entre el solut organic carregat dissolt
en un solvent polar o no polar i € sorbent de bescanvi idnic que presenta wa carrega
oposada a la de I'analit. En general els ions bescanviables del sorbent estan units als grups
funcionals o grups actius d'aquest a traveés de forces electrostatiques.

Els factors que afecten el bescanvi ionic son la carrega de I'analit que Sintercanvia
aixi com la carrega dels ions que competeixen amb ell. Com més elevada és |a carrega més
gran és la retencié que es produeix.

Existeixen molts tipus de bescanviadors, pero destacarem les resines sintétiques de
bescanvi ionic, utilitzades ampliament per 1a seva elevada estabilitat quimica i mecanica, la
gran capacitat que presenten, la seva dta velocitat de bescanvi i la seva versdtilitat [68].

Aquestes resines es comentaran a capitol 4.

Una de les limitacions principals de les resines de bescanvi ionic és la manca de
selectivitat. La millora en aquest aspecte es va aconseguir amb e desenvolupament de les
resines guelants (o coordinants), que son polimers amb grups funcionas units
covaentment a la matriu polimericai que contenen un o més atoms donadors que poden
coordinar-se amb ions metal lics 0 amb els seus complexos. D'aguestes resines se’ n parlara

amb més profunditat al capitol 3 de la present memoria.

Com a conseqiiencia de l'evolucié de la téecnica de SPE han aparegut noves

tecniques, com la microextraccio_en fase solida (SPME). Aquesta tecnica va ser

desenvolupada per Pawliszyn el 1990 i actuament, a causa de la seva gran versdtilitat,
sesta aplicant per a lI'analis de diferents analits entre els quals shi troben els plaguicides.
La primera aplicacio per als herbicides va ser descrita el 1995 i des de llavors shan

proposat diversos métodes per a families diverses [69].
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Es una técnica rapida i simple que es basa en la distribucié dels analits entre una
fase adsorbent immobilitzada en una fibra de silice fosa i la matriu de la mostra, seguit de
la desorci6 termica dels compostos adsorbits, una vegada sha assolit I'equilibri o després
d'un temps establert, mitjancant I'exposicié de la fibra a port dinjeccié dun GC o bé
redissolent els compostos en un dissolvent organic si I'andlisi es duu aterme amb LC [70].

SPME presenta com a avantatges la seva simplicitat, el baix cost, I'absencia de
dissolvents, la rapidesa i la sensibilitat en combinacié amb GC. Requereix quantitats de
mostra petites | per tant, es pot aplicar quan € volum de mostra de que es disposa és
limitat. A més, l'automatitzacio ésfacil i els limits de deteccio que sobtenen son baixos.

Una de les principals limitacions és que €ls tipus de fibres existents son limitats,
sobretot en el cas de plaguicides amb caracter polar. Per aix0 probablement no es troba
actualment a la bibliografia I'aplicacié d'aquesta técnica per a glifosat, tot i que els grans
avencos que sestan duent a terme constantment en la tecnologia de polimers fan previsible
en un futur proper e desenvolupament de noves fases adsorbents que permetin aplicar
SPME al'andlis de glifosat i AMPA.
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1.6. OBJECTIUS

Com sha comentat en la introduccio, € glifosat és un herbicida molt utilitzat i, per
tant, és de gran interés € seu control anaitic en les aiglies naturals. Les baixes
concentracions d'aguest compost i del seu metabolit AMPA fan que sigui necessari dur a
terme una etapa de preconcentracio abans de la seva determinacié per cromatografia
liquida

L'objectiu principal de la tes doctoral és l'avaluacié de diferents técniques de
preconcentracio per ala determinacio de I'herbicidai e seu metabolit en aiglies naturals.

Concretament, els estudis recollits en aquest treball shan adrecat a la consecucio

dels objectius seguients:

1. Dissenyar un sistema de membrana liquida siportada que permeti € transport i la

preconcentracio de glifosat i AMPA presents en mostres d'aiglies naturals.

2. Avauar l'aplicacié de la tecnica de cromatografia dafinitat amb 16 metal-lic
immobilitzat (IMAC) amb la resina Spheron Oxine 1000 carregada amb pal-ladi (1) en la

purificaci6 i preconcentracio dels analits.

3. Estudiar la influencia de la matriu i @ grup funcional en la preconcentracié de glifosat i
AMPA amb la técnica IMAC mitjancant la comparacio entre les resines quelants Spheron
Oxine 1000, Spheron Thiol 1000 i lontosorb Oxin 100.

4. Optimitzar un métode de determinacié de glifosat i AMPA en aiglies naturals amb
acoblament de dues columnes de cromatografia liquida (LC-LC) per assolir concentracions
inferiorsa 0,1 ng/l. Aplicacio a l'andlisi d'aiglies naturals prévia concentracié amb la resina

de bescanvi ionic Amberlite® |RA-900.
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DISSENY D'UN SISTEMA DE MEMBRANA LIQUIDA PER AL
TRANSPORT DE GLIFOSAT | AMPA



Membrana liquida suportada (SLM)
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2.1.INTRODUCCIO A LESMEMBRANES LIQUIDES

Una membrana es descriu com una barrera semipermeable entre dues fases [1].
Aquesta barrera, que pot ser un solid, un liquid o un gas, restringeix € pas de molécules a
través seu de manera molt selectiva per: exclusio per mida, diferencies dels coeficients de
difusid, carrega electricai diferéncies de solubilitat, entre altres mecanismes.

Es parlara de membrana liquida quan la barrera sigui un liquid immiscible que

separa dues fases normalment aquoses o a vegades gasoses [2].
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En aguest estudi € sistema consisteix en: una fase aguosa anomenada soluci6 de
carrega on inicialment hi son presents les espécies quimiques que cal transportar (glifosat i
AMPA en € nostre @s) i una segona fase aquosa, receptora o de retroextraccio, on es
recuperen els analits després del seu transport a través de la dissolucié organica que és la
membrana propiament dita. Per tant, en un sol pas es combinen I'extraccid i larecuperacio
dels ardlits.

El transport i separacio dels aralits son deguts a una forca impulsora i no a
I'equilibri entre les fases. Aquesta forca impulsora és una diferencia de potencial quimic
del solut a les dues interfases de la membrana que sovint sexpressa com a gradient de
concentracio.

El transport a través de la membrama liquida es pot produir mitjancant €els
mecanismes de transport passiu i transport facilitat. El transport passiu es basa en
processos de dissolucié-difusio-dissolucio de les especies | per tant, és limitat. En el cas
del transport facilitat, la membrana liquida esta constituida per una dissolucié organica
d'un reactiu transportador (carrier) que, mitjancant la formacié d’un complex neutre amb
I'especie que s ha de separar en la fase membrana, facilita € seu pas a la fase receptora
Mitjancant aquest mecanisme, |'espécie que S ha de separar pot ser transportada a través de
la membrana en contra del seu gradient de concentracio.

El que interessa és trobar un transportador que sigui tan selectiu com sigui possible
per al’amalit d'interés. D'aguesta manera el transportador ens proporcionara un augment de
la selectivitat i la permeabilitat.

La forca impulsora per dur aterme € procés pot ser proporcionada pel flux acoblat
d’'una altra espécie a través de la membrana. Segons que aquest flux acoblat vagi en el
mateix sentit que € de I'especie que s ha de separar o en sentit contrari, es parlara de
cotransport i contratransport, respectivament [3]. En laFigura 2.1 s esquematitzen aquests
dos possibles mecanismes.

El parametre que caracteritza el procés de separacié amb membranes liquides és
l'eficiencia d'extraccio (E), que es defineix com la fraccid de molécules d'arelit que es

recuperen alafase receptora

E= VACA/V5CS

on Va i Ca son e volum i la concentraciod a lafase receptorai Vsi Csalafase de carrega.
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En general, quan € cabal de la fase de carrega augmenta, I'eficiencia d'extraccio
disminueix perquée el contacte no és tan efectiu; pero, per altra banda, si es té un cabal
major, la quantitat d'aralit que sintrodueix dintre del sistematambé és més important i per
tant sobté un major transport d'aralit.

Es important remarcar que en genera no és necessari obtenir un 100 % d'eficiéncia
d'extraccio, perd si que cal que aquesta sigui reproduible [2].

Un altre parametre Util ésel factor de concentracio (F), definit com larelacio entre

la concentracié de I’ aralit ala dissolucio receptora i la carregada:

F= CA/Cs: EVs{VA

Fase de Fase Fase Fase de Fase Fase
carrega membrana receptora carrega membrana receptora
A \ < A A \ < A
B > \ B B > B
A A
B B
Cotransport Contratransport

Figura 2.1. Mecanismes de transport facilitat: cotransport i contratransport. A: analit; B:
espécie acoblada; C: transportador.

2.1.1. CONFIGURACIONS DE LESMEMBRANES LIQUIDES

Aquest tipus de sistema en tres fases que constitueix una membrana liquida pot
adoptar diferents configuracions, que donen lloc a tres tipus de membrana liquida: les

membranes liquides de volum, les membranes liquides emulsionades i les membranes
liquides suportades (Figura 2.2).
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2.1.1.1. Membranes liguides de volum

En aguesta configuracio les dissolucions de carrega i retroextraccio estan separades
per la fase membrana, que és un liquid immiscible, contingut tot en un tub en formade U o
en vasos concentrics Es caracteritzen pel fet d utilitzar un volum de fase organica
relativament molt gran.

Normalment s apliquen quan ca fer servir dissolvents organics molt volatils i
S utilitzen dissenys adients per evitar pérdues per volatilitat del dissolvent. També son de
gran utilitat en el cas de sistemes on es produeix la formacié d’ una tercera fase perqué
sistema de transport no sobturara a causa del volum gran de fase organica i aixi no es
produira la interrupcié del transport. Aquesta configuracio també se sol utilitzar per

estudiar les propietats de transport de noves molecules portadores [4].

2.1.1.2. Membranesliguides emulsionades

Es coneixen també amb e nom d’emulsions dobles. Aquest tipus de sistema es
prepara afegint una solucié aguosa a una solucié organica que conté un tensioactiu
adequat. D'aquesta manera es forma una emulsio water-in-oil, la qual es barreja amb una
segona dissolucio aguosa. Normalment la dissolucié aguosa continguda a les gotes d'oli és
la de retroextraccio, que té un volum deu vegades inferior alafase de carrega.

El problema més gran és |’ estabilitat de I'emulsié, que dificulta la recuperacio del

solut i és per aixo que les seves aplicacions son limitades.

2.1.1.3. Membranesliquides suportades

La dissolucio organica, formada generalment pel dissolvent organic i un
transportador, simmobilitza mitjancant forces capil-lars en els porus d'un suport solid
microporés. Aquesta estructura separa les dues dissolucions aquoses (la de carrega i la de
retroextraccio).

A escda de laboratori una geometria molt emprada és la laminar, perd a escaa
industrial sdn més adequades la geometria de fibra buida (hollow fiber) i I'espiral.

A la Figura 2.2 sesquematitzen aquestes tres configuracions.
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dissolucia

receptora
fase

membrana

27

dissolucio dissolucid dissolucid  dissolucio
de carrega de carrega de carrega receptora
dissolucia /
receptora

(a) (h) (c)

Figura 2.2. Configuracions de membranes liquides. a) membrana liquida de volum, b)
membrana liquida emulsionada, ¢) membrana liquida suportada.

2.1.2. MEMBRANES L iQUIDES SUPORTADES (SL M)

El transport dels ardlits des de la fase de carrega fins a la fase receptora depen de
diversos factors que inclouen parametres fisics i quimics [5]. En el primer cas els
parametres implicats son la velocitat d'agitacio de les dues fases, I'area de contacte de la
membrana liquida suportada i la seva geometria.

Pel que fa as parametres quimics, es poden diferenciar els de les dues dissolucions
aquoses i la fase membrana. En €l cas de les fases aquoses pot afectar € pH, la preséncia
d'un tampo, la seva concentracio i la forca ionica. A més en el cas de la dissolucié de
carrega influeix el tipus de solut i la seva concentracio; per a la dissolucio receptora el
tipus de coi6 o contraié present i la seva concentracio.

| finalment, en e cas de la fase membrana, I’afecten el tipus d'extractant i la seva
concentracio, €l dissolvent organic, e modificador i € suport emprat.

Els dissolvents organics meés utilitzats a les membranes liquides son els
hidrocarburs de cadena llarga com I'undeca, € dodeca o el queroséi compostos més polars
com I'éter dihexilic o e dioctil fosfat. Ca tenir en compte que € dissolvent organic
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influeix de manera important en I'estabilitat de la membrana i també en la permeacio del
solut. En molts casos cal utilitzar modificadors (com per exemple alcohols com 1-
dodecanol) que milloren les propietats de la fase organica de manera que augmenta la
solubilitat de I'extractant o es varien les propietats interfacials [6].

Pel que fa a suport, aguest és un film solid polimeric de polipropile, polisulfona,
politetrafluoretileé o atres materials hidrofobics amb mida de porus que oscil-la entre 0,02 a
1 mm [3]. Les caracteristiques que hauria de tenir un bon suport polimeric son: elevada
porositat, mida de porus petita, no ser gaire gruixut, resisténcia quimica, hidrofobicitat i
baix cost [7].

Per tant, en dissenyar un sistema amb SLM caldra tenir en compte la influéncia de

tots els parametres esmentats, tant els fisics com els quimics.

2.1.2.1. Transportadors o extractants

Ates € paral-lelisme entre la técnica de membrana liquida i |’extraccié amb
dissolvents, els reactius extractants utilitzats en aquests Ultims processos es poden aplicar
com atransportadors en sistemes de membrana liquida.

L es caracteristiques que hauria de tenir un bon extractant son[6]:

- gran capacitat d'extraccio de I'analit

- selectivitat envers I'aralit

- velocitats d'extraccié i retroextraccié acceptables

- extreure |’ardlit a pH desitjat

- ser soluble alafase organicai relativament insoluble en les fases aquoses

- ser soluble en dissolvents alifétics o aromatics

- baixavolatilitat i toxicitat

- ser relativament economic

Pero és dificil trobar extractants que compleixin tots aquests requeriments, ja que

alguns son incompatibles entre si. El que és important és assolir un compromis.

Els extractants es poden classificar en tres grups principals. acidics, basics i

solvatants.
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Els extractants acidics inclouen dos tipus d’ extractants. els acidics i els quelants.

Els primers contenen grups com -COOH, -SOsH, etc. i els segons contenen grups donadors
capacos de formar complexos amb ions metal-lics. Alguns exemples son, pel que fa as
acidics, acids carboxilics, acids alquilfosforics, acids aquilfosfonics, i pel que fa als
guelants, hidroxioximes i derivats de 8-hidroxiquinoleines.

Un dels extractants acidics més utilitzats és I'acid di-2-etilhexil fosforic (D2EHPA),
gue és comercial i es caracteritza per la seva estabilitat quimica, cinetica rapida en

I'extracci6 i baixa solubilitat ala fase aquosa.

Els extractants basics son reactius organics que poden formar facilment una sal en

contacte amb una fase aquosa acida. Es tracta d’amines (primaries, secundaries i terciaries)
i sals d’amoni quaternari (R4N™). L’ extraccio es basa en un bescanvi anionic.

Un inconvenient que presenten és la formacid de terceres fases a causa dels
problemes de solubilitat. Per evitar-ho s'afegeixen petites quantitats de modificadors com
alcohols alifatics de cadena llarga (per exemple e dodecanol), a dissolvent. En general les
amines que donen millors resultats son les aifatiques.

Una amina quaternaria molt utilitzada és e clorur de tricaprililmetilamoni,

component actiu de |'extractant comercia Aliquat 336.

Els extractants solvatants, també anomenats extractants neutres, son reactius

organics amb grups donadors gue no contenen protons que es puguin dissociar. Com que
no hi ha grups cationics ni anionics, les espécies s extreuen de la fase aquosa en forma de
complexos neutres.

Es diferencien dos grups. els reactius organics, que contenen oxigen unit a un
carboni, com éters, esters, cetones o alcohols, i €ls que contenen oxigen o sofre units a

fosfor, com alquilfosfats o alquiltiofosfats.

2.1.2.2. Avantatgesi limitacionsdeles SL M

Els principals avantatges que presenten les membranes liquides suportades es poden
resumir en [2,3]:
- Us minim de dissolvents organics.

- Risc de contaminacié minim. Per tant, es poden tractar substancies perilloses.
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- L'extracci6 i recuperacio de l'amalit té lloc en una Unica etapa.

- Facil automatitzacio i connexio en liniaamb un instrument analitic.

- Graus de preconcentracio grans: es poden tractar litres de mostrai concentrar en
un volum inferior a1 ml.

- Baixos costos de capital i d'operacid i baix consum energetic.

- Es poden fer servir extractants de preu elevat, ja que sutilitzen quantitats
petites.

- Molt sdlectives i aptes per a processos de purificacié. Per exemple, en algunes
aplicacions [8] sha demostrat que es poden separar €ls aralits de substancies

interferents com acids humics que estan presents a la mostra.

Per dtra banda, la principal limitacio que presenten és la baixa estabilitat de la
membrana a causa de les diferéencies de pressié existents i de les perdues de dissolucio
organica per solubilitzacio en les fases agquoses. Aix0 provoca la contaminacio de la fase
de carrega i de lareceptorai a més es poden formar canals que permetin lalliure circulacié
de les especies. Aquest fet en limita I’ aplicacié a escala industridl.

A més, en generd, els temps sdn més llargs que en & cas d'aplicar LLE o SPE. Per
aixo0, quan sapliquen a la determinacié de plaguicides cal assegurar-se que aquests no es

degradin durant €l procés.

Comparada amb altres técniques, cal esmentar que latécnicade SLM és semblant a
ladidis i I'equipament emprat també. Per0 en la didlisi els analits es dilueixen i en canvi
amb les membranes liquides es pot aconseguir la preconcentracié. La selectivitat és molt
més elevada en € cas de SLM, jaque en ladidlis se separen molécules petites d'aralit de
macromolécules, mentre que amb les SLM es pot aconseguir separar els aralits en funcio
de les seves propietats quimiques.

Si es compara la tecnica amb SPE, com a avantatges es pot esmentar que Seviten o
redueixen els problemes de saturacio, trencament, sorcié competitiva, especificitat i
contaminacio. A més la quantitat de dissolvent organic que sutilitza és molt petita.

Comparada amb LLE, ca dir que disminueix €l risc de contaminacio, es redueix €
consum de dissolvent organic, és meés facil d'automatitzar i els factors de concentracio

obtinguts son molt més elevats [9]. Es pot dir que I'extraccié i la preconcentracio
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mitjancant la técnica de membranes liquides és una bona alternativa a I'extraccié liquid-
liquid tradicional.

En resum, aguesta tecnica combina la selectivitat i preconcentracio de la LLE amb
I'eficiencia en I'diminacio dinterferencies de la matriu, caracteristica de la técnica de
didlisi.

2.1.2.3. Aplicacions de les membranes liguides suportades

Des de la seva aparicié les membranes liquides s'han aplicat en camps ben

diversos, com mostrendiferents revisions que shan fet [2,10].

Una aplicacié molt important és en la separacio de metalls, tal com es pot veure en
la revisio feta per J. Gyves et a. [11], on es descriuen les aplicacions més recents de la
tecnica de SLM per al transport de diferents espécies metal -liques. La técnica sha aplicat
per a metalls tan diversos com Cu, Ni, Cd, Co, Zn [12], metalls del grup del plati (Rh, Pd i
PY) [13], Eui Am [3], entre moltes altres aplicacions.

També ca destacar € camp de les aplicacions biomediques. Basicament shan
aplicat les membranes per a la determinacio de drogues i d'atres compostos organics com
fenols en fluids biologics (plasma i orina). En aquests casos no se sol obtenir un factor
elevat de preconcentracio, ja que € volum de mostra aplicat és petit, perd és molt
important la selectivitat que sobté i la possibilitat d'automatitzar €l procés. Per exemple,
shaaplicat per determinar drogues basiques com I'amperozida en aigua [14] | plasma [15],
0 €l bambuterol també en plasma [16], anestesics [17] i fenols [18], entre altres. Una

aplicacio important és la separacié d'aminoacids que es comentara mes endavant.

També shan descrit aplicacions en I'analisi d'aliments, com la determinacié de
triazines en sucs [19] o en olis [20], o aplicacions en la industria petrolifera, com la

determinacio de fenols en olisi fuels [21].

| finalment un camp molt important és el del’analisi mediambiental . Les SLM son
adequades per a I'extraccié de compostos acids i basics de manera senzilla a partir

smplement de la variacio del pH en molts casos. Aix0 N ha afavorit laplicacio per a
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diversos compostos que shan extret i preconcentrat sobretot en aigiies naturals superficials.
Sha descrit I'aplicacio de la técnica per a acids carboxilics en aire [22] i sols [23], per a
anilines en aigles naturals [24] i per a derivats fenolics com el 4-clorofenol o € 2,4,5-
triclorofenol en aigiies [25].

Dintre d'aguest camp també sha aplicat la técnica per a la preconcentracié d alguns
plaguicides determinats que es troben en concentracions molt baixes. La Taula 2.1 mostra

algunes d'aguestes aplicacions.

Taula 2.1. Aplicacions de les membranes liquides suportades per a la determinacié de
plaguicides en mostres ambientals.

Mostra Referencia

- Fungicida metiltiofanat i derivats [26]

- Herbicides sulfonilurees (metsulfuron, clorsulfuron) [27,28]

- Herbicides fenilurees (fenuron, monolinuron, diuron) i

triazines (Smazinai propazina) [29)

- Herbicides acidics (2,4-D, MCPA, etc.) [30]

- s-triazines (atrazina, cianazina, tc.) [31]

- Metoxi-s-triazines (Simetona, atratona) (8]

- Cloro-s-triazines, aquiltio-s-triazines i derivats de (32

I'anilina

El transport de les triazines saconsegueix gjustant e pH de les fases de carrega i
receptora, de manera que en les condicions de pH basic de la primera, les triazines estan en
forma neutra i, per tant, poden travessar la membrana liquida, que esta formada
simplement per una dissolucié organica com rundeca o éter dihexilic. El pH acid de la
fase receptora facilita la protonacio de lestriazines i €l seu pas a la fase de retroextraccio.

En el casdels herbicides acidics com MCPA 0 2,4-D, el mecanisme de transport és
similar a de les triazines, pero intercanviant el pH de les dissolucions: la dissolucio de
carrega té un pH acid i lareceptorabasic, jaque apH acid aguests herbicides es protonen i
poden transportar-se a través de la membrana.
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En aguestes aplicacions no es fa servir cap extractant que faciliti € transport dels
analits ja que només variant € pH, s es té com a membrana liquida un dissolvent organic
adient, es produeix €l trarsport dels amalits.

En canvi, en el cas d'herbicides com glifosat, si que és necessaria la presencia d'un
extractant per facilitar-ne el transport. Aquest herbicida presenta una estructura similar a

['aminoacid glicina, tal com esveu ala Figura 2.3.

o)
O I
HO HO H HN__P—OH
| OH
O O OH
didna glifosat AMPA

Figura 2.3. Estructures de I’aminoacid glicina, de I’ herbicida glifosat i del seu metabolit
AMPA.

A la bibliografia shan descrit diversos sistemes de membrana per aminoacids on
sutilitzen diferents extractants bescanviadors ionics.

Els aminoacids son dels grups de compostos més importants existents a la natura,
pero estan en concentracions baixes en matrius complexes. A causad’aixo el pretractament
de la mostra és important i interessa assolir una preconcentracio elevada dels analits. A la
bibliografia hi ha descrits nombrosos processos d'extraccio d'aminoacids amb membranes
liquides de volum [33,34] i membranes liquides emulsionades[35,36,37]. Pero aquests dos
tipus de configuracions presenten problemes com la baixa estabilitat de les emulsions. Per
evitar-1os s han utilitzat membranes liquides suportades (SLM).

Amb SLM hi ha diferents aplicacions descrites utilitzant D2EHPA [38] o Aliquat
336 [39,40] com a transportadors, que son un bescanviador de cations i un danions,
respectivament.

En el cas d emprar Aliquat 336, els aminoacids es transporten en forma anionica a
causa de la presencia d'una forca impulsora que és un gradient d’ions clorur en
contracorrent des de la fase receptora fins a la donedora. La funcié de I'extractant és
facilitar € transport dels aminoacids i dels clorurs en e sentit contrari. A la interfase entre

la fase organica i la solucié de carrega, I'aminoacid i les molécules dels transportadors
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interaccionen electrostaticament formant un parell ionic neutre. Aquest parell ionic es
difon a través de la membrana i a la interfase entre la membrana i la fase receptora,
['aminoacid s intercanvia per un i6 clorur. L'aminoacid es queda a la fase receptora i €
parell transportador-i6 clorur difon cap a la fase de carrega. L’ efecte global és e transport
d'aminoacids cap aladissolucio receptorai €l transport d’ions clorur en sentit contrari.

Un factor important és el pH de la fase de carrega. Si es fa servir un extractant com
Aliquat 336, €l pH ha de ®r basic (pH > 9) per assegurar que els aminoacids tinguin
carrega negativa. També é& important la concentracio de I'id clorur perqué és la forga
impulsora del transport.

Com més hidrofobic és I'aminoacid més favorable és la seva extraccid. Per aixo
sobtenen vaors més ats de permeacio per a la fenilalanina que per a altres aminoacids
[39].

A laFigura 2.4 es mostra un esgquema del procés que té lloc ala membrana liquida

en el cas dels aminoacids quan suilitza un bescanviador d'anions com Aliquat 336.

FASE DE FASE FASE
CARREGA MEMBRANA RECEPTORA
+ ) -
A C*Cl H*A

YO
S N or

pH>9 ALTA [CI),pH=7

Ccr

Figura 2.4. Transport d’aminoacids (A) mitjancant una membrana liquida suportada
utilitzant Aliquat 336 (C*) com a transportador.

El glifosat, com ja sha indicat, té una estructura derivada de I'aminoacid glicina i
per aquest motiu Sintentara aplicar el mateix sistema de membrana que per als aminoacids,
pero el caracter hidrofilic del glifosat pot dificultar-ne el transport a través de la fase

organica.
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2.2. EXPERIMENTAL

2.2.1. REACTIUS

- N-(fosfonometil)glicina (glifosat): solid, 98 %, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemanya
- Acid aminometilfosfonic (AMPA): solid, 99 %, Lancaster Synthesis, Regne Unit
- Clorur de p-toluensulfonil (TsCl): solid, 99+ % , Aldrich, Alemanya

- Cloroformiat de 9-fluorenilmetil (FMOC): solid, 3 99 %, PA, Fluka, Suissa

- Acid clorhidric (HCI): liquid, 35 %, PA, Panreac, Espanya

- Hidroxid sodic (NaOH): solid, PA, Panreac, Espanya

- Clorur de sodi (NaCl): solid, PA, Panreac, Espanya

- Add o-fosforic (H3PO,): liquid, 85 %, PA, Panreac, Espanya

- Hidrogenfosfat de sodi (NaaHPO,4-12H,0): solid, PA, Panreac, Espanya

- Dihidrogenfosfat de sodi (NaH,PO4-2H,0): solid, PA, Panreac, Espanya

- Tetraborat de sodi (N&:B4O7-10 H,0): solid, 99,5 % , PA, Panreac, Espanya

- Acid citric (CeHgO7 -H0): solid monohidratat purissim, Merck, Alemanya

- Citrat sodic (NaCgsHs07 -2H20): solid, PA, Scharlau, Espanya

- Nitrat sodic (NaNOs): solid, PA, Panreac, Espanya

- Acid sulfdric (H2SO,): liquid, 96 %, PA, Panreac, Espanya

- Acetona: liquid, RS, >99,8 %, Carlo Erba, Itdia

- Acetat detil: liquid, RS, >99,9 %, Romil Pure Chemistry, UK

- Acetonitril (CHzCN): liquid, RS-Plus per HPLC, Carlo-Erba, Italia

- |sopropilbenze (cumé): liquid, PS, Merck, Alemanya
- Decalina(CyoHz1sg): liquid, SSGMA, Alemanya

- Querose: liquid, PA, Fluka, Suissa

- ndodeca: liquid, PS, Merck, Alemanya

- 1-dodecanal: liquid, PS, Merck, Alemanya

- trans-anetol: liquid, 99 %, Aldrich, Alemanya

- Clorur detricaprililmetilamoni (Aliquat 336): Fluka, Suissa
- Trilaurilamina (TLA): liquid, PS, Merck, Alemanya
- Acid di-(2-etilhexil)fosforic (D2EHPA): liquid, purificat 90,46 %, Aldrich, Alemanya
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2.2.2. DISSOLUCIONS

Dissolucio estoc de glifosat (250 mg/l): es pesa e solid i S arrasa amb aigua mil-liQ.
Dissolucié estoc d AMPA (250 mg/l): es pesad solid i S arrasa amb aigua mil-liQ.
Dissolucio intermedia de glifosat i AMPA de 2.500 ny/l per dilucié dels estocs.
Dissolucions de treball per dilucio de la intermedia (0,1-250 ng/l) o dels estocs (0,1-5

mg/l), respectivament.

Tampo fosfat Q4 M (pH = 11): es prepara una dissolucié 04 M de dihidrogenfosfat
sodici Sgustae pH a1l amb hidroxid sodic 2M.

Dissolucié de p-toluensulfonil (TsCl) 10 mg/ml: es dissol e pes corresponent en
acetonitril.

Tampo borat 0,025 M (pH = 9): es prepara una dissolucié de tetraborat sodic 0,025 M i
sgustad pH amb hidroxid potassic 2 M.

Dissolucié de FMOC 0,01 M: es dissol €l pes corresponent en acetona.

| sopropilbenzé (cumé): es purifica mitjancant rentats successius amb NaOH Q5 M,
aigua destil-lada, HCI 05 M i aigua destil-lada, fins a aconseguir reaccié negativa de
Cl amb Ag".

2.2.3. APARELLS| MATERIAL

Cromatograf liquid Shimadzu que incorpora injector Rheodyne 7725 amb un bucle de
20 m, 2 bombes LC-9A, detector UV-Visible SPD-6AV a 240 nm, registrador
Chromatopac C-R6A i columna cromatografica Hypersil ODS 5 nm 20 x 0,46 cm.

Cromatograf liquid Spectra System de Thermofinnigan (USA) equipat amb un injector
Rheodyne amb bucle de 100 m, bomba P2000, desgasificador SCM 1000, controlador
SN4000, detector de fluorescencia a 262 nm (excitacio) i 316 nm (emissio),
precolumna de tipus NH; i columna cromatografica Kromasil 100 NHz 5 nm 25 x 0,46

cm.

Bomba peristaltica Minipuls 3 de GILSON
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- Tacometre IKA-TRON DMZ1 Janke & Kunkel

- Font d’aimentacio

- Ultrasons P. Selecta per desgasificar la fase mobil

- Sistema de filtracié amb membrana de nilé de mida de porus 0,45 mm de Whatman
- Bany termostatitzat P. Selectaa 50 °C

- Agitador magnétic

- pHmetre GLP22 de Crison

- Baancaanalitica Sartorius Analytic amb precisié de + 0,1 mg

Membranes:

- Laminar: MILLIPORE GVHP suport microporés de polidifluoroetileé amb un 75 % de
porositat, 0,2 mm de mida de porusi 125 mm de gruix.

- Fibra tubular: és de polipropilé i té les caracteristiques seglients. diametre intern 03
mm, diametre extern Q5 mm, mda de porus Q2 nm, la porositat és del 75 % i la

longitud de 57 cm.

2.2.4. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

2.2.4.1. Analis deglifosat i AMPA

El glifosat i 'AMPA shan anadlitzat mitjancant cromatografia liquida data
resoluci6 (HPLC) amb dos meétodes diferents en funcié de la disponibilitat dels
instruments. Inicialment I'andis es va dur a terme amb deteccio UV-Vis i en aquest cas

nomeés es podia treballar amb mostres dins del rang dels mg/l. Posteriorment es va poder

aplicar un métode de deteccio amb fluorescenciai baixar el rang de treball fins a ng/l.

2.24.1.1. Metode 1: deteccio amb UV-Vis

El metode d'andlisi utilitzat és el que proposen Kawai et al. [41], que consisteix a
derivatitzar glifosat i AMPA amb clorur de p-toluensulfonil (TsCl) sota condicions
alcalinesi injectar una aiquota de la barreja en el sistema cromatografic per on circula una
fase mobil formada per tampo fosfat 0,2 M (pH 2,30)-acetonitril (85:15, v/v) i detectar els
analits a 240 nm.
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Derivatitzacio:

Com que ni € glifosat ni '’AMPA no absorbeixen a I'UV-Vis, cal derivatitzar-1os
abans d'introduir-los a sistema cromatografic. Per fer-ho sagafa 1 ml de mostra i se i
afegeixen 0,5 ml de tamp6 fosfat 0,4 M (pH 11) i 0,2 ml de TsClI (10 mg/ml en acetonitril).
Sagita bé i sescalfa durant 5 minuts a 50 °C en un bany termostatitzat per afavorir la
reacci6 de tosilacio.

Ja que latosilacié nomeés és efectiva a pH basic, en € cas de tenir mostres a pH acid
0 excessivament basic, es neutralitzen abans de I'addicié del tampo fosfat 04 M afegint
hidroxid sodic i acid clorhidric, respectivament.

Els patrons es preparen en e mateix medi que les mostresi es tracten de la mateixa

manera que aquestes.

Analisi cromatografica:

La separacié de glifosat i AMPA s aconsegueix emprant com a fise mobil una
dissolucié de tampo fosfat 0,06 M (pH = 2,30) i acetonitril en relacio 85:15 (v/v) i un cabal
d’1 ml/min atemperatura ambient.

Per preparar la dissolucio de tamp0 fosfat safegeix el volum adient d’ acid fosforic,
es dilueix amb aigua mil-liQ i Sausta el pH a 230 amb hidroxid sodic. La dissolucio
preparada es filtra a través d’un disc de rilé de mida de porus 045 mm mitjancant una
bomba de buit, per eliminar les particules que podrien obturar €l sistema cromatografic.
Després es desgasifica durant 10-15 minuts en un bany d’ ultrasons per evitar que entrin
bombolles d'aire a sistema

Al sistema cromatografic sinjecten aliquotes de 20 ml dels derivats tosilats
preparats previament. La deteccio dels amalits té Iloc mitjangant un detector UV-Vis a 240
nm. La concentracio de glifosat i AMPA sobté a partir de la interpolacio en una recta de
calibratge.

La Figura 2.5 mostra un exemple d'un cromatograma obtingut a partir de les
condicions proposades. A més dels pics de glifosat i AMPA també hi apareix un pic abans
d'aguests que correspon a l'acid p-toluensulfonic obtingut com a conseguencia de la
hidrolisi del TsCl en solucio alcalina [41].
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Figura 2.5. Cromatograma corresponent a una mostra que conté glifosat (4 mg/l) i AMPA
(4 mg/l) quan les condicions son: injeccio 20 m, deteccio 240 nm, fase mobil tampo fosfat
0,06 M (pH 2,30)-acetonitril (85:15, v/v).

El rang de treball d'aguest métode es troba comprés entre 0,1-10 mg/l. Per a
concentracions més elevades de 10 mg/l no sha determinat si és lineal.

2.24.1.2. Métode 2: deteccié amb fluorescéncia

El métode es basa en € proposat per Miles et al. [42], on es fa servir un reactiu

fluorescent per derivatitzar els aralits abans d'introduir-los al sistema cromatografic.

Derivatitzacio:

La derivatitzacio es duu a terme amb cloroformiat de 9 fluorenilmetil (FMOC).
Safegeixen 1,8 ml de tamp6 borat 0,025 M (pH 9), 1,8 ml de acetona i 0,2 ml de FMOC
0,01 M a 02 ml de mostra. Sagita la barrgja i es deixa reaccionar durant mitja hora. A
continuacio selimina I'excés de reactiu derivatitzant amb 2 extraccions amb 2 ml d'acetat
detil cada una

En cas de tenir mostres amb pH molt extrem (pH <1 o pH >12) també cd

neutralitzar- les préviament a l'addicio del tampo borat amb NaOH o HCI, respectivament.

Analisi cromatogr afica

La fase mobil utilitzada consisteix en tampo fosfat 0,05 M (pH 5,5) i acetonitril en
relacié 65:35 (v/v). Es prepara una dissolucio de dihidrogenfosfat de sodi 0,05 M i Sajusta
el pH a 55 amb KOH 2 M. Es filtra i es desgasifica com sha comentat en el metode

anterior.
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Sinjecten 100 nl de la mostra a sistema cromatografic i la deteccié es produeix
mitjancant fluorescencia a una longitud d'ona d'excitacio de 262 nm i d'emissio a 316 nm.

Aquest metode proporciona limits de deteccié molt més baixos que en € cas
anterior i meés adequats per a l'andis de plaguicides. La Figura 2.6 mostra un

cromatograma obtingut amb aquest métode.

g AMPA

my

GLIFOSAT

o 4 4 ;1 B 10 12 14 18 1% 20

Figura 2.6. Cromatograma d'una mostra que conté 1 ng/l de glifosat i AMPA. Injeccio:
100 m; fase mobil: 0,05 M tampo fosfat (pH 5,5): acetonitril 65:35 (V/V); | exc= 262 nm,
| gn = 316 Nm.

Per aquest metode € rang de treball varia entre 1-500 nyy/l per a glifosat i 0,5-200
noy/l per aAMPA.

2.2.4.2. Experiments de membranes liquides suportades

S han utilitzat dos tipus de geometries: membranes laminars i fibra buida (hollow
fiber).

2.2.4.2.1. Membraneslaminars

Els experiments s han dut a terme en una cel-la de metacrilat (Figura 2.7) que
consta de dos compartiments de 200 cn? de capacitat cada un separats per una finestra

circular de 3,8 cm de diametre on es col loca la membrana.
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La membrana liquida consisteix en una dissoluci6 organica de I’ extractant (Aliquat
336 en gairebé tots els experiments) retinguda en els porus d'un suport inert. Un cop
impregnat el suport es col-locaalacellai s hi introdueixen les dissolucions de carregai de
retroextraccio, en ambdos casos 200 ml.

El sistema d agitacio consisteix en unes pales de tefl6 accionades per uns motors
que es connecten amb unes pinces a una font d' aimentacié per aconseguir que rotin. Per
controlar la velocitat de rotacio S utilitza un tacometre. Es considera €l temps igua a zero
en e moment que S'inicial’ agitacio.

Per fer el seguiment de I’extraccié i retroextraccié de glifosat i AMPA es prenen
mostres periodicament dels dos compartiments. Aquestes mostres es derivatitzen |

s analitzen segons el procediment descrit anteriorment (métode 1: deteccié amb UV-Vis).

Figura 2.7. Esqguema de la cel-la emprada en els experiments amb membranes liquides
suportades. 1. Motors, 2. Membrana, 3. Dissolucio receptora, 4. Dissolucié de carrega.

Shan estudiat els diferents parametres que afecten el sistema per establir les
condicions optimes de retroextraccié conjunta de glifosat i AMPA. S han provat diverses
composicions per a les dissolucions de partida, la receptora i I'organica (transportadors i

dissolvents) per caracteritzar el sistema quimic.

La cel-ladescrita anteriorment no permet fer una concentracio dels aralits d’ interes.
Per tant, amb les millors condicions obtingudes s ha intentat aconseguir la preconcentracio

deglifosat i AMPA a partir de la configuracié que es mostraa la Figura 2.8.
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A cada compartiment sintrodueixen 200 ml de solucié de carrega i en e
compartiment central limitat per dues membranes impregnades amb la dissolucié organica
de I’extractant és on es recircula la solucio receptora de volum inferior a la de carrega (40
ml) per aconseguir aixi la preconcentraci6. En aguest cas ca utilitzar una bomba

peristaltica per fer recircular la dissolucio receptora.

Figura 2.8. Esquema de la cella utilitzada en els experiments de preconcentracié. 1.
Motors. 2. Membranes. 3. Dissolucié receptora. 4. Dissolucié de carrega.

2.2.4.2.2. Fibra buida (hollow fiber)

Una altra configuracio per assolir la preconcentracié és la que es representa a la
Figura 2.9, on & suport solid és una fibra buida que té una longitud de 57 cm i esta
enrotllada en una vareta central; aquesta fibra simpregna amb la solucié organica
d’ extractant, que es fa passar pel seu interior amb I’ gjuda d’ una bomba peristaltica. Un cop
impregnada es fa circular aigua bidestil-lada, tant per I'interior com per I’ exterior de la
fibra, per eliminar les possibles restes de solucié organica. Aleshores s'introdueixen les
solucions de carrega i receptora, que es fan recircular durant tot I’experiment. Un cop
finalitzat, per netgjar la fibra es passa etanol per I'interior de la fibra i aigua per I’ exterior
per assegurar I'eliminacio de | extractant, i després s asseca la fibra passant-hi nitrogen.

Es pot utilitzar la mateixa fibra diferents vegades fins que se n’'observa el

deteriorament.
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Trebalant amb volums més grans per a la dissolucié de carrega que per a la
dissolucio receptora, es pot assolir una preconcentracio elevada per glifosat i per AMPA.

En aquest cas, a més d’ estudiar els parametres quimics que ja s han caracteritzat
préviament mitjangant les membranes laminars, també s optimitzen les condicions

hidrodinamiques del sistema, ésadir, el cabal.

Fibra enrotllada

Dissolucio
receptora

carrega

Figura 2.9. Modul de fibra buida (hollow fiber) emprat en els experiments de
preconcentracio.
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2.3.RESULTATSI DISCUSSIO

En uns primers experiments s escolliran les condicions quimiques que permetin el
transport de glifosat des d'una dissolucié aquosa de carrega fins a una dissolucié aguosa
receptora através d' una fase organica (membrana liquida), i un cop trobades les condicions
adients per al transport, sacabara d'estudiar la influéncia dels diferents parametres del

sistema a partir del seu efecte sobre la permeabilitat.

En aquests experiments preliminars I'objectiu és el disseny del dstema, i un cop

caracteritzat aguest, es duran a terme experiments de preconcentracio.

2.3.1. DISSENY DEL SISTEMA QUIMIC

L'objectiu de I'estudi és la preconcentracio de glifosat i AMPA mitjancant
membranes liquides per aconseguir un sistema senzill que sigui aplicable a I'analis
d’ aguests compostos en aiglies naturals. Pero préviament cal dissenyar el sistema quimic i
per aconseguir-ho es treballa amb la cel-lade la Figura 2.7. En aguests experiments ro és
possible la preconcentracié dels aralits perqué es duen a terme amb volums iguals de la

dissoluci6 de carregai de la dissolucio receptora.

El caracter hidrofilic del glifosat determina que sigui necessaria la preséncia d'un
extractant ala membrana que faciliti el pas de glifosat de la fase aquosa a la fase organica,
com ja sha comentat anteriorment.

Lasmilitud del glifosat i AMPA amb els aminoacids va fer pensar en la possibilitat
de triar algun sistema de membrana liquida dels descrits ala bibliografia per aaminoacidsi
adaptar- 1o per a transport de glifosat i AMPA. En els sistemes descrits per aminoacids es
treballa amb bescanviadors d’anions com Aliquat 336 [39,40] i en d'altres casos amb
bescanviadors de cations com D2EHPA [38] en funcio de la carregade I’ espécie de I’ arélit
d’interés present en la dissolucio.

S e pH dd medi és elevat, € glifosat esta en forma anionica, motiu pel qual
inicialment es va triar com a extractant un bescanviador anionic comercial, €l clorur de

tricaprililmetilamoni (Aliquat 336), que és una amina quaternaria de férmula:

[CH3(CHz)7]sN(CHgz) Cl
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Pergue es produis el transport, € sistema havia de consistir en una dissolucié de
carrega a pH basic per aixi tenir € glifosat com un anid i en una dissolucio receptora a pH
acid perque € glifosat sigui neutre o cationic, tal com es pot veure en e diagrama de
distribucio del glifosat que es mostraala Figura 2.10.

107 HaGl H. Gl HGI Gl
0,9 1

0,81
079 /
0,61

0,51

Fraccié molar

0,4 1
0,3 1
0,2

0,11

0,0 -

pH

Figura 2.10. Diagrama de distribuci6é del glifosat (Gl correspon al compost totalment
desprotonat).[glifosat] = 1,93-103M.

La membrana consisteix en una dissolucié d'Aliquat 336 en un dissolvent organic
com cume, dodecadodecanol, etc., que intercanvia € seu clorur per glifosat. Aixi, el
glifosat passa a la solucio organica i en contacte amb la dissolucié receptora es protona,
deixa de ser un ani6 i I'Aliquat 336 I'alibera. A més, com que hi ha altres anions a la
dissolucié receptora (CI, PO4>), es produeix e seu intercanvi amb € glifosat i e pas de

glifosat alafase aquosa receptora es veu mes afavorit.

Un cop escollit I'extractant, s assgjaran diferents dissolvents perque les seves
propietats també poden influir significativament en e transport de I'aralit. A més, caldra
determinar quina és la composicio de la dissolucié de carrega que dona lloc a una més
efectiva extraccio de glifosat i quina és la dissolucio receptora que afavoreix meés la

retroextraccio.
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Abans d'iniciar els experiments es fa una prova en blanc, és a dir, sense Aliquat
336 a la fase organica, per comprovar que realment és I’ Aliquat 336 € que déna lloc a
I’extraccio i que, per tant, la presencia d’ un extractant a la fase organica és imprescindible.

Les condicions de I’ experiment son les seglients:

- Fasedecarrega 5 ppm de glifosat i 5 ppm d AMPA en NaOH 0,1 M (200 ml)
- Fasereceptora HCI 0,1 M (200 ml)

- Fase organica: dodeca: 4 % dodecanol

Efectivamert, en aquest cas no s observa transport de glifosat i AMPA a través de

la membrana, tal com s esperava.
A continuaci6 es va estudiar de manera sistematica |'efecte dels diferents

parametres quimics: la composicio de la fase de carrega, la de la fase receptorai la de la

fase organica (extractant i dissolvent organic), en primer lloc només per glifosat.

2.3.1.1. Composici6 de la fase de carrega

En aquesta serie d experiments s han assagjat diferents reactius a la dissolucio de
carrega per gjustar e pH: una dissolucio d' hidroxid sodic i dues dissolucions tampd fosfat

apH 71 pH 11, respectivament.

El glifosat és un derivat de I’aminoacid glicina i perqué aquest estigui en forma
anionica s ha de treballar a pH> 9. El diagrama de distribucié del glifosat (Figura 2.10)
indica que a pH superior a 11 I'herbicida té tres carregues negatives i cap de positiva. Per
tant, es decideix comencar a provar amb una dissolucié de NaOH 0,1 M (pH>11). Com a
dissolucio receptora es tria una dissolucio de citrat perque, com que es tracta d’ un ani6 de
mida considerable, és més hidrofobic i laretroextraccio s hauria d afavorir.

En la Taula 2.2 es mostren els resultats de diferents experiments en els quals es va
variar la composicio de la fase de carrega; en alguns casos s afegeix un electrolit (NaCl o
NaNQ;) per gjustar laforcaionicadel sistemai evitar diferencies de pressié osmotica entre

les dues dissolucions aguoses, que originarien un transport d'aigua.
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Taula 2.2. Percentatge de recuperacié de glifosat per diferents dissolucions de carrega.
Fase de carrega: solucié de 5 ppm de glifosat en el medi indicat. Fase receptora: solucié
de citrat 01 M. Fase organica: Aliquat 336 0,2 M en cume Velocitat d’ agitacio: 1000
rpm. Temps: 3 h

Dissolucié de carrega % recuperacio
NaOH 0,1 M 37
NaOH 0,1 M + NaCl 0,5M
NaOH 0,1 M + NaNOz 0,5 M
NaOH 0,6 M
Tampo fosfat 0,4 M (pH=7)
Tamp6 fosfat 0,4 M (pH=11)

A O O » O O

Aigua mil-iQ

Podem observar que €els percentatges de recuperacio de glifosat son practicament
nuls en preséncia d’ una concentracio elevada d’ anions a la dissolucio de carrega; aixo es
pot explicar tenint en compte que I’ Aliquat 336 és un extractant no selectiu i, per tant, els
altres anions presents a la dissolucié competeixen amb el glifosat. També competeixen els
ions OH' i, per tant, si " augmentem la concentracio disminueix I’ extraccié de glifosat.

Els millors resultats s obtenen amb una concentracio de NaOH de Q1 M en la

dissolucié de carrega.

Com que I'objectiu és aplicar el sistema per a aigles naturals, Sassga una
dissolucié de carrega de pH = 7. En aguests experiments, per fixar el pH s utilitza una
dissolucié tamp6 fosfat 04 M (pH = 7). En els resultats obtinguts s observa que no es
produeix transport de glifosat. Es decideix augmentar el pH de la dissolucio de carrega fins
a1l i trebalar iguament amb un tampo fosfat per veure si e transport no s ha produit
perqué € pH no és prou elevat per tenir e glifosat totalment desprotonat | a més, per
determinar s € sistema funciona amb una atra sal que no sigui Ihidroxid sodic. No
S obtenen bons resultats com a corsequéncia de la competencia de I'i6 fosfat amb el
glifosat, que és més important que en €l cas de tenir ions hidroxils [39], ja que a més els

experiments shan realitzat a concentracions més elevades d'i6 fosfat.
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Es fa una darrera provaamb aigua mil -1iQ per comprovar s cal tenir un pH elevat a
la dissolucié per aconseguir €l transport del plaguicida, i la recuperacié obtinguda és
només del 4 %. El pH de I’aigua mil 1iQ esta entre 5-6 i no és suficient per tenir el glifosat
totalment desprotonat, factor que determina el baix transport del compost.

Amb tots aguests experiments es fixa la fase de carrega com una dissolucio de 5
ppm de glifosat en NaOH 0,1 M.
Una vegada s ha fixat la composicié de la fase de carrega, es passa a estudiar les

altres dues fases, comencant per la receptora.

2.3.1.2. Composicio de la fase receptora

Es proven diferents dissolucions receptores per trobar quina és la que doéna lloc a
una major retroextraccio. Es trien HCl i H3PO, com a acids en la dissolucio receptora
perqué poden protonar el glifosat i, amés, intercanviar I’anié, CI i PO,*, respectivament, i
també s assgja € citrat sodic, que encara que no ens proporciona un pH acid, conté un anid
més hidrofobic que els anteriors. En € cas de I'acid fosforic s afegeix NaCl per igualar la
forcaionica dels dos costats de la membrana. Els resultats obtinguts es mostren ala Taula

2.3.

Taula 2.3. Recuperacio de glifosat utilitzant diferents dissolucions receptores.
Fase de carrega: 5 ppm de glifosat en NaOH 0,1 M. Fase organica: Aliquat 336 0,2 M en
cume. Velocitat d agitacio: 1000 rpm. Temps: 3 h.

Dissoluci6 receptora % recuperacio
HCI 0,1 M 52
H3PO4 0,1 M 1
H3PO4 0,1 M + NaCl 0,075 M 48
Citraa 0,1 M 36
Citrat 0,015 M 22
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A partir dels resultats obtinguts s observa gque la retroextraccio €s més elevada quan
S utilitza un acid que no pas amb citrat, ja que, en protonar-se el glifosat, s afavoreix el seu
pas a la fase receptora i, a més, s'intercanvia |’anié per glifosat. En el cas dd citrat, I’ Unic
efecte present és aquest Ultim.

Sestudialainfluenciadel pH en el cas del citrat per veure si influeix en els resultats
perque el citrat forma especies diferents en funcio del pH del medi, tal com s observa en el

seu diagrama de distribucio (Figura 2.11).

[Alpgr= 100.00mM

HoA A

1.0

0.8

0.6

0.4 -

Fraction

0.2

0.0

Figura 2.11. Diagrama de distribucié de I'acid citric. H3A correspon a I'acid citric
totalment protonat i A ésla seva base conjugada.

Els resultats obtinguts utilitzant citrat com a dissoluci6 receptora a diferents pH es
mostren ala Taula 2.4.

Aquests resultats indiquen que ja s estava trebalant en unes condicions de pH
adequades (pH = 7,5), ja que s e pH saugmenta o es disminueix, la recuperacio de
glifosat també decreix. L’inconvenient de la dissolucio de pH 11 és que a aquest pH el

glifosat esta totalment desprotonat i, en passar a la fase receptora, no quedara

75



Capitol 2

completament retingut en aguesta, ja que encara esta en forma anionica i, per tant,
I’ Aliquat 336 € pot tornar aintercanviar i transportar novament cap alafase de carrega.

En el cas de ladissolucié amb acid citric de pH = 4, tampoc no és adequada perqué
hi ha un gran percentatge de citrat protonat i que, per tant, no esta en forma anionica i

I’ Aliquat 336 no e pot intercanviar pel glifosat que transporta.

Taula 2.4. Percentatge de recuperacio de glifosat en variar e pH de la dissolucio
receptora de citrat. Fase de carrega: 5 ppm de glifosat en NaOH 0,1 M. Fase organica:
Aliquat 336 0,2 M en cume. Velocitat d’ agitacio: 1000 rpm. Temps: 3 h.

Dissolucio6 receptora pH % recuperacio
citrat0,1 M 7,5 36
citrat 0,1 M 11 26
citric0,1 M 4 8

Sabent que la retroextraccio té lloc mitjangant un bescanvi de I'anio, també es
proven com a possibles dissolucions receptores tiocianat i perclorat, ja que son anions més
hidrofobics i en principi haurien de tenir més tendéncia a passar a la fase organica que els
ionsclorur.

En € cas del tiocianat no es pot determinar la recuperacio de glifosat, ja que en
analitzar la dissolucié receptora s obté un pic amb cua a l’inici del cromatograma i a més
surten dos pics encavalcats a voltant del temps de retencié corresponent a glifosat. Per
tant, no es pot determinar la concentracié del plaguicida a la dissolucié receptora amb €l
metode cromatografic utilitzat. Per poder saber s es produeix transport, es mesura la
variacio de la concentracio a la dissolucié de carrega inicial i fina i es veu que aguesta no
ha variat; per tant, no sha produit transport de glifosat.

En €l cas del perclorat, €ls resultats obtinguts no son satisfactoris tampoc, ja que, a
més de no observar-se transport, sembla que € suport utilitzat per la membrana liquida
pateix alguna variacio.

Com a consegiiencia de tots aguests resultats, s escull una dissoluci6é 0,1 M d’acid

clorhidric com a fase receptora.
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Un cop optimitzades les composicions de les dues dissolucions aquoses del sistema
de membrana liquida, es passa a estudiar la fase organica també anomenada fase

membrana.

2.3.1.3. Composicio de la fase or ganica

La fase membrana esta formada per I’ extractant i per un dissolvent organic, que és
el que es fa servir per dissoldre I’ extractant i que també influeix de manera important en €l
transport dels arélits. S’ estudiaran, per tant, aguests dos parametres.

2.3.1.3.1. Extractant

En principi s haviatriat Aliquat 336 com a extractant a causa de les seves propietats
bescanviadores envers els anions, ja que s e pH és basic, @ glifosat esta en forma
anionica. Tot i aixo, també es van assgjar altres extractants per millorar els resultats. Els
extractants que es trien per fer els experiments son també bescanviadors, perd un és
anionic i I'atre cationic i, per tant, en aquest segon cas, caldra variar la composicio de la
dissolucio per tenir € glifosat en forma cationica perque el transport pugui tenir lloc. Els
bescanviadors triats son:

- Clorur detrilaurilamoni (TLA-HCI)
- Acid di-2-¢etilhexil fosforic (D2EHPA)

Extractant TLA-HCI

Aquest extractant és, igual que I’ Aliquat 336, un clorhidrat d’ amina que actua com
abescanviador d’ anions.

Per utilitzar aquest extractant, com que no és comercial, primer cal preparar el

clorhidrat de I’amina protonant la trilaurilamina amb HCI. La férmula del compost és:

{[CH3(CH2)11]sNH} Cl

Aquest extractant es dissol en cume, ja que no va ser possible dissoldre’l en

dissolvents dlifatics.
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Per fer aguests experiments es redueix €l pH de la dissolucié de carrega ja que,
treballant apH = 12,5, es desprotonaria el grup amino de |’ extractant.
Per tant, les condicions dels experiments redlitzats s estableixen com a:
- Fasedecarrega: 5 ppm de glifosat en aiguaderiu (pH = 8,5)
- Fasereceptora HCI 0,1 M
- Faseorganica TLA-HCI 0,2 M i 0,05 M en cume

En aguestes condicions no sobserva transport de glifosat.

Extractant D2EHPA

A causa de les propietats acid-base que presenta €l glifosat, també es pot protonar i
ser present en la dissolucié en la seva forma cationica en comptes d’ anionica, com shavia
trebalat fins ara. Per aquest motiu es decideix provar amb e D2EHPA, que és un
bescanviador de cations comercial que també s ha utilitzat per al transport d’ aminoacids en

membranes liquides. La seva formula és:

C,Hs c|)
CH3(CH,)3CHCH,0

N
O—T
T

La forma cationica del glifosat és predominant en la dissolucié a un pH acid (2-3),
tal com es pot observar en el diagrama de distribucio6 del glifosat en funcié del pH (Figura
2.10). El sistema funciona de marera diferent que en el cas d'Aliquat 336. EIl D2EHPA
intercanvia el seu proto per |’ aralit en forma cationica i després, en contacte amb |la fase
receptora, que té un pH més acid que la fase de carrega, e D2EHPA es torna a protonar i

alibera I’ aralit. Aquests experiments es van dur aterme en les seglents condicions:

- Fasedecarrega: 5 ppm de glifosat en HCI 0,01 M (pH = 2)
- Fasereceptora HCI 0,1M (pH=1)i 1M (pH » 0)

- Fase organica: dissolucié de D2EHPA 0,2 M en querose
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Igual que amb TLA-HCI, quan I'extractant és D2EHPA, en les condicions provades
no s obté transport de glifosat.

Per tant, es continua treballant amb Aliquat 336 com s ha fet fins ara, perd s estudia
quin és € dissolvent organic més adequat per obtenir un transport de glifosat més efectiu.

2.3.1.3.2. Dissolvent organic

El dissolvent organic influeix en la solubilitat de les espécies presents a la
membrana, és a dir, I’ extractant i les espécies formades entre I’ extractant i |’ aralit. Per tant,
ésimportant triar un dissolvent adequat.

En aguests experiments es proven diferents dissolvents aromatics i alifatics i també
barreges d’ aguests per veure nlainfluénciaen I’ extraccio i retroextraccio de glifosat.

Lesdiferents fases del sistema tenen la composicio seguient:

- Fasede carrega: 5 ppm de glifosat en NaOH 0,1 M.
- Fasereceptora citrat 0,1 M.
- Fase organica: Aliquat 336 0,2 M en €l dissolvent organic indicat.

Els resultats obtinguts es mostren ala Figura 2.12.
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dodecanol
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5 - r{_‘ querose
0 ||

dissolvent organic

% recuperacio

Figura 2.12. Comparacié del percentatge de recuperacié de glifosat a diferents temps
pels dissolvents organics emprats.
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En els experiments utilitzant cumé com a dissolvent a la membrana els temps es
van limitar a 3 hores, ja que s ha comprovat que aquest dissolvent pot atacar el suport de la
membrana i augmentar la mida dels porus, la qual cosa provocaria pérdues de dissolucié
organica [43,44].

El dodeca és un dissolvent alifatic al qual s afegeix el dodecanol com a modificador
per facilitar la solubilitzacio de I’ extractant.

Es tria dodeca amb 4% de dodecanol com a dissolvent organic perque la solubilitat
de I’Aliquat 336 és bona i a més no afecta a suport polimeric i, com es pot veure a la

grafica, déna un bon percentatge de recuperacio.

En conclusié es pot dir que les condicions experimentals que han donat €ls millors
resultats son:
- Fasedecarrega: 5 ppm de glifosat en NaOH 0,1 M
- Fasereceptora HCI 0,1 M
- Fase organica: Aliquat 336 0,2 M en dodeca amb 4 % dodecanol

Un cop estudiats els diferents parametres que afecten el transport de glifosat,
sintrodueix € seu metabolit AMPA en els experiments, ja que I'objectiu és aconseguir un
sistema valid per as dos aralits. En primer lloc es duen a terme experiments només amb
AMPA i posteriorment sestudia el transport conjunt de glifosat i AMPA.

El problema que presenta I'AMPA és que encara és més hidrofilic que e glifosat, ja
gue és una molecula més petita a causa de la pérdua del grup HOOC-CH,. Es duen aterme
experiments amb les millors condicions trobades per glifosat, pero per I'AMPA només
sobtenen recuperacions inferiors a un 10 %. Aquests resultats sexpliquen s tenim en
compte que I'AMPA té caracter forca hidrofilic i per tant té poca tendéncia a passar a la
membrana hidrofobica. A més, I'Aliquat 336 és un bescanviador d'anions no selectiu i per
tant, s hi ha daltres ions a la dissolucié de carrega, competiran amb I'AMPA i en
dificultaran I’ extraccio.

Quan es duen a terme els experiments de transport conjunt dels dos aralits
sobtenen les mateixes recuperacions que quan eren independents a la dissolucié de
carrega. Per tant, el trargport dAMPA no millorai € fet d’ haver-hi AMPA ala dissolucio
de carrega no afecta @ transport de glifosat.
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Per acabar de caracteritzar el sistema Sestudien els diferents parametres que €l

conformen i s expressen els resultats en funcio de la permeabilitat obtinguda.

2.3.2. CARACTERITZACIO DEL TRANSPORT DE GLIFOSAT | AMPA

Els resultats s expressaran en forma de coeficient de permeabilitat, que es defineix

coma:

_ -3 _dgifost]. v. 1 (1)
[glifosa | o A [gifosi |

on Jrepresenta e flux de glifosat através de la membrana; [glifosat] és la concentracié de
I'herbicida a la fase de carrega; V és @ volum de la dissolucio de carrega (200 ml), i A és
I’area efectiva de la membrana (area geometrica corregida considerant la porositat del

suport), que té un vaor de 85 cnt en els experiments redlitzats. Per tant, les unitats de la

permeabilitat son cm/min.

Si slintegral’ equacio de la permeabilitat (I) s obté I’ equacié d una recta:

|nm é' m t (||)
[gllfosat ]0 \
on [glifosat]o és la concentracié inicial de glifosat ala dissolucié de carrega.
Si esrepresenta e In respecte al temps (I1), es pot calcular el valor del coeficient de

permeabilitat a partir del pendent obtingut (m):

p=mV (1)

Els diferents experiments es realitzen amb una dissolucié de carrega que conté 5
ppm de glifosat i 5 ppm d AMPA, pero en la majoria dels experiments amb AMPA no és

possible determinar la permeabilitat perqué les diferencies de concentracié a llarg del
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temps son molt petites i e métode d’analisi no té prou sensibilitat per poder detectar les
variacions. Per tant, les dades de permeabilitat només es donaran per glifosat.
S ha determinat la influéncia en la permeabilitat del sistema dels parametres que
s indiquen a continuacio:
- Concentraci6 de I’ extractant Aliquat 336.
- Composicio de lafase de carrega.

- Composici6 de la fase receptora.

2.3.2.1. Influéncia de la concentracio d’ Aliguat 336

En aguests experiments es va variar la concentracio d' Aliquat 336 entre 0,05 0,3
M iesvan mantenir constants la resta de parametres:
- Fasedecarrega: 5 ppm de glifosat i 5 ppm d AMPA en NaOH 0,1 M.

- Fasereceptora: HCI 0,1 M.
- Faseorganica: Aliguat 336 en dodeca: 4 % dodecanol.

Els resultats obtinguts es poden expressar graficament i es pot representar la
permeabilitat respecte de la concentracio d’ Aliquat 336, tal com esveu ala Figura 2.13.

0,18
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Figura 2.13. Efecte de la concentraci6 d’ Aliquat 336 sobre la permeabilitat
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En e cas de la concentracié de 0,05 M no és possible seguir la variacié de
concentracio a llarg del temps amb el métode d’'analis emprat, ja que les diferéncies son
molt petites. Perd amb aquesta concentracio la permeabilitat és molt baixa.

Sobserva que, com més concentrada és la dissolucié d’ extractant, més gran és la
permeabilitat. En € rang de concentracions estudiades gairebé s ha arribat a la zona que
indica la saturacié de la membrana, ja que la diferéncia de permeabilitat quan la
concentracio d’ Aliquat 336 és 0,2 M i 0,3 M és minima. Aquest és el comportament tipic
en un sistema de membrana liquida amb transport facilitat.

En augmentar la concentracié de |’ extractant millora la permeabilitat, pero també
varien les propietats de la fase organica i augmenta la resisténcia a la difusié de les
especies. Per aquest motiu la concentracio escollida és 02 M, perque aixi Sassegura un

equilibri entre aguests dos factors.

2.3.2.2. Efecte de la composicid de la fase receptor a sobr e la per meabilitat

Anteriorment s havien provat diversos acids com a dissolucions receptores i es va
veure que el més favorable eral’ acid clorhidric. Es decideix estudiar el sistemaen el cas de
tenir HCI i citrat per veure si son els ions clorur els que afavoreixen laretroextraccio o s el

factor més important és el fet de tenir un acid que protoni €l glifosat .

L es condicions experimentals son:
- Fasedecarrega 5 ppm de glifosat i 5 ppm d AMPA en NaOH 0,1 M.
- Fasereceptora: HCI 0,1 M o citrat sodic 0,1 M.
- Fase organica: Aliquat 336 0,2 M en dodeca: 4 % dodecanol.

Si es representa €l In de la variacié de la concentracio de glifosat a Ilarg del temps

per a les diferents dissolucions receptores s obté la Figura 2.14.
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Figura 2.14. Representacio de la variacio de la concentraci6 de glifosat per a les diferents
dissolucions receptores en funcio del temps.

A partir del pendent de les rectes es pot trobar la permeabilitat. Els resultats
obtinguts es mostren ala Taula 2.5. A partir dels valors obtinguts de permeabilitat es pot
concloure que el transport és més efectiu quan la dissoluci6 receptora és HCl 0,1 M, com ja

Sshavia comprovat en els experiments previs.

Taula 2.5. Coeficients de permeabilitat obtinguts utilitzant diferents dissolucions
receptores.

Dissoluci6 receptora P (cm/min)
Citraa 0,1 M 0,0506
HCI 0,1 M 0,1447

2.3.2.3. Influéncia de la concentracio de NaOH a la fase de carrega

Com ja s ha vist anteriorment, la fase de carrega nés favorable s obté amb una
dissolucié d'hidroxid sodic que déna lloc a un pH €elevat i suficient per tenir els analits
totalment desprotonats.

En aquests experiments es varia la concentracio de NaOH i es disminueix per veure

s I'extraccié millora, ja que no hi haura tanta competéncia dels ions OH amb glifosat.
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L es condicions experimental's son:
- Fasedecarrega 5 ppm deglifosat i 5 ppm d AMPA en NaOH
- Fasereceptora HCI 0,1 M
- Faseorganica: Aliquat 336 0,2 M en dodeca: 4 % dodecanol

Si esrepresenta el In de la variacié de la concentracio de glifosat a Ilarg del temps

en els dos casos s obté la grafica de la Figura 2.15.
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Figura 2.15. Transport de glifosat per diferents concentracions de la dissolucié de
carrega de NaOH.

A partir dels pendents de les rectes es pot determinar la permeabilitat. Els resultats

obtinguts es mostren ala Taula 2.6.

Taula 2.6. Coeficients de permeabilitat en variar la concentracié de la dissolucié de
carrega.

[NaOH] M P (cm/min)
0,05 0,2412
0,1 0,1447

Per tant, en disminuir la concentracio de NaOH a la fase de carrega millora €

transport de glifosat a causa de la menor competencia dels anions OH'.
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2.3.3. ESTUDIS DE PRECONCENTRACIO

Paral-lelament a disseny del sistema de membrana laminar shan realitzat

experiments de preconcentracié de glifosat i AMPA.

El parametre que es fara servir per quantificar la preconcentracio és el factor de

concentracio, que es defineix com a:

£ - [ndlit ], ala disoluci6 receptora
[andlit ], ala dissolucio de carrega

S aquest factor és elevat, indica que la preconcentracié és ata i que per tant el

transport de |’ aralit ha estat important.

Els experiments de preconcentracié tenen una durada de 24 fores en tots €ls casos

per donar temps suficient perque la dissolucio de carrega recirculi diverses vegades.

Els estudis de preconcentracié s’han dut a terme emprant dues configuracions
diferents:
- Sigema de membrana laminar on recircula la dissolucio receptora (Figura 2.8).
- Modul de fibra buida (hollow fiber) (Figura 2.9).

2.3.3.1. Membrana laminar de flux

Es tracta d’ un sistema que consta de dues membranes que limiten un compartiment
central on hi hala dissolucio receptora que recircula utilitzant una bomba (Figura 2.8). En
el cas de la dissolucié de carrega, hi ha dos compartiments de 200 ml de capacitat
cadascun. Per tant, el volum total ce la dissolucié de carrega és de 400 ml i per a la
dissolucio receptora sutilitza un volum de 40 ml.

Condicions del sistema:
- Fase de carrega: dissolucio de glifosat i AMPA en NaOH 0,1 M, pH=12,5, V= 400

ml.

- Fasereceptora HCI 0,1 M, V=40 ml.

- Fase organica: dissolucié d’ Aliquat 336 0,2 M en dodeca: 4% dodecanol.
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- Cabal derecirculacio: 0,85 mi/min.

- Tempsde durada de I’ experiment: 24 h

A la Taula 2.7 es mostren els resultats obtinguts amb aquest tipus de configuracio.

Taula 2.7. Factor de preconcentracio per a glifosat i AMPA a diferents concentracions
inicials amb la membrana laminar de flux.

C, fasede [AMPA] (ppm) [glifosat] (ppm)
carrega (ppm) d°receptora A d° receptora o
5 2,0 04 37,0 74
2 07 03 154 7,7
05 05 09 40 80

Per a les concentracions estudiades els resultats indiquen que, en variar la
concentracié inicial d'herbicidai de metabolit aladissolucié de carrega, la preconcentracio
assolida practicament no canvia, ja que només augmenta |leugerament en disminuir la
concentracié inicia. Per al’ AMPA no s obté preconcentracio (el factor de preconcentracié
ésinferior a l).

Es podria intentar disminuir més la concentracié inicial, pero e métode
crometografic emprat en I’analis (métode 1. deteccio UV-Vis) no permet detectar amb
fiabilitat concentracions tan baixes ja que no és prou sensible.

L’inconvenient de la configuracio de membrana laminar on recircula la dissolucié
receptora és que no permet incrementar € volum de fase de carrega, ja que les cel -les tenen
uns compartiments de volum fix. | per a la dissolucié receptora € volum minim esta a
voltant de 25 ml, ja que és &l volum necessari perque la dissolucié ompli e compartiment i
recirculi. Per tant, no es poden aconseguir valors de preconcentracio més elevats variant el

volum, cosa que si que es pot fer amb e modul de fibra buida.

2.3.3.2. Modul defibra buida

El primer parametre estudiat és el cabal de circulaci6 de les dissolucions, ja que les

condicions hidrodinamiques tenen una influencia important en el funcionament del sistema
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de membrana en aguest tipus de configuracié. Si € caba és elevat, € volum de la
dissolucié de carrega pot ser més gran i, a més, passara més vegades per I'interior ce la
fibra s la dissolucié de carrega es fa recircular. Pero I'inconvenient és que, en augmentar
el cabal, el contacte entre la dissoluci6 de carregai la dissolucié organica és menys efectiu.
Per tant, cal determinar quin és el cabal optim en el qual Sarribaa un compromis entre
aquests dos factors.

En els experiments realitzats no hi ha preconcentracio, ja que tant la dissolucié de
carrega com la receptora tenen un volum de 200 ml. Aixi es pot comparar el resultat
obtingut amb e modul de fibra buida amb € resultat que s obtenia treballant amb les

membranes laminars. Els resultats es mostren ala Taula 2.8.

Taula 2.8. Efecte de les condicions hidrodinamiques (cabal) en la recuperacio de glifosat i
AMPA. Fase de carrega: 5 ppm de glifosat i AMPA en NaOH Q1 M (200 ml). Fase
receptora: HCl 0,1 M (200 ml). Fase membrana: Aliquat 336 0,2M en dodeca: 4%
dodecanoal; temps: 24 h.

Cabal (ml/min) % recuperacié glifosat % recuperacio AMPA

0,35 75,6 9,4
0,45 82,8 13,6
0,60 82,0 14,6
0,85 87,2 15,8
1,00 81,7 16,4

En augmentar el cabal els resultats milloren significativament, sobretot en el cas de
I’AMPA, pero, com que també s ha de tenir en compte que amb un cabal més elevat el
temps de vida de la fibra és menor, S opta per treballar amb un caba intermedi de 06 o
0,85 ml/min.

Per decidir quin és el caba que dona una millor preconcentracio es fan experiments
treballant amb un volum de la dissolucio de carrega de 250 ml i un volum de la dissolucié
receptora de 10 ml. També es proven dues concentracions d'Aliquat 336 diferents. Els

resultats obtinguts es detallen ala Taula 2.9.
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Taula 2.9. Efecte de la variacio de la concentracié d’Aliquat 336 i del cabal. Fase de
carrega: 5 ppm de glifosat i AMPA en NaOH 0,1 M (250 ml); fase receptora: HCl 0,1 M
(10 ml); temps: 24 h.

[Aliquat 336] (M)  Cabal (ml/min) F giifosat F avpa
01 0,60 114 046
02 0,60 14,2 12
02 085 194 25

Amb aguests experiments sobserva que els resultats son més favorables en
augmentar la concentracio d’Aliquat 336 de 0,1 a0,2 M i si saugmenta el cabal de 0,6 a
0,85 ml/min.

Amb aquestes condicions, Aliquat 336 0,2 M en la fase membrana i un cabal de
0,85 ml/min, es realitzen experiments tot variant la concentracié inicial a la dissolucié de

carrega. Els resultats obtinguts es detallen ala Taula 2.10.

Taula 2.10. Factors de concentracio per a diferents concentracions inicials amb Aliquat
336 0,2 M i cabal de 0,85 mi/min. Fase de carrega: glifosat i AMPA en NaOH 0,1 M (250
ml). Fase receptora: HCl 0,1 M (10 ml); temps. 24 h. ¥ Deteccié amb € métode de
fluorescencia.

C,d°de [AMPA] (ppm) [glifosat] (ppm)
N AMPA glifosat
carrega (ppm) d° receptora d° receptora
5 12,3 26 97,0 18,7
2 6,7 24 23,5 99
05 11 22 40 81
0,019 <1 <1 0,032 32

En disminuir la concentracio iniciad a la dissolucié de carrega € factor de
concentracio també disminueix. Aquest resultat sexplica per la caiguda de concentracio a

llarg de lafibra
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Amb aquest tipus de configuracio els millors factors de concentracié obtinguts son
del’ordre de 19 per a glifosat i 2,5 per a AMPA.

Aquests resultats encara podrien ser més positius s s'incrementés la relacio de
volums entre la fase de carrega i la fase receptora (€l volum minim de fase receptora amb
gue es pot treballar en aquest modul és de 3 ml si sela facircular per la part exterior shell,

i inferior en el cas de circular per la part interior de lafibra lumen).

Ates que shavia comprovat que la concentracio del NaOH afectava de manera
important el sistemai que el NaCl donava més bons resultats que e HCI [45], es van variar
les condicions seguents:

- Fasedecarrega: 10 ng/l glifosat i AMPA en NaOH 0,05 M (250 ml).
- Fasereceptora: NaCl 0,1 M (10 ml).

| els factors de concentracié obtinguts van ser de 18,5 i <1, respectivament. Per
tant, per al glifosat es millorava molt e resultat.

Per afavorir encara més e transport es va disminuir €l volum de la dissolucié de
carrega fins a 100 ml, ja que d'aguesta manera en el mateix temps la dissoluci6 circulava
més vegades per l'interior de la fibra. El volum de la dissolucié receptora es va establir en
4 ml perqué larelacio de volums que shavia fet servir fins aaquell moment es mantingués.
A més, es va augmentar la concentracio de la dissolucié de NaCl de Q1 a 05 M. Els
factors obtinguts en aquest casvan ser de 24,51 2,1 per aglifosat i AMPA, respectivament.

La Taula 2.11 mostra una comparacio dels resultats obtinguts en els diferents

experiments esmentats. En tots la concentracié dels andlits és de 10 ng/l.

Taula 2.11. Factors de concentracié per a glifosat i AMPA. Concentracions inicials: 10
ny/l; fase organica: Aliquat 336 0,2 M en dodeca: 4 % dodecanol; cabal: 085 mi/min;
temps:. 24 h.

Fasedecarrega Fase receptora F glifosat F AMPA
NaOH 01 M (250 ml) HCI 01 M (10 ml) 32 <1
NaOH 005M (250 ml) NaCl 01 M (10 ml) 18,5 <1
NaOH 005 M (100 ml) NaCl 05M (4 ml) 24,5 21
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El sstema es va aplicar per a diferents concentracions inicials dels amalits i, a més,
també es va fortificar una nostra d'aigua de riu ala qual es va gjustar el pH a 11 amb
NaOH.

Els resultats obtinguts (vegeu la Taula 2.12) indiquen que la membrana liquida
proposada és adequada per a la preconcentracio de glifosat i sobtenen factors de

concentracio elevats depenent de la relacio de volums utilitzada.

Taula 2.12. Factors de concentracio obtinguts per a glifosat i AMPA. Fase de carrega:
100 ml. Fase receptora: NaCl 0,5 M (4 ml); fase organica: Aliquat 336 0,2 M en dodeca:
4% dodecanal; cabal: 0,85 mi/min.

Concentraci6

o Fasedecarrega F glifosat F AMPA
inicial (mg/l)
1 NaOH 005 M 231 30
1 aguaderiuapH 11 25,0 34
10 NaOH 0,05 M 24,5 21
10 aguaderiuapH 11 21,0 2,7
25 NaOH 0,05 M 21,6 2,7

Per intentar millorar aquests resultats, sobretot en € cas de I'AMPA, shan assgjat

diversos compostos de pal -ladi com a possibles transportadors més selectius dels aralits.

2.3.4. MEMBRANESLIQUIDESD'AFINITAT

En e cas dels aminoacids per aconseguir-ne € transport també shan aplicat
complexos metal -lics com atransportadors. Per exemple, aminoacids com €l triptofan [46],
fenilalanina, leucina, valina [47] o la glicina [48] poden interaccionar amb un metall com
el pa-ladi de manera que saconsegueix e transport selectiu de I'aminoacid. En € nostre
cas, lobjectiu és aconseguir un extractant basat en pal-ladi que permeti una extraccio mes
selectiva de glifosat i AMPA, ja que, com sha demostrat en € cas de fer servir Aliquat
336, la preséncia d'anions a la dissolucié de carrega afecta negativament |'extraccié dels

analits, ja que competeixen amb ells per les molecules del transportador.
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En aguests experiments sassagen dos tipus de compostos.
1- Complexos de pal-ladi formats durant €l procés dextraccié liquid-liquid de pal-ladi amb
una dissolucié organica que conté un agent extractant de Pd (er exemple: Kelex 100,
sulfur de trifenilfosfina, etc.).
2- Complexos de pal-ladi comercials o sintetics obtinguts en col -laboracié amb e Grup de

Catdlis i Bioinorganica del Departament de Quimicade la Universitat de Girona.

En e nostre grup de recerca shavia treballat ampliament amb diferents extractants
gue contenien atoms de sofre, oxigen, nitrogen o fosfor que formaven complexos amb
pal-ladi i atres metalls preciosos. Els extractants estudiats eren: sulfur de trifenilfosfina
(TPPS) [49], sulfur de triisobultilfosfina (Cyanex 471) [50], 7-(4-€til-1-metiloctil)-8-
hidroxiquinoleina (Kelex 100) [51] i benzil(2- metoxi- 3-difenilfosfino)propil eter (BPOMe)
[52].

L'objectiu, en € nostre cas, és estudiar I'eficiencia dels complexos de Pd formats
com a transportadors de glifosat i AMPA en un sistema de membrana liquida d'afinitat.

Els corresponents complexos sobtenen a partir d'una extraccio liquid-liquid on la
fase aguosa és una dissolucio de Pd(1) en medi acid i la fase organica un dels extractants
esmentats en cume: querose (20:80 v/v) excepte per al BPOMe, que ja esta dissolt en
decalina. En agquestes condicions, després de 24 hores sobserva l'aparicié de terceres fases
en els experiments amb Cyanex 471 i TPPS; en canvi, €ls resultats son satisfactoris amb
Kelex 100 i BPOMe, pero les concentracions dels complexos de pal-ladi son baixes. Les

estructures d'aquests dos extractants es mostren ala Figura 2.16.

CoHs N
Ph/\o/\/\pphz " )
N
OMe CHz; OH
BPOMe Kelex 100

Figura 2.16. Estructures dels extractants BPOMe i Kelex 100
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La fase organica que conté e complex de Pd sttilitza per dur a terme €els
experiments amb glifosat. Amb aguesta solucié simpregna el suport i es constitueix la
membrana liquida. Les condicions dels experiments de SLM son:

- Fase de carrega: 5 mg/l de glifosat en NaOH 0,1 M o tamp0é fosfat a pH 9.
- Fasereceptora HCI 0,1 M.
- Temps. 24 hores

En aguestes condicions no sobserva transport de glifosat en cap cas. Per
determinar-ne la causa es readlitzen proves d'extraccié liquid-liquid en les quals la fase
aguosa és una dissoluci6 de glifosat de 5 mg/l en tampd fosfat a pH 9 i la fase organica la
dissolucié que conté el complex de Pd-Kelex 100 en cume: querose. Sobtenen extraccions
entre 30-50% de glifosat després de 24 hores. En canvi, en redlitzar proves de
retroextraccio amb acids com HCI, HNOgs i HsPO4, les recuperacions son inferiors a 5 %
en tots els casos. A partir d'aquests resultats es dedueix que el pas problematic és la

recuperacio de glifosat en la fase receptora.

Una altra estrategia emprada ha estat la utilitzaci6 de compostos de pal-ladi
comercials o sintetics, de manera que la dissolucié organica que constitueix la membrana
es prepara per dissolucié directadel conplex de Pd en el dissolvent escollit. EIs compostos
de pal-ladi assgjats es mostren ala Figura 2.17.

El problema principal que presenten aquests compostos és la seva baixa solubilitat
en els dissolvents emprats per a la preparacié de les membranes liquides. Tots son
insolubles en dissolvents alifatics com querose, dodeca o decalina i només es solubilitzen
parciament (< 5 mM) en dissolvents aromatics com cume o anetol. Com ja sha esmentat
anteriorment, l'inconvenient d'aquests darrers dissolvents és que poden fer malbé e suport
poliméric on simpregna la membrana

Es fan diversos experiments amb SLM amb els compostos de pal-ladi esmentats,
perd no sobtenen resultats positius.

Com que amb I'extractant Pd-Kelex 100 basat en 8-hidroxiquinoleina sobserva una
certa extraccio de glifosat, es decideix immobilitzar € pal-ladi en una resina on també és
present aquest grup funcional. D'aquesta manera es pot aconseguir augmentar la quantitat
de pal-ladi que pot interaccionar amb glifosat. En aquest cas, €ls resultats obtinguts son

satisfactoris, tal com es pot veure a capitol 3 d'aguesta memoria.
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cl > o <PPh3 [S\ _~NCPh [5\ _PPhg CH3COO._ Pd/PPhs
cl PPhs ~PIg P ~q CH,CO0~  “PPhg
@ 2 €] (4)
Ph
OO e o PheP_ PP .\ :
N A
ek SR
) (6) (7)

Figura 2.17. Compostos de pal-ladi comercials o sintetics assajats per a l'extraccio de
glifosat.

(1)diclorobis(trifenilfosfina)pal -ladi(ll);

(2)cloro2(difenilfosfino)etanotiol ato(benzonitril)pal -ladi(11)

(3)cloro2(difenilfosfino)etanctiol ato(trifenilfosfina)pal -1adi(I1)

(4)[ diacetatobis(trifenilfosfina)pal -ladi(I1)

(5)dicloro[ R-(+)-2,2"-Bis(difenilfosfino)-1,1"-binaftil] pal 1adi(11)

(6)[ tetrakis(trifenilfosfina)] pal 1adi(0)

(7)dicloro[ 1,1*-Big(difenilfosfino)ferroce] pal -ladi(11)
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3.1.INTRODUCCIO

En cromatografia la distribucié del solut entre les dues fases és deguda a diferents

fenomens fisicoquimics que depenen de la naturalesa intrinseca del solut i de les fases [1].
D'aqui es deriven diferents tipus de cromatografia:
- Cromatografia de repartiment: € solut es reparteix entre la fise mobil i la fase

estacionaria, que és un liquid suportat en un solid inert.
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- Cromatografia d'adsorcié: on el 2lid (fase estacionaria) adsorbeix € solut que
inicialment era a la fase mobil.

- Cromatografia de bescanvi ionic: la fase estacionaria solida és un bescanviador
dions.

- Cromatografia d'exclusié molecular (filtracié per gel): la fase estacionaria és un
gel format per polimers no ionics porosos que retenen les molecules de solut
segons la seva mida

- Cromatografia dafinitat: és un tipus especia de cromatografia d'adsorcio,
utilitzada especialment en bioquimica, en la qual la fase estacionaria solida esta
enllacada amb un lligand dafinitat, que pot ser, per exemple, un inhibidor

enzimatic o un anticos.

La base d'aguest darrer tipus de cromatografia és la que sha utilitzat en aquest
estudi, on sha desenvolupat un metode de preconcentracio per a glifosat i AMPA basat en

latecnica de cromatogr afia d'afinitat amb 16 metal-licimmobilitzat (IMAC).

El 1975 Porath et al. [2] van introduir un nou tipus de cromatografiai li van donar
el nom de cromatografia d'afinitat de quelat metal-lic, pero posteriorment va passar a
anomenar-se cromatografia d'afinitat amb i6 metal-lic immobilitzat (IMAC). Els autors
indicaven que la tecnica era adequada per a laseparacio i I'aillament de proteines gracies a
la seva diferent afinitat per a ions metal-lics que formen part d'una substancia quelant
immobilitzada en un suport (resina).

Com que la interaccio entre e metall i la proteina tenia un caracter reversible, es
podia aconseguir I'adsorcio de les proteines i la seva posterior elucié en condicions que no
provoquessin la desnaturalitzacio de les proteines.

IMAC és un tipus especia de cromatografia de bescanvi de lligand (ligand-
exchange chromatography, LEC) introduida per Helfferich [3] el 1961 per a la separacio

de molecules petites.

A la Taula 3.1 es compara la tecnica IMAC amb altres tecniques basades en
adsorcié com la cromatografia d'afinitat i la cromatografia de bescanvi ionic (IEC). IMAC
se situa entre la veritable cromatografia d'afinitat i les altres tecniques d'adsorcio i en molts

casos n' és complementaria.
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Taula 3.1. Comparacio d'IMAC amb altres tecniques d'adsorci6 [ 4]

Propietat IMAC Afinitat Bescanvi ionic
Capacitat Mitjana-alta Baixa Alta
Recuperacié Alta Mitjana Alta
Carrega Moderada Moderada Moderada
Elucié Moderada Complexa Moderada
Regeneracio Completa Incompleta Completa
Selectivitat Mitjana-alta Alta Baixa-mitjana
Cost Baix Alt Baix

3.1.1. PRINCIPISDE LA TECNICA IMAC

IMAC és una tecnica de separacio basada en la immobilitzacio d'un ié metallic
apropiat en un suport polimeric, mitjangant un grup actiu quelant, que permet la interaccio
selectiva entre les espécies dinteres i aguest metall immobilitzat.

IMAC basicament sha aplicat per a la separacid de biomolecules en solucié com
aminoacids, péptidsi proteines.

A laFigura 3.1 es mostra un esquema basic del fonament de latécnica IMAC.

Mv‘{ Carrega M‘V‘@
) i6 metal-lic :
Matriu Matriu LLEGENDA
(fase solida) (fase solida)
@ 16 metal-lic
i ™ espaiador
@ <.> \ Adsorci6 proteina [{ Grup quelant
oo » o ' 6 <P> proteina
‘vQ@@ Elucio
Matriu p roteina Matriu_
(fase solida) " | (fase solida) @ Eluent
(desplagador)

s S s ¥

G

Figura 3.1. Diagrama dels mecanismes implicats en I'adsorcio i elucio de proteines en el
procés IMAC.
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En genera latecnica IMAC consta de dues etapes fonamentals (adsorcid i elucio de
la proteina o proteines dinteres) on tenen lloc cinc operacions basiques facilment
automatitzables. immobilitzacié del metall i equilibratge de la columna, introduccié de la
mostra (adsorcio), rentat per eliminar lafraccio no enllagada, elucio i regeneracio.

3.1.1.1. Immobilitzacié del'ié metal-lic

Cal triar I'i6 metal-lic adequat, aixi com € lligand quelant i la matriu 0 suport

polimeric.

3.1.1.1.1. Elecci6 del'i6 metal-lic

Les diferéncies en I'afinitat de les proteines per un metall concret es pot explicar, en
part, mitjancant lateoria d'acids i bases forts i febles, tal com descriu Pearson [5]. Aquesta
teoria postula que, quan dos atoms suneixen un actua com a acid de Lewis i I'altre com a
base de Lewis. La forca d'aguesta uni6 esta governada per la duresa o debilitat dels atoms
implicats. La teoria indica que unions entre atoms amb duresa similar, per exemple acid
fort amb base forta, son les més fortes. lons metdl-lics com K", C&*, M¢?* i Fe** es
classifiquen com a acids de Lewis forts, mentre que ions com Ag', Cu’ i els metalls del
grup del plati com Pt i Pd®* s6n &cids de Lewis febles. Els ions metal-lics de transicio,
com Co?*, Zr*, Cu* i NP*, s6n considerats de duresa intermédia. Aquests darrers ions sén
els més utilitzats en IMAC; en canvi, €ls febles han estat poc estudiats com a centres actius
d'adsorbents per a proteines

L'afinitat de les proteines per als ions metallics que formen un quelat i estan
immobilitzats a suport es pot predir amb la teoria d'acids i bases forts i febles. Es
consideren bases dures els Iligands que contenen oxigen (com un grup carboxilic), nitrogen
difatic (per exemple: asparagina i glutamina) i fosfor (per exemple: aminoacids
fosforilats). Son febles les que contenen sofre, com per exemple la cisteina, i son
intermedies les que contenen nitrogen aromatic (com histidina i triptofan) [6].

Per tant, els ions metal-lics durs interaccionen basicament amb oxigen, els febles

amb sofrei els intermedis amb nitrogen, perd també poden fer-ho amb oxigen i sofre.

3.1.1.1.2. Grup quelant
La majoria dels grups quelants utilitzats en IMAC sdn compostos multidentats.

Aquests grups quelants suneixen a la superficie d'un sorbent mitjancant espaiadors (grups
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enllagants) que poden variar en llargada i estructura. L'estructura fina metall- grup quelant
ha de contenir posicions de coordinacio Iliures en I'i0 metal-lic perqué les proteines shi
puguin enllacar. EI nombre de posicions lliures explica moltes vegades per qué les
proteines tenen diferents afinitats per as diversos quelats.

Els grups quelants més utilitzats en IMAC son: acid iminodiacetic (IDA), acid
nitrilotriacetic (NTA), acid aspartic carboximetilat (CM-Asp) i triscarboximetil
etilendiamina (TED). Les estructures d'aquests quelants es mostren a la Figura 3.2.
Aquests Iligands donen lloc a complexos tridentats (IDA), tetradentats (NTA, CM-Asp) i
pentadentats (TED) amb el metall.

COO
- COO
@sp\/\N ,—C00 @ sp/\)\ e
—_coO \—Cco0
IDA NTA
—COO
COO N
’< - —COO
@SP N coo ®7SP\/\ N
\—COO’ ~—CO0
CM-Asp TED

Figura 3.2. Estructures de diversos lligands quelants. I = espaiador; P = matriu

L'IDA és d lligand que més sha utilitzat en IMAC. Els tetradentats tenen més
afinitat per I'ié metal-lic, perd no es coordinen tan bé amb les proteines , a causa de la
perdua d'un lloc de coordinacid. Aquest efecte saccentua encara més amb e quelant
pentadentat, ja que només hi queda un lloc de coordinacio lliure per on pugui enllagar-se la
proteina. Per tant, I'afinitat d'aquests adsorbents per a les proteines sol seguir e seglent
ordre (M representa el metall):

M-IDA > M-CM-Asp > M-TED

Aquest ordre és exactament l'invers al'afinitat que té el grup quelant per al metall.
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També shan dgintetitzat altres lligands quelants que no es basen en
carboximetilamines, que shan aplicat satisfactoriament per a la separacié de diverses
proteines entre aquests hi ha: O-fosfoserina (OPS) i 8-hidroxiquinoleina (8-HOX). Aquest
darrer és un lligand bidentat i un dels utilitzats en aquest estudi:

OH

(ON

3.1.1.1.3. Suport poliméric
El suport poliméric ha de presentar unes caracteristiques fisicoquimiques concretes
per ser adequat per a IMAC. El suport ideal es caracteritzaria pel fet de [6]:
- Ser facil de derivatitzar.
- No exhibir adsorci6 no especifica.
- Tenir estabilitat fisica, mecanicai quimica.
- Elevada porositat per afavorir I'accessibilitat del lligand.
- Permetre I'Us de cabals dts
- Ser estable ads euents, incloent-hi, per exemple, €ls compostos
desnaturalitzadors.
- Permetre la regeneracio de la columna sense degeneracio de la matriu.
- Proporcionar un llit estable sense perdues ni inflament durant € procés

cromatografic.

L es fases estacionaries classiques es basen en matrius gel com agarosa o dextra [7].
Els adsorbents inorganics com € gel de silice presenten propietats mecaniques excel -lents,
perd exhibeixen adsorcid irreversible no especifica de proteines i, per tant, no son
adequats. La seva combinacio amb polisacarids ha donat Iloc a I'aparicié de diferents
suports per alIMAC.

Altres adsorbents difosos comercialment combinen agarosa amb quars i dextra, per
exemple, i aconseguei xen una distribucio de particules ben definida.

També han esdevingut importants les matrius basades en cel-lulosa, que shan
aplicat molt en configuracié de membranes (membranes dafinitat amb 16 metdllic

immobilitzat).
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En genera, les noves fases estacionaries utilitzades tenen més capacitat per
coordinar-se amb &l metall i per retenir les proteines.

Per a procediment d'immobilitzacio del metall ro existeix un protocol estandard.
Laimmobilitzacié se sol fer en medi tamponat, en aigua desionitzada o en medi acid. Per
eliminar I'excés de metall que no sha enllacat al grup quelant també es fa en condicions
diverses, com ara rentant en presencia de glicina o imidazole, tampd, aigua desionitzada,
medi acid, etc. A continuacié sequilibra I'adsorbent, procés que es fa en general amb
tampons com fosfat sodic, Tris, acetat sodic, etc., depenent del tipus de metall emprat (fort,
intermedi, feble).

Un cop carregada laresinaamb €l metall i equilibrada, ja es pot procedir a passar-hi
la mostra que conté les biomolécules (aminoacids, péptids o proteines).

3.1.1.2. Procés d'adsorcio

L'adsorcié depén de les propietats de la proteina implicada, pero també del tipus
dio metd lic (fort, intermedi, feble). Altres parametres que poden influir en aquest procés
son la forga ionica i € pH. Modificadors com agents quelants detergents i dissolvents
organics també es poden afegir a la solucié tamponada per millorar la selectivitat
cromatografica. En general la disminucié de la temperatura millora I'adsorcid, pero
provoca I'eixamplament de la banda [8].

Depenent del tipus de mostra que saplica, existeixen quatre possibilitats de dur a
terme e procés IMAC [4]:

- Laproteina dinteres es coordina amb I'ié metal -lic immobilitzat (IMAC normal).

- La proteina conté un metall ala superficie (per exemple, les meta -loproteines) i
senllaga aun grup quelant immobilitzat en un suport (IMAC reversa).

- La proteina d'interes no es coordina amb I'i6 metdlic i passa per la columna
sense quedar retinguda (adsorcié negativa).

- Laproteina es coordina amb el metall, provoca el trencament de I'enllac netall-
[ligand quelant i e grup proteina- metall passa sense quedar retingut a la columna

(transferencia d'ié metdl -lic MIT).

En general interessa tenir & procés dIMAC normal, pero per a algunes aplicacions

|'adsorcid negativa pot ser Util.
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3.1.1.3. Procésd'duci6

Tipicament I'elucié de les proteines es pot aconseguir de tres maneres diferents:
protonacid, bescanvi de lligand, destruccié del quelat [9].

Laprotonaci6 és el metode més utilitzat per aconseguir I'elucio. En disminuir €l pH
es protona algun grup (per exemple es nitrogens de les cadenes laterals de les histidines),

estrencal'enllag proteina-metall i s'alibera la proteina.

Ch— Mmmm P + H* — Ch—M + HP

on Ch és €l lligand quelant, M e metall, P laproteinai H els protons.

Cal tenir en compte gque € quelat ha de ser estable a pH baix i que a la proteina no

I’ha d’ afectar aquesta disminucié del pH, ni ha de precipitar al'interior de la columna.

Amb bescanvi de lligand I'elucié es pot aconseguir afegint un Illigand quelant (com

I'imidazole) que competeix amb e complex existent.

Ch— Mwswmp + | —» Ch—ML +P

on L ésd lligand afegit.

La destruccio del quelat saconsegueix si safegeix un agent quelant fort com
EDTA. Aquest tipus d'elucié només és aconsellable s I'elucié no es pot aconseguir amb
cap atre mecanisme i s la proteina d'interés és I'Unica retinguda a la columna, ja que, Si
no, saconseguira recuperar perd no es purificara. Cal tenir present gque algunes proteines

poden perdre els metalls que tenen a I’ estructura i, per tant, quedar inactivades.

Ch— M= P+L — Ch + MLP

3.1.1.4. Regeneracio dela columna IMAC

Un cop finalitzat el procés IMAC es pot regenerar |'adsorbent i reutilitzar-lo. Es
important remarcar que els adsorbents IMAC tenen propietats de regeneracié molt

favorables.
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Una opci6 possible és extreure € metall de forma gairebé quantitativa mitjancant
un agent quelant fort com EDTA i aeshores rentar I'adsorbent sota condicions estrictes i
esterilitzar-lo. Aixo no sol ser possible quan es fa servir cromatografia d'afinitat.

L'adsorbent es pot recarregar amb el metall novament i reutilitzar-1o en un elevat

nombre d'experiments.

3.1.2. AVANTATGES| LIMITACIONSDE LA TECNICA IMAC

Latecnica IMAC presenta avantatges Unics i atractives caracteristiques [6]:

- Possihilitat de purificacié en una Unica etapa.

- Lacapacitat d'enllacar proteines és forca elevada comparada amb altres técniques
dafinitat (0,1-10 mM/ml gel).

- Elsions metdlics es poden extreure de la resina mitjancant un agent quelant fort
com EDTA. Aixi es poden provar diferents ions metal-lics amb la nateixa resina
per avaluar quin és el que proporciona €ls millors resultats per a una proteina
concreta.

- Espot utilitzar per concentrar proteines.

- Es compatible amb diversos tampons que tenen forces ioniques elevades

- En generd no afecta negativament |'estructura de les proteines.

- Laresina IMAC es pot regenerar centenars de vegades sense pérdua de les
caracteristiques cromatografiques

- Esfactible aplicar latécnica a la inddstria amb resultats reproduiibles.

Tambeé presenta, pero, un seguit d'inconvenients:

- El procés MIT (on la proteina queda carregada amb el metall) pot afectar-la
negativament i provocar la perdua de la seva bioactivitat. En altres casos, pero,
aguest proceés pot servir per carregar la proteina amb un metall determinat. Si es
vol fer servir la proteina amb finalitats terapeutiques cal assegurar-se que no esta

carregada amb cap metall toxic.
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- Les pérdues d'i6 metallic provoquen que e producte final acabi contaminat amb
el metall (problemagreu s es tracta de medicaments). Per solucionar-ho sutilitza
una altra columna que conté un agent quelant que reté e metall. El problema és
I'increment del cost i la generacié d'un residu que conté el metall.

- Alguns ions metal -lics immobilitzats a la resina poden tenir reaccions redox i cal

utilitzar condicions oxidatives per evitar-ho.

3.1.3. APLICACIONSDE LA TECNICA IMAC

La técnica IMAC basicament sha aplicat per a biomolecules com aminoacids,
peptids i proteines.

A les primeres aplicacions descrites de la tecnica I'objectiu era introduir € nou
concepte dIMAC i, per tant, no es basaven en problemes concrets de separacio de
proteines. Porath et a. [2] el 1975 van descriure’ n I aplicacié amb proteines del serum com
a model emprant coure i zinc. Aquests dos ions metal-lics juntament amb el nigquel, eren
els més utilitzats a I'inici. Porath i Olin [10] també van ser dels primers a introduir € ferro
com a metall per a IMAC i diferenciar entre I'afinitat obtinguda amb metalls intermedis
com €l coure, el zinci el niquel i metalls durs com € ferro.

Posteriorment una aplicacié important de la tecnica ha estat la separacié de
polipeptids recombinants a partir de la insercié d'una cadena curta dhistidines al'N-
terminal 0 el C-terminal d'un péptid o proteina[11,12].

Una de les aplicacions més interessants és la separacio i purificacio de proteines.
Per exemple, shan descrit aplicacions on se separen insulines a partir de la seva retencio en
fases estacionaries tetrafenilporfirines, on sha immobilitzat zinc o coure[12]; o es purifica
lactat deshidrogenasa de muscul de pit de pollastre a partir de la seva interaccié amb cobalt
[14]; o sestudia la selectivitat de metalls com coure, crom, manganes, cobalt, zinc i niquel
[15] o metalls durs com alumini, calci, ferro, etc. [16] per retenir lisozima blanca d'ou de
gdlina, citocrom C i mioglobina de cavall i proteines del serum. També sha aplicat per
purificar I'hormona del creixement huma mitjancant la seva interaccié amb coure (I1)
immobilitzat en una resina de matriu de cellulosa [17] i per separar completament
albumina d'hemoglobina, ja que aquesta darrera es coordina amb Zn immobilitzat a una

resinai I'albdmina no interacciona [18].
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També cal destacar els nombrosos estudis que shan fet per introduir lligands
guelants adequats per a la separaci6 de proteines amb la tecnica IMAC com 8-
hidroxiquinoleina  [19], O-fosfoserina  [20] o, més recentment, N-(2-
piridilmetil)aminoacetat [21].

Altres aplicacions existents fan referencia a fraccionament i la caracteritzacié
d'acids humics a partir de la seva afinitat per unaresina on hi haimmobilitzat coure [22] o
ferro [23], o la purificacié de DNA i oligonucleotids o com a técnica de prefraccionament
en e camp de la protedomica.

Meés recentment també shan descrit aplicacions on es fa servir un metall feble com
el pal-ladi. Per exemple, shaaplicat per adsorbir selectivament aminoacids com €l triptofan
o la tirosina [24], o també per a la glicina [25]. També shan estudiat les estructures de
diferents complexos que es poden formar entre el pal-ladi i diversos peptids [26].

També s rha descrit l'aplicacio per immobilitzar acetilcolinesterasa a través de
Ni-NTA-silice en un biosensor dissenyat per determinar plaguicides organofosforats com
paraoxo, diclorvosi clorpirifos etil oxon [27].

Concretamert, per a I'nerbicida glifosat sha fet servir una resina quelant, Chelex-
100, on shaimmobilitzat ferro per purificar les mostres. Aquesta resina sacobla a una altra

de bescanvi ionic [28,29] per aixi millorar la purificacié dels extractes.

3.1.4. RESINESQUELANTSUTILITZADES EN AQUEST ESTUDI

En aguesta tesi doctoral shan utilitzat tres resines quelants que shan carregat amb
pal -ladi: Spheron Oxine 1000, Spheron Thiol 1000 i lontosorb Oxin 100.

La seleccio d'aquestes resines i €l metall es basa en I'experiencia previa del nostre
grup de recerca, que havia estudiat ampliament la interaccié de I'i6 metdllic Pd(l1) amb
resines de matriu acrilica que contenien com a grups funcionals 8-hidroxiquinoleina i tiol
(resines comercials Spheron) [30,31].

Les caracteristiques del glifosat i 'AMPA suggereixen que és possible la seva
coordinacio amb pal -ladi.

A més, la seleccié també es basa en I'estudi proposat per Diez et al. [25], on saplica
la resina Spheron Oxine 1000 carregada amb pal-ladi per a la separacié de I'aminoacid

glicina. Com sha esmentat en capitols anteriors, € glifosat t€ una estructura similar a
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aguest aminoacid i, per tant, es creu que € mateix sistema podria ser adequat per

determinar-lo.

3.1.4.1. Spheron Oxine 1000 i Spheron Thiol 1000

Les resines Spheron consisteixen en una matriu d'un copolimer d'hidroxietilmetacrilat i
etilendimetacrilat (Figura 3.3).

b, b

CHy—C—CO—O—CH,~CH,-O—CO—C—CHj
Ho Hy
—O—(CH,)—0—CO—C—CHs CHz—C—CO—O0—(CHy)7—OH
H> Hy
CHy—G—CO—O—(CH32—OH CHy—C—CO—O—(CHy)r—OH
Ho Hz
CH3—E—CO—O—CHZ—CHZ—O—CO—(l:—CHg
Hy Hy

Figura 3.3. Matriu acrilica de les resines Soheron.

En la resina Spheron Oxine 1000 & grup funciona 8-hidroxiquinoleina suneix ala
matriu acrilica per mitja d'un enllag azo i una cadena ktera flexible. L'estructura del grup

funcional quelant d'aquesta resina es mostra ala Figura 3.4.

E
CH3—C—COOCHZCH20CHZCHZSOZ@N:N OH
|

CH»

§ ON

Figura 3.4. Estructura del grup funcional quelant de la resina Soheron Oxine 1000.
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La mida de particula oscil-la entre 40 i 63 nm i la mida de porus mitjana entre 37 i
50 nm. Presenten una area superficia interna gran i els gels no perden la seva estructura
guan s assequen; amés, la porositat no queda modificada quan s asseca i es mulla laresina
diverses vegades.

Presenta un grau d'inflament petit i els canvis de volum son molt petits per a valors
diferents de pH i de forca ionica de les solucions en contacte amb laresina.

Tenen gran rigidesa mecanica i son termicament molt estables, ja que descomponen
a temperatures superiors as 200 °C. També tenen gran estabilitat quimica i son estables
dinsdd rang depH de 0 a 12.

Una propietat molt important és que presenta una cinética d'adsorcio rapidaa causa
de la matriu amb caracter hidrofilic i del grup quelant amb atoms de nitrogen i oxigen.

Els grups hidroxil de les cadenes laterals de la matriu acrilica en permeten la
modificacio quimica i Sobtenen atres resines quelants com Spheron Thiol 1000, que

presenta com a grup funciona un tiol. La seva estructura sesquematitza ala Figura 3.5.

CHz— (|3— COOCHZCHZOCHZ(EHCHZSH
CH> OH

Figura 3.5. Estructura del grup funcional quelant de Spheron Thiol 1000.

3.1.4.2. lontosorb Oxin 100

La resina lontosorb Oxin & basa en una matriu de cel-lulosa Figura 3.6), a

diferencia de les Spheron, que teren una matriu acrilica.

CHE’DH H OH
H H O HH H H
H H o 0-
CHZDH H>OH

Figura 3.6. Estructura de la cel lulosa
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Es un sorbent quelant que conté el grup funcional 8-hidroxiquinoleina unit
covalentment mitjangant grups azo a les cadenes laterals d'un llit de cel-lulosa modificada,

ta com es mostraala Figura 3.7.

Cel Ul osa—OCHZCHZSOZ—@ N=N OH

(ON

Figura 3.7. Estructura del grup funcional quelant de la resina lontosorb Oxin 100.

A part dels grups quelants, la resina només conté grups hidroxil neutres, per tant, la
selectivitat és determinada exclusivament pel grup funciona 8-hidroxiquinoleina. La
concentracio del grup actiu és de 0,2 mmol/g com a minim.

Lamida de particula de laresina utilitzada en aguest estudi oscil -la entre 30-50 mm,
tot i que comercialment hi ha disponibles mides superiors.

Les caracteristiques de laresinaes detallen ala Taula 3.2

Taula 3.2. Caracteristiques de la resina lontosorb Oxin 100 [ 32] .

Parametre mesur at Valor
Humitat 59,28 %
Materia seca 40,72 %
Capacitat dinflament 1,4558 g H,O/g sorbent sec
Volum dd llit 6,5402 ml/g de sorbent sec
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3.2. EXPERIMENTAL
3.2.1. REACTIUS

- N-(fosfonometil)glicina (glifosat): solid, 98 %, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemanya
- Acid aminometilfosfonic (AMPA): solid, 99 %, Lancaster Synthesis, Regne Unit
- Clorur de p-toluensulfonil (TsCl): solid, 99+ %, Aldrich, Alemanya

- Cloroformiat de 9-fluorenilmetil (FMOC): solid, 3 99 %, PA, Fluka, Suissa

- Acid clorhidric (HCI): liquid, 35 %, PA, Panreac, Espanya

- Hidroxid sodic (NaOH): solid, PA, Panreac, Espanya

- Clorur de sodi (NaCl): solid, PA, Panreac, Espanya

- Acid o-fosforic (H3PO,): liquid, 85 %, PA, Panreac, Espanya

- Hidrogenfosfat de sodi (NaaHPO,4-12H,0): solid, PA, Panreac, Espanya

- Dihidrogenfosfat de sodi (NaH,PO4-2H,0): solid, PA, Panreac, Espanya

- Tetraborat de sodi (N&:B4O7-10 H,0): solid, 99,5 % , PA, Panreac, Espanya

- Acetona: liquid, RS, >99,8 %, Carlo Erba, Itdia

- Acetat detil: liquid, RS, >99,9 %, Romil Pure Chemistry, Regne Unit

- Acetonitril (CHsCN): liquid, RS-Plus per HPLC, Carlo-Erba, Itdia

- Acid himic: solid, Fluka, Suissa

- Clorur de pal-ladi (PdCh): sdlid, Sigma, Alemanya

- Resina Spheron Oxine 1000 (mida de particula 40-63 mm): solid, Lachema, Rep. Txeca
- Resina Spheron Thiol 1000 (mida de particula 63-100 nm): solid, Lachema, Rep.
Txeca

- Resinalontosorb Oxin 100 (mida de particula 30-50 nm): solid, lontosorb, Rep. Txeca

3.2.2. DISSOLUCIONS

- Dissolucio estoc de glifosat (250 mg/l): es pesad solid i Sarrasa amb aigua mil-liQ.

- Dissolucio estoc d AMPA (250 mg/l): es pesad solid i S arrasaamb aigua mil-iQ.

- Dissoluci6 intermedia de glifosat i AMPA de 2.500 g/l per dilucio de les estocs.

- Dissolucions de treball per dilucio de laintermedia (0,1-250 ngy/l) o dels estocs (0,1-5

mg/l), respectivament.
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- Tampo fosfat 04 M (pH = 11): es prepara una dissolucié 04 M de dihidrogenfosfat
sodici Sgustael pH a1l amb hidroxid sodic 2 M.

- Dissolucié de TsCl 10 mg/ml: es dissol €l pes corresponent en acetonitril.

- Tampo borat 0,025 M (pH = 9): es prepara una dissolucio de tetraborat sodic 0,025 M |
sajustael pH amb hidroxid potassic 2 M.

- Dissolucié de FMOC 0,01 M: esdissol el pes corresponent en acetona.

- Dissoluci6 de Pd(11) en HCI 0,1 M: es prepara dissolent € solid PAChL en aigua havent
afegit laquantitat de HCI necessaria.

- Patrons de Pd per mesurar amb |'absorcio atomica ce flama (AAS): es preparen per
dilucié de la dissoluci6 estoc dAAS de 1.000 ppm de Pd.

3.23. APARELLS| MATERIAL

- Cromatograf liquid Shimadzu que incorpora injector Rheodyne 7725 amb un bucle de
20 m, dues bombes LC-9A, detector UV-visible SPD-6AV a 240 nm, registrador
Chromatopac C-R6A i columna cromatografica Hypersil ODS 5 nm 20 x 0,46 cm.

- Cromatograf liquid Spectra System de Thermofinnigan (EUA) equipat amb un injector
Rheodyne amb bucle de 100 i, bomba P2000, desgasificador SCM 1000, controlador
SN4000, detector de fluorescéncia a 262 nm (excitacid) i 316 nm (emissio),
precolumna de tipus NH; i columna cromatografica Kromasil 100 NH, 5 mm 25 x 0,46
cm.

- Absorcié atomicade flama (AAS) de Varian (Australia) per determinar la concentracio
de Pd(I1) i Cu(ll) en les dissolucions aquoses.

- Bomba perigtdltica Minipuls 3 de GILSON.

- Ultrasons P. Selecta per desgasificar |a fase mobil.

- Sistema de filtracié amb membrana de nilé de mida de porus 0,45 mm de Whatman

- Bany termodtatitzat P. Selectaa 50 °C.

- Agitador magnétic.

- pHmetre GLP22 de Crison

- Baancaanalitica Sartorius Analytic amb precisié de £ 0,1 mg.

- Columnade vidre de 30 cm de llargada i 0,48 cm de diametre intern
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3.24. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

3.2.4.1. Determinacio de glifosat i AMPA
El glifosat i 'AMPA shan determinat mitjancant cromatografia liquida d'alta

resoluci6 (HPLC) amb dos metodes diferents en funcido de la disponibilitat dels
instruments. Inicialment I'andlisi de les mostres es va dur a terme amb deteccié UV-Visi
en aguest cas només es podia treballar amb mostres dins del rang dels mg/l. Posteriorment
es va poder aplicar un metode de deteccié amb fluorescenciai baixar el rang de treball fins
anyl.

Els dos métodes estan descrits al capitol 2 de latesi doctoral, al'apartat 2.2.4.1.

3.2.4.2. Determinaci6 delsions metal-lics Pd (11) i Cu(ll)
La determinaci6 de Pd (I1) en les diferents fraccions aquoses utilitzades en aquest

estudi sha dut a terme mitjancant |a técnica d'absorcié atomica de flama (AAS). A partir
d'una dissolucié estoc de 1000 ppm de Pd(ll) en &cid, es preparen patrons de Pd(l1) de
concentracions entre 0,2-25 ppm mesurats amb una longitud d'ona de 247,6 nm o patrons
entre 4-75 ppm mesurats a 340,5 nm, depenent de les concentracions de les mostres que cal
determinar.

El coure (I1) es determinaamb AAS mesurant a 327,4 nm (patrons de 0,1-25 ppm) i
217,9 nm (0,2-60 ppm).

3.2.4.3. Preconcentracio amb e metode IMAC
El procediment experimental inclou fonamental ment tres etapes:

1. Immobilitzacié de I'ié metal-lic alaresina.
2. Adsorcio dels aralits (glifosat i AMPA) alaresina carregada amb Pd.

3. Elucié6 dels ardlits.

Immobilitzacié del'i6 metal -lic alaresina

La capacitat teoricai experimental de les resines Spheron per al pal-ladi havia estat
determinada en un estudi previ [30]. Per Spheron Oxine la capacitat experimental és de
57,02 mg Pd/ g resinasecai per Spheron Thiol 100,94 mg Pd/ g resina seca.

En d cas de la resina lontosorb Oxin, se’n determina la capacitat per a pal-ladi

posant en tubs de vidre quantitats iguals de resina humida equivalents a 25 mg de resina
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seca (com gue la seva matriu és de cd-lulosa, sopta per no assecar-la i es calcula la
guantitat que cal pesar tenint en compte que la resina lontosorb Oxin té un contingut en
materia seca del 40,72 % segons € fabricant). A cada tub safegeixen 20 ml de dissolucions
de Pd (I1) de concentracions entre 70-800 ppm preparades en medi HCl 0,1 M i es
col -loguen els tubs en un agitador rotatori durant 24 hores. Finalment es filtra a buit €l
contingut de cada tub i es determina la concentracio de pal-ladi que queda a la dissolucio
per AAS. La diferencia entre el Pd(l1) inicial i I'analitzat a la dissolucié indica el pal-ladi
gue ha quedat retingut a la resina. La capacitat experimental obtinguda és de 125-130 mg
Pd/g resina seca.

També es determinala capacitat de la resina lontosorb Oxin vers el coure seguint el
mateix procediment que per a pa-ladi. Les dissolucions de coure (I1) oscil-len entre 10-
300 ppm i es preparen en medi clorhidricapH 2 i en medi acétic apH 4,5.

Un cop conegudes les capacitats de les resines vers I'id metal-lic, shi immobilitza el
metall mitjancant un procediment en discontinu. Primerament sasseca la resina a 105 °C
(exceptuant la lontosorb Oxin). Es pesen Q5 g de resina seca, 0 I'equivalent a aguesta
guantitat tenint en compte el tant per cent d'humitat en el cas de laresina lontosorb Oxin, i
es posen en contacte amb un cert volum de dissolucié de Pd(I1) en HCI 0,1 M, de manera
gue se superi la capacitat que té la resina per al metall, per assegurar que la carrega de la
resina amb & metall és la maxima possible. Es deixa equilibrar en un agitador orbital
durant 12 hores.

Finalment es diposita la resina a la columna de vidre i la dissolucié sobrant es
recupera, mitjancant una bomba peristaltica, per determinar el pal-ladi present. Es
important no deixar assecar la resina en cap moment per evitar la formacié de canals
preferencials. La resina es renta amb HCl Q01 M i aigua per assegurar que no quedin
restes de pal-ladi adsorbit fisicament a la resina ni a les parets de la columna de vidre. Les
diferents fraccions que es recullen sanalitzen també per AAS i es comprova que no

existeix cap quantitat apreciable de Pd ala sortida de la columna.

Adsorci6 dels analits (glifosat i AMPA) a la resina carregada amb Pd

Quan laresina sharentat amb HCIl i aigua, es passa la dissolucié que conté glifosat
i AMPA aun caba de 25 ml/min i es recullen fraccions de 5 ml que sanalitzen amb €l
metode descrit per cromatografia liquida per determinar la quantitat de glifosat i AMPA
adsorbits.
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A continuacié es renta la resina amb 25 ml d'aigua mil-liQ per eliminar les restes
d'andlits no adsorbits i possibles interferents. També es recullen fraccions de 5 ml que

s analitzenper HPLC.

Elucié dels analits

Els ardlits adsorbits a la resina selueixen amb diferents dissolucions & HCI,
HsPO4 i NaCl amb un cabal d'1 mi/min. Es recullen fraccions de 5 ml que sanalitzen per
HPLC per determinar el percentatge d'aralit eluiit.

Un cop finditzat I'experiment, la resina es renta amb HCl i es pot reutilitzar,
comprovant primer que no hi quedin restes dels arlits.

A la Figura 3.8 sesquematitza el procediment global que es produeix, des de la

carrega amb pal-ladi fins al'elucio dels aralits.

117



Capitol 3
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Figura 3.8. Esgquema del procediment global per a la preconcentracio de glifosat i AMPA
amb la resina carregada amb pal -ladi.
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3.3.RESULTATSI DISCUSSIO

La técnica IMAC per a glifosat i AMPA sha aplicat en primer lloc immobilitzant
pa-ladi en la resina Spheron Oxine 1000, perque aguesta resina ha estat estudiada
ampliament en e grup de recerca B0,31] i perque, a més havia estat aplicada per a
['aminoacid glicina [25], que té una estructura similar al glifosat.

Una vegada estudiats els diferents parametres que afecten tant la carrega com
I'elucié dels andlits, es comparen els resultats obtinguts amb aquesta resina amb dues
resines més. Spheron Thiol 1000, que presenta la mateixa matriu (acrilica), pero diferent
grup funcional (grup tiol), ilontosorb Oxin 100, que té una matriu diferent (cel-lulosa),
perd e mateix grup funciona (8-hidroxiquinoleing). D'aquesta manera es pot avaluar la
influencia de la matriu i del grup funciona en laretencio i I'elucié de I'herbicidai e seu
metabolit.

3.3.1. DISSENY DEL PROCEDIMENT IMAC AMB LA RESINA SPHERON
OXINE 1000

Com sha comentat anteriorment, Spheron Oxine 1000 és una resina amb matriu
acrilicai que té com a grup funcional unaoxina, 8- hidroxiquinoleina.

Primerament cal avaluar com interacciona la resina amb & metall per establir les
millors condicions per carregar laresinaamb pal-ladi.

La capacitat de la resina havia estat estudiada préviament i s’ havia obtingut un
valor de 57,02 mg de Pd/g resina seca 0 0,536 mmol Pd/g resina seca [30]. Els experiments
Shavien dut aterme apH 2 i forcaionica 0,1 M durant 24 hores. En agquest estudi també
shaviaavaluat la capacitat de laresina per a coure i s havien obtingut valors molt inferiors
(16 mg Cu/g resina seca). Com que I'objectiu és tenir la maxima quantitat possible de
metall retingut, es tria € pal-ladi com a metall que sha d immobilitzar per reditzar e
procés IMAC amb glifosat i AMPA.

També shavia investigat quin tipus de complex es formava entre e pal-ladi i la
resinai shavien establert basicament dos complexos possibles en funcié de la quantitat de
pal-ladi present aladissolucié i de les caracteristiques del grup espaiador de laresina [25].

Els dos possibles complexos es mostren ala Figura 3.9.
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Figura 3.9. Representacié esquematica dels possibles complexos formats entre el Pd i
Soheron Oxine 1000. (A) Complex Pd-oxina 1:2 (B) Complex Pd-oxina 1:1.

En e complex Pd-oxina 1:2, €l pal-ladi es coordina amb dos grups oxina de la
resina a través del nitrogen i l'oxigen daquesta, i, per tant, les quatre posicions de
coordinacio del pal-ladi estan ocupades pel grup funcional de b resina. Perqué es formi
aquest complex cal que € grup espaiador existent entre e grup funciona i la matriu
poliméricade laresina sigui prou flexible.

Pergue es formi el complex Pd-oxina 1:1 cal que la quantitat present de pal-ladi
sigui suficient. En aguest cas queden dues posicions de coordinacié del Pd ocupades per
clorurs que poden ser intercanviats.

Per tant, és el complex Pd-oxina 1:1 € que ens interessa tenir per dur a terme €l
procés IMAC, ja que es analits es coordinaran amb € Pd a través de les dues posicions
ocupades pels clorurs.

Per immobilitzar e metal en la resina es posara en contacte una quantitat de
I'adsorbent amb una quantitat de Pd superior ala capacitat de laresina, per assegurar que €l

complex format és Pd-oxina 1:1.

La quantitat de metall retingut en aquest estudi per Spheron Oxine és de 65 mg Pd/

g resina seca.
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Inicidment es fan un seguit d'experiments preliminars només amb glifosat | a
concentracions de I'ordre de mg/l per determinar € funcionament i les caracteristiques del
sistema. Es passen 50 ml d'una dissoluci6 que conté 1 mg/l de glifosat en tampo fosfat 0,01
M (pH 65) amb un cabal d1 mi/min. En I'estudi de Diez et a. [25] amb |'aminoacid
glicina com a dissolucié de carrega sutilitza e tampd esmentat, ja que sindica que la
formacio del complex pal -ladi-glicina s afavoreix en condicions neutres.

Es recullen diferents fraccions per avaluar la retencié de glifosat a la resina
carregada amb Pd(I1). Es comprova que amb les condicions esmentades I'herbicida és
adsorbit quantitativament.

El complex que es forma entre € glifosat i € Pd carregat a la resna no ha estat
determinat en aquest estudi, perd dades existents de diferents complexos de glifosat amb
metalls del grup del plati (on sinclou € pal-ladi) indiquen que e glifosat es coordina amb
el metall a partir del nitrogen i deI'oxigen donor del grup carboxilic [34].

A més, en I'estudi amb glicina shavia demostrat, mitjancant la determinacio dels
clorurs aliberats amb una tecnica potenciométricai confirmant- ho amb I'andlisi elemental,
gue aquesta molecula reemplacava fins a dos clorurs. La similitud del glifosat amb
I'aminoacid glicina fa pensar que el mecanisme pot ser el mateix.

Es pot suggerir, doncs, que € glifosat es coordinaamb el pal-ladi i ocupa les dues

posicions dels clorurs tal com es mostra ala Figura 3.10.

Glifosat H  ‘cH,poZ

Figura 3.10. Representacio esquematica del complex que es podria formar entre la resina
Soheron Oxine carregada amb pal-ladi i € glifosat.

Abars de dur a terme I'elucié de glifosat, es renta la resina amb 25 ml d'aigua
mil-liQ per eiminar les restes de la dissolucié de carrega i possibles interferents. A

continuacio ja s avaluen diferents solucions com a possibles eluents de glifosat.
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3.3.1.1. Estudi del procés d'elucié de glifosat

En l'etapa d'elucié és important tenir present que I'dluent triat ha de ser capag
daliberar e glifosat retingut sense eluir també el pal-ladi immobilitzat a la resina. A
I'estudi previ dAnticod et a. [30], on I'objectiu si que era aconseguir I'elucié de pa-ladi,
shavia demostrat que amb HCI 4 M només un 5 % de Pd (I1) era eluit. Calien dissolucions
d'agents complexants de Pd com tiocianat sodic Q5 M o tiourea Q5 M per aconseguir
I'elucié del metall, amb les quals saobtenien recuperacions del 31 % i 77 %,
respectivament.

Com ja sha esmentat en capitols anteriors, € glifosat és una molécula que té
propietats acid-base i que, per tant, presenta carregues diferents en funcié del pH. Les
constants de dissociacio del glifosat, determinades en € nostre grup, son: pKa <2 (no
determinable), pKa = 2,441, pKa = 5,518, pKa = 10,083 [33].

Es va creure que I'elucio seria favorable si es convertia el glifosat a la seva forma
acida, és a dir, s hi tenia lloc la seva protonacio. Per aquest motiu els eluents provats van
ser solucions de HCI de concentracions 0,01 M i 0,1 M, que també havien donat resultats
positius enl'éucio de I'aminoacid glicina[25] i HsPO4 0,1 M. Un altre possible mecanisme
que podia afavorir I'dlucié és e bescanvi del glifosat per ions clorur presents en |'eluent;
per aguesta rad es varen assgjar solucions de NaCl 1 M i una barrgja de HCI i NaCl per
comprovar quin és el mecanisme d'elucid, és adir, s realment només cal laforma acida del

glifosat per aconseguir-ne I'elucio. Els resultats obtinguts es mostren ala Figura 3.11.

1001
90
801
707
60

50
407
301
20
101 A g — —

T T T T
0.1MHCI 0.1MHCI 0.01MHCI 0.01MHCI 01M 1 M NaCl
1 M NaCl 1 M NacCl H3PO4

% recuperacio

Eluent

Figura 3.11. Comparacio¢ dels eluents avaluats per a la recuperacio de glifosat adsorbit a
Soheron Oxine carregada amb pal-ladi. Solucié de carrega: 50 ml de glifosat d'1 ppm en
tampo fosfat 0,01 M (pH 6,5); Vauds: 15 ml; cabal = 1 mi/min.
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L'eluent més efectiu és la barrggade HCI 0,1 M i NaCl 1 M, cosa que indica que €l
procés d'elucid s afavoreix amb la protonacié del glifosat i la presencia d'ions clorur. En
aguesta etapa laresina alibera el glifosat i les dues posicions que ocupava tornen a quedar
ocupades per ionsclorur.

La importancia dels clorurs es demostra perque, en augmentar-ne la concentracio,
millora la recuperacié del glifosat. Aix0 sobretot sobserva si es comparen els resultats
obtinguts amb HCI 001 M i la barregja HCI 001 M + NaCl 1 M, on les recyperacions
respectives son del 12 % i 50 %.

Pero si que és necessaria també |a protonacié del glifosat per aconseguir-ne I'élucio,
tal com esveu quan es faservir NaCl 1 M com a eluent.

La presencia d'un atre acid com HzPO4 no és suficient per aconseguir I'elucio,
probablement perque els ions fosfat no tenen una capacitat de coordinacié amb €l pal -ladi
tan favorable com els clorurs.

Les fraccions recollides per I'dluent HCI 0,1 M + NaCl 1 M també s analitzen amb
AAS per detectar s shan produit pérdues de Pd. Es determina que € sumatori de les

perdues ésinferior al'l % i, per tant, es pot considerar que aquesta dissoluci6 és adequada.

Un cop determinat que son els protonsi elsions clorur els que afavoreixen I'elucio,
es prova d'incrementar la concentracié d'acid clorhidric a 1 M ja que per a la glicina
shavia determinat que la seva recuperacié millorava fins a obtenir-se recuperacions
properes al 100 % [25], pero tot i que saconsegueix I'elucio de glifosat, la seva analisi per
HPLC és molt més complicada a causa de I'dlevada acidesa de la mostra, que obliga a
neutralitzar-la (i en provoca la dilucid) abans de dur a terme la reaccié de derivatitzacio
amb FMOC, que és favorable entre pH 59. A causa d aguesta mgjor complicacié sopta
per treballar amb HCl Q1 M + NaCl 1 M, gue ja proporciona una bona recuperacié de

glifosat i no cal gjustar el pH de la mostra abans de la derivatitzacio.

Una vegada seleccionada la composicié de la dissolucio d'elucio es duen aterme
experiments també amb AMPA. Es passen 50 ml d'una dissolucié que conté 1 ppm de
cadascun dels aralits i a partir de I'andlisi de les diferents fraccions recollides es determina
que l'adsorcio és favorable tant per a glifosat com per a AMPA, i sobté un 100 % de

retencié en tots dos casos.
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Pel que fa al'éucio, sassgjaamb HCI 0,1 M + NaCl 1 M i sobté un 80 % per al
glifosat i un 65 % per a 'AMPA, amb 15 ml de la solucié eluent. Aquest resultat indica
gue laresina reté més fortament AMPA que glifosat.

Un cop finalitzat I'experiment, la resina es renta amb HCl 0,1 M per reutilitzar-la.
Es recullen fraccions d'aguest rentat que s analitzen per comprovar que no queden restes
delsamdlits alaresina

Un cop determinat que la técnica IMAC emprada és adequada per a |'extraccio de
glifosat i AMPA, savalua si reament és el pal-ladi el responsable del funcionament de la
tecnica. Es duu a terme |'experiment sense carregar la resina amb pal-ladi. Es pesen 05 g
de resina seca i es posen en contacte amb 100 ml de dissolucié dHCI 01 M durant 12
hores. Després es col-loca la resina en la columna de vidre i se segueix €l procediment
descrit per quan estava carregada amb pal -ladi, és a dir, € rentat amb HCI 0,01 M i aigua
abans de passar |a dissolucié que conté els aralits.

Es passen 50 ml de dissolucio de glifosat i AMPA d'1 mg/l i esrecullen diferents
fraccions per determinar € percentatge dels amalits retingut per la resina. Després es renta
amb aigua fins que a les fraccions analitzades no es detecta ni glifosat ni AMPA, i
finament es passa HCI Q1 M i NaCl 1 M per euir la part dels analits que ha quedat
retinguda. Elsresultats es mostren ala Taula 3.3.

Taula 3.3. Resultats obtinguts amb Spheron Oxine sense pal-ladi. Solucio de carrega: 50
ml de glifosat i AMPA 1 ppm en tampo fosfat 0,01 M (pH 6,5); eluent: HCI 0,1 M + NaCl
1 M; cabal: 1 mli/min.

Fracci6 v f(rn";‘lc;c'o % glifosat % AMPA
carrega 50 73 86
rentat 1 5 8 6
rentat 2 5 3 1
rentat 3 5 0 0
% no retingut 84 93
elucio 1 5 12 3
eluci6 2 5 3 1
elucio 3 5 0 0
% retingut 15 4
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Les dades obtingudes indiquen que la resina, quan no esta carregada amb pal-ladi,
només reté a voltant dun 15 % de glifosat i un 47 % d'’AMPA. Per tant, el pal-ladi és
fonamental per aconseguir €l 100 % d'adsorcié.

Aquests resultats demostren que el procés dadsorcié té lloc a través dun
mecanisme de coordinacio entre €l pal-ladi i els aralits.

A continuacié sestudien els diferents parametres que poden influir en I'extraccio de
glifosat i AMPA per laresina carregada amb pal-ladi: la composicio de la fase de carrega

(pH), e caba de carregai d'elucio, e volum de mostrai la concentracié dels arélits.

3.3.1.2. Influencia del pH delafase de carrega

Inicialment les mostres que es passaven per la resina estaven a un pH de 65,
aconseguit amb tampd fosfat 0,01 M, i donaven un 100 % de retencié. Com sha comentat,
Shaviatriat aquesta dissolucio inicialment perque va ser la utilitzada en el cas de la glicina

Sassagen altres pH superiors, ja que I'objectiu és aplicar la técnica IMAC per ala
preconcentracio en mostres naturals d'aigua de diferents caracteristiques i aguestes mostres
normalment presenten un pH més basic. A més, també es prova amb aigua mil-liQ

directament (pH 5,5). Els resultats obtinguts es mostren ala Taula 3.4.

Taula 3.4. Comparaci6 de diferents composicions de la dissolucio de carrega que conté
glifosat i AMPA. V mostra= 50 ml; C analits= 1 mg/l; eluent: HCI 0,2 M + NaCl 1 M (15
ml); cabal = 1 ml/min.

Matriu dela fase de Glifosat AMPA

carrega % adsorcid % €lucio % adsorcio % €elucio
Aiguamil-iQ

OH 55 100 86 100 61

Tampo fosfat 0,01 M 100 81 100 63
pH 65

Tampo fosfat 0,01 M 100 8 100 58
pH 85

Tampd borat 0,01 M 100 80 100 65

pH 9
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Els resultats dbtinguts indiquen que, en el rang de pH entre 55-9, € pH de la fase
de carrega no influeix en 'adsorcié de glifosat i AMPA i que, per tant, no caldra gjustar-1o
en € cas de treballar amb mostres que tinguin & pH dins d'aguest interval, que sol ser
I'habitual en aiglies naturals.

Com es pot observar, la presencia d'aquests tampons tampoc no afecta I'elucié dels
analits ja que sobtenen en tots els casos recuperacions entre 80-85 % per a glifosat i 60-65
% per a AMPA. En els experiments seglents sopta per treballar amb dissolucions de

carrega en aigua mil-liQ.

3.3.1.3. Estudi del cabal decarregai d'€lucio
Fins ara shavia treballat amb un caba d'1 ml/min, pero és interessant determinar s

es pot incrementar, ja que d'aguesta manera la quantitat de mostra que es pot passar a
través de laresina és mgjor en e mateix temps.

Sassagen cabals de carrega entre 1-5 mi/min i en tots els experiments sobtenen
adsorcions quantitatives dels dos ardlits, cosa que indica que e mecanisme de
complexacié que es produeix és de cinetica rapida. Com a efecte negatiu sobserva que
amb un cabal més gran la resina sasseca més facilment perqué es formen bombolles d'aire
alapart inferior de la columna. Per tant, Sopta per treballar amb un cabal de carregade 2,5

ml/min, que és prou elevat.

Pel que faal caba d'elucid, també savaluen cabals d entre 0,5-5 ml/min i sobserva
gue la recuperaci6 dels aralits decreix lleugerament en augmentar el cabal. Com que a 0,5
mi/min tampoc no sobtenen recuperacions més elevades, es decideix mantenir € cabal
delucié a1 mi/min, jaque, com que e volum d'elucié és de 15 ml, no implica un augment
del temps gaire important.

En conclusio, el cabal de carregaesfixaen2,5 mi/mini el d'elucié en 1 mi/min.

3.3.1.4. Volum de trencament

També sestudia quin és € volum de trencamert de la resina per determinar la
guantitat de mostra que es pot processar.

Per determinar-1o es passen diferents volums de mostra que contenen 1 mg/l de
glifosat i AMPA. Els resultats es mostren ala Taula 3.5.
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Taula 3.5. Percentatge d'adsorcid i recuperacié de glifosat i AMPA per diferents volums
de mostra. Soluci6 de carrega: 1 ppmde glifosat i AMPA en aigua mil-liQ; eluent: HCI 0,1
M + NaCl 1M (15 ml); cabal de carrega: 2,5 ml/min; cabal d'elucio: 1 mi/min.

V carrega Glifosat AMPA
(ml) % adsorcié % recuperaci6 % adsorcid % recuperacio
50 100 86 100 61
100 100 82 100 72
250 100 87 100 67

Amb tots el's volums de mostra passats per |a resina sobtenen retencions del 100 %
per ds dos anadlits. Per tant, no sha assolit € volum de trencament de la resina. No
sassagen volums més grans perque la concentracio d'1 mg/l és molt elevada, tenint en
compte que es tracta de I'andlisi de residus de plaguicides, i per tant, no es processaran

mostres reals que continguin concentracions tan el evades.

Una vegada estudiats els diferents parametres que poden afectar l'adsorcié i elucio
dels amalits amb Spheron Oxine carregada amb pal-ladi, es disminueixen les
concentracions de glifosat i AMPA, que es processen amb la resina per avaluar si aquest
procediment és valid a concentracions més baixes, que seran les que es trobaran en mostres
reds.

Les condicions dels experiments son:

- Carrega: 50 ml de glifosat i AMPA (10 ng/l) en aigua mil-iQ.
- Elucio: 15 ml HCI 0,2 M + NaCl 1 M.
- Cabal de carrega 2,5 mi/mini d'éucié 1 ml/min.

Sobtenen recuperacions del 82 % i & 63 % pe a glifosat i I'AMPA,

respectivament, i amb desviacions estandards relativesdel 3% 1 4 % per an= 3.

Un cop dissenyat el sistema s analitzen les mostres d'aiglies naturals fortificades

amb els analits a diferents concentracions.
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3.3.2. APLICACIO DEL METODE IMAC A AIGUESNATURALS

Es reditza e mostreig d'aiglies naturals de diferents procedencies i es caracteritzen
a partir de la determinacié dels parametres seglients: oxidabilitat amb permanganat, anions
(clorurs, sulfats, fosfats) mitjancant dectrofores capil lar, cations (sodi, potassi, calci i
magnesi) mitjancant ICP-AES, pH i conductivitat. Les procedéncies i caracteristiques més

rellevants d'aquestes aiglies naturals es detallen ala Taula 3.6.

Taula 3.6. Caracteristiques de les aigles naturals.

Triﬂpoustsr(i\e codi origen C?rg/j ;ﬁt oxicrl)z;\abr;:itat %op?: p%lr_n pcg?n IC|)\g rgn
Subterrania  GW  areade Begur 1.269 83 172 218 122 40
Superficial  RW riuTer 689 132 120 101 101 14
Superficid  SW areade Pals 1.155 113 146 276 97 35

Totes les aiglies processades son de la provincia de Girona. També sandlitzen les
aigues sense fortificar per determinar s ja estan contaminades amb glifosat i/o AMPA.

Abans de dur a terme la fortificacio, es passen les aiglies naturals directament per la
resina, és a dir, es fa un blanc. En aguests experiments es fa servir resina nova (o
reutilitzada) per assegurar que no es produeixi contaminacio de les mostres.

Després de condicionar la resina carregada amb pal-ladi amb HCI 001 M i aigua
mil-liQ, es passen 50 ml d'aigua natural, es renta amb 25 ml d'aigua mil-liQ i finalment
selueix amb 10 ml de HCI 01 M + NaCl 1 M. En andlitzar la fraccié d'elucio amb el
metode de HPL C descrit, a lI'aigua del riu Ter (codi RW) es detecta la presenciadAMPA a
una concentracio de < 0,5 ppb. A la Figura 3.12 es mostra el cromatograma obtingut per a

l'aigua de riu Ter sense fortificar passada per laresina.
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Figura 3.12. Cromatograma obtingut per a l'aigua superficial (RW) sense fortificar i
passada per laresina.

Un cop caracteritzades les aiguies, es fortifiquen atres nivells de concentracio: 1, 10
i 100 ny/l. Aquesta fortificacio es duu a terme amb |’aigua subterrania (GW) i la dedl riu

Ter (RW). Els resultats obtinguts es mostren ala Taula 3.7.

Taula 3.7. Recuperacions i desviacions estandard relatives (RSD) (n = 3) obtingudes per a
mostres d'aigues naturals fortificades a diferents concentracions de glifosat i AMPA.
Solucié de carrega: 50 ml aigua natural fortificada (tenen pH = 8); eluci6: 15 ml HCI 0,1
M + NaCl 1 M ; cabal de carrega 2,5 mli/mini d'elucio 1 mi/min.

Codi 1yl 10 ny/L 100 ny/L
mostra  Glifost ~ AMPA  Glifosst  ~ AMPA  Glifosat AMPA
GW 90 (4) 64 (11) R2(7) 64 (16) %0 80
RW 81 (13) 120(22)  80(7) 65 (11) 89 79

En tots els casos sobtenen adsorcions del 100 % per al glifosat i I'AMPA. Les
recuperacions per al glifosat oscil-len entre 80-92 % amb RSD < 15 %.

En canvi, per a '’AMPA s resultats no son tan favorables. Per a la mostra del riu
Ter (RW) fortificada amb 1 ppb sobté una recuperacio igual a 120 % pel fet que l'aigua ja

contenia AMPA, ta com sha comentat anteriorment.
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La Figura 3.13 mostra el cromatograma corresponent a l'aigua subterrania (GW)

fortificada amb 1 ppb de glifosat i AMPA i passada per laresina

F(mV) ] A G: Glifosat

] A: AMPA
] 0.1

)

4 8 12 18 20

&\ﬁw
o tl(mlin)

Figura 3.13. Cromatograma corresponent a |'aigua subterrania fortificada amb 1 ppb de
glifosat i AMPA i passada per la resina Spheron Oxine 1000 (1) juntament amb el blanc
(mostra d'aigua sense fortificar) (2)

Per analitzar mostres de concentraci6 inferior caldria augmentar el volum de mostra
processat, ja que € métode d'andis amb HPLC- FD utilitzat té un limit de deteccié de
I'ordre d'1 ppb.

La mostra de I'area de Pals (SW) es fortifica amb 4 ppm d'acid himic comercial per
determinar |'efectivitat de la resina en preséncia d'aquest tipus de compostos que solen ser
presents a diferents concentracions a les aiglies naturals i que generament interfereixen en
la determinaci6 dels amalits. La dissolucio de carrega consisteix en 50 ml d'aigua procedent
de I'area de Pals fortificada amb 10 ppb de glifosat i 10 ppb dAMPA i 4 ppm d'acid hdmic.
Es recullen fraccions de 10 ml per determinar si la presencia de I'acid humic afecta la
retencié dels analits. En analitzar-les per HPLC es comprova que els aralits han estat
retinguts quantitativament per la Spheron Oxine carregada amb pal -ladi.

Abans de procedir al'elucié es renta amb 25 ml d'aigua mil-liQ i tot seguit Selueix
amb 15 ml de HCI 0,1 M + NaCl 1 M. Les recuperacions obtingudes son 81 + 10 % per a
glifosat i 74 £ 14 % per a AMPA (per an = 3). A la Figura 3.14 es mostra €
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cromatograma obtingut. Per tant, I'acid himic no interfereix en I'extraccio i la recuperacio

dels aralits de la mostra d'aigua natural.

F(mV)

54 G: Glifosat
A: AMPA

[

; 7 T T ‘.1 T T T é T T T 1.2

t(min)

Figura 3.14. Cromatograma corresponent a |'aigua procedent de Pals (SW) fortificada
amb 10 ppb de glifosat i AMPA i 4 ppm d'acid himic després de ser processada amb la
resina.

En conclus6, e metode IMAC proposat amb la resina Spheron Oxine 1000
carregada amb pal-ladi proporciona bons resultats per a la preconcentracio de glifosat |
AMPA en aigues naturals fortificades.

A continuaci6 es proposa avaluar el métode per a dues resines més, lontosorb Oxin
100, que, com sha vigt, presenta el mateix grup funcional, és a dir, 8hidroxiquinoleina,
pero té una matriu de cel-lulosa i Spheron Thiol 1000 formada per una matriu acrilica igual

gue Spheron Oxine, perd amb un grup funciona diferent, un grup tiol.

3.3.3. RESINA IONTOSORB OXIN 100

lontosorb Oxin 100 és una resina que presenta una matriu de cellulosa en comptes
d'acrilica i, per tant, I'objectiu és avaluar si la matriu afecta la preconcentracio dels andlits.

Aquesta resina, a diferencia de les Spheron, no havia estat estudiada en € nostre
grup de recerca per aconseguir I'extraccié de pal-ladi. Per tant, es desconeix |la capacitat

gue presenta per a aquest metall. Primerament es decideix determinar-ne la capacitat tant
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per a pal-ladi com per a coure, ja que eren els dos metalls caracteritzats amb Spheron

Oxine.

3.3.3.1. Determinaci6 de la capacitat delontosorb Oxin per a Pd i Cu

Per determinar la capacitat de la resina envers € pal-ladi es preparen dissolucions
de pal-ladi (I1) de diferents concentracions a partir del clorur de pal-ladi solid, com sha
esmentat. Les dissolucions es preparen en medi clorhidric per evitar que € metall precipiti
en forma d'oxids o hidroxids. L'objectiu és avaluar la capacitat apH 1i a pH 2, pero amb
aquest darrer pH no saconsegueix la dissolucié completa del PACL a concentraci6 elevada.
Per tant, només savaluaapH 1.

Es mesuren les concentracions de pal-ladi inicials i després de passades 24 tores, i
aixi es determina la quantitat de pal-ladi adsorbit a la resina. Es representen els mg de Pd
per gram de resina seca respecte a la concentracié inicial de pal-ladi i sSobté la grafica de la
Figura 3.15.

140
120 A
100 1
80 1
60 1
40 1
20 1

0 T T T
0 200 400 600 800

Co Pd (1) (mg/l)

mg Pd/ g resina seca

Figura 3.15. Capacitat de la resina lontosorb Oxin per a pal-ladi a pH 1.

Sarriba a la saturacio de la resina quan la quantitat de metall adsorbit per gram de
resina seca ho augmenta en augmentar la concentracio de la dissolucié inicial posada en
contacte amb la resina. Aquest punt indicaria la capacitat de la resina, definida com la
guantitat maxima de metall que pot adsorbir per gram de resina seca.

A partir de la grafica de la Figura 3.15 es determina la capacitat en 125-130 mg
Pd/g resina seca. Aquest valor dona una idea de la quantitat de pal -ladi que sha de posar en

contacte amb laresina per saturar-la i poder processar les mostres de glifosat i AMPA.
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Per al coure també savalua la capacitat de la resina a dos pH diferents. a pH 2
(medi acid clorhidric) i a pH 4,5 (tampd acétic: acetat), ja que la retencié del coure

s afavoreix a pH no tan acid. Els resultats obtinguts es mostren ala Figura 3.16.

mg Cu/ g resina seca

0 50 100 150 200 250
[Cu]o (mg/L)

Figura 3.16. Capacitat de la resina lontosorb Oxin per a courea pH 2i pH 4,5.

Les capacitats experimentals son de 29 i 23 mg Cu/g resinasecaapH 45 pH 2,
respectivament. Igual que passava amb Spheron Oxine, la resina té molta menys capacitat

per a coure que per apa-ladi.

A continuaci6é sestudia I'Us de la resina lontosorb Oxin per a la preconcentracio de
glifosat i AMPA immobilitzant previament el netall. En aguests experiments previs la
resina es carrega amb pal-ladi tal com shavia fet amb Spheron Oxine, i també savalua amb
coure per determinar s amb aquest metall la tecnica IMAC també és efectiva per a aquest
herbicida. Estudis de complexacié entre glifosat i coure indiguen que si que és favorable la

interaccio [35].

3.3.3.2. Preconcentracio de glifosat i AMPA amb Pd-lontosorb Oxin

La immobilitzacié de pal-ladi a la resina es duu a terme pesant 1,23 g de resina
humida (equivalen a 0,5 g de resina seca) que sequilibren durant 12 hores amb una
dissolucio de Pd(Il) de 800 ppm en HCl 0,1 M en un agitador orbital. En aguestes
condicions la quantitat de metall retinguda és de 90 mg Pd/g resina seca. Per tant, és
superior a l'obtinguda amb Spheron Oxine (65 mg Pd/g resina seca). La matriu de

cel lulosa influeix de manera positiva en laretencié del metall.
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Un cop carregada la resina amb pal-ladi, es renta amb HCI Q01 M i aigua, com
Shavia descrit per a la resina Spheron Oxine, i amb les millors condicions trobades
anteriorment, es duen a terme experiments a diferents concentracions de glifosat i AMPA
en aigua mil-liQ, per avaluar s el sistema és efectiu de la mateixa manera amb lontosorb
Oxin.

L es condicions dels experiments son:

- Carregadels amalits: 50 ml de glifosat i AMPA en aigua mil-liQ (pH 5,5).
- Rentat amb 25 ml d'aiguamil-liQ.

- Elucio amb 15 ml de HCI0,1 M + NaCl 1 M.

- Cabal: carrega 2,5 ml/min; elucié 1 ml/min.

En analitzar les fraccions obtingudes durant |a carrega dels aralits es comprova que
laretencio és del 100 %. Pel que faal'elucio, les recuperacions obtingudes per als diversos

nivells de concentracio es detallen ala Taula 3.8.

Taula 3.8. Recuperacions obtingudes per al glifosat i I'’AMPA en aigua mil-liQ amb la
resina lontosorb Oxin carregada amb Pd.

Co (mg/l) % glifosat % AMPA
1 86 68
10 87 72
100 89 80

Sobtenen recuperacions entre 86-89 % i 68-80 % per a glifosat i AMPA,
respectivament. Per tant, les recuperacions son de |'ordre de les obtingudes amb Spheron
Oxine, tant per a glifosat com per a AMPA. Sobserva que I'’AMPA queda més retingut a la
resina que € glifosat i, per tant, és més dificil aconseguir-ne I'elucio, problema que també
Shavia detectat amb Spheron Oxine.

També es comprova que € mecanisme d'adsorcio depén de la interaccié amb €l
metall realitzant una prova sense carregar la resina amb €l metall. Es determina que sense
pa-ladi laresina només reté un 4 % de glifosat i un 2 % dAMPA.
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3.3.3.3. Preconcentracio de glifosat i AM PA amb Cu-lontosorb Oxin

Com que les capacitats per al coure apH 2 i pH 4,5 obtingudes eren similars, els
experiments IMAC es duen a terme a pH 2, és a dir, e medi clorhidric. La resina es
carrega amb coure seguint d mateix procediment descrit per a pal-ladi. Després de la
immobilitzacié del coure es determina que han quedat retinguts 15,2 mg Cu/g resina seca
en aguestes condicions. Per tant, la quantitat de coure present a la resina és molt baixa
comparada amb la retinguda quan simmobilitza pal -ladi (90 mg Pd/g resina seca).

En aquest cas e rentat es duu a terme amb aigua mil-liQ perqué els complexos de
coure amb 8-hidroxiquinoleina son menys estables que amb Pd(I1) i aixi Seviten pérdues
de coure com a conseqiencia de la seva €lucié en medi acid. A continuacié es passen
50 ml de mostra que conté 1 ppm de glifosat i AMPA en aigua mil-liQ i es recullen
fraccions per determinar la retencio dels analits ala resina. Es renta amb aigua mil-liQ per
eliminar interferents i restes dels aralits no retingudes i selueix amb HCI 0,01 M, ja que,
com sha dit, amb una solucié de caracter més acid com I'duent que sutilitza quan es
treballaamb Pd (HCl 0,1 M + NaCl 1 M) seluiriatambé el coure i, per tant, laresinano es
podriareutilitzar.

Els resultats obtinguts indiquen que la resina lontosorb Oxin carregada amb coure
nomeés reté un 10 % dAMPA i un 85 % de glifosat. Per tant, no Sassoleixen retencions
guantitatives com sobtenen quan laresina esta carregada amb pal -ladi.

També sobserva que per al glifosat I'elucié amb HCI Q01 M no proporciona la
recuperacio total de I'herbicida ja que es passen fins a 40 ml d'éuent i només sobté un
25 % de recuperacio.

En euir posteriorment amb HCl 0,1 M + NaCl 1 M es detecta la presencia de
glifosat, cosa que indica que aguest encara estava retingut per la resina. Per tant, cal un
medi acid fort per eluir € glifosat, perd en aquestes condicions ambé es dissocia €l
complex Cu-8-hidroxiquinoleina i, per tant, laresina no es pot reutilitzar.

En conclusio, es decideix aplicar latecnica IMAC carregant la resina amb pal -ladi.
Igual com shavia fet amb Spheron Oxine, es fortifiquen aiglies naturals de procedéncies

diferents per avaluar laresina lontosorb Oxin per a mostres reals.

3.3.3.4. Aplicaci6é de lontosorb Oxin per a aiglies naturals fortificades

Les aiglies naturals emprades en aquest estudi (superficial i subterrania) presenten

caracteristiques similars a les utilitzades amb la Spheron Oxine 1000.
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Primer sanalitzen directament les aiglies per determinar Si estan contaminades amb
elsamalitsi espassen 50 ml d'aquestes mostres sense fortificar per la resina carregada amb
pal-ladi. El procés d'elucié es duu a terme amb 10 ml dHCI Q1 M + NaCl 1 M. En
analitzar la fraccié eluida es comprova que no conté ni glifosat ni AMPA. Per tant, es pot
procedir a fortificar-les.

Les aigues naturals es fortifiquen a dos nivells: 1 i 10 ng/l, i es processen 50 ml
d'aguestes mostres directament. Les recuperacions obtingudes juntament amb les
desviacions estandard relatives (RSD) es detallen ala Taula 3.9.

Taula 3.9. Recuperacions i RSD obtingudes f = 3) per a aigues naturals fortificades
processades amb la resina lontosorb Oxin.

_ Glifosat AMPA
Aigua natural
1 ppb 10 ppb 1ppb 10 ppb
Superficia 98 (8) 91 (10) 94 (10) 82 (9)
Subterrania 104 (3) 102 (4) 79 (4) 72 (4)

Per a glifosat sobtenen recuperacions superiors a 90 % i per a AMPA les
recuperacions oscil -len entre 70-95 %, amb RSD < 10 en tots dos casos.

Els resultats obtinguts son de I'ordre dels que shavien aconseguit amb la resina
Spheron Oxine 1000.

3.3.4. RESINA SPHERON THIOL 1000

La resina Spheron Thiol té una matriu acrilica com Spheron Oxine, pero € grup
funcional és un tiol, com ja sha comentat. Per tant, I'objectiu és avaluar la influencia del
grup funcional en la immobilitzacié del metal i en la posterior preconcentracio de glifosat
i AMPA.

Agquesta resina també havia estat estudiada en e nostre grup de recerca per a
I'extraccio i recuperacio de pal-ladi [30]. La capacitat tedrica i experimental havien estat

determinades i s havien obtingut valors de 201 mmol Pd/g resina seca per a la tedrica i
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0,949 mmol Pd/g resina (100,94 mg Pd/g resina seca) per a l'experimental. Aquestes
diferencies entre la capacitat tedrica i I'experimental indicaven que probablement
I'estequiometria del complex format entre € pal-ladi i € grup tiol de laresinaera 1.2, ésa
dir, dos grupstiol per a cada pal-ladi retingut.

La capacitat per a pal-ladi és més elevada amb Spheron Thiol que amb Spheron
Oxine, cosa que indicaque e grup tiol té més afinitat per a pal-ladi que € grup 8-
hidroxiquinoleina. Aquest fet és favorable per després aplicar la tecnica IMAC per a
glifosat i AMPA, ja que hi haura més quantitat de metall disponible per interaccionar amb
els analits, igua com passava amb laresina lontosorb Oxin.

Un dtre avantatge de Spheron Thiol respecte a Spheron Oxine és que I'élucié del
metall també és més complicada. Amb HCl 4 M no sobtenia €lucié del metall, i amb
agents complexants com tiourea o tiocianat les recyperacions del metall també sén
inferiors que amb la resina Spheron Oxine.

En conclusio, la resina Spheron Thiol presenta caracteristiques meés favorables per
dur a terme el procés IMAC ja que té més capacitat per a pa-ladi i a més hi esta més
fortament retingut.

La resina es carrega amb pal-ladi seguint el procés en discontinu descrit
anteriorment i es determina la quantitat de metall retingut en aguestes condicions; s’ obté
un valor de 96 mg Pd/g resina seca, que és similar a determinat en I'estudi d'/Antico et al.
[30].

Un cop immobilitzat el pal-ladi, savalua I'efectivitat de Spheron Thiol per a la
preconcentracié de glifosat i AMPA. Primerament amb mostres en aigua mil-liQ i tot
seguit amb aiguies naturals fortificades Es processen mostres de concentracions diferents
dels ardlits en aigua mil-liQ i es determina que la resina carregada amb Pd(Il) reté e
100 % dels ardlits, tal com passava amb les altres dues resines. Les recuperacions
obtingudes son superiors a 85 % tant per a glifosat com per a AMPA, i es millora la
recuperacio d'aquest darrer.

Igual que amb les altres dues resines, també es comprova que el funcionament del
sistema és degut a la presencia de pa-ladi mitjancant un experiment on la resina no esta
carregada amb €l metall. La retencié dels aralits ésinferior a 10 %.

Vist que d sistema és efectiu, es fortifiquen aiglies naturals amb 1 i 10 ppb de

glifosat i AMPA. Les aiglies son les mateixes que en € cas de lontosorb Oxin.
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Amb les aiglies naturals |'adsorcié també és quantitativa per as dos amalits i les

recuperacions obtingudes es mostren ala Taula 3.10.

Taula 3.10. Recuperacions i RSD obtingudes (n = 3) per a aigles naturals fortificades
processades amb la resina Soheron Thiol.

i Glifosat AMPA
Aigua natural
1 ppb 10 ppb 1 ppb 10 ppb
Superficia 99 (11) 84 (4) 93 (7) 93 (13)
Subterrania 103 (9) 99 (13) 102 (6) 97 (7)

Per a glifosat les recuperaciorns son superiors a 80 % i per a AMPA superiors al
90 %, cosa que suposa una millora respecte a les altres dues resines, amb les quals en

general no sobtenien recuperacions superiors a 90 % per a AMPA.

3.3.5. COMPARACIO DE LES TRESRESINES EMPRADES
Per establir la comparacié entre les tres resines estudiades ens podem basar en la

seva afinitat respectiva per a pal-ladi i la seva eficacia en e metode IMAC per a glifosat i
AMPA.

Si les comparem respecte a |'afinitat per apal-ladi (vegeu laTaula 3.11) es veu que
lontosorb Oxin i Spheron Thiol sdn les gue mostren una major afinitat per al metall. Per
tant, en el cas de tenir una matriu acrilica, €l pal-ladi es coordina millor amb el grup tiol
gue amb 8-hidroxiquinoleina. En canvi, s es comparen les dues resines amb € mateix grup
funcional es pot concloure que la matriu si que afecta la retencio del metal, i és més

favorable en € cas de la matriu de cdl-lulosa.

Pel que fa a la seva eficacia en e métode IMAC per preconcentrar glifosat i
AMPA, ca dir que les tres resines adsorbeixen quantitativament els dos aralits. Les

diferencies es troben en el procés d'elucio.
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Taula 3.11. Comparaci6 de la quantitat de metall retingut a lesresines

Metall retingut
(mg Pd/g resina seca)
Spheron Oxine 1000 65
lontosorb Oxin 100 90
Spheron Thiol 1000 96

A la Taula 3.12 es mostren els resultats obtinguts per les tres resines per a glifosat,
havent fortificat dues mostres d'aigiies naturals de diferents caracteristiques amb 1 i 10

ppb.

Taula 3.12. Comparaci6 de les recuperacions obtingudes per a glifosat per lestresresines
estudiades.

Glifosat Spheron Oxine lontosorb Oxin  Spheron Thiol
o Superficial 81 (13) 98 (8) 99 (11)
Subterrania 90 (4) 104 (3) 103 (9)
Superficia 80 (7) 91 (10) 84 (4)
10 ppb
Subterrania 92 (7) 102 (4) 99 (13)

Els resultats son satisfactoris per a les tres resines, ja que en tots el's casos sobtenen
recuperacions superiors al 80 %. Per tant, les tres resines son aptes per a la preconcentracio

de glifosat, ja que no s obtenen diferencies importants entre si.

Pel que fa a 'AMPA, es mostren els resultats obtinguts per &s tres resines a la

Taula3.13.
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Taula 3.13. Comparacio de les recuperadons obtingudes per a AMPA amb les tres resines
d’aquest estudi. (* La mostra d'aigua ja contenia AMPA.)

AMPA Spheron Oxine lontosorb Oxin  Spheron Thioal
b Superficial 120 (22) * 94 (10) 93 (7)
Subterrania 64 (11) 79 (4) 102 (6)
Superficial 65 (11 82 (9 93 (13
ooy SUPeTa @ © @)
Subterrania 64 (16) 72 (4) 97 (7)

En aguest cas si que sobserven diferencies per a les tres resines La que
proporciona els millors resultats és la resina Spheron Thiol 1000, ja que sobtenen
recuperacions superiors a 90 %. En canvi, anb lontosorb Oxin i Spheron Oxine les
recuperacions obtingudes oscil -len entre el 60-80 %.

Per tant, entre les resines que presenten com a grup funcional 8-hidroxiquinoleina
no sobserven diferencies significatives pel que fa ala preconcentracio de glifosat i AMPA.
Pero respecte a la resina Spheron Thiol si que hi ha diferéncies. Aquest fet es pot explicar
s esté en compte que I'enllag entre el pal-ladi i el grup tiol és més fort que I'enllag entre el
pa-ladi i € grup 8-HOx, per tant en e cas del Pd-tiol les altres dues posicions de
coordinacid, que és on senllacen € glifosat i I'AMPA, presenten un caracter més labil i per
tant es facilita I'dducio dels andlits que és e pas critic del procés, ja que com sha

comprovat totes les resines retenen ambdds analits al 100%.
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4.1. INTRODUCCIO

L'estudi que s'exposa en aguest capitol té com a objectiu el desenvolupament d'un

metode d'anais per a glifosat i AMPA aplicant una tecnica cromatografica acoblada
basada en I'acoblament de dues columnes de cromatografia liquida i la preconcentracid

dels amalits mitjancant una resina de bescanvi ionic.

4.1.1. TECNIQUES CROMATOGRAFIQUES ACOBLADES

Les técniques cromatografiques acoblades fan servir dos o més sistemes
cromatografics per aconseguir separacions que no es poden obtenir amb un de sol. Al
primer sistema es duu a terme la purificacio i/o preconcentracié de la mostra de manera

totalment automatitzada, i després es transfereix en linia, mitjancant una interfase
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adequada, una fraccié molt petita que conté els aralits cap d segon sistema cromatografic,
on se separen

La cromatografia multidimensional es troba entre les técniques més sensibles i
selectives disponibles actualment per a la determinacié de residus de plaguicides en
mostres mediambientals. Les més utilitzades son la cromatografia liquida acoblada a
cromatografia liquida (LC-LC) i la cromatografia liquida acoblada a cromatografia de
gasos capil-lar (LC-GC). No obstant aix0, existeixen diverses modalitats en funcio de si a
la primera columna es fa preconcentracié (SPE) o s se separen interferents i arélits (LC);
es diferencien els sistemes seguients: SPE-LC, LC-LC, SPE-GC i LC-GC.

A la Figura 4.1 es presenta un esquema basic d'una técnica cromatografica
acobladaon s’ utilitzen dues columnes d'alta resoluci 6.

C-1

AS NN

M-2

C-2

Figura 4.1. Representacié esguematica d'un sistema cromatografic acoblat. M1 i M-2,
fases mobils; AS, sistema d'injeccié o autoinjector; C-11 C-2, primera i segona columnes;
I, interfase; D, sistema de deteccio; A, andlits; 11 i |, interferents de la mostra.

En aguests procediments amb columnes acoblades es distingeixen quatre etapes [1]:

- Introduccié d'un volum de mostra relativament gran a la columna del primer sistema,
de manera que es produeix una millora important de la sensbilitat global del
procediment analitic. En combinacié amb una compressio apropiada del pic durant la

transferencia (tercera etapa), els volums es poden augmentar de microlitres a

146



Acoblament LC-LC

mil-lilitres, amb la qual cosa es produeix un guany de sensibilitat d'uns quants ordres de

magnitud.

- Presegparacio d'una gran part dels interferents de la mostra dels aralits d'interes a la
primera columna, fet que millora la selectivitat del procediment, ja que seliminen la
major part dels interferents. Aixo és cert sobretot si el mecanisme de separacio a les

dues columnes és forca diferent, cosa que passa amb LC-GC.

- Transferencia de la fraccio dinteres a segon sistema cromatografic mitjancant una
tecnica de compressio del pic, de manera que augmenti la selectivitat i es minimitz el
volum de transferéncia i la sensibilitat. D’aguesta manera millora la forma del pic
cromatografic. Per comprimir e pic es fa un refredament (cold trapping) a la columna
GC en € cas de I'acoblament LC-GC, i gradients esglaonats durant la transferencia a
LC-LC.

- Anadlisi de lamostra transferida a la segona columna, de manera que es duu a terme una

separacio i deteccio convencionals dels analits d'interes.

A més dun guany de selectivitat i sensibilitat, les tecniques cromatografiques
acoblades permeten integrar la preparacio de la mostra, la separacié i la deteccio en un sol
sistema cromatografic, cosa que ofereix un alt grau d'automatitzacié per a procediment
analitic global.

Com jashadit anteriorment, hi ha diversos sistemes d'acoblament que shan aplicat
per a l'analis de residus de plaguicides, pero en aquesta tesi doctoral nomeés es comentara

I'acoblament LC-LC perque és e méetode que sha utilitzat.

4.1.2. ACOBLAMENT LC-LC

Un aspecte important de l'acoblament LC-LC és que ofereix la possibilitat
d'integrar la preparacié i la purificacié de la mostra en el procediment cromatografic de
manera totalment automatitzada, tal com sesquematitza a la Figura 4.2, on es presenta un

esguema basic de I'acoblament LC-LC.
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M-1

? P-1
M-1 oy e
M-2 — P-2 w(— A D —R

C-2

+

Figura 4.2. Representacio esquematica d'un acoblament LC-LC. G1 i G2, primera i
segona columnes separadores; AS, autoinjector; P-1 i P-2, bombes de LC; HV, valvula
d'alta pressio; D, detector; A, fraccié que conté els analits; 11 i |, interferents de la mostra
de cap i de cua, respectivament; M-1, fase mobil per a la purificacio en C-1; M-1b, fase
mobil per a I'eliminacié dels interferents més retinguts en C-1; M-2, fase mobil de C-2; R,
residu.

Un aspecte que cal destacar de I'acoblament LC-LC és la millora en selectivitat
respecte a altres métodes. Es important indicar que la primera columna (C-1) exerceix un
paper rellevant, ja que ha de permetre la separacié eficag dels ardlits i interferents de la

mostra

Les primeres aplicacions de la técnica per al'andlis de residus de plaguicides feien
Us de petites precolumnes @-10 mm de longitud i 2-3 mm de diametre intern, amb
particules Cig 5-10 nm) amb |'objectiu de preconcentrar amalits en mostres aquoses [2,3].
Aquestes columnes, per0, tenien un poder de separacid baix, de manera que nho
saconseguia la purificacié de la mostra perqué no se separaven els aralits dels interferents.
Posteriorment Hogendoorn i Goewie [4] van establir I'Us de precolumnes més llargues, de
manera gque la primera columna si que era Util com a separadora, a més de permetre la

preconcentracio.

4.1.2.1. Etapesdel'analisi

En tot métode analitic que es basi en I'acoblament LC-LC es poden distingir una

serie d'etapes que sesquematitzen en laFigura 4.3 i que es comenten a continuaci 6:
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1. Injeccié dela mogtra (Figura4.3 A)

Durant aquesta etapa la mostra o €l seu extracte sintrodueix al'equip cromatografic
mitjancant un injector automatic o manual i somple € bucle (oop) corresponent.
Mentrestant, la fase mobil M-1 circula per la columna C-1 i la fase mobil M-2 circula

per la columna C-2.

2. Purificacio (Figura4.3 B)

Una vegada emplenat € loop, sactiva la vavula de l'autoinjector (vavula de sis
vies) de manera que la fase mobil M-1 passa per I'interior del loop i semporta la mostra
cap a la columna C-1, on es produeix la primera separacié cromatografica. Els
interferents menys retinguts (11) son eliminats i els arlits (A) i els interferents més
retinguts (l2) es van desplagant a llarg de la columna C-1. Quan e primer aralit
comenca a eluir de la columna C-1, sactiva la valvula HV, que actua com a interfase
dels dos sistemes, de manera que finditza I'etapa de purificacio i comenca la de

transferéncia

3. Transferencia (Figura4.3 C)

Una vegada activada la valvula HV, la fase mobil M-2 passa a través de la columna
C-11i €elueix la fraccid de mostra que conté els aralits fins a la columna G-2. Quan
I'analit més retingut ja ha edtat transferit, sactiva novament la valvula HV i finalitza
I'etapa de transferéncia.

4. Andlis i rentat (Figura4.3 D)

En aquesta etapa els aralits que han estat transferits de la columna C-1 ala columna
C-2 se segparen mitjancant la fase mobil M-2, i la columna C-1 es va netgjant amb una
fase mobil adient per eliminar-ne els interferents més retinguts (I2). Si cal fer servir una
fase mobil amb major poder d'elucié que M-1 (M-1b), la columna s” ha de condicionar

posteriorment amb M-1 abans de redlitzar la injeccié seglent.
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Figura 4.3. Etapes d'un procediment amb acoblament LC-LC. (A) Injecci6; (B)
purificacio; (C) transferencia; (D) analisi i rentat. C-1 i C-2, primera i segona columnes
separadores; AS, autoinjector o injector manual; P-1 i P-2, bombes de LC; HV, valvula
d'alta pressio de sisvies; D, detector; A, fraccié que conté els analits (Ao, Ay, analits); Iy i
I, interferents de la mostra de cap i de cua, respectivament; M-1, fase mobil per a la
purificacio en C-1; M-1b, fase mobil per a I'eliminacié dels interferents més retinguts en
C-1; M-2, fase mobil de C-2; R, residu.
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4.1.2.2. Seleccio de les condicions d'acoblament

Per dissenyar un metode d'analisi basat en LC-LC els dos parametres més rellevants
gue shan de tenir en compte son la seleccio de la primera columna (C-1) i I’ optimitzacio
de la forga eluotropica de la fase mobil utilitzada durant la purificacio (M-1) [5].

> Sdeccid delacolumnaC-1

Per determinar plaguicides moderadament polars amb LC en fase inversa sha
comprovat que és adequada una columna C-1 amb fase estacionaria Cyg i mides 1,5 x 0,32
cm id. com a minim (per a analits més polars ca incrementar les mides). Amb una fase

mobil adequada (M-1) es poden separar bé els aralits dels interferents.

> Sdecci6 de M-1

La forca eluotropica de la fase mobil M-1 és fonamental en qualsevol procés LC-

LC per aconseguir la purificacio de la mostra. Cal arribar a un compromis ja que, per una
banda, la forca eluotropica ha de ser suficientment baixa perque es puguin injectar volums
grans de mostres aquoses (uns quants ml) sense que es produeixi un eixamplament de la
banda dels amdlits, i per I'altra, la forca eluotropica ha de ser suficient per aconseguir una

bona resoluci6 entre amalits i interferents.

Una vegada shan seleccionat la columna C-1 i lafase mobil M-1, shan d'optimitzar

les condicions de I'acoblamert, és a dir, el volum de purificacio i € volum de transferéencia.

4.1.2.2.1. Optimitzacié del volum de purificacio

El volum de purificacié es determina connectant la columna G1 directament al
detector utilitzat, tal com es mostraala Figura 4.4, i injectant I'arélit menys retingut (Ao).
Aquest aralit es desplaca a través de la columna G1 mitjancant la fase mobil M-1. El
temps que passa des que sactiva la vavula dinjeccid fins que comenca a eluir I'aralit
menys retingut (Ap) ala columna C-1 és e temps de purificacio, i € volum de fase mobil
M-1 necessari és € volum de purificacié. Per tant, en e moment que Ao surt és quan

shauradiniciar latransferéncia cap ala columna C-2, fent servir la fase mobil M-2.
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AS

M2 — P2

C-2

Figura 4.4. Representaci0 esquematica del disseny necessari per a la determinacio
experimental del volum de purificacio.
C-1i C-2, primera i segona columnes separadores, AS, autoinjector o injector manual; P-
1i P-2, bombes de LC; HV, valvula d'alta pessié de ds vies; D, detector; A, analit
menysretingut; |1 , interferent de la mostra de cap; M-1, fase mobil per a la purificacio en
C-1; M-2, fase mobil de C-2; R, residu.

4.1.2.2.2. Optimitzacio del volum de transferencia

Es determina connectant la columna G1 al detector, igual que per d volum de
purificacio, per0 ara sinjecta |'amalit més retingut (An). Després que la fase mobil M-1
actui durant el temps de purificacié que sha determinat anteriorment, sactiva la vavula
HV (vegeu la Figura 4.5) i selueix I'aralit A, amb un volum determinat de la fase mobil
M-2 que correspon a volum de transferéncia. El tenps transcorregut des que finalitza la
purificacio fins que selueix tot I'aralit A, és el temps de transferéncia.

A més, és interessant que aguest volum sigui tan petit com sigui possible, ja que
aixi es minimitzara I'eixamplament de les bandes i seliminaran un maor nombre
d'interferents. Aquesta és una de les limitacions gque presenta |'acoblament LC-LC quan es
vol aplicar per a la determinacio multiresidual de plaguicides, ja que, com que tenen
retencions molt diverses ala columna C-1, e volum de transferéncia sincrementara.

Cal tenir en compte que periodicament shan de comprovar €ls volums de
purificacio i transferéncia per assegurar que no han varia, ja que, si ho, es produirien
perdues dels aralits i, per tant, hi hauria errors importants en la seva analisi.

A més de les condicions d'acoblament, també shan d'optimitzar les condicions
cromatografiques perque es produeixi la separacié dels analits a la columna C-2, que és la

veritable columna analitica, aixi com les condicions de detecci 6.
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Figura 45. Representacio esquematica del disseny necessari per a la determinacié del
volum de transferencia.

C-1i C-2, primera i segona columnes separadores, AS, autoinjector o injector manual; P-
1i P-2, bombes de LC; HV, valvula d'alta pressié de sisvies; D, detector; A, ,analit més
retingut; I, interferent de la mostra de cua; M-1, fase mobil per a la purificacio en C-1;
M-1b, fase mobil per a I'éliminaci6 dels interferents més retinguts en C-1; M-2, fase mobil
de C-2; R, residu.

4.1.2.3. Avantatgesi limitacions del'acoblament L C-LC

Una vegada comentat e funcionament del sistema, es pot concloure que els
avantatges neés importants de |'acoblament LC-LC sdn: una major selectivitat, un augment
de la sensibilitat en comparacié amb els procediments basats en LC convencionad i la
possibilitat d'automatitzaci6, cosa que fa que agquesta técnica tingui un futur prometedor en
I'andlisi de residus de plaguicides

No obstant aix0, cal comentar que € seu mgjor potencia no es troba en e camp de
l'andlis multiresidual a causa de les dificultats per obtenir condicions experimentals
adequades per a un ampli rang de compostos. S’ aplica sobretot per a l'analisi de compostos
dificils com son plaguicides i altres contaminants polars en mostres aquoses, en les quals
no resulta facil aconseguir aillar-losi preconcentrar-los.

Respecte a les millores en sensibilitat, cal destacar que es poden injectar grans
volums de mostra aquosa (fins a alguns ml), com ja sha comentat anteriorment, cosa que
suposa una millora considerable dels nivells de determinacié en comparacio amb els
metodes de LC convencional, on sinjecten com a maxim 100-200 .

Un atre avantatge és que els procediments desenvolupats presenten un
pretractament minim de la mostra i l'andlis per LC-LC és rapida, de manera que

diariament es poden analitzar un gran nombre de mostres (de 30 a 50).
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Respecte a la millora de selectivitat, ja sha comentat que la mostra es purifica
automaticament, ja que a la primera columna seliminen la mgjoria dels interferents. A més,
aixi també es protegeix la segona columna (la G-2), ja que homés hi passara una petita
fraccié de lamostra. Per tant, en general, sallargara el seu temps de vida.

Pd que fa a les limitacions, cal comentar que, en comparacié amb els metodes off-
ling, cal fer unainversié en equipament i que, a més, cal una major formacid i experiéncia
que en LC convenciona per poder posar a punt un métode de LC-LC. Probablement per
aguest motiu I'acoblament LC-LC ha estat poc aplicat.

Una dtra limitacié és € temps de vida de la primera columna, ja que, com sha dit,
sinjecten volums grans de mostres sense purificar. Es una columna d'elevada resolucié
amb particules de mida petita, cosa que provoca que, després d'uns dies d'Us, es produeixin
augments importants de pressié i shagi de substituir.

| finAment, com ja sha indicat anteriorment, ca dir que les condicions
d'acoblament, és a dir, e volum de purificacio i € de transferéncia, shan de comprovar

sovint per assegurar-se que no shan modificat, ja que, si no, hi hauria perdues d'aralits.

4.1.2.4. Aplicacions de I'acoblament LC-LC

Com sha esmentat, la necessitat de disposar de métodes analitics molt sensibles ha
potenciat el desenvolupament de la cromatografia multidimensional.

A la bibliografia hi ha descrites nombroses aplicacions de I'acoblament LC-LC per
a analits i matrius diversos, com compostos fenolics en olis de pirolisi [6,7], esteroides en
serum [8], drogues com € salbutamol i €l clenbuterol en serum [B] o la benzodiazepina
[10], hidrocarburs aromatics policiclics en peixos [11], peptids [12] i proteines [13], entre
d'altres.

Ens centrarem en les aplicacions descrites per a I'andlisi de residus de plaguicides,
revisades extensament per Hogendoorn i van Zoonen [1,14,15].

La primera aplicacio real de I'acoblament LC-LC on sintrodueix e concepte de
purificacio i transferencia d'una fraccié adequada des de la precolumna (C-1) fins a la
columna separadora (C-2) va ser proposada per Goewie et a. [l6] i es determinaven
residus de N-metilcarbamats (propoxur, carbofuran, carbaril, bendiocarb i tiofanox) en

mostres d'aliments. Els limits de deteccio erende 0,5 ng/l per als diversos ardlits.
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Els mateixos autors van demostrar també els avantatges de fer servir |'acoblament
LC-LC per a l'analisi d'herbicides com el bromacil i € diuron i € principa metabolit
d'aguest darrer, la 3,4-dicloroanilina, en mostres d'aigua subterrania. Els limits de deteccio
erende 0,2, 0,01 i 0,02 my/l, respectivament [17].

Des d'aguestes aplicacions inicias s nhan descrit d'atres per analitzar plaguicides
de polaritats forca elevades. En genera, les aplicacions descrites sbn per a plaguicides
concrets i problematics, i no per a andliss multiresidual, ja que, com sha comentat, és
dificil aconseguir condicions experimentals valides per a un gran nombre de plaguicides,
sobretot s presenten caracteristiques diferents. A la Taula 4.1 es descriuen algunes
d'aguestes aplicacions.

L'acoblament LC-LC també ha estat aplicat per determinar |'herbicida glifosat i €
seu metabolit AMPA en diferents matrius. Sancho et a. [33] van optimitzar un métode
amb acoblament LC-LC per determinar I'herbicida fosfonic glufosinat en aigua. Després
van adaptar e métode per a la determinacio conjunta de glufosinat, glifosat i AMPA, aixi
com per alasevaandis independent [34].

La determinacié consisteix en la derivatitzacid precolumna amb €l reactiu
fluorescent 9-fluorenilmetilcloroformiat (FMOC) per obtenir els corresponents derivats
fluorescents. EI métode implica l'is d'una columna C-1 (5 nm Cyg 3 x 0,46 cm ) acoblada a
unacolumnaC-2 (5 mm NH, 25° 0,46 cm) per on circula una fase mobil que consisteix en
tampd fosfat Q05 M (pH 55)-acetonitril (65:35 v/v). La columna G-1 permet la injeccid
d'un volum gran de mostra (2 ml) gracies a qua es pot millorar la sensibilitat del métode.
Després de la derivatitzacié de la mostra amb FMOC i tampd borat 0,025 M, cal diluir-la
guatre vegades per al glufosinat i I'AMPA i vuit vegades per al glifosat amb tampé borat a
causa de la presencia d'acetonitril en €l medi (és € dissolvent del FMOC), ja que si ho
provoca un eixamplament dels pics a la primera columna i dificulta e procés de
transferéncia. Els limits de deteccid obtinguts per a la determinacié conjunta dels tres
analits son de I'ordre d'1 ngy/l i per ala seva andlisi independent disminueixen fins a 0,25
ny/l.

Posteriorment el metode es va aplicar per determinar glifosat i AMPA en mostres
de sOIs i es van aconseguir limits de 5-50 ng/kg depenent del tipus de sol [35]. | també sha
determinat & glifosat en mostres de cereals amb LOD = 0,5 mg/kg [36].

Més recentment el metode sha adaptat per anditzar glifosat en mostres vegetals
com olives i tomates [37] i Sha obtingut LOD de Q01 mg/kg. En aguest cas ha estat
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necessari augmentar lleugerament la concentracié del FMOC i variar els volums de mostra,
tampo borat i FMOC en dur a terme la derivatitzacié a causa d una major presencia

d'interferents.

Taula 4.1. Determinaci6 de plaguicides per LC-LC

Analits Matriu Deteccio LOD (ppb) Ref.
1
Metil isotiocianat (MITC) agua UV-Vis Ol(ambLLEi [18]
SPE)
Herbicides: imazetapir i imazapir Lls UV-Vis 3 [19]
Herbicides: bromacil i diuron agua UV-Vis 01 [20]
Carbendazim sol 100
(metabolit fungicida) aiguadellac MS 0025 [21]
Herbicides acidics: metsulfuron- .
. - . UV-Vis [22]
metil, bentazona, bromoxinil, MCPA, aigua MSMS 04 23]

MCPP

Herbicides acidics: metsulfuron metil,
bentazona, bromoxinil, 2,4-D, MCPA,

MCPP, 2,4-DP, 245-T, 2,4-DB, s UV-Vis >0 (24
MCPB

Triazines:

- Smazina, atrazina, terbutilazina, [25]
terbutrina 0,1-0,5

- sSimazina, atrazina, terbutilazina, agua UV-Vis  0,02-0,05 (amb
terbutrina i metabolits SPE) 6
deisopropilatrazina, deetilatrazina, [26]
hidroxiatrazina

Fungicides: triadimefon, triadimenal, orina UV-Vis 1535 [27]
tetraconazol serum UV-Vis 153 [28]
Her bicides fenilurees; monuron,

monolinuron, isoproturon, diuron, . UV-Vis 01

linuron, metabenztiazuron, agua MS 0,01-0,2 (29
metoxuron, fluometuron

N-metilcarbamats. ddicarbi

metabdlits (aldicarb-sulfoxid, . /i 0,01-0,04
adicarb-sulfona) i carbofurai agua UV-Vis  ambse) [0
metabdlit (3-OH-carbofura)

Insecticida: clorpirifosi 3,5,6- serum 15
tricloro-2-piridinol (metabolit) (TCP) orina MSMS 05 (31
4-nitrofenol i 3-metil-4-nitrofenol

(metabdlits del parationi € orina MSMS 1 [32]

fenitrotion)
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Com es pot veure en les diferents aplicacions descrites per a glifosat, el métode
existent no permet determinar I'herbicida i & seu metabolit en aigles naturals a
concentracions < 0,1 ng/l, que son les exigides per la normativa europea.

En aquest treball saplica I'acoblament LC-LC per determinar glifosat i AMPA a
concentracions baixes i en agunes mostres també es duu a terme préviament
preconcentracio off-line amb una resina de bescanvi ionic per disminuir encara més els

limits de detecci6 del sistema.

4.1.3. PRECONCENTRACIO AMB UNA RESINA DE BESCANVI IONIC

El glifosat i AMPA es preconcentren amb una resina sintética de bescanvi ionic,
concretament Amberlite® IRA-900. En un estudi previ [38] shavien optimitzat les
caracteristiques d'aquest sistema.

Les resines sintetiques estan formades per una matriu polimerica insoluble i un grup
ionogen. La matriu es fa insoluble introduint un agent encreuador que connecta diverses
cadenes d'hidrocarburs. Inicialment les resines de bescanvi estaven formades per grups
funcionals anionics o cationics lligats a gel de silice. Posteriorment es van desenvolupar
resines de bescanvi ionic formades per grups bescanviadors hidrofilics adherits a I'esquel et
del copolimer estire-divinilbenzeé (PS-DVB) (vegeu la Figura 4.6). Aquestes resines
polimeériques entre les quals sinclou kresina Amberlite® IRA-900, tenen més capacitat

bescanviadorai un rang de pH de treball més ampli que els materials basats en silice [39].

——CHz--CH-CHz- H-—-CHZ-CH—

—CH;-—CH—CHZ—CH—CH{PCH—-—

Figura 4.6. Estructura d'un adsorbent de poliestire-divinilbenze (PS-DVB).
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Les resines sintétiques es poden classificar, segons I'estructura de la seva xarxa
polimerica, en:
- Resines tipus gel 0 microporoses. son resines formades per una xarxa homogenia de

naturalesa elastica, que no és porosa, perd que té canals resultants del procés

dinflament o swelling.

- Resines macroporoses 0 macroreticulars: tenen una matriu porosa i arees internes
grans. Son molt uniformes pel que faalaforma externai presenten una gran estabilitat

mecanica (la resina Amberl ite°l RA-900 pertany a aquest tipus).

- Resines isoporoses: en aquestes resines € creuament i I'estructura porosa shan

modificat per obtenir polimers amb una mida de porus substancialment uniforme.

En funcié del grup ionogen que presenten les resines, les podem classificar en
cationiques o anioniques.

Les resines de bescanvi cationic contenen grups fixos anionics i, per tant, els ions
bescanviables son cations. En funcié de s presenten una carrega fixa permanent o s la
seva carrega varia en modificar el pH, parlarem de bescanviadors d'acid fort o d'acid feble,
respectivament. En & primer cas, € sorbent més tipic conté un grup funcional dacid
sulfonic (-SOsH) que té un protdé com a contraio, i en el segon cas € més emprat és €l
sorbent amb grups acid carboxilic (-COOH).

Les resines de bescanvi anionic contenen grups fixos cationics i, per tant, els ions
gue poden bescanviar son anions. Les resines de base forta contenen grups amoni
quaternari (-NRs"OH) principalment, i les de base feble, grups amino mono o disubstituits
(-NHz 0 NH-).

Amberlite® IRA-900 és una resina de bescanvi anionic de base forta gue té com a
contraio un i6 clorur. Per tant, pot bescanviar I'i6 clorur per a glifosat 0 AMPA en forma

anionica. Les caracteristiques de laresinaes detalen ala Taula 4.2.
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Taula 4.2. Caracteristiques de la resina Amber| ite® IRA-900 [40,41].

Caracteristica Amberlite’ | RA-900 (CI)
Aparenca perles beix

Porositat macroporosa o macroreticular
Mode bescanvi anionica de base forta

tipus I: trialquilbenzil amoni

Grup funcional PS-DVB- N*(CHs);
Capacitat total 411:2 m;‘;&n'

Humitat 60 %

Densitat 700 g/l

Temperatura maxima de treball 77°C

Rang pH de treball 0-14

Mida de particula 16-50 rm

4.1.3.1. Aplicacions deresines bescanviadores per aglifosat i AM PA

La magoria dels metodes de purificacié de glifosat i AMPA es basen en
cromatografia d'intercanvi ionic a causa de la formaionica que presenten.

L'0s d'una columna d'intercanvi ionic en el's passos de preconcentracio o purificacié
(clean-up) sembla molt efectivai és el motiu pel qual gairebé tots els metodes proposats es
basen en 1'Us de resines bescanviadores anioniques o cationiques per aillar els aralits de les
interferéncies de la matriu.

Shan fet servir cartutxos LiChrolut EN per a glifosat i AMPA. Si sacobla amb una
columna dintercanvi anionic fort (Amberlita IRA 410-OH"), aquesta resina polimerica pot
solucionar €ls problemes referents a interferents organics i inorganics i a mateix temps
aillar els amalits quantitativament [42]. L'elucié dels andlits és efectiva s s utilitza un
tampo de citrat apH 5, eluent proposat també per altres autors [43,44].

També sha fet servir bescanvi cationic [44,45,46]. En molts casos és frequent 1'Us

de dos sorbents pels quals es fa passar |la mostra de manera consecutiva.
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4.2. EXPERIMENTAL

4.2.1. REACTIUS

- N-(fosfonometil)glicina (glifosat): solid, 99 %, Riedel-de-Haen, Alemanya.

- Acid aminometilfosfonic (AMPA): solid, 99 %, Sigma, Alemanya.

- Cloroformiat de 9-fluorenilmetil (FMOC): solid, >99 %, HPLC, Fluka, Suissa.

- Tetraborat decahidrat de sodi: solid, 99,5 %, PA, Scharlau, Espanya.

- Dihidrogenfosfat de potassi: solid, min. 99,5 %, per HPLC, Scharlau, Espanya.

- Hidroxid de potassi: solid, 85 %, PA, Scharlau, Espanya.

- Clorur sodic: solid purificat a 300 °C, min. 99,8 %, PA, Scharlau, Espanya.

- Acetonitril: liquid, 99,98 %, per HPLC, Scharlau, Espanya.

- Metanal: liquid, per HPLC, Scharlau, Espanya.

- Aiguaqualitat HPLC: preparada desmineralitzant aigua amb un sistema Nanopue |1 de
Barnstead, Estats Units.

- Amberlite® | RA-900: resina en formade perles, Fluka, Suissa

4.2.2. DISSOLUCIONS

- Dissolucio estoc de glifosat (500 mg/l): es pesa € solid i Sarrasa amb aigua qualitat
HPLC. Es conserva en congelador.

- Dissolucié estoc dAMPA (500 mg/l): es pesa € s0lid i sarrasa amb aigua qualitat
HPLC. Es conserva en congelador.

- Dissolucions de treball de glifosat i AMPA: es preparen per dilucié dels estocs i es

conserven en frigorific.

- Tampod borat 0,025 M i 0,05 M (pH = 9): es prepara una dissoluci6 de tetraborat sodic
0,025M 00,056 M quejatéun pH =9.
- Dissolucié de FMOC de 1.000 o 2.000 ppm: es pesa el solid i sarrasa amb acetonitril.
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423. APARELLS | MATERIAL

- Cromatograf liquid que consisteix en:

+ Un processador automatic de mostra (ASPEC XL) de Gilson (Franga) equipat amb
dues valvules Rheodyne controlades pel mostrejador, una de les quals amb un bucle de 2
ml per poder injectar un volum gran i I'atra utilitzada per aconseguir |'acoblament.

+ Una bomba de HPLC ternaria model 9013 (Varian) i una altra bomba de LC
isocratica model 2150 (LKB Bromma, Suécia)

+ Un detector de fluorescéncia 1046A (Hewlett-Packard) a 263 nm ( exc) | 317 nm
(I em)

+ Una primera columna (C-1) de 10 nm Kromasil 100 (Scharlau) de 3 x 0,46 cm i.d. i
una segona columna (C-2) empaguetada amb 5 nm Hypersil APS (Scharlau) de 25 x 0,46
cmi.d.

+ Hewlett-Packard Chemstation per LC per registrar els cromatogrames.

- Bomba peristaltica Minipuls 3 de Gilson

- pH-metre MicropH 2001 de Crison (Espanya).

- Baancaanalitica AE200 de Mettler (Espanya).

- Micropipetes de Mettler Toledo de 1.000 i 5.000 .

4.2.4. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

4241, Analis deglifosat i AMPA

El métode danalisi optimitzat consisteix en la derivatitzacié precolumna dels

analits que es descriu a continuacié i la seva determinacié mitjangant LC-LC.

Derivatitzaci6 precolumna:

Es pipetegen 1,5 ml de mostra aquosa en un tub de vidre i se li afegeixen 0,5 ml de
tampd borat 0,05 M (pH=9) i 0,5 ml del reactiu FMOC (2000 mg/l en acetonitril). Sagita
la barrgja i es deixa reposar 30 minuts a temperatura ambient. Finalment shi afegeixen
75ml de tampd borat 0,025 M per diluir la solucié6 abans dintroduir-la a sistema

cromatografic.
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Analis amb LC-LC:

La fase mobil utilitzada per a les dues columnes consisteix en una barreja de tampd
fosfat 0,05 M (pH 55 agjustat amb KOH 2M) — acetonitril 65:35 (v/v). El caba és
d'l mi/min.

Sinjecten 2 ml de la dissolucié obtinguda amb la derivatitzacié a la primera
columna G1. Després de passar 24 m de fase mobil per aquesta columna (volum de
purificacio), es giren les valvules de manera que es connecten les dues columnes durant 0,9
min (temps de transferéncia). En aquest moment es produeix la transferéncia dels aralits de
la C-1 ala C-2. Després de la transferéncia es giren novament les valvules de manera que
la C-1 queda independent de la C-2. La C-1 es va netgjant amb la fase mobil i selimina €
FMOC, que havia quedat en excés després de la reaccié de derivatitzacié i daltres
interferents presents a la mostra. Mentrestant ala C-2 es produeix la separacio de glifosat i
AMPA i la seva deteccié amb fluorescéncia (FD).

Els aralits es quantifiquen mitjancant calibratge extern amb patrons preparats en
aiguade qualitat HPLC.

4.2.4.2. Preconcentracié amb Amberlite® |RA-900

Laresina Amberlite® |RA-900 sasseca a 65 °C abans del seu Usfins a pes constant.
Es pesen 05 g de resina seca i Sempagueten en una columna de vidre (llargada: 14 cm,
diametre intern: 0,5 cm). Laresina es renta amb aigua de qualitat HPLC.

Es passen 50 ml de mostra que conté glifosat a 1 ml/min nitjancant una bomba
peristiltica. Després es renta la resina amb 10 ml daigua i finament selueix € glifosat
amb 10 ml de NaCl 1 M. Laresina es rentaamb més NaCl i aigua per reutilitzar-la

Es determina el contingut de glifosat present ala mostra amb el métode de LC-LC-
FD descrit anteriorment.

4.2.4.3. Fortificaci6 d'aiqlies naturals

Per validar el metode es fortifiquen a diferents nivells de concentracio diverses
mostres d'aiglies potables, superficials i subterranies de la zona de Castell6 (Comunitat
Valenciana, Espanya). Per a I'andlisi directa de mostres d'aiguies es fortifiquen amb 0,1, 1 i
10 ny/l de glifosat | AMPA.

Per als experiments on préviament saplica preconcentracio amb la resina

dintercanvi ionic, es fortifiquen les aiglies basicament amb 0,02 i 0,1 g/l de glifosat.
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4.3.RESULTATSI DISCUSSIO

Inicialment es parteix del métode proposat per Sancho et a. [34] per a l'andlisi de
glifosat i AMPA en aigles naturals. Sapligquen les condicions proposades en aguesta
publicacié per dur aterme la derivatitzacio precolumnai posterior analis amb LC-LC-FD.

L'objectiu és millorar aguest metode perqué sigui adequat per mesurar
concentracions de I'herbicidai el seu metabolit inferiors a 0,1 ng/l, que és el limit establert
per la Unié Europea per als plaguicides, com ja sha comentat. Per aconseguir-ho es
variaran lleugerament les condicions de la reaccié de derivatitzacio i alguns parametres de
linstrument i a més saplicara una técnica de preconcentracié mitjancant una resina

d'intercanvi ionic, Amberl ite® IRA-900.

4.3.1. ANALISI DIRECTA AMB LC-LC-FD

Com sha comentat, Saplicalareacci6 de derivatitzacié proposada per Sancho et al.

gue sesquematitzaala Figura 4.7.

1,0 ml mostra
+ 0,5 ml tampé borat 0,025M (pH=9)
+ 1,0 ml FMOC 1.000 ppm en CH;CN

J

Agitar 30 s
+ repos 30 min

J

+ 17,5 ml tampo borat 0,025M

Figura 4.7. Reacci6 de derivatitzacié proposada per Sancho et al.[ 34].

El reactiu derivatitzant utilitzat és FMOC, gue interacciona amb els grups amino
del glifosat i 'AMPA per donar compostos fluorescents. La reaccié és efectiva en medi
basic i per aguest motiu shi afegeix tampd borat de pH 9.

Un cop obtinguts els derivats fluorescents, cal fer una dilucié de la mostra abans de
dur-re a terme la injeccid, per disminuir e contingut dacetonitril (provinent de la
dissolucié de FMOC). Sancho et al. [34] van determinar que aquesta dilucié era necessaria,

tot i provocar una pérdua de sensibilitat, per aconseguir la suficient compressio dels pics a
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lacolumna C-1, jaque, en injectar un volum gran de mostra (2 ml), aguesta actua com una
primera fase mobil. S la compressié dels pics no és |'adequada, es dificulta I'etapa de
transferencia. Per a I'AMPA van concloure que una dilucié de quatre vegades (10 %
acetonitril present ala mostra) era suficient, pero per al glifosat calia diluir vuit vegades (5
% d'acetonitril). Per tant, s es volia fer la determinacié conjunta, calia diluir vuit vegades
la mostra i per tant safegien 17,5 ml de tampd borat. Aixi es podien transferir
simultaniament glifosat i AMPA de la columna C-1 ala C-2. Amb tot, per a 'AMPA les
condicions no sdn les optimes, pero tot i aixi el métode continua sent més sensible que per
glifosat.

El primer que cal optimitzar son les condicions de purificacio i transferencia.

4.3.1.1. Condicions de purificacio i de transferéncia

Per optimitzar les condicions es connecta la columna C-1 directament a detector,
tal com es descriu al'apartat 4.1.2.2 d'aquest capitol, i es determinen els temps de retencid
dels dos analits a la primera columna. Primer sinjecta un patré de 5 mg/l de glifosat i
sobté el cromatograma que es mostraala Figura 4.8, on € glifosat té un temps de retencié
de 26 min. El temps de purificacio és € temps que tarda a arribar a detector |'aralit
menys retingut, que en aquest cas és el glifosat. Aquest temps és de 24 minuts, que
corresponen a2,4 ml, jaque e flux ésd'1 mli/min.

%F

glifosat FMOC

2 ] tpurif = 2,4 min

——
N
w—

Figura 4.8. Cromatograma enregistrat amb la C-1 connectada al detector de
fluorescencia per a un patro de glifosat de 5 mg/l derivatitzat amb FMOC.

Condicions. columna Cig (30,46 cm, 10 mm) fase mobil KH,PO,; 0,05 M (pH 5,5):
CH3CN (65:35 v/v); V injeccio = 2ml; detecCid | exc = 263 nmMi | gy = 317 nm; cabal 1
ml/min.
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A continuacié sinjecta un patré dAMPA de 5 mg/l i sobté com atemps de retencio

2,9 min, tal com es veu a cromatograma de la Figura 4.9.

%F ]
g0 AMPA FMOC
] 3,3 min
604
40
20 ‘\
o_h.—,_ﬂ
T I LAY N [N AL UL LR BN ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 t(min)

Figura 4.9. Cromatograma enregistrat amb la C-1 connectada al detector de
fluorescencia per un patré d AMPA de 5 mg/l derivatitzat amb FMOC.

Condicions. columna Cig (3x0,46 cm, 10 nmm); fase mobil KH,PO4 0,05 M (pH 5,5):
CH3CN (65:35 Vv/V); V injeccio = 2ml; detecCio | g = 263 nmi | gn = 317 nm; cabal 1
ml/min.

El temps de transferencia sera e temps que la C-1 ha d'estar connectada a la C-2
perqué passi totala fraccié que conté els aralits (glifosat i AMPA).

A partir de la Figura 4.9 es determina quin és el temps que tarda a passar per laC-1
l'analit més retingut, que en aguest cas ésI’AMPA. Aguest temps és de 3,3 min. Per tant, el
temps de transferencia sera:

3,3min - 24 min = 0,9 min.

Es interessant gjustar al maxim possible el temps de purificacié i € de transferéncia
per aixi aconseguir que basicament pass només a la columna C-2 la fraccié que conté els
analits. Aixi, la primera columna C-1 té una gran utilitat com a purificacié i, a més,
sallarga el temps de vida de la columna C-2, que és menys robusta.

En € cas del glifosat i I'AMPA, i a diferéncia d'altres aralits menys polars, la

purificacio real es produeix a partir dels 3,3 minuts ja que la major part dels interferents
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gueden meés retinguts que els aralits ala C-1 a causa de la major polaritat d'aguests darrers,
gue provoca la seva baixa afinitat per la columna Cig.

Els temps de purificacio i de transferéncia es comproven setmanament per
assegurar que tota la fraccié d'anlits passa a la columna G2. Sobserva que sén molt

reproduibles.

Un cop shan optimitzat les condicions de purificacio i transferéncia es duu a terme

|'acoblament de les dues columnes de LC.

4.3.1.2. Condicions del'acoblament LC-LC

Les condicions de treball utilitzades son les seglents:
- C-1:3x046 cmi.d., Kromasil 100, 10 mm (tipus Cig)
- C-2225x0,46 cm i.d., Hypersil APS, 5 nm (tipus amino)
- M-1=M-2 = KH,PO4 0,05 M (pH 5,5): CHsCN (65:35)
- Caba =1 ml/min

L'0s de la mateixa fase mobil per a les dues columnes evita distorsions de la linia
base, ta com shavia determinat en treballs anteriors.

Amb aquestes condicions sinjecta un patré que conté els dos analits i es determina
laretencio de glifosat i AMPA alacolumna C-2, i per tant, € temps total de I'andisi. La
columna C-2, que és de tipus amino, es degrada facilment, cosa que provoca la disminucié
de laretenci6 dels aralits en poc temps.

Sinjecten patrons de diferents concentracions i es comprova que realment el temps
de purificacio i transferencia son correctes s es varien lleugerament i es determinasi I'area
obtinguda és la mateixa.

La Figura 4.10 mostra el cromatograma L C-LC que sobté per a un patré que conté
1 ng/l de dlifosat i AMPA. Els pics addicionals que apareixen son deguts a la reaccio de

derivatitzacio, ja que també hi son presents si sinjecta un blanc.
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%F]
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Figura 4.10. Cromatograma LC-LC-FD dun patré de glifosat i AMPA d1 nyl.
Purificacio: 2,4 min; transferéncia: 0,9 min.

Condicions. prederivatitzacié amb FMOC; V injeccié = 2 ml; fase mobil KH,PO,4 0,05 M
(pH 5,5): CH3CN (65:35 v/V); detecCio | exc = 263 nMi | gy = 317 nm; cabal 1 mi/min.

Com es pot veure a la figura per a '’AMPA sobté més intensitat de fluorescencia,
cosa gque indica que e metode és més sensible per a AMPA que per a glifosat.

Per determinar el limit de deteccié (LOD) del metode (definit com tres vegades €l
soroll de fons) sinjecten patrons de concentracié més baixa. A la Figura 4.11 es mostra el
cromatograma obtingut per a un patré de glifosat de 025 ng/l. Aquest és €l limit de
detecci6 ddl glifosat. Per al’AMPA encara es pot disminuir meés.

%F 3

AMPA

0,05

S B W I

— I - T I 9 1 - I T T 1T T T 1 ]
2 4 6 8 10 12 14 t(min)

Figura 4.11. Cromatograma LC-LC-FD d'un patr6é de glifosat i AMPA de 0,25 nyll.
Condicions. prederivatitzacié amb FMOC; V injeccié = 2 ml; fase mobil KH,PO,4 0,05 M
(pH 5,5): CH3CN (65:35 v/v); detecCio | exc = 263 nMi | ¢y = 317 nm; cabal 1 mi/min.
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Per disminuir € limit de deteccidé del glifosat es varien alguns parametres del
detector, com lafrequénciai el guany del tub fotomultiplicador (PMT gain).

Pel que fa a la freqliencia, les possibilitats que ofereix el detector son: 55, 110 i
220 Hz. En genera, com més frequiéncia millor relacié senyal/soroll (S/N), perd també
disminueix € temps de vida de lalampada. Per tant, cal arribar aun compromis. La Figura
4.12 modra els cromatogrames obtinguts per al glifosat per un patré de 0,25 ny/l a

diferents freqiiencies.

%F
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ﬁ Glifosat
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Figura 4.12. Cromatograma LC-LC-FD d'un patr6 de 0,25 ng/l de glifosat a frequiencies
de 551 220 Hz del detector.

Com que |'objectiu és abaixar € limit de deteccié al maxim possible, es fixa com a

frequéncia 220 Hz, ja que millora molt larelacio S/N.

Pel que faal guany de PMT, ca indicar que, en augmentar-lo (implica un augment
de voltatge), augmenta el senyal, perdo també el soroll; per tant, caldra arribar a un
compromis. A la Figura 4.13 es veu el cromatograma corresponent a un patro de 0,25 ny/l,

amb una freqiéncia de 220 Hz i diferents valors de guany de PMT (PMT gain).
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\J PMT gain= 13
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Figura 4.13. Cromatograma LC-LC-FD d'un patr6 de glifosat de 0,25 ng/l amb PMT gain
de12i 13.

Es decideix treballar amb PMT gain 13 perque, tot i haver augmentat el soroll de
fons, larelacio S/N sha millorat.

Per obtenir limits de deteccid encara més baixos, es modifica lleugerament el
métode de derivatitzacio. L'objectiu és diluir menys la mostra aquosa. Es prenen 1,5 ml de
mostrai seli afegeixen 0,5 ml de tampo borat 0,05 M (pH 9) i 0,5 ml de FMOC 2000 mg/I
en acetonitril. Com que sha augmentat la quantitat de mostra en 0,5 ml, per compensar-ho
es duplica la concentraci6é de tamp6 borat i lade FMOC. Com que la quantitat d'acetonitril
(provinent de la dissolucié de FMOC) ara només és d'un 20 %, només caldra diluir la
mostra quatre vegades en comptes de vuit per tenir un 5 % d'acetonitril, i per tant caldra
afegir 7,5 ml de tamp0 borat 0,025 M, en comptes de 17,5 ml.

Les caracteristiques del netode de derivatitzacié original i del métode millorat es
resumeixen ala Figura 4.14.
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Meétode derivatitzacio
original

1,0ml mostra
+ 0,5 ml tampé borat 0,025 M (pH=9)
+1,0ml FMOC 1000 ppm en ACN

]

Agitar 30s
+ repos 30 min

]

+17,5 ml tampd borat C,025 M

M etode derivatitzacio
millor at

1,5ml mostra
+ 0,5 ml tampé borat 0,05M (pH=9)
+ 0,5 ml FMOC 2.000 ppm en ACN

]

Agitar 30s
+ repos 30 min

+7,5 ml tampd borat C,025 M

Figura 4.14. Comparacio de les caracteristiques dels métodes de derivatitzacio original i

modificat.

L'augment de sensibilitat aconseguit es mostra a cromatograma de la Figura 4.15,

corresponent a un patré de 0,25 ng/l.
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Figura 4.15. Cromatograma LC-LC-FD corresponent a un patré de 0,25 ny/l derivatitzat
mitjancant el procediment de Sancho et al. [ 34] (A) | & procediment optimitzat (B).
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Amb totes les condicions millorades sinjecta un patré de 01 ng/l i es comprova
gue € metode si que és adequat per treballar a aquest nivell de concentracié (vegeu la
Figura 4.16).

1. Glifosat

%F 2
] 0,02
2. AMPA

] 01

Y[

T T T T T T T T T T T T N T T T T T T T T T T N T T !
b 2 4 6 8 10 12 t(min) 14

fam sy

Figura 4.16. Cromatograma LC-LC-FD per a un patro de glifosat i AMPA de 01 ny/l
derivatitzat amb el métode millorat i amb freqiiencia de 220 Hzi PMT gain de 13.

4.3.1.3. Caracteristigues analitiques

Sestudien les caracteristiques analitiques del procediment respecte linedlitat i
reproductibilitat.

Recta de calibratge

Sestableix la linealitat del metode en e rang de treball. Sinjecten per duplicat sis
patrons de concentracions entre 01 a 10 ng/l. Les rectes de regressié juntament amb €els
coeficients de regressio es mostren ala Figura 4.17.

Com es pot veure a partir de les rectes, el métode és més sensible per a AMPA que

per a glifosat, i per atots dos arélits és lineal per aquestes concentracions.
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Resposta
3501
3004 Resposta=31,213*C-0,143 o2
r=0,9996
2501 N
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Figura 4.17. Rectesderegressio per aglifosat (1) i AMPA (2)

Reproductibilitat

Per establir la reproductibilitat del métode sinjecta un mateix patré set dies
diferents. En aguest cas shan injectat patrons de 01 i 05 ppb de glifosat i AMPA. Els
resultats obtinguts (arees mitjanes i coeficients de variacié -CV-) es mostren a la Taula
4.3.

Taula 4.3. Reproductibilitat del métode optimitzat per a la injeccié de patrons (n=7) de
glifosat i AMPA.

0,1 ppb 0,5 ppb
Analit Area mitjana CV (%) Area mitjana CV (%)
Glifosat 2 3 8 2
AMPA 3 6 15 2

Un cop determinades les caracteristiques del métode, es comprova si és adequat per
al'andlis de I'herbicidai del seu metabolit en aiglies naturals. Es valida e métode a partir

de lafortificacié amb glifosat i AMPA d'aigles naturals de diferents caracteristiques.
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4.3.1.4. Aplicacié al'andlis d'aigiies naturalsfortificades

Les aigles naturals fortificades provenen de diferents zones del Pais Valencia

(Espanya) (vegeula Taula 4.4).

Taula 4.4. Caracteristiques de les aiguies naturalss fortificades.

Codi dd laboratori Tipusde mostra Origen
1 Subterrania Provincia de Castell6
2 Potable Aigua comercial (El Portell)
3 Superficia Embassament de M. Crigtina (Castell6)
4 Superficia Estany d'Almenara (Castell6)
5 Superficial Albuferade Vaencia

Aquestes aigues es fortifiquen a diferents nivells de concentracio per comprovar

gue e métode funciona per a un rang ampli de concentracions.

Es fortifiguen a nivell de 0,1 ny/l I'aigua potable, la subterrania i també una de les
superficials (la de M. Cristina), ja que és e limit establert per la normativa europea per a
aigues destinades a consum huma. Sanalitzen les aiglies sense fortificar (blancs) i després
sinjecten les mostres fortificades. Per determinar les recuperacions obtingudes es
comparen les arees dels pics que sobtenen amb les arees dels pics d'un patré de la mateixa
concentracio. Els resultats es mostren alaTaula 4.5. Com es pot veure, sobtenen resultats
satisfactoris que inclouen recuperacions que oscil-len entre el 86 %1 & 110 % i desviacions
estandards relatives (RSD) no superiorsaun 7 %.

A la Figura 4.18 es mostren els cromatogrames obtinguts per a les diferents aigties

fortificadesamb 0,1 ng/l i els seus respectius blancs (aiglies naturals sense fortificar).

Com que les recuperacions son satisfactories, la precisié és inferior a 10 % i a
més, aquest nivell de concentracié sinclou a la recta de calibratge, es pot considerar per

tant que 0,1 ny/l és e nivell de quantificacié del métode millorat.
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Taula 4.5. Recuperacions i desviacio estandard relativa (RSD) obtingudes per a diferents

aigues naturals fortificades amb 0,1 ng/l. Codi mostra: X- codi del laboratori indicat a la
Taula 4.4; Y- nUmero dela replica.

Codi mostra Glifosat AMPA
X-Y) (%) (%)
1-1 101 109
1-2 94 102
1-3 87 100
2-1 99 103
2-2 101 100
2-3 100 97
2-4 96 104
2-5 94 99
2-6 92 104
3-1 86 106
3-2 86 110
3-3 88 105
3-4 87 104
Mitjana (%) 93 103
RSD (%) 7 4

Tambeé es fortifiquen les aiglies amb 1 i 10 ng/l. Per aagquest darrer nivell només es
fortifiquen les aiglies superficials, que son les més problematiques perquée contenen un
nombre més alt d'interferents. Aquests podrien afectar de manera negativa la reaccié de

derivatitzacié o interferir en I'andis per LC-LC. Els resultats es mostren a la Taula 4.6.

Taula 4.6. Recuperacions i desviacio estandard relativa (RSD) obtingudes per a diferents
aigles naturals fortificades amb 1 i 10 ng/l. Codi mostra: X- codi del laboratori indicat a
la Taula 4.4; Y- nimero de lareplica.

1 ng/l 10 ng/l
Codi mostra Glifosat AMPA Codi mostra Glifosat AMPA
(X-Y) (%) (%) X-Y) (%) (%)
1-1 101 102 3-1 101 106
1-2 100 100 3-2 100 109
1-3 101 101 3-3 97 98
2-1 99 97 3-4 94 94
2-2 98 97 4-1 99 101
2-3 98 96 4-2 97 102
3-1 104 98 5-1 92 97
3-2 100 100 5-2 95 99
4-1 100 100 5-3 96 109
4-2 101 96 Mitjana (%) 97 102
5-1 98 101 RSD (%) 3 5
5-2 96 103
Mitjana (%) 100 99
RSD (%) 2 2
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Figura 4.18. Cromatogrames LC-LC-FD corresponents a les aigiies naturals fortificades

amb 0,1 ng/l de glifosat i AMPA(A), juntament amb els blancs (B).
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Igual que per d nivell de Q1 nyg/l, les recuperacions obtingudes i les desviacions

estandard relatives sdn molt acceptables, ja que oscil-len entre el 92 % i € 109 % i son

inferiors aun 5 %, respectivament.

En aguna de les mostres d'aigua sha detectat |a preséncia d'agun interferent que
déna un pic encavalcat amb d glifosat 0 molt proper, sobretot en perdre eficiencia la
columna C-2. Aquest interferent es pot separar a partir d'una lleugera modificacié del pH
del tampd de la fase mobil, variant-1o de 55 a 5,2. Amb aguesta variacio € glifosat queda
més retingut a la columna amino (C-2), i en canvi l'interferent sSelueix abans, de manera

que se'n produeix la separacio | per tant, la millora del cromatograma, tal com es pot
veure ala Figura 4.19.

%Fi ; %F

G: Glifosat ‘ ' 1 G: Glifosat k
I: Interferent | l I: Interferent

t(min)

Figura 4.19. Cromatogrames LC-LC-FD d'una mostra d'aigua superficial fortificada amb
0,1 ppb de glifosat: (A) amb tampo de la fase mobil a pH 5,5 (B) amb tampé de la fase
mobil a pH 5,2.

El métode també sha aplicat per a una aigua superficial de la zona coneguda com el
Clot de la Mare de Déu(Burriana, Castell6), on saplica sovint glifosat als arbres fruiters de
la zona.

En aquesta mostra sha trobat glifosat i AMPA en fer I'analis directa amb € metode
LC-LC-FD proposat. Les concentracions obtingudes son de 7,5 i 1 ppb, respectivament,
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amb RSD de I'l % i 3 % (per a tres repliques). A la Figura 4.20 es mostra €

cromatograma obtingut per a unade les répliques.
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Figura 4.20. Cromatograma LC-LC-FD corresponent a I'aigua superficial del Clot de la
Mare de Déu.

A partir d'aguests resultats es pot concloure que sha desenvolupat un metode valid
per determinar glifosat i AMPA a concentracions de 0,1 ppb en aigles naturals. A mes, el
metode proporciona una selectivitat elevada gracies a I'acoblament LC-LC, ja que amb la

primera columna seliminen part dels interferents presents a les mostres.

Per disminuir €ls limits de deteccio fins a concentracions inferiors a 0,1 ppb, es

proposa aplicar una tecnica de preconcentracio abans de I'andlisi mitjancant LC-LC-FD.

4.3.2. PRECONCENTRACIO

Com que tant € glifosat com I'AMPA poden ser presents en forma anionica en un
ampli rang de pH, es proposa utilitzar una resina e bescanvi ionic com a metode de

preconcentracio.
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En un estudi previ [38] shavien avaluat dues resines d'intercanvi ionic, una de
microporosa Amberlite® IRA-416 i una dtra de macroporosa Amberlite® IRA-900, i un
cartutx de bescanvi ionic, ISOLUTE-NH; en laforma protonada, per aconseguir I'extracci
i preconcentracio de glifosat i AMPA en aigles naturals.

Es va determinar la influencia del cabal, € pH de la mostra, I'dluent, & volum de
mostrai la concentracio dels aralits. El glifosat era adsorbit quantitativament en un rang de
0,1-500 ppb, en tots els sorbents provats, mentre que I'AMPA només era adsorbit a 100 %
per la resina Amberlite® IRA-900.

Es va determinar que d cabal de treball podia ser elevat (6 ml/min) tant per a la
carrega com per al'elucié, ja que lareaccio dintercanvi és molt rapida.

Respecte al pH, ca tenir en compte que és necessari tenir els aralits en forma
anionica perque es produeixi € bescanvi. Aixo saconsegueix treballant amb pH superiors a
2,5. Es va comprovar que € pH no influia en I'adsorcio s era superior a aquest valor.

L'elucié dels arélits també shavia optimitzat i shavia vist que cdien 15 ml per
aconseguir recuperar els aralits. Com a eluents shavien provat dissolucions de citrat sodic
0,4 M, tampo fosfat 0,4 M, acid clorhidric 0,1 M i clorur sodic 0,1 M i 1 M. Els millors
eluents van ser els que presentaven clorurs com a anions, ja que S obtenia una recuperacio
[leugerament millor amb NaCl 1 M. L'elucio es basa en lintercanvi de glifosat i AMPA

retinguts a laresina pels clorurs de I'eluent.

Laresina que es tria per a aquest treball és Amberlite® IRA-900, ja que en aquest
estudi previ amb diferents resines de bescanvi ionic i cartutxos de SPE, va ser la que va

proporcionar els millors resultats.

La resina Amberlite® IRA-900 Sasseca a 65 °C fins a pes constant i després es
pesen 0,5 g de resina que es col -loguen dins d'una columna de vidre de 14 cm de llargada i
0,5 cm de diametre intern En |'estudi previ shavia determinat que, com mes quantitat de
resina, millors resultats sobtenien i es treballava amb 1 0 2 grams. En aguest cas, pero, cal
treballar amb menys quantitat perque la columna de vidre utilitzada per contenir la resina
és de dimensions menors

Un cop dins de la columna es renta la resina amb aigua de qualitat HPLC. No cal
activar-la amb cap reactiu especial, perque e contraié que té laresina comercial és un

clorur i jaés adequat per dur aterme el bescanvi ionic.
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Inicialment Sestableixen les condicions de treball fent experiments amb patrons
d’1 ppb preparats amb aigua de qualitat HPLC. Com a eluent es fa servir NaCl 1M i es
baixa el cabal de carregai d'elucié fins a1 ml/min en comptes de 5 mi/min, per afavorir el
contacte, ja que es treballa amb menys quantitat de resina. Es comprova que realment el
glifosat queda retingut a 100 %; per a I'’AMPA com a minim hi ha un 90 % de retencio.
Pel que faal'ducié amb 10 ml de NaCl 1 M, es recupera un 85 % dAMPA i un 94 % de
glifosat i e tant per cent restant selueix amb 5 ml més. Per obtenir recuperacions del 100
% cal eluir amb 15 ml.

Es determina s augmentant la concentracio de NaCl fins a 2 M millora la
recuperacié dels amalits, ja que l'objectiu és eluir amb & minim volum possible, perd no
millora. Per tant, I'eluent que es fara servir sera NaCl 1 M. També es comprova s baixant
el caba d'ducié a 0,5 ml/min millora la recuperacio amb ds primers 10 ml, perd no és
aixi; per tant, sestableix com a cabal 1 ml/min tant per a la carrega com per a l'elucio.

Finalment, es fan diversos experiments amb concentracions inicials de 0,1 i
0,05 ppb i es comprova que € métode funciona, ja que s obtenen recuperacions d’entre el
60 %i € 80 % per a AMPA i superiorsaun 70 % per al glifosat.

El procediment de treball és el segiient:
- Aplicacio delamostra: es passen 50 ml d'aigua fortificada amb glifosat i AMPA.
- Rentat: amb 10 ml daiguaHPLC.
- Elucié: selueix amb 15 ml de NaCl 1 M.El caba ésd'1 ml/min en tot e procediment.

Un cop sha determinat que la resina és adequada per dur a terme la
preconcentracié, saplica per a mostres daigles naturals fortificades a diferents

concentracions.

Inicialment es fortificaaigua potable (codi 2 ala Taula 4.4) amb 1 ppb de glifosat i
AMPA i es determina la retencid i I'elucié dels amalits. Per a glifosat la retencié és del
100 %, en canvi per a 'AMPA, com ja shavia observat en experiments anteriors, no hi ha
una retencié completa i en general més d'un 50 % no queda retingut. Per tant, es decideix
dur a terme els experiments de preconcentracié només per a glifosat. Cd indicar que per a
AMPA €l limit de detecci6 ja és inferior a Q1 ppb, i és per a glifosat que és necessari

disminuir-1lo.
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A continuacid es passen per la resna mostres daigua fortificada amb
concentracions inferiors de glifosat i es comprova que eluint amb 10 ml Sobtenen
recuperacions superiors a un 85 %. Per tant, es decideix eluir amb 10 ml en comptes de
15 ml, jaque aixi la preconcentraci6 obtinguda és més gran El factor de concentracio és de
cinc vegades.

La preconcentracio saplica per a mostres fortificades amb 0,02 i 0,1 ppb de glifosat
i es determinen les recuperacions respectives per comparacio amb patrons de les
concentracions esperades (0,1 i 0,5 ppb, respectivament, ja que €l factor de preconcentracié
és de 5. També es fortifica una mostra d'aigua subterrania (codi 1) amb les mateixes
concentracions, 0,02 i 0,1 ppb. Els resultats obtinguts per a les dues aiglies fortificades es
mostren ala Taula 4.7.

Taula 4.7. Recuperacions i desviacions estandard (RSD) obtingudes per al glifosat
aplicant la técnica de preconcentracio prévia a I'analis amb LC-LC-FD. Codi mostra: X-
codi del laboratori indicat ala Taula 4.4; Y- nUmero de replica.

Glifosat (%)

codi mostra

(X-Y) 0,02 g/l 0,1 g/l
11 98 101
1-2 96 99
1-3 98 92
2-1 110 95
2-2 106 90
2-3 109 99
2-4 96 92
Mitjana (%) 102 95
RSD (%) 6 4

A la Figura 4.21 es mostren els cromatogrames obtinguts per a l'aigua potable i
l'aigua subterrania fortificades amb 0,02 ny/l de glifosat. També sinclouen els blancs

respectius, és a dir, les aigles naturals sense fortificar, que també han estat passades per la
resina.
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Aigua potable

%F 1

_: E. Glifosat
1

t (min)

Aigua subterrania

Glifosat

Figura 4.21. Cromatogrames LC-LC-FD corresponents a les mostres d'aigues naturals
fortificades amb 0,02 ny/l de glifosat després de la preconcentracié amb la resina
Amberlite® IRA-900 (A) juntament amb el's blancs respectius (B).
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Per tant, el metode és valid per analitzar mostres que continguin fins a 0,02 ppb de

glifosat.

També es fortifica una mostra d'aigua superficia embassament de M. Cristing)
amb Q1 ppb i es comprova que € metode de preconcentracié és efectiu per a aguesta
mostra, que presenta més interferents que l'aigua potable i la subterrania (vegeu la Figura
4.22).

Glifosat

4 8 12 16  t(min)

Figura 4.22. Cromatograma LC-LC-FD obtingut per a una mostra d'aigua superficial
fortificada amb 0,1 ng/l de glifosat després de la preconcentracio amb la resina
Amberlite® IRA-900 (A) i el blanc respectiu (B).

Per a les aiglies superficials no és tan important disposar d'un metode que permeti
assolir nivells tan baixos de determinacio, ja que no son aigles que sutilitzin directament
per a consum huma i la normativa europea estableix el limit de 0,1 ppb només per a les

aiglies de consum huma.
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Els métodes analitics que actualment sutilitzen per a la determinacié directa de
I'herbicida glifosat i e seu metabolit AMPA en mostres ambientals no posseeixen, en
general, la sensibilitat requerida per la legislacio vigent. Sera necessari, per tant, introduir
etapes de preconcentracié i purificacié previes ala determinacié cromatografica. Moltes de
les técniques emprades per a l'extraccié i enriquiment d'altres plaguicides a partir de
mostres aquoses no son aplicables per a glifosat i AMPA, a causa de |'elevada polaritat i
solubilitat en aigua d'aguests compostos. Per aquest motiu en aguesta memoria shan
avaluat diverses alternatives amb I'objectiu d'assolir la preconcentracio i purificacio de
glifosat i AMPA. Shan assgat técniques diferents i amb aplicabilitat en camps ben
diversos, com la tecnica de membrana liquida suportada (capitol 2), I'extraccio en fase
solida amb una resina de bescanvi ionic (capitol 4) o amb una resina quelant amb un metall
immobilitzat (capitol 3) i l'acoblament de dues columnes de cromatografia liquida,
acoblament LC-LC (capitol 4). En tots els casos la determinacio final de glifosat i AMPA
es basa en la derivatitzaci6 amb clorur de tosil o amb e reactiu fluorescent FMOC i
l'analisi per crometografia liquida amb detector ultraviolat-visible i fluorescencia,
respectivament.

En les dues primeres tecniques esmentades e mecanisme d'extraccié de glifosat i
AMPA de mostres aquoses es fonamenta en el bescanvi ionic. Les propietats acid-base dels
analits, que comporten que aquests presentin carregues diferents en funcié del pH, va fer
pensar en la possibilitat d'utilitzar metodol ogies basades en aguest mecanisme caracteritzat
per la seva simplicitat, perd que presenta com a inconvenient la manca de selectivitat.

El transport de glifosat i AMPA a través de la membrana liquida suportada (SLM)
saconsegueix gracies a la presencia d'un transportador a la fase membrana que facilita el
pas dels andlits a través d'aquesta, ja que la hidrofilitat d'aguests compostos dificulta la
seva solubilitzacio a la fase membrana. Entre els diferents transportadors assgjats, ha estat
el més eficient un bescanviador anionic comercial, I'Aliquat 336. Es tracta d'una amina
guaternaria que presenta com a contraié un i6 clorur que pot ser bescanviat per un altre
anio. En e cas de la resina de bescanvi ionic, sha utilitzat 1'Amberlite’] RA-900 gue conté
un grup funciona molt similar al transportador emprat en el sistema de membranaliquida i

per tant actua segons €l mateix mecanisme.
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El sistema de membrana liquida suportada es caracteritza perqué en una sola etapa
saconsegueix l'extraccio i recuperacié dels anadlits; en canvi amb la resina de bescanvi
ionic les etapes d'extraccid i d'elucio es produeixen de manera seqiencial. En el primer
sistema cal que la mostra estigui a pH elevat i per aixo sgusta & seu pH amb hidroxid
sodic; en canvi amb laresina el pH no éstan critic i es treballa directament amb les aiglies
naturals. Pel que fa a la recuperacié dels andlits, en el sistema de SLM es fa servir una
solucié d'acid clorhidric 0,1 M o clorur sodic 0,5 M per aconseguir la retroextraccio de
glifosat i AMPA i amb la resina la solucio d'elucié emprada és NaCl 1 M, pero també es
pot eluir amb HCI, tot i que implica gjustar el pH abans de |a derivatitzacio de les mostres.

Utilitzant SLM en configuracié de fibra buida, sobtenen recuperacions de glifosat
properes d 100 %; en canvi, per a '’AMPA son molt inferiors després d'operar € modul
durant 24 hores recirculant tant la solucié de carrega com la de retroextraccié. El pas critic
estrobaen I'extraccié de 'AMPA, no en laretroextraccio. Amb la resina de bescanvi ionic
sobserva el mateix problema, per a glifosat I'extraccio és quantitativa (100 %) i en canvi
I'’AMPA no hi queda completament retingut. En canvi I'elucié és efectiva per tots dos
analits. Aixo sexplicaper la baixa selectivitat del bescanvi ionic ja que I'AMPA presenta
un caracter meés hidrofilic i una mida més reduida de la molécula que e glifosat i aquests
factors provoquen que es vegi més afectat per la competencia d'altres compostos anionics
presents a la mostra.

Un altre aspecte a destacar son els factors de concentracié obtinguts i el temps
necessari per dur a terme la preconcentracio. Amb SLM, amb mostres naturas d'aigua
fortificades amb 1 ng/l dels andlits sobtenen factors de concentracio de 251 3 per a glifosat
i AMPA, respectivament, amb 100 ml de solucié de carrega i 4 ml de solucié receptora,
després de 24 hores doperacid. El factors denriquiment per a glifosat i AMPA
disminueixen a 12 i 2,5 s € temps és de 5 hores. Agquests factors de concentracié es
podrien incrementar de manera considerable ja que aquest tipus de modul permet la
variacié dels volums de la solucié de carrega i de la receptora. En canvi quan sutilitza la
resina de bescanvi, d factor de concentracio és de 5 perque es trebala amb 50 ml de
mostra i selueix amb 10 ml. Aquest factor es podria augmentar incrementant e volum de
la mostra processada, perod també implicaria un augment del temps, que en aquestes
condicions és d'una hora. L'inconvenient és que el volum d'elucio no es pot reduir perque si

no també disminueix la recuperacio.
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En conclusié, en € cas de la preconcentracio de glifosat sha assolit de forma
satisfactoria amb les dues metodologies; en canvi, en € cas de IAMPA s resultats han
estat menys favorables a causa de la baixa selectivitat del mecanisme de bescanvi ionic
degut a qué e metabolit és una molecula més petitai més hidrofilica

Per millorar aquests resultats sassaja una técnica que es caracteritza per una major
selectivitat: la cromatografia d'afinitat amb i6 metal-lic immobilitzat (IMAC). Aquesta
metodologia ha estat ampliament aplicada per a la separacié de biomolecules com
aminoacids, peptids i proteines gracies a la interaccio daguestes amb e metall
immobilitzat en una resina quelant. Shan immobilitzat metalls ben diversos a diferents
suports quelants, perd en aguest estudi només sha treballat amb suports que tenen matriu
polimerica (resines Spheron) o de cel-lulosa (resina lontosorb Oxin) amb grups funcionals
8-hidroxiquinoleina i tiol immobilitzant-hi coure i pal-ladi, metalls que ja havien estat
estudiats anteriorment al nostre grup de recerca. Sha comprovat que la fortalesa del
complex entre e rnretal i @ grup funciona de la resina influeix de manera important en la
seva aplicacié per preconcentrar glifosat i AMPA, obtenint-se millors resultats amb
pal-ladi que amb coure, i sobretot en € cas que aguest estigui immobilitzat a través d'un
grup tiol, ja que la interaccio Pd-tiol és més forta i per tant les dues posicions de
coordinacié amb els andlits presenten un caracter més labil i és més facil recuperar-los.

A ligua que amb la resina de bescanvi ionic, en € procés IMAC les etapes
d'extraccio i d'elucio dels analits son seqiencials. A més, ca una etapa previa per
immobilitzar el metall a la resina que consisteix en deixar en contacte la resina amb la
dissolucié de metall durant 12 hores, perd aguesta es pot reutilitzar diverses vegades
després d'un procés de rentat en el qual seliminen s residus existents dels analits i es
condiciona laresina amb acid clorhidric. Per tant, un cop carregada la resinaamb el metall,
el temps necessari per dur a terme la preconcentracié és nomeés lleugerament superior amb
IMAC que amb la resina de bescanvi ionic. L'altre inconvenient que presenta és el cost
addiciona que representa e pal-ladi encara que és poc significatiu i és redueix en part
grécies alareutilitzacio de laresina.

Pero l'avantatge important de la tecnica IMAC és que permet I'extraccid i
concentracio dels dos analits, glifosat i AMPA, gracies a qué es fa Us d'un mecanisme més
selectiu que e bescanvi ionic, ja que es basa en la interaccio dels analits amb € metall.
L'extraccié dels dos analits és del 100 % amb les tres resines assgjades i només sobserven

diferencies pel que faal'ducié de I'AMPA, obtenint-se els millors resultats amb la resina
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Spheron Thiol 1000, on €l pal-ladi esta immobilitzat a través del grup tiol d'aquesta amb
una interaccio més forta que en el cas del grup funcional 8-hidroxiquinoleina

En e metode IMAC, per aconseguir I'elucié dels andlits cal la seva protonacio, a
més de la presencia dions clorur; I'duent més efectiu és una solucié formada per HCI
0,1MiNaCl 1 M, jaques l'duent és simplement NaCl no es recuperen els andits. En
canvi, en els métodes de bescanvi ionic avaluats, membrana liquida suportada i resina de
bescanvi, el mecanisme d'elucié depen del bescanvi dels andlits per ions clorur i no cal la
seva protonacio; la solucié d'elucié més efectiva és NaCl 0,5 o 1 M, respectivament, com
jashacomentat.

El factor de concentraci6 obtingut amb IMAC és limitat perqué a l'igual que amb la
resina de bescanvi ionic, e volum d'elucio és elevat (15 ml en aquest cas). Per disminuir-1o
caldria reduir la quantitat de resina utilitzada, perd probablement implicaria una menor
retencio dels analits En aquest cas, com que es treballa amb 50 ml de mostra, € factor de
concentracio és de 3,3.

Finament, sha utilitzat una técnica que implica una instrumentacié més complexa,
I'acoblament LC-LC. El fet de trebalar amb dues columnes de cromatografia liquida
acoblades implica I'is de dues bombes dHPLC i és necessaria una interfase per connectar
les dues columnes que en aquest cas és simplement una valvula de sis vies. Rr0, com a
avantatge cal destacar que la purificacid, preconcentracio i determinacié es produeixen en
linia En-line) en una mateixa etapa de 15-20 minuts de durada i per tant hi ha un
pretractament minim de la mostra. L'acoblament LC-LC ens ha permes detectar i
quantificar els andlits directament a concentracions de 0,1 ppb i 0,05 ppb per a glifosat i
AMPA, respectivament. La sensibilitat d'aquesta técnica és elevada gracies alainjeccié de
volums grans (2 ml). Una caracteristica important és que proporciona elevada selectivitat,
ja que a la primera columna (C-1) es produeix una primera separacio dels andlits dels
interferents i basicament es transfereix a la segona columna (C-2) la fraccié que conté els
andlits. L'inconvenient d'aguesta técnica és, com ja sha esmentat, que cal una major
inversio en equipament instrumental i cal també una major formacio i experiéncia per
posar a punt € métode ja que cal optimitzar més parametres que en un sistema LC

convencional.
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CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts en els estudis que es recullen en aquesta memoria permeten

extreure les conclusions segients:

Primera: sha aconseguit € transport de glifosat d'una fase de carrega agquosa de pH > 11
(gustat amb NaOH) fins a una fase receptora de pH acid (HCI 0,1 M), a través d'una
membrana liquida suportada que consisteix en una dissolucié d'un bescanviador d'anions
comercial, Aliquat 336, dissolt en dodeca modificat amb un 4 % de dodecanol. La major
hidrofilitat de 'AMPA respecte a glifosat fa que € seu transport sigui menor i que estigui
meés afectat per la preséncia d'atres anions a la dissoluci6 de carrega que competeixen per

les molécules del transportador.

Segona: la preconcentracié dels andlits és possible amb les dues configuracions aval uades:
el sistema de membrana laminar on recircula la dissolucio receptora i € modul de fibra
buida. Els millors resultats shan obtingut amb aguesta darrera configuracié quan la fase de
carrega conté glifosat i AMPA apH > 11 i la dissoluci6 receptora és una dissolucio de
NaCl 0,5 M. Els factors de concentracié emprant aigua natural fortificada amb 1 my/l dels
andlits han estat de 25 i 3 per a glifosat i AMPA, respectivament, després de 24 hores
d'operacio del modul recirculant 100 ml de la solucié de carrega i 4 ml de la solucio de
retroextraccio.

Tercera: els diferents complexos de pal-ladi sintetitzats no han estat efectius com a
transportadors de glifosat en e sistema de membrana liquida suportada, a causa
principalment de la seva limitada solubilitat en els dissolvents organics emprats per la
membrana liquida. En canvi, en un sistema d'extraccio liquid-liquid on I'extractant emprat
erael complex de pal-ladi amb 7-(4-etil- 1- metiloctil)-8-hidroxiquinoleina (Kelex 100), sha
obtingut entre un 30-50 % d'extracci6 de glifosat. La retroextraccié amb diferents acids ha
donat recuperacions inferiors a 5 %.
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Quarta: la immobilitzacio de pal-ladi (I1) en la resina quelant Spheron Oxine 1000, que
conté el grup funcional 8-hidroxiquinol€ina, ha permes desenvolupar un métode basat en la
tecnica de cromatografia d'afinitat amb i6 metal -lic immobilitzat (IMAC) per preconcentrar
glifosat i AMPA. La resina amb Pd adsorbeix quantitativament glifosat i AMPA en un
rang de pH entre 5,5-9. El millor eluent ha estat una barrggade HCI 0,1 M i NaCl 1 M amb
recuperacions del 80-90 % per a glifosat i 60-80 % per a AMPA, laqua cosa demostra que

el mecanisme d'elucié implicala protonacio dels andlitsi € seu bescanvi per ions clorur.

Cinquena: shaconstatat que lainteraccio entre el glifosat i AMPA amb |laresina Spheron
Oxine 1000 es produeix a través del pa-ladi(ll) immobilitzat en aquesta, ja que en
experiments sense carregar laresina amb pal-ladi, la retencio dels analits ha estat inferior a
10 %. A més, sha determinat que és possible reutilitzar 1a resina si préviament es renta

amb una soluci6 de clorhidric.

Sisena: € metode desenvolupat amb la Spheron Oxine 1000 carregada amb pal-ladi(ll) ha
permes preconcentrar glifosat i AMPA en preséncia dinterferents com acids humics. Shan
fortificat mostres naturals amb 10 ngy/l dels andlitsi 4 mg/l d'acid himic i les recuperacions

obtingudes han estat del 90 %1 el 65 % per a glifosat i AMPA, respectivament.

Setena: per avaluar la influencia de la matriu i del grup funcional shan comparat tres
resines. Spheron Oxine 1000, Spheron Thiol 1000 i lontosorb Oxin 100. Amb totes tres és
possible adsorbir quantitativament glifosat i AMPA de mostres naturals fortificades amb
1 ny/l dels analits. Les recuperacions obtingudes en eluir amb HCl 0,1 M + NaCl 1 M han
estat del mateix ordre per a glifosat (80-100 %). En canvi per a '’AMPA només amb la

resina Spheron Thiol shan obtingut recuperacions superiors al 90 %.

Vuitena: sha desenvolupat un métode per determinar glifosat i AMPA en aiglies naturals
(potables, superficials i subterranies) amb un limit de quantificacié de 0,1 ng/l que
consisteix en la derivatitzacié dels analits amb el reactiu fluorescent FMOC, la injeccio

d'un volum gran de mostra (2 ml) i I'acoblament LC-LC-FD. El métode sha aplicat, a més,
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a una mostra real on sha detectat la presencia de 7,5 i 1 ny/l de glifosat i AMPA,
respectivament.

Novena: és possible determinar glifosat en aigles potables i subterranies fins a
concentracions de 0,02 ng/l amb e metode de LC-LC-FD, amb enriquiment previ amb la
resina de bescanvi ionic Amberlite® ] RA-900. L'elucié és efectiva amb NaCl 1 M, amb

recuperacions superiors al 90 % per a glifosat. L'AMPA no és adsorbit quantitativament

per laresing, ja que queda afectat per la competencia d'altres anions, pero € metode de LC-

LC-FD permet detectar- 1o directament en concentracions inferiorsa 0,1 ngy/l.
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Abstract

A solid supported liquid-membrane (SLM) system for the transport and preconcentration of the herbicide
glyphosate and its main metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA) has been designed and
characterised. The influence of the chemical composition of the system as well as membrane
configuration on the transport properties were investigated. The best extraction conditions were achieved
by adjusting the pH of the aqueous feed phase to 12 (0.1 M NaOH). Among the different options tested, a
0.1 M HCl solution was found to be the most effective to strip glyphosate and AMPA from the loaded
organic phase. The effect of carrier concentration and the nature of the organic solvent were also tested
and the best results were obtained when working with 0.2 M Aliquat 336 in dodecane modified with 4%
dodecanol.

Under these chemical conditions some preconcentration experiments were run using two different
geometries of the membrane: a hollow fiber liquid-membrane (HFSLM) and a laminar membrane system
(LSLM) where the stripping solution can be recirculated. The best results were obtained for the liquid-
membrane system in HF configuration, with concentration factors of 19 and 2.5 for glyphosate and AMPA,
respectively.

Author Keywords: Glyphosate; Liquid-membrane; Preconcentration; Aminomethylphosphonic acid
(AMPA); Hollow fiber
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C. Rios, V. Salvadd, M. Hidalgo. "Preconcentration of the herbicide glyphosate and its metabolite
AMPA by immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC)". Journal of Separation Science
En revisio.
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Abstract

A method based on Immobilised Metal lon Affinity Chromatography (IMAC) consisting of a
chelating resin (Spheron Oxine 1000) loaded with Pd(ll) is evaluated for the extraction and
preconcentration of glyphosate and AMPA from natural water samples. The efficiency of the
metal loaded resin in retaining glyphosate and AMPA and the ability of different reagents to
recover them is investigated. The most effective elution solution for the recovery of both analytes
from the resin is found to be a mixture of 0.1M HCl and 1M NaCl. The effect of flow-rate, analyte
concentration and sample volume is evaluated. The optimised experimental conditions are then
used in the extraction of the analytes from spiked natural waters. The use of the Pd loaded resin
led to recoveries ranging from 80-90% for glyphosate and 60-80% for AMPA.

Keywords: Glyphosate « Aminomethylphosphonic acid (AMPA) « Preconcentration * Resins ¢ Palladium ¢
IMAC
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COMPARISON OF THREE CHELATING RESINS FOR THE
PRECONCENTRATION OF THE HERBICIDE GLYPHOSATE AND
ITS METABOLITE AMPA BY IMMOBILISED METAL ION AFFINITY
CHROMATOGRAPHY (IMAC)

(en preparacio)



C. Rios, V. Salvadd, M. Hidalgo, "Comparison of three chelating resins for the preconcentration of the
herbicide glyphosate and its metabolite AMPA by immobilised metal ion affinity chromatography
(IMAC)",

En preparacio.
Abstract

The extraction and preconcentration of glyphosate and AMPA with Pd(ll) loaded onto two
glycolmethacrylate supports functionalised with either 8-hydroxyquinoline (Spheron Oxine 1000) or a thiol
group (Spheron Thiol 1000) and a cellulose support functionalised with 8-hydroxyquinoline (lontosorb Oxin
100) has been investigated. The resins are compared to determine the influence of the matrix and their
functional group in the loading of palladium and the preconcentration of the analytes. Glyphosate and
AMPA are quantitatively adsorbed by the three resins studied and they can be eluted with a mixture of 0.1
M HCl and 1 M NaCl. The recoveries obtained for glyphosate were very similar (80-100 %) for all the
resins tested, with slightly different recoveries for AMPA. With Spheron Oxine 1000 and lontosorb Oxin
100 recoveries between 60-80 % were obtained and with Spheron Thiol more than 90 % of AMPA was
eluted from the resin. Spheron Thiol 1000 gave the best results for both analytes indicating that their
preconcentration is more favourable when palladium is immobilised through the thiol functional group.

Cu(ll) loaded onto lontosorb Oxin was also tested for the preconcentration of glyphosate and AMPA, but

poorer results were achieved.

Keywords: glyphosate; aminomethylphosphonic acid (AMPA); preconcentration; resins; palladium; IMAC
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for the determination of glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) residues in
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ABSTRACT

A previous analytical method developed in our laboratory for the determination of glyphosate and its main
metabolite AMPA in water samples has been revised and improved. The method is based on pre-column
derivatizacion with the fluorescent reagent FMOC followed by large volume injection in a coupled-column
LC system using fluorescence detection (LC-LC-FD). The derivatization step has been slightly modified
simply changing parameters as volume and/or concentration of sample and reagents with the aim of
decreasing the limits of quantification (LOQ) of glyphosate and AMPA down to 0.1 pg/l.

Additionally, the potential of an anion-exchange resin (Amberlite® IRA-900) for preconcentration of
glyphosate, previously to the derivatization step, has been investigated. In this way, the LOQ of the parent
compound has been lowered to 0.02 pg/l.

Different water samples (drinking, surface and groundwater) giked with glyphosate and AMPA at three
concentration levels (0.1-10 pg/l) were analysed by the improved LC-LC-FD method yielding recoveries
between 87 and 106 % with relative standard deviations lower than 8 %. Moreover, drinking and ground
water samples spiked with glyphosate at 0.02 and 0.1 pg/l were also analysed after preconcentration on
an anion exchange resin with satisfactory recoveries (94-105 %) and precision (better than 8%). The LC-
LC method proposed can be applied for the determination of glyphosate at sub-ppb concentration levels
with or without preconcentration step depending on the sensitivity required.

Keywords: glyphosate, water analysis, coupled column Liquid Chromatography
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