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RESUMEN

En el andlisis de muestras medioambientales, la mejora de los procesos de tratamiento de
la muestra para la extraccién del compuesto de interés, asi como su pre-concentracion y
limpieza, estdn en pleno desarrollo. Esta etapa de extraccidon es esencial en el analisis de
plaguicidas en muestras de agua reales, dadas las bajas concentraciones permitidas (nivel
maximo permitido para plaguicidas individuales 0.1 pg/L).

Los polimeros de impronta molecular (MIP) son polimeros estables, sintetizados en el
laboratorio en presencia del compuesto a determinar (plantilla), que presentan
caracteristicas de reconocimiento molecular que aumentan la selectividad en los procesos
de extraccion.

En el proyecto se ha desarrollado un MIP que permite la extraccion selectiva del herbicida
acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA). El polimero se ha obtenido térmicamente a
partir de una mezcla que contiene un mondmero, un entrecruzante, un disolvente
porogénico y un iniciador radicalario. La mezcla de polimerizacién ha de contener ademas
una determinada cantidad de MCPA, que se ha de eliminar tras la polimerizacidon dejando
su huella en la estructura. También se ha sintetizado el polimero en ausencia del plaguicida
(polimero sin impronta, NIP).

El polvo del polimero sintetizado se ha empaquetado en cartuchos para realizar la extraccion
en fase solida del MCPA. Tras la etapa de extraccion, el analisis del plaguicida se ha realizado
mediante cromatografia liquida de alta resolucién.

Las condiciones de la polimerizacion (mondmero empleado, porégeno y tiempo de contacto
mondmero-plantilla) se han optimizado con el objetivo de conseguir una extraccion
selectiva del plaguicida.

Ademas, se han establecido las condiciones dptimas para la extraccién en fase sélida del
plaguicida MCPA (lavado, tipo y volumen de eluyente, capacidad de pre-concentracion,
etc.), y se ha comprobado la capacidad de extraccion del sorbente para otros plaguicidas
fenoxidcidos con estructuras similares. Finalmente, se ha empleado el polimero MIP para la
extraccién en fase sélida del MCPA y otros 5 plaguicidas fenoxidcidos en muestras de agua
de diferente procedencia.

Palabras clave: polimero de impronta molecular; MCPA; extraccion en fase sdlida; aguas;
preconcentracion



ABSTRACT

In the analysis of enviromental samples, the improvement of sample treatment processes
for the extraction of target compounds, as well as its pre-concentration and cleaning, are in
full development. This extraction step is essential in the analysis of pesticides in real water
samples, due to their low concentrations allowed (maximum residue limit for individual
pesticides is 0.1 pg/L).

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are stable polymers, synthesized in the laboratory
in presence of the selected analyte (template), which have moleculary recognition
characteristics that increase the selectivity in the extraction process.

In this work, a MIP that permits the selective extraction of the 2-methyl-4-
chlorophenoxyacetic (MCPA) herbicide has been developed. The polymer has been
thermally obtained from a mixture containing a monomer, a crosslinker, a porogen and a
radical initiator. The polymerization mixture also contained an amount of MCPA, which was
eliminated after polymerization leaving a mark on the structure. Also a polymer in the
absence of plaguicide was synthetised (non imprinted polymer).

The powder of the synthesized polymer has been packed into cartridges to perform the solid
phase extraction of MCPA. After that, the analysis of the pesticide has been carried out by
high performance liquid chromatography.

The polymerization conditions (monomer, porogen and monomer-template contact time)
have been optimized with the aim of achieving a selective extraction of the plaguicide.

In addition, optimal conditions for the solid phase extraction of MCPA (washing solvent, type
and volume of eluent, concentration factor, etc.) have been established, and the extraction
capacity of the sorbent for other phenoxyacid plaguicides with similar structures has been
proven. Finally, the MIP polymer has been applied to the solid phase extraction of MCPA
and other 5 phenoxyacid plaguicides in real water samples from different sources.

Keywords: molecularly imprinted polymer; MCPA; solid phase extraction; waters;
preconcentration
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1. INTRODUCCION

1.1. PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias que permiten prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los
animales. También regulan las especies no deseadas de plantas o animales que causan
perjuicio o que interfieren en la produccién, elaboracion, almacenamiento, transporte y
comercializacidn de alimentos, productos agricolas, madera, etc. Ademas, los plaguicidas
pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en sus
cuerpos. (FAO, 2002)

Existe gran variedad de plaguicidas y de sistemas para su clasificacién, segln su origen, su
estado, su composicion quimica o su accion especifica entre otros. Segun su accidn
especifica encontramos fungicidas, herbicidas, insecticidas, acaricidas, reguladores del
crecimiento de las plantas, etc.

1.1.1. HERBICIDAS FENOXIACIDOS

Los herbicidas fenoxiacidos son derivados del acido fenoxiacético que se usan ampliamente
en agricultura y deben su éxito a dos propiedades: la fuerte actividad herbicida, que permite
utilizarlos en pequefias dosis, y su gran selectividad.

Estos herbicidas tienen una elevada toxicidad tanto para humanos como para animales,
produciendo impactos acumulativos e irreversibles que ponen en peligro a las personasy a
los ecosistemas, y pueden dar problemas en generaciones siguientes. (E.Herrero; E.
Rodriguez-Gonzalo; M.S. Rodriguez-Cruz; R. Carabias-Martinez; M.J. Sdnchez-Martin, 2015)

Algunos de los herbicidas fenoxidcidos mas conocidos, que se usan como herbicidas de post-
emergencia, se muestran en la Tabla 1.

MCPA

El acido (4-cloro-2-metilfenoxi)acético (MCPA, Tabla 1) es un herbicida que, junto con el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y otros homadlogos, se considera un “herbicida
hormonal” o regulador del crecimiento. (Barberda, 1989). El MCPA se emplea habitualmente
para el control de malezas de hoja ancha y se utiliza en agricultura para el control anual y
perenne de malas hierbas en cereales, pastizales y arboles, especialmente por su precio
relativamente bajo y su elevada eficiencia. En Espaiia se utiliza principalmente en el control
de crecimiento de malezas en arboles frutales como los limoneros y en los cultivos de arroz.

Actualmente, segln el registro de productos fitosanitarios del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion (Web del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién) se



comercializan 12 formulaciones distintas para el MCPA (en forma de acido, sal o éster), solo
o combinado con otros plaguicidas, como la formulacién 2,4-D ACIDO (sal amina) + MCPA
(sal amina), comercializado por NUMFARB ESPANA S.A., o la formulacion MCPA (sal
dimetilamina), distribuido por la misma empresa. Las formulaciones varian segun el cultivo
y la plaga a tratar.

Debido a que el MCPA presenta una elevada solubilidad en agua, puede pasar facilmente a
las aguas superficiales o a las aguas subterrdneas a través de drenaje natural o infiltracion
(S. Torres-Cartas; C. Gdmez-Benito; S. Meseguer-Lloret, 2012). Como consecuencia de su
toxicidad, es necesario controlar la posible contaminacion de las aguas con pesticidas para
la proteccion del medio ambiente.

La legislacion espaiola establecié para las aguas de consumo humano, una concentracion
maxima total de pesticidas de 0,5 ng-mL? y un maximo de 0,10 ng-mL? para cualquier
pesticida individual (Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero por el que se establecen los
criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, 2003)

Teniendo en cuenta los bajos niveles maximos permitidos para plaguicidas en aguas, el
analisis del MCPA y otros plaguicidas en esta matriz, requiere de una etapa previa de pre-
concentracion previa al analisis del plaguicida. Con la pre-concentracién de la muestra, se
consigue tener en disolucién una concentracién del plaguicida que es cuantificable
empleando los sistemas de deteccidn habituales.

La preconcentracidon del MCPA y otros plaguicidas puede conseguirse empleando sistemas
de extraccion en fase sélida, cuyas caracteristicas se explican a continuacion.



Tabla 1: Estructuras quimicas de los herbicidas fenoxidcidos
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1.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccion en fase sélida (conocida en inglés como solid phase extraction, SPE) es una
técnica ampliamente utilizada para el tratamiento de muestras que permite, por una parte,
la limpieza de la muestra al separar al analito o compuesto de interés del resto de la matriz
y, por otra parte, la preconcentracion del mismo. La SPE permite prevenir problemas
habituales en técnicas de extraccion sencillas como la extraccion liguido-liquido, tales como
las recuperaciones no cuantitativas, es decir, la separacién incompleta del analito de la
matriz de la muestra. También se considera un método econémico porque no necesita el
uso de equipos costosos, y respetuoso con el medio ambiente porque no necesita el uso de
grandes cantidades de disolventes organicos. (Soledad-Rodriguez, 2017)

Esta técnica consiste en percolar un volumen conocido de muestra a través de un sorbente
solido empaquetado en un cartucho, columna o disco, bajo condiciones cuidadosamente
controladas que favorecen la absorcién preferencial del analito sobre el sorbente frente a
otros componentes de la matriz. El analito se recupera del sorbente extrayéndolo en un
pequeiio volumen de una mezcla de disolventes apropiada. Para llevar a cabo la extraccién
en fase sélida, se han de seguir las siguientes etapas (Figura 1):

e Acondicionamiento: en primer lugar, se ha de mojar el sorbente empaquetado en el
cartucho con un disolvente adecuado que permite la correcta absorcion del analito
en la etapa posterior.

e (Carga: con el sorbente en las condiciones adecuadas, se hace pasar un determinado
volumen de muestra que contiene el analito y otras especies que no interesan.

e lavado: tras la carga, se hace pasar por el sorbente un pequeiio volumen de
disolucién de lavado que permitird eliminar los componentes de la matriz de la
muestra que no se retienen en el sorbente, consiguiendo asi la limpieza de la
muestra. En esta etapa el analito debe permancer retenido en el sorbente.

e Secado: el sorbente con el analito retenido debe secarse eliminando restos del
disolvente de muestra.

e Elucion: en esta etapa se hace pasar un volumen pequeio de disolvente o mezcla
de disolventes que permita extraer al analito del sorbente.

Si el volumen de muestra procesado en la carga es grande y el volumen empleado para la
elucidon es mas pequefio, se consigue tras el proceso de SPE completo, la preconcentracion
del analito, lo que facilitarad su deteccion mediante sistemas analiticos sencillos.
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Figura 1: Mecanismo de extraccion en fase sélida

Los sorbentes comerciales mas utilizados pueden ser hidrofdbicos, hidrofilicos y de
intercambio (Cromlab).

Los sorbentes hidrofdbicos presentan en su estructura grupos funcionales no polares con
cadenas alquilicas y aromaticas que, mediante fuerzas de Van der Waals, presentan afinidad
por compuestos de polaridad media y baja. Asi, por ejemplo, se recomienda el uso de
polimeros tipo poliestireno-divinilbenceno para compuestos aromaticos.

Los sorbentes hidrofilicos, poseen grupos funcionales tipo ciano (CN) o amino (NH3). Los
sorbentes que poseen grupos CN en su estructura, pueden usarse tanto para la extraccion
de compuestos polares, como para la extraccion de compuestos de polaridad media. Los
sorbentes hidrofilicos que poseen grupos NH, pueden usarse para retener acidos fuertes, o
bien como adsorbente polar, ya que interactta con grupos polares tipo alcohol (OH), amino
(NH) o tiol (SH).

Los sorbentes de intercambio se basan en la interaccidon entre iones. Las fases de
intercambio anidnico se usan para la extraccidon de acidos débiles con una o mas cargas
negativas, y las fases de intercambio catidnico se usan para la extraccion de compuestos
débilmente basicos con una o mas cargas positivas.

Existen gran cantidad de sorbentes comerciales con distintas caracteristicas. En los ultimos
afos, la investigacion en quimica analitica muestra una gran tendencia al desarrollo de



nuevos sorbentes que sean especificos y selectivos para el andlisis de compuestos o familias
de compuestos de interés. En este sentido, se estdn desarrollando polimeros de impronta
molecular (conocidos en inglés como moleculary imprinted polymers, MIPs) los cuales se
pueden sintetizar en el laboratorio y empaquetar en una jeringa o cartucho. Su alta afinidad
y selectividad hacen que el factor de preconcentracion sea grande, permitiendo disminuir
los limites de deteccién.

1.3. POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR

Los polimeros de impronta molecular (MIP) son polimeros sintéticos altamente estables, los
cuales poseen propiedades de reconocimiento molecular selectivo ya que dentro de la
matriz del polimero existen “huecos” complementarios al analito en forma o grupos
funcionales.

Ademas, son polimeros versatiles, econémicos, resistentes, estables a presiones vy
temperaturas elevadas, y quimicamente inertes a acidos y bases, iones metalicos vy
disolventes organicos. La aplicacion de los polimeros de impronta molecular es muy amplia,
ya que se usan en analisis quimico, ambiental, farmacolégico y de la salud. Su capacidad de
reconocimiento molecular ha facilitado la aplicacion de los MIPs como sensores vy
biosensores, como imitadores de anticuerpos artificiales, en catdlisis, como fase
estacionaria en procesos de separacion cromatografica, o como sorbentes en procesos de
extracciéon en fase solida de compuestos de interés ambiental como productos
farmacéuticos (morfina, naproxeno) y plaguicidas de diferente naturaleza (diclofenac,
diclorvés, atrazina, malation, etc) (Soledad-Rodriguez, 2017).

Para realizar la sintesis de estos polimeros es necesario que la polimerizacién se lleve a cabo
en presencia del analito (compuesto plantilla) que se va a determinar posteriormente. Tras
la polimerizacion, serda necesario eliminar por completo el compuesto plantilla de la
estructura polimérica quedando libres los huecos en la estructura que permitiran la
posterior retencién selectiva del compuesto gracias a interacciones especificas, que se
comentardn a continuacion.

1.3.1. PREPARACION DEL POLIMERO DE IMPRONTA MOLECULAR

En la Figura 2 se muestra el proceso de sintesis de un MIP. En la primera etapa se ponen en
contacto, durante un tiempo establecido, el compuesto plantilla con un mondmero
adecuado y una cantidad pequefia de pordgeno, dando lugar al complejo de pre-
polimerizacién. Posteriormente, en la segunda etapa, al complejo de pre-polimerizacidn se
le afiade el reactivo entrecruzante o crosslinker, el iniciador y el porégeno. En esta etapa se
requiere calor o luz ultravioleta para que el proceso de polimerizacion se complete
correctamente. Por ultimo, se elimina el compuesto plantilla del polimero mediante un
proceso de lavado, dejando una cavidad o “hueco” dentro de la matriz del polimero que



sera la caracteristica fundamental de éste, siendo complementaria al analito en tamano,
formay grupos funcionales.

La eliminaciéon del compuesto plantilla tras la polimerizacién suele realizarse mediante
extraccién soélido-liquido a temperatura ambiente, extraccion por el método Soxhlet, o
tratamiento térmico, entre otros.

Estructura final
Pre-polimerizacion del polimero

3 Eliminacion
Polimerizacion del template 4

Figura 2. Sintesis de un MIP. 1) Monémero 2) Compuesto plantilla 3) Matriz del polimero
4) Cavidad selectiva

A continuacidn, se detallan las caracteristicas de los diferentes reactivos que participan en
el proceso de sintesis del MIP.

Compuesto plantilla o template

Entre la amplia variedad de compuestos que pueden ser utilizados como template en la
preparacion de un MIP se encuentran drogas, aminodcidos, hormonas, pesticidas, etc. La
molécula seleccionada como compuesto plantilla puede ser el propio analito a determinar
o una molécula estructuralmente muy parecida, con grupos funcionales y tamaiio similares.
En la eleccién del compuesto plantilla hay que tener en cuenta que las moléculas de gran
tamaifo encontrardn impedimentos estéricos mayores que las que tengan un menor
tamafio.



Mondmero funcional

El mondédmero se selecciona en funcidn de las caracteristicas y grupos funcionales del analito
o compuesto plantilla con el cual ha de formarse el complejo de pre-polimerizacién. En este
complejo, el analito y el mondmero se enlazan a través de interacciones especificas de tipo
acido-base, fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrogeno, de forma que se generan
cavidades selectivas de gran afinidad.

Los mondmeros funcionales mas empleados en la preparacion de los MIPs son moléculas
con un grupo funcional con caracteristicas acido-base. Por ejemplo, los acidos carboxilicos
como el acido metacrilico (MAA ), o las bases heteroaromaticas débiles como el 4-
vinilpiridina (4-VP), que se muestran en la Tabla 2, son monémeros muy habituales.

Tabla 2: Monémeros funcionales mds empleados

O _CHo

H,C on 2

CHj SN

Acido metacrilico 4-vinilpiridina

En la Figura 3 se muestran las interacciones especificas que pueden darse en los huecos
generados durante la polimerizacién, entre nuestro analito (el MCPA) y los mondmeros
MAA o 4-VP. Las interacciones especificas con el MAA se deben a la formacién de puentes
de Hidrégeno, mientras que las interacciones especificas con el 4-VP son de dos tipos: acido-
base entre el grupo acido del MCPA y el nitrégeno de la piridina, y fuerzas de atraccion de
van der Waals entre los ciclos.
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Figura 3. Interacciones especificas del MCPA (nuestro compuesto plantilla) en los huecos
generados en el MIP empleando como monomero MAA (a) o 4-VP (b)

Agente entrecruzante o crosslinker

El agente entrecruzante, que ha de ser soluble en la mezcla de polimerizacidn, se encarga
de unir cadenas de mondmero entre si formando el entramado tridimensional de la red
polimérica. El entrecruzante da estabilidad a la estructura del polimero y a los sitios donde
se enlaza el compuesto plantilla con el monémero.

Existe una gran cantidad de agentes entrecruzantes, cuya caracteristica principal es que
poseen dos grupos etileno, al inicio y al final de su estructura, para poder enlazarse a las
cadenas de mondmeros por ambas partes. El etilenglicol dimetracrilato (EGDMA) o el
divinilbenceno (DVB) son de los entrecruzantes mas utilizados (Tabla 3).

Tabla 3: Estructura de los entrecruzantes EGDMA y DVB

CHs
O CH
H,C V\O 2
CH3
Etilenglicol dimetracrilato (EGDMA) Divinilbenceno (DVB)




Iniciador

Para que comience la polimerizacidn es necesaria la presencia de un agente iniciador, una
especie muy reactiva que genera radicales libres, y la iniciacidn puede ser térmica o
fotoinducida por luz UV. Uno de los iniciadores mas utilizados es el 2,2°-azo-bis-
isobutironitrilo (AIBN), el cual se descompone rapidamente en radicales libres tanto por la
radiacion UV, como por calor cuando la temperatura es superior a 60°C. Otros iniciadores
como el perdxido de laurilo (LPO), generan radicales libres sélo por la accién de la luz UV.
Las estructuras del AIBN y el LPO se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Estructura de los iniciadores AIBN y LPO

HsC. CHs

NSe N
< \\NXC\%N

HsC~ CHj

2,2’-azo-bis-isobutironitrilo (AIBN) Peréxido de laurilo (LPO)

Disolvente porogénico o porégeno

En primer lugar, el porégeno ha de ser capaz de solubilizar al compuesto plantilla, el
iniciador, el mondmero funcional y el entrecruzante. El porégeno es en parte responsable
de la estructura final del polimero, ya que se elimina al lavar el polimero dejando poros mas
0 menos grandes en su estructura, que deberan proporcionar permeabilidad suficiente para
asegurar las propiedades de intercambio del polimero. Por otra parte, el porégeno debe
poseer baja polaridad para reducir las interferencias durante la formacién del complejo de
pre-polimerizacién plantilla-mondmero, de forma que el polimero generado tenga una alta
selectividad. Asi, los porégenos con una muy baja constante dieléctrica, seran ideales para
la polimerizacién, como es el caso del tolueno, el acetonitrilo o el diclorometano.

1.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

1.4.1. PRINCIPIOS BASICOS

La cromatografia liquida es una técnica de andlisis que permite la separacion de los
componentes de una mezcla para su posterior deteccidn y cuantificacion. La separacion de
dichos componentes en el sistema cromatografico se basa en la interaccién de los
compuestos entre dos fases: la fase estacionaria, habitualmente empaquetada en columnas
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y que se encuentra fija en el sistema; y la fase movil, que fluye constantemente durante el
andlisis (D.A. Skoog, J.J. Leary, 1994).

En la cromatografia liquida clasica, o convencional, la fase estacionaria se inmovilizaba en
columnas abiertas y la fase movil fluia a través de la columna por gravedad. La separacion
de los componentes de la mezcla podia conseguirse, aunque con una eficacia baja.
Posteriormente, se desarrollé la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que
requiere de una bomba que ejerza elevadas presiones que permitan el paso de la fase mévil
a través de la fase estacionaria. En el paso de la cromatografia convencional a Ila
cromatografia liquida de alta resolucion, se redujo el tamafo de las particulas que
constituyen la fase estacionaria, pasando de particulas de 150 um a otras deentre 3y 5 um,
aumentdndose asi la superficie de contacto. El aumento de la velocidad de flujo, gracias a la
bomba de alta presién, asi como el aumento de la superficie de contacto de la fase
estacionaria proporcionaron grandes mejoras en la eficacia de las separaciones.

En cromatografia, la separacidon de los compuestos de la mezcla se realiza gracias a las
interacciones de éstos con las fases moévil y estacionaria, interacciones que pueden ser de
adsorcién, reparto, intercambio idénico o en funcién del tamafo molecular.

1.4.2. CROMATOGRAFIA DE REPARTO

En la cromatografia de reparto el analito se distribuye atendiendo a su polaridad entre la
fase movil y la fase estacionaria, y es el tipo de cromatografia mas ampliamente utilizado.
Se puede dividir en cromatografia liquido-liquido y cromatografia de fase enlazada, o con
fases unidas quimicamente; la diferencia entre estas técnicas se basa en la forma en que se
retiene la fase estacionaria sobre las particulas soporte del relleno.

La cromatografia liquido-liquido presenta una fase estacionaria liquida que se retiene sobre
la superficie de las particulas sdlidas por adsorcién fisica. El liquido de la fase estacionaria
se va perdiendo por el efecto del paso del liquido de la fase mévil, que acaba arrastrando a
la fase estacionaria. Por ello, el uso este tipo de cromatografia ha ido disminuyendo.

La cromatografia de fase enlazada es la mas habitual. En ella, la fase estacionaria se une
guimicamente a la superficie de las particulas sélidas. En este caso, la fase moévil no
arrastrara a la fase estacionaria. Se utilizan particulas de silice (de entre 3,5 y 10 um)
resistentes, porosas y uniformes. Ademas, sobre las particulas se enlazan quimicamente
grupos de diferente naturaleza, dando lugar a la cromatografia en fase inversa y fase normal,
en funcidén de la polaridad de la fase mévil y de los grupos enlazados en la fase estacionaria
(D.A. Skoog, J.J. Leary, 1994).

En la cromatografia en fase inversa, los grupos enlazados de la fase estacionaria son apolares
(hidrocarburos de cadena larga como C18 o C8), y la fase moévil es relativamente polar. Por
tanto, el componente de la mezcla que sea mas polar sera el que eluya primero.
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En la cromatografia en fase normal, al contrario que en la inversa, los grupos enlazadas de
la fase estacionaria son muy polares (agua, o trietilenglicol) y la fase mdévil es apolar. Por
tanto, el componente menos polar sera el que eluya en primer lugar.

En este proyecto se ha empleado la cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa.

1.4.3. INSTRUMENTACION

Los componentes basicos de un sistema HPLC estan representados en el esquema de la

Figura 4.

SI_IJ
00000

~N 00000

Figura 4: Componentes bdsicos de un sistema HPLC. 1) Recipientes con los disolventes de
la fase movil 2) Bomba de alta presion 3) Sistema de introduccion de la muestra 4)
Columna cromatogrdfica 5) Detector 6) Sistema de recogida de datos

Es necesario que los materiales usados para HPLC permitan el trabajo a presiones elevadas
y sean resistentes a los posibles ataques de las sustancias utilizadas para la fase mévil, que
suelen ser quimicamente activas como acidos, bases o liquidos corrosivos. Por tanto, todas
las conexiones del sistema deben ser de tefldn o de acero inoxidable pasivado con acido

nitrico 6M, resistente a sustancias quimicas activas.

A continuacién, se detallan algunas caracteristicas de los distintos componentes del
sistema HPLC.
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Fase movil y modos de elucion

Para el almacenamiento de la fase movil se utilizan recipientes inertes para evitar que los
disolventes extraigan especie alguna del material donde se almacenan. Normalmente se
emplean como recipientes botellas de vidrio, y la fase mévil pasa a la bomba a través de
tubos de teflén provistos de un sistema de filtros para eliminar cualquier particula que
pueda tener la fase movil.

Los disolventes que se usan para la fase mévil son: agua, disoluciones tampédn o disolventes
orgdnicos (metanol, acetonitrilo o diferentes mezclas). Todos ellos deben ser puros, estar
exentos de particulas sdlidas y desgasificados. La desgasificacién se realiza mediante
ultrasonidos o burbujeo con un gas inerte, como puede ser el nitrégeno, técnica que reduce
la posibilidad de formacion de burbujas en las valvulas y detectores, y evita la interferencia
del oxigeno si la deteccidn es fluorimétrica. El equipo cromatografico incorpora también un
desgasificador para facilitar también la eliminacién de burbujas que se puedan formar
mientras se esta trabajando.

En la elucion se consigue la extraccidon de los analitos retenidos en la fase estacionaria.
Existen dos modos de elucion: la elucién isocratica, que permite la separacidon de mezclas
utilizando una fase mévil de composicién constante, es decir, que no cambia con el tiempo;
y la elucién en gradiente, en la que la composicién de la fase movil cambia a lo largo del
tiempo, consiguiendo aumentar la eficacia de la separacion.

Sistemas de bombeo
Los sistemas de bombeo en HPLC requieren las siguientes caracteristicas:

e Estar construidos con materiales inertes

e Suministrar un flujo de fase movil libre de pulsaciones, en el margen comprendido
entre 0,1y 10 mL/min con una precision del 0,5%

e Generar presiones de hasta 400-600 bar

Fase estacionaria

La fase estacionaria mas habitual en cromatografia liquida en fase inversa es una fase C18,
gue consiste en un sélido constituido por particulas de silice de entre 3-5 um a las que se ha
unido una cadena hidrocarbonada de 18 carbonos. La fase estacionaria estd contenida en
un tubo de acero inoxidable que puede tener diferentes longitudes (habitualmente entre
10-25 cm) y didmetro interno (habitualmente 4.6 cm).
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Sistema de introduccion de la muestra
Los sistemas de introduccion de muestra pueden ser:

e Manuales: consisten en una valvula de inyeccidn provista de un loop con un
determinado volumen de inyeccion

e Automaticos: consisten en una jeringa de inyeccién automatica que toma el
volumen de inyeccién programado mediante el software. Las muestras se sitlan en
viales en la gradilla del inyector, y la jeringa de inyeccion se desplaza para tomar el
volumen del vial correspondiente.

En el equipo cromatogréfico usado para este proyecto se dispone de un inyector
automatico. El volumen de inyeccién ha de ser pequeiio para evitar la sobrecarga de la
columna.

Detectores
Los detectores utilizados en HPLC deben tener las siguientes caracteristicas:

e Ser sensible a pequefias concentraciones de analito. Actualmente los detectores
utilizados presentan limites de deteccién de entre 10%y 10%°g/L de analito

e Buena estabilidad y reproducibilidad

e Dar una respuesta lineal amplia

e Tiempo de respuesta corto

e Alta fiabilidad y facil de manejar

e Proporcionar respuestas similares para todos los analitos que constituyan la mezcla

o No ser destructivo con la muestra, de forma que ésta se pueda reutilizar

Los detectores han de ser capaces de registrar una sefial (absorbancia, indice de reflexion,
transmitancia, intensidad de fluorescencia, etc.) a lo largo del tiempo. Se usan dos tipos de
detectores:

e Detectores basados en la propiedad del soluto: responden a propiedades del soluto
o compuesto a determinar, como la absorbancia.

e Detectores basados en la propiedad de la disolucidn: responden a una propiedad de
la fase movil, como la constante dieléctrica o la densidad.

Entre los detectores basados en la propiedad del soluto, uno de los mas utilizados es el
detector UV-vis de fila de diodos, que registra el espectro de absorbancia en el UV-vis a lo
largo del tiempo de analisis. En estos detectores se puede seleccionar una o varias
longitudes de onda en las que el compuesto a determinar tenga una absorbancia méxima,
de forma que el registro de sefial con el tiempo se obtiene a esa longitud de onda concreta.
El registro de sefial a lo largo del tiempo del andlisis se denomina cromatograma, y se detalla
a continuacion.
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1.4.4. CROMATOGRAMA Y PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Un cromatograma (Figura 5) es un registro de la sefial recogida por el detector de un sistema
cromatografico en funcién del tiempo a lo largo del proceso de medida. En el cromatograma,
la sefal registrada es constante a lo largo del tiempo mientras solo llega al detector el
eluyente, y constituye la linea base del cromatograma. Cuando el analito se eluye y alcanza
el detector, la sefial registrada se modifica y aparece un pico. El cromatograma de la Figura
5 corresponde al andlisis de una muestra que contiene un solo analito. (D.A. Skoog, J.J. Leary,
1994). En dicha figura, se resaltan los siguientes pardmetros cromatograficos:

- El tiempo muerto, tm, es el tiempo que tarda en llegar al detector una especie no
retenida, por ejemplo el disolvente de la muestra, que suele ser del orden de 0.1-

0.2 segundos.
- El tiempo de retencidn, tgr, es el tiempo que transcurre desde la inyeccién de la

muestra hasta que el analito alcanza el detector
- El drea de pico es el area contenida bajo la sefial del pico del analito hasta la linea
base. Este pardmetro es el que se mide para realizar el analisis cuantitativo.

tr

tm

Senal del detector

Linea base

—>

Tiempo

Figura 5: Cromatograma

De esta forma, en el cromatograma, apareceran tantos picos como compuestos haya

presentes en la mezcla que se desea separar.
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2. CONTEXTO

Este trabajo fin de grado se enmarca en el proyecto de investigacion “Sistemas de
separacion basados en nuevos polimeros porosos y composites polimero-nanoparticulas
con aplicaciones industriales y medioambientales” financiado por la Generalitat Valenciana,
y el proyecto “Desarrollo de materiales poliméricos funcionales en plataformas flexibles
para aplicaciones medioambientales y toxicoldgicas”, concedido recientemente en la
convocatoria de 2018 de proyectos del Programa estatal de 1+D+i orientada a los retos de la
sociedad del Ministerio de Ciencia, Innovaciéon y Universidades.

3. OBIJETIVOS
Los principales objetivos de este Trabajo Fin de Grado son:

e Preparar polimeros de impronta molecular y los correspondientes polimeros sin
impronta, para emplearlos como sorbentes en cartuchos para extraccién en fase
sélida

e Seleccionar el monémero mas adecuado (MAA o 4-VP) para la extraccion en fase
solida del plaguicida MCPA

e Comparar la capacidad de extraccién de polimeros de impronta molecular con sus
correspondientes polimeros sin impronta

e Estudiar la capacidad de preconcentracion del plaguicida MCPA empleando los MIPs
desarrollados

e Estudiar la capacidad de extraccion de los MIPs para otros plaguicidas fenoxiaciados

e Aplicar los MIPs desarrollados para el andlisis de los plaguicidas fenoxidcidos en
muestras de agua
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4. MATERIAL, REACTIVOS E INSTRUMENTACION
4.1. MATERIAL, REACTIVOS Y DISOLUCIONES
Los reactivos quimicos empleados en la realizacidn del proyecto son los siguientes:

e A4-vinilpiridina (4-VP)

e Acetonitrilo (ACN)

e Acido (4-cloro-2-metilfenoxi)acético (MCPA)
e Acido acético (ACH)

e Acido 4(4-cloro-o-toliloxi) butirico (MCPB)
e Acido 4-clorofenoxiacético (4-CPA)

e Acido metacrilico (MAA)

e Azobisisobutironitrilo (AIBN)

e Diclorometano (CH,Cly)

e Dimetilacrilato de etilenglicol (EDGMA)

e Fenoxaprop

e Haloxyfop

e Mecoprop (MCPP)

e Metanol (MeOH)

e N:(gas)

e Tolueno

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico o superior. Las disoluciones acuosas
han sido preparadas utilizando agua MiliQ.

Se han preparado disoluciones madre de 1000 ppm de los plaguicidas 4-CPA, MCPA, MCPB,
MCPP, Haloxyfop y Fenoxaprop en ACN. Estas disoluciones se conservan a 4°C. Las
disoluciones diluidas de estos compuestos se preparan diariamente diluyendo la disolucién
madre en agua.

4.2. INSTRUMENTACION
Los aparatos e instrumentos de laboratorio empleados en este trabajo han sido:

e Balanza analitica

e Bafo de ultrasonidos de GT Sonic

e Colector de vacio para la extraccion en fase sélida de Teknokroma
e Estufa de P Selecta

e Filtro de teflén (PFTE) de 0,22 um

e pH metro de Crison

e Sistema de extraccion Soxhlet
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Sistema de filtracion a vacio

Cromatodgrafo de liquidos de Agilent Technologies, Modelo Infinity 1200 (Imagen 1)
equipado con recipientes y tuberia para la fase mdévil, sistema desgasificador, bomba
cuaternaria, inyector automatico, columna Kinetex 2,6um C18 100A 10 cm x 4,6 mm,
detector UV-vis de fila de diodos y sistema informatico de recogida de datos.

Detector UV-vis

Imagen 1: Cromatdgrafo de liquidos
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. SINTESIS DE POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR Y SUS CORRESPONDIENTES
POLIMEROS SIN IMPRONTA

En este proyecto se han sintetizado polimeros de impronta molecular (MIPs) empleando
como plantilla el plaguicida MCPA. Ademads, se han sintetizado sus correspondientes
polimeros sin impronta (NIP), que no contienen el compuesto plantilla en la mezcla de
polimerizacion.

En la preparacion de las mezclas de polimerizacién para la sintesis de MIPs se emplea
habitualmente una proporcién plantillaz:mondmero:entrecruzante de 1:4:20. En este trabajo
se emplea esta proporcién en condiciones similares a las propuestas en la bibliografia para
compuestos fenoxiacidos. (E. Herrero-Hernandez, R. Carabias-Martinez, E. Rodriguez-
Gonzalo, 2009)

Los MIPs y NIPs se han sintetizado empleando como agente entrecruzante el EGDMA, como
porégeno el ACN o Tolueno segun el caso, AIBN como iniciador, y 2 mondmeros diferentes
(MAA o 4-VP).

5.1.1. SINTESIS DE MIP Y NIP CON EL MONOMERO MAA
PREPARACION DEL MIP DE MAA

En la sintesis del MIP de MAA se ha preparado la siguiente mezcla de polimerizacion (tabla
5)

Tabla 5: Composicion de la mezcla de polimerizacion del MIP de MAA

Compuesto (Funcion) mmol masa (g)
MCPA (plantilla) 0,200 0,0401
MAA (mondmero) 0,800 0,0688
EGDMA (entrecruzante) 4,000 0,7929
AIBN (iniciador) 0,040 0,0066
total 5,04 0,9084
Porégeno Volumen (mL)
ACN 6,00

Los componentes de la mezcla de polimerizacién se pesan en un vial de 15 mL situado en el
interior de una balanza analitica. En primer lugar se pesan el compuesto plantilla (MCPA) y
el mondmero (MAA), afiadiendo 1 mL del porégeno (ACN). La mezcla se deja en contacto 20
minutos para la creaciéon del complejo de pre-polimerizacién. Transcurrido ese tiempo,
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sobre la mezcla de pre-polimerizacidén, se afiaden el iniciador (AIBN), el entrecruzante
(EGDMA) y 5 mL de ACN.

Posteriormente, para que los compuestos se mezclen correctamente, se ponen en
ultrasonidos 3 minutos y después, se pasa N, durante 10 minutos para eliminar el oxigeno
presente en la mezcla. Finalmente, para llevar a cabo el proceso de polimerizacién, se
introduce el vial en la estufa a 60°C durante 24 horas.

PREPARACION DEL NIP DE MAA

Para la sintesis del NIP de MAA se ha preparado la siguiente mezcla de polimerizacién (tabla
6) en ausencia del compuesto plantilla (MCPA):

Tabla 6: Composicion de la mezcla de polimerizacion de NIP MAA

Compuesto (Funcion) mmol masa (g)
MAA (mondmero) 0,800 0,0688
EGDMA (entrecruzante) 4,000 0,7929
AIBN (iniciador) 0,040 0,0066
total 4,84 0,8683
Porégeno Volumen (mL)
ACN 6,00

Para la preparacion de la mezcla de polimerizacion, en un vial y con la balanza analitica, se
pesan el mondmero (MAA), el iniciador (AIBN) y el entrecruzante (EGDMA), y se afiaden 6
mL de ACN.

Posteriormente, la mezcla se pone en ultrasonidos 3 minutos y se pasa N2 10 minutos.
Finalmente, el proceso de polimerizacidn se lleva a cabo en la estufa a 60°C durante 24
horas.

5.1.2. SINTESIS DE MIP Y NIP CON EL MONOMERO 4-VP
PREPARACION DEL MIP DE 4-VP
El MIP de 4-VP se ha preparado en 2 condiciones diferentes:

- Empleando tolueno como porégeno (5 mL) y con un tiempo de contacto 4-VP-MCPA
de 20 minutos en la mezcla de pre-polimerizacion. Este MIP lo llamaremos en
adelante MIP 4-VP Tolueno 20 min
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- Empleando ACN como porégeno (5 mL) y con un tiempo de contacto 4-VP-MCPA de
24 horas en la mezcla de pre-polimerizacién. Este MIP lo llamaremos en adelante
MIP 4-VP ACN 24h

La composicién final de la mezcla de polimerizacién es la misma en ambos casos (Tabla 7):

Tabla 7: Composicion de la mezcla de polimerizacion de MIP 4-VP

Compuesto (Funcion) Mmol masa (g)
MCPA (plantilla) 0,200 0,0401
4-VP (monomero) 0,800 0,0688
EGDMA (entrecuzante) 4,000 0,7929
AIBN (iniciador) 0,04 0,0066
total 5,04 0,9084
‘ Porégeno ACN o Tolueno (5 mL) |

El procedimiento de preparacién de la mezcla y posterior polimerizacién, sigue los mismos
pasos que el realizado con el MIP de MAA.

PREPARACION DEL NIP DE 4-VP

ElI NIP de 4-VP se ha preparado en 2 condiciones diferentes, atendiendo al proceso descrito
para el MIP:

- Empleando tolueno como porégeno (5 mL). Este NIP lo lamaremos en adelante NIP
4-VP Tolueno

- Empleando ACN como pordégeno (5 mL). Este NIP lo llamaremos en adelante NIP 4-
VP ACN

La composicién final de la mezcla de polimerizacién es la misma en ambos casos (Tabla 8):

Tabla 8: Composicion de la mezcla de polimerizacion de MIP 4-VP

Compuesto (Funcidn) mmol masa (g)
4-\VP (monomero) 0,800 0,0688
EGDMA (entrecruzante) 4,000 0,7929
AIBN (iniciador) 0,04 0,0066
total 4,84 0.8683
‘ Porégeno ACN o Tolueno (5 mL) |

El procedimiento de preparacién de la mezcla y posterior polimerizacién, sigue los mismos
pasos que el realizado con el NIP de MAA.
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5.2. LAVADO DE MIP y NIP
Tras la etapa de polimerizacidn, se ha de realizar un lavado de los polimeros NIP y MIP.

EI NIP no posee compuesto plantilla, pero tras la polimerizacion, se ha de lavar para eliminar
los restos de porégeno, mondmeros, iniciador, etc. que han quedado sin reaccionar. El
sistema que se usa para el lavado es el sistema de filtracién de disolventes de HPLC (Imagen
2), descrito a continuacion.

Tras la polimerizacion del MIP, se ha de eliminar el compuesto plantilla ademds de los restos
de reactivos de polimerizacion. Para ello, el polimero obtenido se lava con una disolucion
de MeOH:ACH 90:10 empleando el sistema de extraccion Soxhlet (Imagen 3) descrito a
continuacién. Para asegurar el lavado del compuesto plantilla del MIP, se han de recoger
diferentes fracciones de lavado e ir comprobando la presencia de MCPA en dichas
fracciones. El proceso de lavado se ha de alargar hasta que ya no aparezca MCPA en la
fraccion de lavado del MIP. Para comprobar la presencia de MCPA en las fracciones, estas
se analizan mediante HPLC con un método isocratico que se describira mas adelante.

5.2.1. SISTEMA DE FILTRACION DE DISOLVENTES PARA HPLC

Como se ha comentado, el NIP se lava empleando el sistema de filtracién de disolventes
para HPLC (Imagen 2). Para el lavado, se emplean unos 100 mL de acetona, afiadidos en
pequeiias fracciones. El sistema de filtracién empleado es totalmente de vidrio. Presenta,
en la parte de arriba un recipiente donde se afade el disolvente de lavado. En la parte
inferior hay un matraz para la recogida del liquido filtrado, donde también se encuentra la
entrada para la bomba de vacio. Y en la parte central se pone un filtro de PFTE de 0.22 um
sobre el que se deposita el polvo del NIP.

Durante el lavado, con la ayuda de una espatula pequefa de metal, se agita la mezcla del
NIP y la acetona. Se van anadiendo fracciones pequefias del disolvente de lavado mientras
se va agitando, hasta pasar un volumen total de disolvente de lavado de unos 100 mL.
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Imagen 2: Sistema de filtracion de disolventes para HPLC

5.2.2. SISTEMA DE EXTRACCION SOXHLET

El sistema de extraccion Soxhlet (Imagen 3) es un sistema de lavado eficaz para eliminar el
compuesto plantilla del MIP. Consta de un sistema de recirculacién del disolvente de lavado:
el disolvente se encuentra en el matraz de fondo redondo, que se calienta mediante la
manta calefactora hasta llegar a la ebullicién. Cuando el disolvente pasa a estado gas, llega
al refrigerante, por el que circula agua a temperatura ambiente, que lo enfria, de forma que
condense el disolvente y se recoja en estado liquido en la cdmara de extraccidn, dénde se
encuentra el MIP dentro de la cdpsula.

El disolvente que llega a la cdmara de extraccidn lava el MIP, extrayendo el MCPA presente,
y cuando se supera la altura del sifén, el disolvente con los restos del MCPA vuelve al matraz,
quedando la camara de extraccién de nuevo vacia. En el matraz, el disolvente se vuelve a
evaporar reiniciando el ciclo, y asi repetidamente durante 24 horas. Para comprobar si se
ha eliminado correctamente el compuesto plantilla, se recogen muestras de disolvente de
la cdmara de extracciéon cada cierto tiempo, hasta que no se detecta la presencia de MCPA.
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Imagen 3: Sistema de extraccion Soxhlet

5.3. PREPARACION DE LOS CARTUCHOS

Para la preparacion de los cartuchos es necesario que, en primer lugar, el polimero que se
va a utilizar como sorbente (MIP o NIP), esté seco. Por tanto, después del lavado, los
polimeros se ponen en la estufa a 80°C durante 3-4 horas.

Una vez seco, el polimero se moltura con un mortero de ceramica hasta que se reduce a
polvo. Después se pasa por un tamiz (tamafo de poro < 250 um) y se recoge en un vial para
el posterior empaquetado.

Para el empaquetado del sorbente en los cartuchos, se pesan en la balanza analitica 75 mg
de sélido dentro del cartucho. El sélido se mantiene fijo dentro del cartucho porque esta
situado entre dos fritas (Imagen 4).
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Imagen 4: Cartuchos de extraccion

5.4. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

La extraccion en fase sélida del MCPA se lleva a cabo empleando el equipo de extraccion
gue se muestra en la Imagen 5, siguiendo las etapas de acondicionamiento, carga, lavado,
secado y elucion, descritas en la introduccion. El procedimiento de SPE aplicado ha sido
diferente para los MIPs y NIPs sintetizados con el monémero MAA, y para los sintetizados
con el mondédmero 4-VP.

Imagen 5: Sistema de extraccion en fase solida (SPE)
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5.4.1. PROCEDIMIENTO PARA POLIMEROS DE MAA
El procedimiento general de SPE para los polimeros de MAA es el siguiente:

1. Acondicionamiento: - 5 mL Acetonitrilo

-5 mL MeOH:AcH 90:10
- 10 mL agua MiliQ

2. Carga: 5 mL de patrén de MCPA de 1 ppm

3. Lavado: 2,5 mL de disolvente de lavado

4. Secado: 15 min a vacio

5. Elucién: 5mL de MeOH: ACH 90:10

Durante el procedimiento, se recogen las fracciones de carga, lavado o elucién, y se filtran
con filtros de jeringa de 0,22 micras de Teflén o de Nylon (dependiendo de si se trata de una
fraccion organica o acuosa respectivamente) para su posterior analisis en el sistema HPLC.

5.4.2. PROCEDIMIENTO PARA POLIMEROS CON 4-VP
El procedimiento general de SPE para los polimeros de 4-VP es el siguiente:

1. Acondicionamiento: - 2,5 mL de MeOH

- 2,5 mL MeOH:ACH 90:10
- 15 mL agua MiliQ
2. Carga: 5 mL de patrén de MCPA de 1 ppm
3. Lavado: 2,5 mL de agua MiliQ
4. Secado: 15 min a vacio
5. Elucidn: 2mL de MeOH: ACH 90:10 y aforar en agua MiliQ el matraz hasta 5 mL

Durante el procedimiento, se recogen las fracciones de carga, lavado o elucién, y se filtran
con filtros de jeringa de 0,22 micras de Teflon o de Nylon para su posterior andlisis en el
sistema HPLC.
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5.5. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS: HPLC

El andlisis del MCPA y compuestos de la familia, se ha llevado a cabo mediante dos
programas de HPLC:

- uno isocratico, para el andlisis individual del MCPA, que se ha empleado para
analizar las fracciones de lavado del compuesto plantilla tras la etapa de
polimerizacién de los MIPs, y para analizar las diferentes fracciones recogidas tras el
procedimiento de SPE.

- yotrode gradiente, que se ha empleado para el analisis de las fracciones de SPE de
la mezcla de 6 plaguicidas de la familia del MCPA.

5.5.1. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS INDIVIDUAL DEL MCPA

El analisis individual del MCPA mediante el sistema HPLC se lleva a cabo con el programa
isocratico de 5 min, el cual presenta una fase mavil compuesta por HsPOs 25 mM (55%):
ACN (45%), con una velocidad de flujo v='1 mL/min, un volumen de inyeccion de 20 L, y
una longitud de onda de 230 nm. Este programa de analisis se seleccioné tras ensayar
diferentes proporciones H3PO4 25 mM: ACN (60:40, 55:45, 50:50 y 40:60) como fase movil,
permitiendo analizar el MCPA en un tiempo corto.

5.5.2. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE LA MEZCLA DE 6 PLAGUICIDAS DE LA FAMILIA DEL
MCPA

Para el analisis de la mezcla de plaguicidas de la familia del MCPA se ha utilizado el programa
de gradiente de 15 min descrito en la Tabla 9, en el cual la fase mévil va cambiando durante
el andlisis: la fase movil se inicia con una composiciéon de 20% ACN durante 4 min, cambia
a 60% en 1 minuto, en 5 minutos mas se aumenta el %ACN a 65%, y 1 minuto después,
vuelve a las condiciones iniciales: 20% ACN. Para acabar, se mantiene en estas condiciones
5 minutos para estabilizar el sistema.

Tabla 9: Programa de gradiente para el andlisis de 6 plaguicidas fenoxidcidos

Tiempo de analisis (min) %H3P0O4 25 mM %ACN
0 80 % 20%
4 80 % 20 %
5 40 % 60 %
9 35% 65 %
10 80 % 20 %
15 80 % 20 %

En el programa cromatografico, la velocidad de flujo de la fase mévil es de 1 mL/min, el
volumen de inyeccion es de 20 L, y se registra la absorbancia a 230 nm. Este programa de
separacion, se tomd de un trabajo previo del grupo de investigacion (S. Meseguer-Lloret, S.
Torres-Cartas, M. Catala-lcardo, C. Gdmez-Benito., 2016).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. ANALISIS INDIVIDUAL DEL MCPA Y ANALISIS DE LA MEZCLA DE 6 PLAGUICIDAS
FENOXIACIDOS MEDIANTE HPLC

Andlisis individual del MCPA

Cada dia, se preparan 6 disoluciones patron de MCPA entre 0,05-2 ppm y un blanco. Las
disoluciones se inyectan en el cromatdgrafo y se registra la absorbancia a 230 nm. Para cada
patrén, en el cromatograma resultante (Figura 6), se mide el drea de pico del MCPA.

12

10
Blanco

8 ——MCPA 1 ppm

Abs 230 nm
D

Tiempo (min)

Figura 6: Cromatograma blanco y patron de MCPA 1 ppm

A partir de las medidas de area de pico a tr = 2,91 min, se obtiene la recta de calibrado lineal
“Area de pico de MCPA” frente a “Concentracién de MCPA (ppm)” (Figura 7).
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Figura 7: Area de pico de MCPA frente a Concentracion de MCPA

Las fracciones extraidas en el procedimiento de SPE con los cartuchos desarrollados, se
interpolardn en dichas rectas para obtener el %Recuperacién de MCPA.

Andlisis de la mezcla de 6 plaguicidas fenoxidcidos

En este caso, se preparan blanco y 6 disoluciones de mezclas de 6 plaguicidas fenoxidcidos
(4-CPA, MCPA, MCPP, MCPB, Fenoxaprop y Haloxyfop) con concentraciones entre 0,05-2
ppm de cada plaguicida.

Las disoluciones se inyectan en el cromatdgrafo y se registra la absorbancia a 230 nm a lo
largo de todo el proceso. Para cada mezcla, en el cromatograma resultante (Figura 8), se
mide el area de pico de cada uno de los plaguicidas.
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Figura 8: Cromatograma blanco y patron de mezcla de 6 plaguicidas fenoxidcidos (4CPA,
MCPA, MCPP, MCPB, Fenoxaprop, Haloxyfop) (Concentracion: 0,5 ppm c/u)

La identificacidn de cada uno de los plaguicidas en el cromatograma para averiguar cudl de
los picos corresponde a cada compuesto, se consigue inyectando por separado cada uno de
los plaguicidas, y comparando los cromatogramas mezcla/compuesto individual. Los
tiempos de retencién de cada plaguicida se muestran en la Tabla 10.

A partir de las medidas de area de pico para cada plaguicida en la mezcla en las diferentes
disoluciones, se obtiene la recta de calibrado lineal para cada uno, “Area de pico” frente a
“Concentracion (ppm)” (Tabla 10).

Las fracciones extraidas en el procedimiento de SPE con los cartuchos desarrollados, se
interpolardn en dichas rectas para obtener el %Recuperacién para cada plaguicida.
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Tabla 10: Tiempos de retencion y rectas de calibrado para cada uno de los 6 plaguicidas

fenoxidcidos
. Recta de calibrado
Compuesto tr (min) . »
Area de pico frente a Concentracion (ppm)
Area =53,0-C+5,62
4CPA 6,791
R2=0,9958
Area =50,5-C-1,33
MCPA 7,194
R2=0,9997
Area=47,0-C-0,431
MCPP 7,535
R2=0,9967
Area =49,0-C+ 10,2
MCPB 7,766
R2=0,9873
Area =25,9-C+ 1,46
Fenoxaprop 8,127
R?=0,9933
Area =43,0-C- 0,589
Haloxyfop 8,449
R2=0,9979

6.2. ESTUDIO CON MIP Y NIP DE MAA PARA MCPA

Los primeros polimeros que se prepararon fueron los MIP y NIP de MAA. Con ellos, se ha
realizado el proceso de SPE descrito anteriormente, y se ha procedido al andlisis individual
del MCPA en las diferentes fracciones de extraccidn: carga, lavado y elucién.

El lavado es una etapa clave en la extraccion, porque se pueden dar pérdidas del compuesto.
Es de esperar que existan unas condiciones de lavado en las que el MCPA se pierda al
emplear el NIP ya que no existen interacciones especificas. Si la huella que ha dejado el
MCPA en el MIP funciona, tras la etapa de lavado de SPE el MCPA quedara retenido, lo que
implicaria una destacada selectividad para el polimero MIP desarrollado.

Por ello, se han ensayado 3 condiciones de lavado diferentes, empleando 2,5 mL de agua,
ACN o diclorometano.

6.2.1. SPE CON MIP Y NIP DE MAA: ETAPA DE LAVADO DE SPE CON AGUA

El procedimiento empleado es el explicado en el apartado 5.4.1. Los porcentajes de
recuperaciéon de MCPA en las fracciones de carga, lavado y elucién empleando los MIPs
(Tabla 11) y NIPs (Tabla 12) de MAA se muestran a continuacién en las tablas.
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Tabla 11: SPE del MCPA con el MIP MAA lavando con agua

Fraccion de SPE MIP MAA %Recuperacién £ Desviacidn estandar
(%Rec * s)
Carga 15+9
Lavado con agua 25+4
Elucién 60t4
%Rec total = 100

Tabla 12: SPE del MCPA con el NIP MAA lavando con agua

Fraccion de SPE NIP MAA %Rec t s
Carga 15+ 8
Lavado con agua 206
Elucién 6512
%Rec total = 100

En los procesos de SPE, interesa que no haya pérdidas en la etapa de carga y lavado, y que
el compuesto se recupere por completo en la etapa de elucién. De este estudio se deduce
gue en la etapa de carga, se pierde parte del MCPA, lo mismo en el MIP que en el NIP, cerca
de un 15%. lgual sucede en la etapa de lavado, en la que se pierde entre un 20y 25%. Y el
porcentaje de MCPA restante, entre el 60 y 65%, se extrae en la etapa de elucion. En estas
condiciones, el MIP y el NIP tienen un comportamiento similar.

Tanto con el MIP como con el NIP se recupera todo el MCPA al sumar la recuperacion de las
tres fracciones, pero las pérdidas en las etapas de carga y lavado hacen que el proceso no
sea adecuado.

6.2.2. SPE CON MIP Y NIP DE MAA: ETAPA DE LAVADO CON ACN

El procedimiento empleado es el explicado en el apartado 5.4.1., pero en este caso, la etapa
de lavado de SPE se ha hecho con 2,5 mL de ACN. Al igual que en el estudio anterior, se han
recogido y analizado las fracciones de las etapas de carga, lavado y elucion para comprobar
el funcionamiento de los MIPs (Tabla 13) y NIPs (Tabla 14).
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Tabla 13: SPE del MCPA con el MIP MAA lavando con ACN

Fraccion de SPE MIP MAA %Rec=ts
Carga 3+3
Lavado con ACN 86+3
Elucidn 11+1,1
%Rec total =100

Tabla 14: SPE del NIP MAA lavando con ACN

Fraccion de SPE MIP MAA %Rects
Carga 10+9
Lavado con ACN 85+10
Elucidn 1,4+0,1
%Rec total = 96,4

En este caso, en la etapa de carga, el MIP pierde menos MCPA que el NIP, 3% y 10%
respectivamente. En la etapa de lavado, el ACN arrastra una gran fraccion de MCPA tanto
en el MIP como en el NIP, cerca del 85%. En la elucidn, el MIP recupera el 10% de MCPA
restante, y el NIP recupera el 1,4% restante. Los resultados indican que el MIP retiene algo
mas al MCPA, lo cual es lo esperado al tener el MIP la huella del compuesto en su estructura,
pero en ambos casos se pierde una elevada fracciéon de MCPA en el lavado, lo que hace que
el proceso no sea adecuado.

6.2.3. SPE CON MIP Y NIP DE MAA: ETAPA DE LAVADO CON DICLOROMETANO

El procedimiento empleado es el explicado en el apartado 5.4.1., pero en este caso, la etapa
de lavado de SPE se ha hecho con 2,5 mL de diclorometano. Se han recogido solo las
fracciones de carga y elucién, ya que el disolvente empleado para el lavado, el
diclorometano, no es miscible con la fase movil del sistema HPLC, lo que causaria problemas
de inestabilidad en el sistema de medida.

Los porcentajes de recuperacion de MCPA en la fraccién de carga fue de 7 £ 3 % con el MIP,
y de 7+ 2 % con el NIP. En la fraccion de elucién no se recupera nada de MCPA, por lo que
se deduce que el diclorometano ha arrastrado todo el MCPA en la etapa de lavado. Por ello,
este proceso tampoco resulta adecuado para la extracciéon del MCPA.
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6.3. ESTUDIO CON MIP Y NIP DE 4-VP TOLUENO 20 MIN PARA MCPA

En segundo lugar, se prepararon los MIP y NIP de 4-VP empleando tolueno como porégeno
y 20 minutos de tiempo de contacto para el complejo de pre-polimerizacién MCPA-4-VP.
Con estos cartuchos, se ha realizado el proceso de SPE descrito anteriormente (apartado
5.4.2.), y se ha procedido al analisis individual del MCPA en las diferentes fracciones de
extraccién: carga, lavado y elucién.

Ya se ha comentado que el lavado es una etapa clave en la extraccion, porque al emplear el
NIP se pueden dar pérdidas del compuesto que no se producen al emplear el MIP (que si
posee interacciones especificas). Por ello, se han ensayado 6 condiciones de lavado
diferentes:

- lLavado con 2,5 mL de diclorometano

- Lavado con 2,5 mL de tolueno

- lLavado con 2,5 mL de agua

- Lavado con 2,5 mL de mezclas MeOH:agua en diferentes proporciones
- Lavado con 2,5 mL de mezclas ACN:agua en diferentes proporciones

- Cargay lavado con agua a diferentes pHs

6.3.1. SPE CON MIP y NIP DE 4-VP TOLUENO 20 MIN: ETAPA DE LAVADO CON
DICLOROMETANO

El estudio de extraccidn del MCPA se ha hecho con MIP y NIP, y los ensayos se han realizado
por triplicado.

El procedimiento de SPE empleado es el explicado en el apartado 5.4.2., pero en este caso,
la etapa de lavado de SPE se ha hecho con 2,5 mL de diclorometano. Se han recogido sélo
las fracciones de carga y elucion, ya que el diclorometano no es miscible con la fase movil
del sistema HPLC.

En este estudio, en la etapa de carga no se escapa nada de MCPA ni al emplear el MIP ni el
NIP. Y en la fraccidn de elucidn, se recupera un 94 + 3% del MCPA con el MIPy un 92 +1,5%
con el NIP. Asi que empleando diclorometano como disolvente de lavado, la extraccidon del
MCPA es completa, pero no existen diferencias entre el NIP y el MIP.

6.3.2. SPE CON MIP Y NIP DE 4-VP TOLUENO 20 MIN: ETAPA DE LAVADO CON TOLUENO

El estudio de extraccion del MCPA se ha hecho con MIP y NIP, y los ensayos se han realizado
por triplicado.

El procedimiento empleado es el explicado en el apartado 5.4.2., pero en este caso, la etapa
de lavado de SPE se ha hecho con 2,5 mL de tolueno. Se decidié no recoger la fraccién de
carga, ya que del estudio anterior se deduce que no hay pérdidas de MCPA en esta etapa.
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Tampoco se recogio la etapa de lavado, ya que el tolueno no es miscible con la fase movil
del sistema HPLC.

La recuperacién de MCPA en la etapa de elucion fue un 96 £ 2 % con el MIP y un 98,2 + 0,8%
con el NIP. Por tanto, se ha demostrado que lavando con tolueno se extrae todo el MCPA
sin pérdidas, pero seguimos sin tener diferencias entre la capacidad de extracciéon de MIP y
NIP.

6.3.3. SPE CON NIP DE 4-VP TOLUENO: ETAPA DE LAVADO CON AGUA

En este caso solo se ha realizado la extraccién utilizado el NIP, y por triplicado. El
procedimiento de SPE es el explicado en el apartado 5.4.2. Y se han recogido y analizado las
fracciones de carga, lavado y elucidn. El porcentaje de recuperacidon de MCPA en las distintas
fracciones se muestra en la tabla 15.

Tabla 15: SPE del MCPA con el NIP 4-VP TOLUENO lavando con agua

Fraccion de SPE %Rec s
NIP 4-VP Tol. 20 min
Carga 0
Lavado con agua 0,2+0,3
Elucién 1024
%Rec total = 102,2

En la etapa de carga no se pierde MCPA, y tampoco en la etapa de lavado con agua; en la
etapa de elucion, se recupera todo el MCPA. Por lo tanto, si con el NIP se recupera todo, no
tiene sentido realizar la extraccion con el MIP, porque no se espera que funcione peor. El
NIP es un buen sorbente para el MCPA, pero no existe el mecanismo de selectividad
adicional que proporcionan los huecos.

En cualquier caso, se continuard probando otras condiciones de lavado con el NIP.

6.3.4. SPE CON NIP DE 4-VP TOLUENO: ETAPA DE LAVADO CON MEOH:AGUA EN
DIFERENTES PROPORCIONES

En este caso, también se ha utilizado para el SPE Unicamente el NIP (ensayos por duplicado),
y el procedimiento es el explicado en el apartado 5.4.2., lavando con 2,5 mL de MeOH:Agua
en diferentes proporciones: 10%, 25%, 40%, 80% y 100% MeOH. Se han recogido las
fracciones de lavado y elucién, porque en la carga no se espera perder MCPA.

En la Tabla 16 se muestran los %Rec del MCPA en las etapas de lavado y elucién en las
diferentes condiciones ensayadas.
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Tabla 16: SPE del MCPA con el NIP 4-VP Tolueno lavando con MeOH:Agua en diferentes

proporciones
%MeOH:Agua Fraccion recogida %Rec
en la etapa de lavado

10:90 Lavado 1.2
10:90 Elucion 98
25:75 Lavado 2
25:75 Elucion 98
40:60 Lavado 3
40:60 Elucién 98
80:20 Lavado 4
80:20 Elucion 100
100:0 Lavado 2
100:0 Elucion 101

En todos los ensayos se observa que en el lavado practicamente no se pierde MCPA y en la
fase de elucidn se recupera todo el MCPA. Por tanto, el MeOH no servird como disolvente
de lavado, porque no es capaz de quitar las interacciones no especificas entre el NIP y el
MCPA.

6.3.5. SPE CON NIP DE 4-VP TOLUENO: ETAPA DE LAVADO CON ACN:AGUA EN
DIFERENTES PROPORCIONES

Como en el apartado anterior, en este estudio sélo se ha utilizado el NIP, y el procedimiento
es el explicado en el apartado 5.4.2., lavando con 2,5 mL de ACN:Agua en diferentes
proporciones: 10%, 25%, 40%, 60% y 100% ACN. Se han recogido y analizado las fracciones
de lavado y elucién.

En la Tabla 17 se muestran los %Rec del MCPA en las etapas de lavado y elucién en las
diferentes condiciones ensayadas.

Se deduce de los resultados de la extraccion que practicamente no se pierde MCPA en la
etapa de lavado (entre 1-2%). En la fraccion de elucién, en general, se recupera
cuantitativamente el MCPA, entre un 88-96%. Por ello, se concluye que el ACN tampoco es
el disolvente de lavado adecuado para sacar el MCPA del NIP, ya que en general no elimina
las interacciones no especificas MCPA-NIP.
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Tabla 17: SPE del MCPA con el NIP 4-VP Tolueno lavando con ACN:Agua en diferentes

proporciones
%ACN:Agua en la etapa de lavado Fraccion recogida %Rects
10:90 Lavado 1,2
10:90 Elucién 97
25:75 Lavado 2
25:75 Elucion 91
40:60 Lavado 2
40:60 Elucién 92
60:40 Lavado 2
60:40 Elucién 88
80:20 Lavado 7
80:20 Elucion 89
100:0 Lavado 1,2
100:0 Elucién 96

6.3.6. SPE CON NIP DE 4-VP TOLUENO: ETAPA DE CARGA Y LAVADO A DIFERENTES pHs

En este caso también se ha utilizado solo el NIP, y el procedimiento de SPE es similar al
explicado en el apartado 5.4.2. La etapa de carga del MCPA se ha realizado a diferentes pHs
(3,5,7y9)ytambién el lavado se ha realizado a los mismos pHs. En todos los casos se han
recogido y analizado las fracciones de lavado y elucion (Tabla 18).

Tabla 18: SPE del MCPA con el NIP 4-VP Tolueno: etapas de carga y lavado a diferentes

PpHs
pH de la etapa de carga y lavado Fraccion recogida %Rec
3 Lavado 0,8
3 Elucién 91
5 Lavado 0,6
5 Elucién 92
7 Lavado 0,6
7 Elucién 95
9 Lavado 0,7
9 Elucién 102
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El estudio del pH de carga y lavado, demuestra que no se escapa el MCPA en ninguno de los
pHs estudiados, ni en la carga ni en el lavado, y en la elucidn se recupera el MCPA entre un
91y un 102%.

El NIP sigue dando buenos resultados, por tanto, seguimos sin tener una condicién en la que
el NIP pierde el MCPA. Si el NIP recupera bien al MCPA, no tiene sentido estudiar la
extraccién con el MIP, porque se espera que los resultados sean similares.

Las interacciones del NIP con el MCPA son fuertes, ya que la retencién es muy buena, pero
no son selectivas al no haber huecos especificos. Por ello, se decide preparar sorbentes MIP
y NIP cambiando ligeramente las condiciones de polimerizacién.

6.4. ESTUDIO CON MIP Y NIP DE 4-VP ACN 24 HORAS PARA MCPA

Dado que no se han demostrado interacciones especificas con el MIP y NIP de 4-VP Tolueno
20 minutos, se decide preparar sorbentes MIP y NIP de 4-VP empleando ACN como
porégeno. El ACN disuelve bien al MCPA vy al 4-VP, proceso que era menos favorable con
tolueno, por lo que esperamos que la formacién del complejo de pre-polimerizacién sea
mas efectiva. Ademas, en este caso, se ha aumentado el tiempo de contacto de la mezcla
de pre-polimerizacion MCPA-4VP a 24 HORAS.

Con estos sorbentes, MIP y NIP 4-VP ACN 24 HORAS, se ha realizado el proceso de SPE
descrito en el apartado 5.4.2., empleando dos condiciones de lavado (2,5 mL de
diclorometano y 2,5 mL de agua), y se ha procedido al analisis individual del MCPA en las
diferentes fracciones de extraccién: carga, lavado y elucién.

6.4.1. SPE CON MIP y NIP DE 4-VP ACN 24 HORAS: ETAPA DE LAVADO CON
DICLOROMETANO

En este caso, se han recogido y analizado sdlo las fracciones de carga y elucién, ya que el
diclorometano no es miscible con la fase movil del sistema HPLC.

Con el NIP se pierde un 30 = 10% de MCPA en la etapa de carga y se recuperaun 47 £ 9% en
la elucidn, por lo que calculamos que en el lavado se ha perdido cerca del 23%. Y en el caso
del MIP, se pierde solo un 4 £ 3% de MCPA en la etapa de carga, y se recupera un 78 + 9%,
por tanto, se calcula que se ha perdido un 18% en el lavado.

En este caso, el MIP recupera mds que el NIP, lo que induce a pensar que ahora si hay
interacciones especificas en el MIP que hacen que el proceso de extraccién sea mas
selectivo.
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6.4.2. SPE CON MIP Y NIP DE 4-VP ACN 24 HORAS: ETAPA DE LAVADO CON AGUA

Dado que en el ensayo anterior, empleando diclorometano en la etapa de lavado de SPE, se
perdia cerca de un 18% de MCPA en el lavado con el MIP, se realiza el SPE empleando Agua
como disolvente de lavado. Se han recogido y analizado las fracciones de carga, lavado y
elucion de la extraccion con los MIPs y con los NIPs (Tabla 19).

Tabla 19: SPE del MCPA con el MIP y el NIP 4-VP ACN 24 HORAS lavado con agua

Sorbente Etapa de SPE %Rects
MIP 4VP ACN 24h Carga 4,1+0,9
MIP 4VP ACN 24h Lavado 1,0+1,1
MIP 4VP ACN 24h Elucion 93+6
NIP 4VP ACN 24h Carga 15+9
NIP 4VP ACN 24h Lavado 0,78 £ 0,06
NIP 4VP ACN 24h Elucion 80+11

Se deduce del estudio que con el MIP se pierde muy poco MCPA en la etapa de carga (4%)
y en la etapa de lavado (<1%). La recuperacion del MCPA es cuantitativa en la etapa de
elucion (93%). Por otro lado, el NIP pierde mas MCPA que el MIP en la etapa de carga (14
9%), no pierde nada en el lavado con agua, y en la elucién se recupera cerca del 80%. Los
resultados con el NIP son ademas menos reproducibles, obteniéndose errores mas grandes.

Estas condiciones de SPE, lavando con agua, son adecuadas para la extraccidon del MCPA, ya
gue se obtienen mejores recuperaciones con el MIP que con el NIP, demostrando de nuevo
la selectividad del sorbente. Por lo tanto, se selecciond el MIP 4-VP ACN 24 HORAS para
realizar los siguientes estudios.

6.5. CAPACIDAD DE PRECONCENTRACION DEL MIP 4VP ACN 24HORAS

La extraccion en fase sdélida permite preconcentrar el analito a determinar si se procesa una
cantidad de muestra grande y se realiza la elucién con una cantidad de disolvente pequefia.
De esta manera, una concentracién de analito inicial muy pequefia, no detectable, podria
detectarse al aumentar la concentracidn final tras el proceso.

El factor de concentracion (FC) puede calcularse como el “Volumen de muestra procesada”
entre el “Volumen de eluyente”. Por ejemplo, si se procesan en la etapa de carga 50 mL de
muestra y en la etapa final se eluye el analito con 2 mL de disolvente, se tendria un factor
de concentracién de 25 (FC=50mL/2mL=25). Para que el FC sea el maximo posible tras el
proceso de SPE, es conveniente procesar un volumen grande de muestra y eluir el
compuesto mediante un volumen pequefio de disolvente, sin que haya pérdidas en la
retencién del compuesto a determinar.
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Para estudiar la capacidad de preconcentraciéon empleando el MIP 4-VP ACN 24 horas, se
han realizado dos estudios:

- estudio del volumen y composicidn del eluyente, con la intencién de seleccionar el
minimo volumen de eluyente que permita extraer el MCPA con recuperaciones
cercanas al 100%.

- estudio del volumen de ruptura, con la intencidn de seleccionar el maximo volumen
de muestra que se pueda procesar sin que haya pérdidas del MCPA en la retencidn.

6.5.1. ESTUDIO DEL VOLUMEN Y COMPOSICION DEL ELUYENTE

Para establecer el volumen éptimo de eluyente con el MIP 4VP ACN 24 HORAS se ha
realizado el SPE empleando 5 mL de patréon de MCPA en la etapa de carga, y un volumen
total 5 mL de MeOH:ACH 90:10 en la etapa de elucidn transferido en 5 veces, usando 1 mL
cada vez, para comprobar qué volumen de eluyente es necesario para recuperar todo el
MCPA. Cada mL recogido se ha aforado a 5 mL con MeOH:ACH 90:10, de forma que no hay
preconcentracion tras el SPE. Los porcentajes de recuperacion del MCPA con cada mL de
eluyente se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20: Estudio del volumen del eluyente (MeOH:ACH 90:10) con el MIP 4-VP ACN 24

HORAS
Elucién %Rects
12 Elucién con 1 mL 8712
22 Elucién con 1 mL 8,1+0,6
32 Elucion con 1 mL 2,0+1,7
42 Elucion con 1 mL 1,2+1,0
52 Elucién con 1 mL 1,8+1,3

El volumen éptimo de elucién seria de 2 mL, puesto que en el primer mililitro se recupera
un 87% y en el segundo un 8,1% del MCPA, lo que sumaria un total de 95.1% de MCPA
recuperado. Se observa en la tabla que en las tres Ultimas eluciones se recupera entre un
1,2% y un 2% de MCPA, lo que se considera despreciable.

Una vez seleccionado el volumen dptimo de eluyente, se estudia su composicion idonea
para la elucion cuantitativa del MCPA. Para ello se realiza el proceso de SPE empleando
cuatro condiciones de elucién diferentes:

- 2 mLde MeOH:ACH (90:10)
- 2mLde MeOH:ACH (95:5)
- 2mlL de MeOH:ACH (99:1)
- 2mlLde Agua:ACH (90:10)
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En cuanto ala relacion MeOH:ACH (Tabla 21), la elucién con MeOH:ACH (90:10) se considera
la mejor, ya que la recuperacidn del MCPA es cuantitativa (95,8%). Por otra parte, se
observa en estas condiciones menos dispersion de los resultados (s=1.1).

Tabla 21: Estudio de la composicién del eluyente con el MIP 4-VP ACN 24 HORAS

Etapa %Rec + s %CV
Elucion con 2 mL MeOH:ACH (90:10) 95,8+1,1 1.3%
Elucién con 2 mL MeOH:ACH (95:5) 94 +7 8%
Elucion con 2 mL MeOH:ACH (99:1) 87+12 14%
Elucién con 2 mL Agua:ACH (90:10) 3,028 93%

A partir de la desviacién estandar y el valor medio de las recuperaciones puede calcularse
el coeficiente de variacion, (%CV=s*100/valor medio), parametro empleado habitualmente
para estudiar la repetibilidad de las medidas. Cuanto mas pequefio es el %CV, menor es la
dispersién de los resultados y mejor es la repetibilidad. En la Tabla 21 aparecen los %CV en
cada una de las condiciones ensayadas. Asi, aunque la recuperacién es similar con
MeOH:ACH 90:10 o 95:5, se selecciona como déptima la primera condicién al ser el %CV
menor. En general, podemos decir que cuando se disminuye el porcentaje de acido en el
eluyente, la recuperacién disminuye y el %CV aumenta.

Por otra parte, el tltimo estudio en el que se ha sustituido el MeOH por agua indica que si
no hay MeOH en el eluyente, el MCPA no se recupera.

6.5.2. ESTUDIO DEL VOLUMEN DE RUPTURA

El volumen de ruptura es el volumen maximo de muestra que se puede procesar mediante
SPE sin que haya pérdidas en la recuperacién del analito.

Para realizar el estudio del volumen de ruptura, en la etapa de carga del SPE se han
procesado diferentes volumenes de patréon de MCPA en diferentes concentraciones iniciales
(Tabla 22). En todos los casos, la elucidn se ha realizado con 2 mL de MeOH:ACH 90:10, de
manera que la concentracién final esperada del analito teniendo en cuenta el factor de pre-
concentracion es siempre de 1 ppm. En la Tabla 22 se muestran las condiciones de los
diferentes ensayos, que se han realizado siempre por triplicado.
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Tabla 22: Ensayos de SPE realizados para estudiar el volumen de ruptura

Volumen Volumen Factor de [MCPAJinicial [MCPAIJsinal esperada
procesado eluyente | concentracion (ppm) (ppm)
250 mL 2mL 125 0,008 1
100 mL 2mL 50 0,02 1
25 mL 2mL 12,5 0,08 1
5mL 2mL 2,5 0,4 1

El grafico de la Figura 9 muestra los porcentajes de recuperacion de MCPA para los
diferentes volimenes de muestra procesados.
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Figura 9: Porcentajes de recuperacion de MCPA para diferentes volumenes de muestra
procesados empleando el MIP 4-VP ACN 24 horas

Se observa que en el gréfico de la Figura 9 que la recuperacién del MCPA es proxima a 100%
para volumenes de hasta 100 mL. Sin embargo, cuando se procesan 250 mL el porcentaje
de recuperacién es cercano al 50%, lo que indica que el MCPA se va perdiendo durante la
etapa de carga. Por tanto, el volumen de ruptura es de 100 mL, es decir, se pueden procesar
hasta 100 mL sin que haya pérdidas de MCPA.
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6.6. SPE DE MEZCLAS DE PLAGUICIDAS FENOXIACIDOS CON MIP 4-VP ACN 24 HORAS

A continuacién, se estudid la capacidad de extracciéon del sorbente MIP 4-VP ACN 24 HORAS
empleando mezclas de MCPA con otros 5 plaguicidas fenoxidcidos (4CPA, MCPP, MCPB,
Fenoxaprop y Haloxyfop).

Para este estudio, se ha realizado una mezcla de los 6 plaguicidas con 0,5 ppm de cada uno
en 5 mL de agua. La mezcla se ha procesado en la etapa de carga del SPE, se ha lavado con
2,5 mL de agua y se ha eluido con 2 mL de MeOH:ACH 90:10, aforados finalmente a 5 mL
con agua. Posteriormente se han analizado los plaguicidas mediante HPLC. Los porcentajes
de recuperacidn de los 6 plaguicidas tras el SPE se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23: SPE de mezclas de 6 plaguicidas con MIP 4-VP ACN 24 horas

Compuesto %Rec s
4CPA 70+ 10
MCPA 95+5
MCPP 899
MCPB 908

Fenoxaprop 1077

Haloxyfop 89+9

En general, las recuperaciones son buenas (>89%) para todos los compuestos, excepto para
el 4-CPA que al ser el compuesto mas polar y mas pequeiio, se pierde en parte al procesar.

Este sorbente, ademas de resultar adecuado para la extraccion del MCPA, que se ha
utilizado como plantilla en la polimerizacidon, es capaz de extraer cuantitativamente
plaguicidas de la familia del MCPA con estructuras muy similares como MCPP y MCPB. Otros
plaguicidas fenoxidcidos con estructuras algo mas grandes, como fenoxaprop y haloxyfop,
también consiguen extraerse con buenas recuperaciones.

6.7. APLICACION DE SPE A MUESTRAS DE AGUA REALES CON MIP 4VP ACN 24 HORAS.

Finalmente, se ha procedido al analisis de 3 muestras de agua reales:

- Agua de grifo de ésmosis (Sueca)
- Agua de pozo (Sueca)
- Agua mineral Bezoya

Para el analisis, se ha aplicado el SPE a 100 mL de muestra de agua aditivada con la mezcla
de 6 plaguicidas empleada en el apartado anterior (concentracién inicial de todos los
compuestos en la mezcla 0,025 ppm; concentracion final tras SPE 0,5 ppm). Posteriormente,
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se han analizado los plaguicidas mediante HPLC. Aunque se espera que las muestras no
contengan plaguicidas a los niveles de concentracion estudiados, también se ha aplicado el
proceso SPE + HPLC a las muestras de agua sin aditivar (blanco de muestra) con la finalidad
de comprobar la presencia o ausencia de dichos plaguicidas en las muestras.

6.7.1. SPE DE MUESTRA DE AGUA DE GRIFO DE OSMOSIS (SUECA)

Se ha aditivado una muestra de 100 mL de agua de grifo de dsmosis con la mezcla de 6
plaguicidas (0,025 ppm de cada compuesto) para procesarla por el MIP ACN 24 HORAS
mediante SPE, que se ha lavado con 2,5 mL de agua y se ha eluido con 2 mL de MeOH:ACH
90:10 aforados a 5 mL con agua (concentracién final 0,5 ppm cada compuesto). Los
porcentajes de recuperacién obtenidos en la etapa de elucidon para cada compuesto se
muestran en la Tabla 24.

Tabla 24: SPE de muestra de agua de grifo con MIP 4-VP ACN 24 horas

Compuesto %Rec ts
4CPA 58 +11
MCPA 85+3
MCPP 102+3
MCPB 93,0+0,2
Fenoxaprop 876
Haloxyfop 92+6

Al igual que en el estudio de mezclas, la recuperacion es buena (>85%) para todos los
compuestos excepto para el 4CPA, que es el compuesto mas polar y se pierde en parte al
procesar. Por otra parte, el blanco de muestra no presentaba ninguno de los plaguicidas
estudiados.

La extraccidn ha resultado efectiva con esta muestra real, aunque se ha de mencionar que
se trata de una muestra de agua de grifo tratada mediante dsmosis inversa, por lo que se
espera que tenga pocas interferencias.

6.7.2. SPE DE MUESTRA DE AGUA DE POZO

Se ha recogido una muestra de agua de un pozo en la localidad de Sueca (Valencia). La
muestra (100 mL) se ha tratado mediante SPE con el MIP ACN 24 HORAS siguiendo el mismo

procedimiento que la muestra anterior, y la fraccidon de elucién se ha analizado mediante
HPLC (Tabla 25).
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Tabla 25: SPE de muestra de agua de pozo con MIP 4-VP ACN 24 HORAS

Compuesto %Rec + s
4CPA 505
MCPA 1816
MCPP 19+5
MCPB 788
Fenoxaprop 1016
Haloxyfop 90+ 10

Esta muestra ha proporcionado resultados de extraccién muy malos para 4CPA, MCPA y
MCPP. El 4CPA ha dado resultado similar a las mezclas de patrones, por lo que posiblemente
se escapa debido a su alta polaridad. EIl MCPA y el MCPP han dado recuperaciones muy
bajas, posiblemente debido a la presencia de interferentes organicos como los 4cidos
humicos y fulvicos, habituales en el suelo, que al salir de la columna han solapado los picos
de estos compuestos y el sistema HPLC no los haya podido detectar correctamente. De
hecho, en el blanco de muestra se observaba una banda ancha en la zona de salida de dichos
compuestos.

Por otra parte, los compuestos mds apolares (MCPB, Fenoxaprop y Haloxyfop) se recuperan
relativamente bien (%Rec entre 78-104%).

6.7.3. SPE DE MUESTRA DE AGUA MINERAL (BEZOYA)

Se ha aditivado una muestra de agua mineral (100 mL) con la mezcla de 6 plaguicidas
(concentracioén inicial 0,025 ppm de cada compuesto). La muestra aditivada se ha procesado
mediante SPE con el MIP ACN 24 HORAS, lavando con 2,5 mL de agua y eluyendo con 2 mL
de MeOH:ACH aforando a 5 mL con agua (concentracion final de los compuestos 0.5 ppm
c/u). Los porcentajes de recuperacion obtenidos en la etapa de elucion para cada
compuesto se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26: SPE de muestra de agua mineral (Bezoya) con MIP 4-VP ACN 24 horas

Compuesto %Rec s
4CPA 56+ 13
MCPA 73t9
MCPP 88+14
MCPB 88+3
Fenoxaprop 96+6
Haloxyfop 92+2
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Se observa que la mayoria de los compuestos tienen recuperaciones adecuadas. El 4CPA
sigue dando recuperaciones bajas, posiblemente debido a su caracter polar. Y el MCPA
pierde cerca del 27% en esta muestra, posiblemente debido a la presencia de cationes y
aniones habituales en el agua embotellada (bicarbonatos, cloruros, calcio, magnesio, etc.)
gue modifican la fuerza idnica de la disolucidn y hacen que se pierda una parte del MCPA en
la etapa de carga.
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7. CONCLUSIONES

Se han preparado polimeros de impronta molecular y los correspondientes polimeros sin
impronta en diferentes condiciones de polimerizacidon, para emplearlos como sorbentes en
cartuchos para extraccion en fase sélida del MCPA y otros 5 compuestos de la familia de los
fenoxidcidos.

En primer lugar, con los polimeros en los que se ha utilizado el MAA como mondmero, se
perdia el MCPA en las etapas de carga y lavado, por lo que se descartaron.

En segundo lugar, con los polimeros en los que se ha utilizado el 4-VP como monémero, con
un tiempo de contacto de 20 minutos y tolueno como pordgeno, proporcionaron siempre
datos muy buenos de recuperacidn en la etapa de elucién, y similares para los polimeros
MIP y NIP. No se ha encontrado ninguna condicién en la que el polimero NIP perdiese el
MCPA y el polimero MIP no lo perdiese. Asi que aunque existian fuertes interacciones del
polimero con el MCPA, éstas no eran especificas.

Los polimeros seleccionados fueron los sintetizados con 4-VP como mondmero, ACN como
porégenoy 24 horas de contacto. Tras el SPE lavando con agua, no habia pérdidas de MCPA,
que se recuperaba cuantitativamente en la elucidn al emplear el MIP. Sin embargo, el NIP
presentaba una pérdida de MCPA cercana al 20% en las etapas de carga y Lavado. En este
caso, se considerd que las interacciones del MCPA con el polimero si eran especificas,
debidas a los huecos, lo que aporta selectividad.

Con el MIP 4VP ACN 24 HORAS se estudié la capacidad de preconcentracion tras el SPE, y se
dedujo que se pueden procesar sin pérdidas hasta 100 mL de patrén de MCPA y realizar la
elucion cuantitativa con 2 mL de eluyente, lo que permite un factor de pre-concentracion
de 50.

Al aplicar el proceso de extraccion a una mezcla patron de 6 compuestos fenoxiacidos con
estructuras similares se obtuvieron recuperaciones cuantitativas para todos los
compuestos, obteniendo solo ligeras pérdidas para el compuesto mas polar (4CPA).

Finalmente, se aplicé el proceso de extraccion a tres muestras de agua reales de diferente
procedencia aditivadas con la mezcla de 6 compuestos. Las muestras mas sencillas (agua del
grifo de dsmosis y agua mineral bezoya) proporcionaron buenas recuperaciones para todos
los compuestos excepto el 4CPA. Por otra parte, con el agua de pozo habia interferencias en
la determinacion de 4CPA, MCPA y MCPP, probablemente debidas a la presencia de acidos
humicos y fulvicos y a la presencia de sales.
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