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RESUM

Els herbicides fenoxiacids s'utilitzen en I'agricultura per a evitar el creixement de males
brosses de fulla ampla en cultius com blat i arrds. Entre els herbicides fenoxiacids més
comuns es troben MCPA, MCPB, MCPP, Fenoxaprop i Haloxifop. Donat el seu s comu i la
seua alta toxicitat, resulta prioritari el control de la preséncia de residus d'aquests herbicides
en les aiglies superficials i subterranies, sent generalment analitzats mitjancant técniques
cromatografiques combinades amb técniques d’extraccio.

La concentraci6 maxima permesa d'aquests compostos, segons la legislacié d'aiglies
potables, és 0,1 ug/L. Degut a les baixes concentracions habituals i a la complexitat de les
mostres, és necessaria I'extraccié de I'herbicida de la matriu de la mostra. Per altra banda, si
tenim en compte que a les mostres d’aigua pot haver compostos quimics de diferent
naturalesa, per a l'extraccié especifica dels herbicides fenoxiacids cal utilitzar un sorbent
selectiu, com els polimers d'empremta molecular (MIPs). Els MIPs sén polimers que es
sintetitzen en preséncia d'un compost plantilla, que s’elimina després del procés de sintesi,
deixant aixi una petjada en el polimer que permet el posterior reconeixement selectiu d'aquest
compost (0 de compostos quimicament similars) quan el MIP s’empra com a sorbent en el
procés d'extraccio.

D'altra banda, I'Gs de sorbents magnétics permet la simplificacié del procés d'extraccio, ja que
el sorbent extractant s’afig directament a la mostra d'aigua i, després d'un periode de contacte
entre el solid i la mostra, la separacié del sorbent que ha adsorbit I'analit d’interés es realitza
mitjangant un imant. Aquest tipus d’extraccié s’anomena extraccio en fase solida magnética
(MSPE)

En aquest treball de fi de grau, s'han preparat al laboratori els sorbents MMIP i MNIP emprant
MCPA com a molécula plantilla. S’ha estudiat la capacitat d'extraccié dels dos polimers per al
MCPA i s’ha establert el factor d’empremtaciéo molecular en diferents condicions de I'etapa
de llavat, fins trobar les condicions d’extraccié selectiva del MCPA. Amb aquestes condicions,
s’ha establert la capacitat d’extraccié selectiva del MMIP per als altres herbicides fenoxiacids.
També s'han optimitzat els diferents parametres clau en I'etapa d'extraccié com son el temps
d’adsorcid, el pH, el volum de mostra, entre altres. L’analisi dels herbicides després de I'etapa
d'extraccié es fa mitjancant cromatografia liquida d'alta resolucié, la separacié de la qual
s’establira per al grup de pesticides seleccionats.

Finalment, el procés d'extraccié amb el MMIP combinat amb I'analisi cromatografic en les
condicions optimes s'han aplicat a I'analisi de mostres d'aigua de diferent procedéncia.

Paraules clau: Polimer d’empremta molecular (MIP); fenoxiacids; herbicides; extraccié en

fase solida magnética (MSPE); preconcentracié; HPLC; mostres d’aigua.



ABSTRACT

Phenoxyacid herbicides are used in agriculture to prevent the growth of bad broadleaf weeds
on crops such as wheat and rice. Among the most common phenoxyacid herbicides are MCPA,
MCPB, MCPP, Fenoxaprop and Haloxyfop. Given their common use and high toxicity, it is a
priority to control the presence of residues of these herbicides in surface and groundwater,
being generally analyzed by chromatographic techniques combined with extraction
techniques.

The maximum permitted concentration of these compounds, according to drinking water
legislation, is 0.1 pg/L. Due to the usual low concentrations and the complexity of samples, it
is necessary to extract the herbicide from the sample matrix. Taking into account that water
samples can contain chemical compounds of different nature, it is necessary to use a selective
sorbent, such as molecularly imprinted polymers (MIPs), for the specific extraction of
phenoxyacid herbicides. MIPs are polymers synthesized in the presence of a template
compound, which is removed after the synthesis process. Thus, a footprint is left on the
polymer structure. This footprint allows the selective recognition of the template (or chemically
similar compounds) when the MIP is used as a solid-phase sorbent in the extraction process.

The use of magnetic solid-phase extraction allows the simplification of the extraction process:
the extracting sorbent is poured directly into the water sample, and after a period of contact
between the solid and the sample, the separation of the sorbent, which has adsorbed the
analyte of interest, is carried out by a magnet. This type of extraction is called magnetic solid
phase extraction (MSPE)

In this work, a MMIP sorbent, with MCPA as template, and a MNIP have been prepared in the
laboratory. Extraction capacity of both polymers for MCPA have been studied and the
molecular imprinting factor of MIP has been established at different washing step conditions,
until the optimum condition for the selective extraction of MCPA has been found. Under this
condition, the selective extraction capacity of MMIP for the other phenoxyacid herbicides have
been established. The different key parameters in the extraction procedure have been also
optimized (adsorption time, pH...). The analysis of herbicides after the extraction step is carried
out by high-performance liquid chromatography and the separation of the selected pesticides
has been also established.

Finally, the MSPE process with MMIP combined with the chromatographic analysis at optimal
conditions have been applied to the analysis of phenoxyacids in water samples of different
sources.

Keywords: Molecular Imprinted Polymer (MIP); MCPA; Phenoxyacids; Magnetics Solid Phase
Extraction (MSPE); Preconcentration; Chromatograph



INDEX D’ABREVIATURES
4-VP: 4-vinilpiridina
AIBN: azo-bis-isobutironitril
C18: cadena organica de 18 carbonis
DAD: detector de fila de diodes
EGDMA: dimetilacrilat d’etilenglicol
FA: fenoxiacids
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Haloxifop o HAL: Metil(RS)-2-{4-[3-cloro-5-(trifluorometil)-2-piridiloxi]fenoxi}propionat
HPLC: Cromatografia liquida d’alta resolucié
IF: Factor d’empremptacié
MCPA: Acid 2-metil-4-clorofenoxiacétic
MCPB: Acid 4- (4-cloro-2-metilfenoxi) butanoic
MCPP: Acid 2-(2-metil-4-clorofenoxi)-propionic
MeCN: acetonitril
MeOH: metanol
MeOH:AcH
MIP: polimer d’empremta molecular
MMIP:polimer magnétic d’empremta molecular
MMISPE: extraccid en fase solida magnetica amb un polimer de empremta molecular
MNIP: polimer magnétic sense empremta molecular
MNPs: nanoparticules magnétiques
MSPE: extraccio en fase solida magnética
NIP: polimer sense empremta molecular
SPE: extraccio en fase solida
VMNP: nanoparticules magnetiques vinilitzades

VTMS: viniltrimetoxisila
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1. INTRODUCCIO

Els herbicides fenoxiacids son dels més utilitzats des del seu debut comercial a mitjans del
segle XX, motiu pel qual han sigut detectats en aigiies de consum. La deteccié d’aquests
compostos és important a causa del seu caracter toxic. No obstant aixo, es troben en molt
baixes concentracions a les mostres d’aigua d’origen ambiental com les aigles de rius, llacs,
mar, séquies, etc. Per aixd, es necessita una etapa d’extraccid que permeta extraure i

preconcentrar els herbicides de la mostra abans del seu analisi.

Una de les técniques més utilitzades per a I'extraccié de plaguicides d’'una mostra aquosa és
I'extraccio en fase solida (SPE). El més usual en aquesta técnica és treballar amb xeringues
o cartutxos farcits d’'un solid, el qual s'anomena sorbent, en el qual es queden retinguts els

compostos d’interés en fer passar la mostra d’aigua a través del sorbent.

Cal tenir en compte que aquest tipus de sorbents s6n generalment poc selectius, motiu pel
gual en aquests Ultims anys estan desenvolupant-se sorbents més selectius, com sén els
polimers d’empremta molecular (MIP). Aquests polimers es sintetitzen al laboratori en
preséncia del compost a analitzar, que s’elimina en la fase de llavat del polimer, deixant unes
cavitats especifiques, que faciliten que I'analit quede retingut temporalment al polimer en
'etapa d’extraccid. La preséncia d’aquestes cavitats especifiques a I'estructura del polimer
permet I'extraccié selectiva del compost o de compostos de la seua familia que presenten

caracteristiques estructurals semblants.

D’altra banda, si el sorbent es prepara en preséncia de nanoparticules magneétiques, el procés
d’extraccié s’anomena extraccié en fase solida magnética (MSPE). En el cas que es combinen
els sorbents MIP amb nanoparticules magnétiques, s’obté un polimer magnétic d'empremta
molecular (MMIP) i el procés d’extraccid s’anomena MMISPE (extraccié en fase solida
magneética amb polimers d’empremta molecular). En la MMISPE, donades les caracteristiques
magnétiques del sorbent, aquest es pot posar directament en contacte amb la mostra d’aigua,
que conté els herbicides, per a la seua extraccio i, fent is d’'un imant, es separen de manera
senzilla el solid que conté els herbicides adsorbits a la seua superficie de la resta de la mostra;

posteriorment, caldra desorbir els analits per a dur a terme I'analisi.

En aquest TFG s’han sintetitzat al laboratori nous sorbents polimérics magnetics, amb
empremta i sense empremta (MMIP i MNIP, respectivament), que permeten I'extraccio
selectiva i quantitativa d’herbicides fenoxiacids presents en mostres d’aigua mitjancant
MMISPE, per a la seua posterior determinacié mitjancant cromatografia liquida d’alta

resolucio.



1.1 HERBICIDES FENOXIACIDS

Un herbicida és un tipus de plaguicida que s'utilitza per inhibir o interrompre el
desenvolupament selectiu de plantes, en cultius o terrenys que van a ser cultivats. Les
principals families d’herbicides s6n: hormonals, de contacte, amb activitat al sol, i amb activitat

foliar i translocacio.

Els herbicides inclosos en aquest treball sén els anomenats fenoxiacids, que son derivats de
I'acid fenoxiacétic, fenoxi-isopropionic i fenoxi-butiric. Es tracta d’'una familia d’herbicides amb
activitat foliar i translocacio, ja que actuen a través de la part aéria de la planta i son
transportats pels feixos vasculars. A més, estan classificats com herbicides hormonals o
reguladors del creixement a causa de la semblanca del comportament amb les fitohormones

del tipus auxines.

Els herbicides fenoxiacids s’han emprat extensament degut al seu baix cost, I'elevada
solubilitat en aigua, la curta persisténcia i I'elevada selectivitat ja que exerceixen la seua acci6

sobre les dicotiledonies i s6n innocus per a les graminies [1].

D’altra banda, cal tenir en compte els efectes adversos d’aquests herbicides sobre el medi
ambient, especialment als medis aquatics, donada la seua llarga persisténcia. En primer lloc,
els herbicides fenoxiacids sén altament mobils i, depenent del tipus de sdl, poden infiltrar-se
fins a arribar a aiglies subterranies. En segon lloc, quan es troben presents en concentracions
suficientment elevades, disminueixen la capacitat nitrificant del sol i produeixen efectes nocius
a la seua microflora. Finalment, cal mencionar la toxicitat moderada, tant dels fenoxiacids com
dels seus productes de degradacio, en animals superiors. Agquesta toxicitat esta lligada a la
presencia d’atoms de clor en la seua estructura, podent arribar a produir efectes teratogenics

i mutagenics [2].

Els herbicides que s’han analitzat en aquest estudi son l'acid 2-metil-4-clorofenoxiacetic
(MCPA), l'acid 2-(2-metil-4-clorofenoxi)-propionic (MCPP), l'acid 4- (4-cloro-2-metilfenoxi)
butanoic (MCPB), el (RS)-2-[4-(6-clorobenzoxazol-2-iloxi)fenoxi]propionat d’etil (Fenoxaprop,
FEN), i el Metil(RS)-2-{4-[3-cloro-5-(trifluorometil)-2-piridiloxi]fenoxi}propionat (Haloxifop,

HAL). A la figura 1 es mostren les estructures quimiques dels cinc herbicides.
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Figura 1. Estructura quimica dels herbicides fenoxiacids inclosos en aquest estudi (font: Propia)

El MCPA és un éster tioetilic que s’empra especialment per al control de dicotiledonies en
cultius de graminies i en cultius llenyosos. Entre les caracteristiques més rellevants es troba
la seua mobilitat i capacitat per lixiviar-se. La seua activitat residual té una durada d’entre 3 i

4 mesos [1].

D’altra banda, el MCPB, que s'utilitza com a herbicida abans i després de 'emergéncia per a
controlar les males herbes de fulla ampla en cultius de graminies i cereals, té un temps de
vida mitja de al voltant de 5 dies, excepte quan els microorganismes estan aclimatats a la

seua accio, en aquest cas la duracié és de menys d’un dia [3].

El temps de vida mitja de MCPP també és curt, d’entre 7 i 13 dies, i s'utilitza per al control
post-emergent selectiu de mala herba de fulla ampla en cultius de poacies, pastures i cultius
perennes; cal remarcar que té un efecte toxic sobre els bacteris d’aigua dol¢a encarregats de

la purificacio de l'aigua [4].

El medi d'acci6 de FEN és la inhibici6 de la biosintesi de lipids. Entre les seues
caracteristiques destaca la selectivitat en cultius de fulla ampla, blat i arros. En el sol és poc
persistent, al cap de 6 dies les concentracions son indetectables a més de ser immobil, i a

'aigua presenta solubilitats diferents i té una vida mitjana de 4 hores [1].



Finalment, el HAL també presenta selectivitat pels cultiu de fulla ampla. Al sol no és persistent,
la seua vida mitjana varia depenent del pH del sol, variant des d’'unes quantes hores fins a 33
dies i presenta una alta mobilitat. A I'aigua és mitjianament soluble i té un potencial de lixiviacio
moderat. A més, el haloxifop-p-metil, un derivat d’aquest compost, és altament toxic per als

peixos [5].

1.2 LEGISLACIO

El Real Decret 140/2003 pel que s’estableixen els criteris sanitaris de la qualitat de I'aigua de
consum huma, annex |, apartat B.1 estableix per a plaguicides una concentracié maxima

admissible de 0.1 ug/L per a un plaguicida individual, i de 0.5 ug/L per a plaguicides totals.

D’altra banda, el Real Decret 849/1986 pel qual s’aprova el Reglament del Domini Public
Hidraulic disposa que el maxim nivell de concentracio per al abocaments de pesticides és 0.5

Ma/L.

1.3 CROMATOGRAFIA

El métode d’'analisi utilitzat en aquest treball per a I'analisi dels herbicides fenoxiacids és un
meétode cromatografic. La cromatografia engloba un conjunt de técniques que permeten
aconseguir la separaci6 i quantificacié dels components d’'una mescla. Es caracteritza per la
preséncia de dues fases: una fase estacionaria, que roman immobil a l'interior del sistema, i
una fase mobil, que es desplaga al llarg del sistema. Les diferents capacitats d’interaccio de

cada component d'una mescla amb la fase mobil i estacionaria permetran la seua separacio
[6]-

La classificacié dels diferents tipus de cromatografia es realitza atenent al fonament de la
separacio, és a dir, depenent de la naturalesa de les fases mobil i estacionaria i les

interaccions predominants.
La classificacid més senzilla atén a la naturalesa de les fases mobil i estacionaria:

e En la cromatografia liquida (LC), la fase mobil és un liquid i la fase estacionaria €s un
solid o un liquid adsorbit sobre un solid inert empaquetat dins d’'una columna. Quan el
sistema treballa a altes pressions, s’anomena cromatografia liquida d’alta pressio o
d’alta resolucié (HPLC).

e En la cromatografia de gasos (GC), la fase mobil és un gas i la fase estacionaria és

un solid o un liquid adsorbit sobre un solid inert empaquetat dins d’'una columna.



A continuacié, es comenta la classificaci6 dels métodes cromatografics atenent al tipus

d’interaccions entre els analits i les fases mobil i estacionaria dels sistemes cromatografics.

En primer lloc, els métodes de cromatografia de liquids amb fase mobil liquida i fase

estacionaria solida, es classifiquen en:

e Cromatografia liquida d’adsorcio, que utilitza la polaritat per obtenir la separacié dels

soluts. La fase estacionaria és meés polar que la fase mobil.

e Cromatografia liquida d’intercanvi ionic, en la qual el solid reté els soluts atenent a

atraccions/repulsions electrostatiques.

e Cromatografia liquida d’exclusié, en que la fase estacionaria és un material porés que

permet la retencié o exclusié de molécules depenent de la forma i grandaria.

En segon lloc, els métodes de cromatografia de liqguids amb fase mobil liquida i fase

estacionaria liquida es classifiquen en:

e Cromatografia liquida de particié, en la qual el liquid de la fase estacionaria es troba
immobilitzat sobre un solid inert, i la separacié dels compostos es deu a les diferéncies

de solubilitat d’aquests entre ambdues fases.

e Cromatografia liquida d’afinitat, que utilitza I'especificitat d’algunes molécules
bioldgigues per a aconseguir la separacio dels compostos. En aquest cas, també la

diferéncia de solubilitats és un mecanisme de separacié indispensable.

Finalment, la cromatografia de gasos, es classifica en:

e Cromatografia gasosa d’adsorcio, en la qual els soluts son retinguts en la fase

estacionaria solida mitjangant processos d’adsorcio.

e Cromatografia gasosa de particié, que es fonamenta en els equilibris de distribucio, ja

gue la fase estacionaria és un liquid que es troba adsorbit sobre un solid inert.

A més de les classificacions anteriors, que atenen a la naturalesa de les fases mobil i
estacionaria i al tipus d’interaccions, la cromatografia es classifica atenent a la composicio i/o

temperatura de la fase mobil, de la seglient manera:



e En la cromatografia liquida, la fase mobil pot variar o no la seua composicié al llarg
de lanalisi, de forma que es distingeix entre la cromatografia liquida amb elucio
isocratica, en la qual la fase mobil té una composicio fixa d’eluent, i la cromatografia
liqguida amb eluci6é en gradient, en la qual la composicio de la fase mobil varia al llarg

de 'analisi.

e En la cromatografia de gasos, es parla d’elucié isocratica quan la composicio de la
fase mobil i la temperatura no varien al llarg de I'analisi, i d’elucié en gradient quan la

composicio de la fase mobil o la temperatura varien al llarg de I'analisi [7].

El meétode cromatografic emprat en aquest estudi per a I'analisi dels herbicides fenoxiacids és
I'HPLC de particié amb elucié en gradient. En el nostre cas, la fase estacionaria és apolari es
troba a l'interior d’'una columna d’acer, i la fase mobil és polar i s’encarrega d’impulsar la
mostra des del sistema d’injeccio a través de la columna fins arribar al detector. Degut a la
variacié de la composicio de la fase mobil al llarg de I'analisi, els compostos que es detecten
en primer lloc sén els més polars. L’esquema de linstrument d’HPLC emprat per a aquest

treball es mostra a la figura 2.
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Figura 2: Components basics del sistema de HPLC emprat en aquest treball (Font: Propia).



L’ instrument d’ HPLC emprat té els seguients components:

Uns recipients que contenen la fase mobil del sistema. Aquestes botelles contenen
dissolvents amb polaritats diferent. El sistema compta amb un sistema per a eliminar
gasos dissolts i evitar interferencies degudes a la formacié de bombolles, encara que
les dissolucions de la fase mobil es posen al ultrasons durant 15 min abans de
comencar a treballar amb el sistema per a I'eliminacio del gasos dissolts.

El sistema de bombeig, 0 bomba, ha d’estar compost per materials inerts i resistents
a la corrosio i tenir les seglents caracteristiques: poder generar pressions altes fins a
400 bar, flux lliure de pulsacions, cabals d’entre 0.1 i 10 mL/min, reproductibilitat del
cabal millor del 0.5%. Les bombes d’'HPLC poden ser de tres tipus: bombes
reciproques, bombes de desplacament i bombes pneumatiques. En aquest cas
s’empra una bomba reciproca, ideal ja que funciona amb un xicotet volum intern, altes
pressions d’eixida, cabdals constants i facil adaptacio al sistema d’elucié en gradient.
El bombeig del flux és amb pulsacions, el que pot generar soroll al cromatograma. En
aquest treball, la velocitat de flux de la fase mobil era de 1mL/min.

El sistema d’injecci6 de mostra utilitzat és el de bucles. Aquest sistema ofereix
avantatges com no despressuritzar la mostra i la injeccié de volums xicotets, la qual
cosa aconsegueix augmentar la reproductibilitat. En aquest estudi el volum d’injeccié
era de 20 pL.

La columna cromatografica, en el interior de la qual es troba la fase estacionaria, es
tracta generalment d’un cilindre d’acer inoxidable farcit amb un sorbent particulat. En
el nostre cas, la fase estacionaria esta formada per particules de 5 micres de diametre

i una estructura de cadenes organiques amb 18 carbonis (C18).

Previ a la columna es troba la precolumna, la qual té diverses funcions com: conservar
l'estat de la columna, eliminar matéria no desitjada, i saturar la fase mobil per
minimitzar les pérdues a la columna. La seua composicid és la mateixa que la

columna, perd amb particules de major tamany per tal de reduir la caiguda de pressio.



El detector ideal deuria reunir les seglents caracteristiques: adequada sensibilitat,
bona estabilitat i reproductibilitat, una resposta lineal per als analits en diferents ordres
de magnitud, treballar bé a altes temperatures, un temps de resposta curt, alta fiabilitat,
senzill d'utilitzar i no destructiu amb la mostra. Entre els més utilitzats estan els
detectors de masses, els d’absorbancia en la zona del UV-vis, de fluorescencia, o
d’index de refraccio. El detector utilitzat en aquest treball és un detector de fila de
diodes (DAD) que permet mesurar l'absorbancia a distintes longituds d’ona, i

'absorbancia seleccionada ha sigut 230 nm.

Un sistema per a enregistrar la senyal del detector, actualment un ordinador amb un
software que permet, entre altres coses, programar i controlar el programa d’analisi
(cabdal i la composicié de la fase mobil, temps d’analisi, gradient, volum d’injeccio,
etc) i emmagatzemar i mostrar la senyal del detector al llarg del temps. Aquest registre

de senyal al llarg del temps s’anomena cromatograma [6].

El cromatograma és una representacio de la resposta del detector front al temps, magnitud

utilitzada per a mesurar I'efluent. Al cromatograma podem observar la linia base, el senyal del

detector en abséncia d’analits, i un o diversos pics cromatografics, que resulten de la senyal

que es genera en I'elucié dels distints components de la mostra. El cromatograma presenta

tants pics cromatografics com compostos hi haja a la mescla analitzada. A la figura 3 es

mostra un cromatograma obtingut amb una mostra amb 2 components; en la mateixa figura

es mostren el parametres que son fonamentals per a la interpretacié d’un cromatograma:

Linia base, senyal detectada en abséncia dels components de I'elucié.

Temps mort, temps on son detectats els components no retinguts per la fase

estacionaria.

Temps de retencio, temps transcorregut entre la injeccio de la mostra i I'aparicio de la
resposta deguda a algun dels components o analits retinguts per la fase estacionaria.
El temps de retenci6 és caracteristic dun compost en les condiciones

cromatografiques de treball.

Area de pic, el pic pot ser quantificat per la seua area, la seua altura, 'amplaria del pic
a mitjan altura i/o 'amplaria del pic a la linia base. En el nostre cas, el parametre de
quantificacio utilitzat és I'area de pic, area compresa entre el pic de I'analit i la linia
base [8].
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Figura 3. Cromatograma de I'extracte metanolic de botons frescs. (Font:[9]).

1.4 POLIMERS D’EMPREMTA MOLECULAR

Els MIPs son materials sintétics d’alta estabilitat, en els que el funcionament és similar als
mecanismes de reconeixement molecular selectiu dels sistemes biologics, és a dir, es
comporten com els receptors biomimeétics (tals com: enzims, anticossos, hormones... )
capagos d’interaccionar de forma selectiva amb un determinat compost mitjangant la
discriminacié6 i I'enllagcament.

Un MIP s’obté sintetitzant una estructura polimérica macromolecular al voltant de la molécula
plantilla (el compost a analitzar o analit), la qual s’elimina de I'estructura una vegada es
completa la polimeritzacié. D’eixa forma, queden en [lestructura del polimer cavitats
estructuralment complementaries als grups funcionals de la molecula plantilla, que ofereixen

al polimer la capacitat de reconeixement molecular selectiu [10].

D’altra banda, els polimers sense empremta molecular (NIP) també sén materials polimérics
sintétics d’alta estabilitat i entrecreuament, que es sintetitzen amb els mateixos components
que el MIP pero al sintetitzar-los no s’introdueix la molécula plantilla, per la qual cosa no
presentaran els llocs de reconeixement selectius per a un determinat analit. EI NIP presenta

unes propietats i mecanismes d’enllag distints al MIP.



1.4.1 Composicié dels MIPs

Els components per a sintetitzar un MIP poden variar amb l'objectiu de modificar el format
fisic o incrementar la afinitat del MIP per la molécula plantilla, no obstant aix0, els principals

components son:
e Molécula plantilla o template

La molécula plantilla és I'analit objectiu, el qual es pretén extraure de manera selectiva
emprant el MIP. Aquest component ha de ser estable en les condicions fisiques emprades
durant la reacci6 de polimeritzacio (temperatura, temps, radiacié UV...), i ha de ser soluble en
la mescla de polimeritzaci6 o romandre immobilitzat sobre un substrat en el procés de
polimeritzacié. En aquest estudi, la molecula plantilla utilitzada per a la sintesis del MIP és
I'herbicida MCPA (figura 1).

e Monomer funcional

Les unitats monomériques s6n molécules que han de presentar un grup funcional organic
(com per exemple, un doble enllag) el suficientment reactiu per a donar lloc a una estructura
polimérica macromolecular, i a més, han de presentar algun grup funcional en la seua
estructura que puga interaccionar amb la molécula plantilla. En aquest treball, s’ha utilitzat el
monomer funcional 4-vinilpridina (4-VP) per a la sintesi del MIP. L’ estructura quimica del 4-
VP es mostra a la figura 4.

CH;

4

Figura 4. Monomer funcional (4-VP) utilitzat per a la sintesi del MIP en aquest treball. (Font:Propia).
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e Reactiu entrecreuant

S’encarrega de crear unions entre les cadenes polimériques, convertint els polimers
termoplastics en termoestables. Aconsegueix la creacié d’'unions entre les cadenes gracies a
la preséncia de 2 grups funcionals a la seua estructura que es troben en els dos extrems de
la molécula. Per a desenvolupar la seua funcié correctament I'entrecreuant s’ha de poder
dissoldre en la mescla de polimeritzacid. A la figura 5 es representa I'agent entrecreuant

utilitzat per a la sintesi del MIP en aquest estudi, dimetilacrilat d’etilenglicol (EGDMA):

CH,

3\/\ CH,
H,C

CH,

.

!

o

]

Figura 5. Reactiu entrecreuant (EGDMA) utilitzat per a la sintesi del MIP. (Font:Propia).

e Iniciador

L’iniciador és una substancia que, per I'accié del calor o la radiaciéo UV, és capag¢ d’escindir-
se donant lloc a especies molt reactives com son els radicals lliures, els carbocations o els

carboanions. Agquestes especies, altament reactives, inicien la reaccié de polimeritzacié.

La variacio fisica que ha de donar-se per a la ruptura de l'iniciador (augment de temperatura,

irradiacio amb llum UV...) no ha d’interferir ni descompondre la resta de components.

El compost encarregat de desenvolupar la funcié d’iniciador en aquest estudi experimental
ha sigut I'azo-bis-isobutironitril (AIBN), un iniciador radicalari, la estructura del qual es mostra

a la figura 6:

M H,C CH,
S 3

p
H.C NN
CH,

Figura 6. Iniciador (AIBN) utilitzat per a la sintesi del MIP en aquest projecte. (Font: Propia).
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e Porogen

A més del seu paper com a dissolvent, que permet que es troben tots els components de la
mescla en una unica fase, els agents porogénics tenen la funcié d’ajudar en la formacié dels
porus (macro i microporus) en el polimer final. D’aquesta manera, la preséncia del porogen
confereix una estructura macroporosa que facilita els processos de transferéncia de massa
en I'extraccio. El porogen seleccionat pot afectar també a I'estabilitat del complex plantilla-
monomer per la seua polaritat, constant dieléctrica i capacitat de protonacio. En el cas dels
dissolvents organics, si s'utilitza el mateix dissolvent en I'etapa de polimeritzacié que en
l'etapa d’adsorcio del compost plantilla, es crea una espécie d’efecte memoria, afavorint
I'enllag del compost plantilla al polimer en el procés d’extraccié. El dissolvent porogen utilitzat

al projecte és I'acetonitril (MeCN), i la seua estructura molecular es mostra a la figura 7.

M

)

H,C

Figura 7. Porogen (MeCN) utilitzat per a la sintesi del MIP en aquest projecte. (Font: Propia.)

Generalment, una mescla de prepolimeritzacié presenta tots els components préviament

exposats, pero pot haver-n’hi altres components o mancar d’alguns [10].

Per a la sintesi d’'un NIP els components que s’utilitzen sén els mateixos que per al MIP,

excepte que no presenta molécula plantilla (en el nostres cas, sense MCPA).

1.4.2 Sintesi d’un MIP

El procés de sintesi d’'un MIP consta de tres etapes:

e En primer lloc, s’ha de generar el complex de pre-polimeritzacié. Aquest es forma
posant en contacte el compost plantilla, el monomer funcional i una xicoteta quantitat
de porogen; aquests elements han de romandre junts al llarg d’'un cert periode de
temps.

e A continuacié, al complex de pre-polimeritzacié se li afegeix I'agent entrecreuant,
l'iniciador i el porogen. En aquesta fase, per a que la polimeritzacié ocorregués, s’ha
d’exposar la barreja d’elements a un focus de calor o llum ultraviolada durant un temps

determinat.

12



e Per finalitzar, s’elimina el compost plantilla de I'estructura del polimer mitjangant un
procés de llavat, quedant en el polimer les cavitats especifigues complementaries al
compost plantilla. Els procés de llavat més habitual és I'extraccié Soxhlet, encara que
es poden aplicar altres processos com l'extraccié solid-liquid, tractament térmic,

digestio per microones o reaccions quimiques que eliminen el compost plantilla [11].

A la Figura 8 es mostra el procés de sintesis del MIP de MCPA aplicat en aquest projecte:

AIBN

Prepolimeritzacio Polimeritzacio
MCPA —_— D EGDMA _
AToQ

-VP
MeCN — i

Llavat

Cavitat
especifica

Figura 8. Esquema del procés de sintesi del MIP de MCPA. (Font: Propia).

En el nostre cas, en I'etapa de la pre-polimeritzacio es posen en contacte el compost plantilla
(MCPA), el monomer (4-VP) i una part del dissolvent porogen (MeCN) durant un periode de
temps i en unes condicions especifiques, donant lloc al complex de pre-polimeritzacio. Per a
l'etapa de polimeritzacié s’afigen liniciador (AIBN), I'entrecreuant (EGDMA) i la resta de
porogen (MeCN), i s’incuba la mescla a sota una font de calor durant un temps, obtenint-se el
polimer amb I'MCPA dins de I'estructura. Per ultim, en I'etapa de llavat es produeix I'eliminacié
de la molécula plantilla de la matriu polimérica, ocasionant les cavitats especifiques. Aquestes
cavitats ofereixen la caracteristica de reconéixer selectivament ’'MCPA i els composts analegs

a aquest.

Per a la sintesi del NIP no es realitza la etapa de prepolimeritzacio, directament es procedeix
a una etapa de polimeritzacié (sense el complex de prepolimeritzacid) i 'etapa de llavat

consisteix en un sistema de buit per a eliminar les restes de reactius.
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1.4.3 Tipus d’interaccions plantilla-polimer

Les interaccions que es generen en I'etapa de pre-polimeritzacié entre el compost plantilla i

el monomer, poden ser de distints tipus:

e Interaccions covalents. Té lloc quan el complex plantilla-mondmer s’ha estabilitzat

gracies a enllagos covalents, que son reversibles.

e Interaccions no covalents. Implica que el complex que té lloc entre la plantilla i els
monomers esta unit mitjancant interaccions febles com forces de van der Waals de
London o dipol-dipol, interaccions ioniques, etc.

e Interaccions semi-covalents. En aquest cas, la molécula plantilla s'uneix al monoémer
mitjangant enllagcos covalents, pero el reconeixement selectiu es produeix mitjangant

interaccions no covalents [10].

En el polimer sintetitzat en aquest projecte, les interaccions especifiques de les cavitats son
de dos tipus, ponts d’hidrogen entre 'MCPA i el nitrogen del 4-VP, i les forces d’'atraccié de
London (van der Waals) entre els cicles del 4-VP i del MCPA [12]. A continuacié, a la Figura

9, es troben representades aquestes forces.

[&] \ - '
\ a"r Ponts

Forces de van d"hidrogen

der Waals
e, / 1

Figura 9. Interaccions de les cavitats especifiques al MIP sintetitzat en aquest projecte. (Font: Propia).
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1.5 METODES D’EXTRACCIO

El métode d’extraccié és una part fonamental del procés analitic. En I'actualitat els métodes
analitics s’han desenvolupat gracies a la tecnologia i permeten I'analisi d’'un important nombre
de substancies. Donat 'augment de I'exigéncia en els limits de deteccié de substancies
prioritaries als ambits sanitari, alimentari i mediambiental, hi ha una tendéncia al
desenvolupament de métodes d’extraccid que milloren les estratégies d’analisi. Aquests
meétodes, a més d’eliminar les possibles interferencies, permeten concentrar els compostos

d’interés millorant aixi la sensibilitat de la determinacio.

Aixi, generalment, abans d’analitzar una mostra mitjangant la cromatografia liquida, la mostra
és sotmesa a un procés d’extraccié dels compostos d’interés de la matriu, amb l'objectiu
d’aillar el o els analits de la matriu on es troben. Per tal d’aconseguir-ho es necessita coneixer
les caracteristiques del o dels compostos a analitzar junt amb les de la matriu 0 mostra. Les
técniques d’extraccié es classifiguen atenent a I'estat en el qual es trobe I'extractant: en
I'extraccio liquid-liquid, a la mostra se li afegeix un dissolvent immiscible per recollir els
compostos d’interés i extreure'ls de la matriu on es troben; en els processos d’extraccié en
fase solida, la mostra es posa en contacte amb un sorbent solid sobre el qual s’adsorbeixen

els compostos d’interés. [13]

Si tenim en compte que els herbicides es troben en les matrius ambientals en concentracions
molt baixes, del ordre dels pg/L o ng/L, és essencial la inclusié d'una etapa d’extraccié que
permeta la preconcentracié dels herbicides abans de lanalisi mitjangcant el sistema

cromatografic .
Hi ha diferents métodes aplicables a I'extraccié d’herbicides de matrius aquoses.

e Extracci6 liquid-liquid.

Aquest metode fa Us d’un dissolvent o mescla per a extraure diferents analits de la mostra
tenint en compte les propietats d’aquests. Alguns dels avantatges que ofereix son, la
senzillesa i 'amplia varietat de compostos que es poden extreure. D’altra banda també
presenta alguns desavantatges, ja que la quantitat de dissolvents o mescles necessaries per
a l'extraccié son elevades i necessiten habitualment etapes posteriors de concentracio i

purificacié dels analits.
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e Extracci6 assistida per microones.

L’objectiu és transferir els plaguicides de la matriu de la mostra a un dissolvent mitjangant
I'aplicacié de radiacioé microones al llarg d’un curt periode de temps. Aquest métode pot causar

la degradaci6 d’alguns plaguicides.
e Extracci6 en fase solida en columna.

La mostra es fa passar per una columna farcida amb un sorbent solid per tal de retindre els
pesticides. En aquest cas els pesticides poden ser concentrats si es passa un volum gran de

mostra i després, s’elueixen els pesticides amb un volum de dissolvent xicotet.
e Extracci6 en fase solida dispersiva.

Es tracta també d’'un métode d’extraccié en fase sodlida, perd el sorbent s’afig directament a
la mostra. L’extraccio s’afavoreix mitjancant agitacio i, posteriorment, el sorbent es separa de
la mostra per decantacid, filtracid, etc. Un tipus especial d’extraccié en fase solida dispersiva
és MSPE, en la qual el sorbent és magnétic, propietat que permet la separacid del sorbent

mitjangant un imant.
e Extraccio mitjangant barra d’agitacio.

Es tracta d’un tipus d’extraccié en fase solida en la qual s’agita la mostra amb una barreta
d’agitacio recoberta d’una fase solida, on es retenen els plaguicides que, posteriorment,

s'extreuen amb un dissolvent organic.
e Micro-extraccio.

Aquesta técnica es caracteritza per utilitzar xicotets volums de mostra, presentar major
selectivitat en I'extraccié, minimitzar I'is de dissolvents organics i tenir un menor nombre

d’etapes. Hi ha micro-extraccio en fase solida i micro-extraccio en fase liquida [7].

D’entre les técniques d’extraccié descrites, en aquest TFG s’ha emprat MSPE amb un sorbent
MMIP (MMISPE) per a la I'extraccié d’un grup de 5 herbicides fenoxiacids (MCPA, MCPP,
MCPB, FEN i HAL) en medi aquos.
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1.5.1 Extraccio en fase solida amb un polimer d’empremta molecular
(MMISPE)

Com s’ha comentat, IMSPE combina I'extraccié en fase solida i amb les separacions
magnétiques. Es basa en la dispersio directa d’'un sorbent solid amb propietats magnétiques
en la mostra a analitzar. La dispersié del solid, que es du a terme mitjancant agitacid, permet
que el o els analits de la mostra s’adsorbisquen en el sorbent. Després, es separa el solid
magnétic de la matriu de la mostra aplicant un camp magnetic extern (imant de Neodimi), i
finalment, es desorbixen els analits retinguts al solid magnétic afegint un xicotet volum d’un
dissolvent organic apropiat. El sorbent conté nanoparticules amb propietats magnétiques
(MNPs) com, per exemple, les nanoparticules de magnetita (FesO4). Aquests nuclis rigids amb
propietats magnétiques poden recobrir-se per una capa de polimer que proporcione la
selectivitat necessaria per a l'extraccié dels analits, com soén els polimers d’empremta
molecular, donant lloc a sorbents poliméerics magnétics per a l'extraccié en fase solida

dispersiva [14].

Per poder obtenir al laboratori un sorbent per a MMISPE, s’han de dur a terme les segients

etapes (Figura 10):

° La primera etapa consisteix en la sintesis de les MNPs, en el nostre cas,

nanoparticules de magnetita. Aquestes nanoparticules es formen al precipitar

Fe?* i Fe* en una proporcié molar 1:2 en una solucio alcalina. El procés es pot

dur a terme a temperatura ambient o amb calefaccid, i en condicio

atmosfériques lliures d’oxigen o en una atmosfera inert per un temps
determinat.

e A continuacid, s’hauran de funcionalitzar les MNPs, recobrint-les amb un compost, la

funcio del qual es generar punts d’unié entre les MNPs i el polimer, tal com es mostra

a la figura 10. Per a aixo0, se li afegeix viniltrietoxisila (VTMS) a les MNPs. Aquest

procés es realitza durant un periode de temps determinat i en unes condicions fisiques

apropiades per a aconseguir el recobriment de la magnetita amb grups vinil [15].

Fe 2+ . ) : - L.
Sintesi MMNPs ~ | Vinilitzacid MNPs
s
Atmosfera _ |:||:'|:| -J.EC/ -::\ _—
lliure d'0, I:|“l:I pH>7 | .
Fe 3+ l—'EC/ ) lH
e
Magnetita VTS

MMPs vinilitzades

Figura 10. Esquema del procés de sintesi i vinilitzacio de les MNPs. (Font:Propia).
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e Finalment, les MNPs vinilitzades (VMNPSs) es recobreixen amb el polimer (MIP o NIP),
el qual té dos funcions, la primera és protegir les MNPs de l'oxidacio, i la segona i
principal, és obtindre un sorbent amb caracteristiques adequades per a la extraccié
selectiva dels analits en el procés d'extraccio. A la figura 11 es mostra aquesta tercera
etapa en la qual es forma el MMIP. La metodologia d’obtencié d’'un MMIP és similar a
la que s’ha explicat en el apartat previ, 1.4.2 “Sintesi d’'un MIP”, amb I'Unica diferéncia
de que s’ha d'afegir una quantitat determinada de VMNPs amb la resta de compostos

abans de la polimeritzacio [15].

‘ Sintesi del
Complex de MMIP

prepolimeritzacio EGDMA

Cavitat

especifica

Figura 11. Polimeritzacié del polimer d’empremta molecular damunt de les VMNPs. (Font: Propia)

1.5.2 Etapes del procés d’extraccié MMISPE

El procés d’extraccio6 MMISPE aconsegueix englobar els objectius principals d’'una técnica
d'extraccié com sén I’ eliminacié d’interferéncies i la preconcentracié dels analits, obtenint-se
resultats robustos i reproduibles. A més d’aquestes caracteristiques, també conté un gran
nombre d’avantatges. Com els adsorbents sén dispersats a la mostra, aquest contacte directe
proporciona una extraccid més eficag. A meés, la reduccié del nombre de passos en la
preparacio de la mostra pot millorar la precisio i exactitud del metode, reduir el temps del
procediment i minimitzar I'is de dissolvents organics reduint els residus contaminants. Altre

avantatge és que, en general, els sorbents son reutilitzables [16].
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Les etapes del procés MMISPE son les seguents (Figura 12):
e Condicionament del MMIP
e Addici6 de la mostra
e Separaci6é del MMIP enriquit amb els analits d'interés
e Llavat del MMIP enriquit i separacio del dissolvent de llavat
e Addici6 del dissolvent d’elucié

e Separacio del MMIP lliure d’analits i llavat del sorbent

" e
/ - Adici6 de la -
mostra T

Condicionament S S

- del MMIP Separacid
magnética del ostra sense
MMIP MMIP enriguit analite
Dissolvent -— ""ff Dissolvent de
enriquit d'elucio § llavat

caier

Llavat del MMIP

* e enriquit
Separacid adicid del
magnética del dissolvent
MMIP d'elucia

Figura 12. Procés i etapes del métode MMISPE. (Font: Propia)
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e Condicionament del MMIP

L’etapa de condicionament consisteix en afegir un dissolvent o mescla dissolvents al MMIP
per tal d’activar el sorbent i afavorir la posterior interaccié entre els grups funcionals de 'MMIP
i els analits d'interés. Aquesta etapa sols necessita uns segons i seguidament es retira el
liquid.

e Addici6 de la mostra
La addicid de la mostra es realitza directament, sense necessitat d’'una etapa prévia de
preparacio de la mostra. La mostra s’incorpora al recipient on tenim el sorbent, i aquest és
dispersat per tota la mostra mitjangant agitacié. El temps (temps d’adsorcid) i velocitat

d’agitacio deuen ser els suficients per a qué el MMIP adsorbisca els analits d'interés.

e Separacié del MMIP enriquit amb els analits d'interés
Una vegada transcorregut el temps necessari per a I'extraccié dels analits en questid, s'utilitza
un imant de neodimi per a qué el MMIP es deposite gracies a les seues propietats
magnétiques. A continuacio, es decanta la mostra d’aigua lliure d’analits que passen a estar

adsorbits a 'TMMIP, el qual queda enriquit.

e Llavat del MMIP enriquit i separacid del dissolvent de llavat

S’afegeix un volum xicotet d’'un dissolvent que aconseguixca I'eliminacié d’aquells composts

units al polimer mitjancant interaccions no especifiques.

e Addicié del dissolvent d’elucié

Préviament a la elucid, s’ha d’assecar el sorbent per a millorar el rendiment de I'extraccio.

Sobre el MMIP enriquit i sec, s’afig un volum d’un dissolvent o mescla de dissolvents adequat,
aconseguint-se l'elucié dels analits. Cal tenir en compte que el volum del dissolvent d’elucié
ha de ser el menor possible, per tal d’aconseguir concentrar al maxim I'analit i minimitzar la
produccio de residus. L’etapa d’elucié requereix un volum minim i un temps d’agitacio (temps

d’elucid) per a poder realitzar I'extraccié correctament.
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e Separacié del MMIP lliure d’analits i llavat del sorbent
El procés de separacio del sorbent MMIP del dissolvent d’elucié enriquit es du a terme també
basant-se en les propietats magnétiques del sorbent. En aquest cas, es separa 'MMIP lliure
d’analit, del dissolvent d’elucié que conté els analits dissolts. El dissolvent d’elucié passa a
estudiar-se mitjangant el métode analitic escollit, i el MMIP s’ha de llavar adequadament per

tal de poder re-utilitzar-lo [16].

2. CONTEXT

Aquest treball és la continuacié d’un treball previ realitzat en el mateix grup d’investigacio per
D. Roberto Beltran Marti (Desarrollo y aplicacion de un polimero de impronta molecular para
la extraccién del Plaguicida MCPA en muestras de agua [12]), i forma part del projecte
d’investigacio autondmic “Sistemas de separacion basados en nuevos polimeros porosos y
composites polimero-nanoparticulas con aplicaciones industriales y medioambientales”
financat per la Generalitat Valenciana, i el projecte “Desarrollo de materiales poliméricos
funcionales en plataformes flexibles para aplicaciones medioambientales y toxicolégicas” del
Programa estatal de |1+D+i per afrontar els reptes de la societat del Ministeri de Ciéncia,

Innovaci6 i Universitats.

3. OBJECTIUS

Els objectius principals d’aquest TFG son:

e  Obtenir polimers magnétics d'empremta molecular per a MCPA i els seus
corresponents polimers magnétics sense empremta.

° Seleccionar les condicions de llavat Optimes per a I'extraccié selectiva de I'herbicida
MCPA amb el MMIP.

e  Avaluar la capacitat d'extraccié de MMIP enfront d'altres herbicides de la familia dels
fenoxiacids.

° Optimitzar les condicions d’adsorcio i elucié del procés d’extraccio amb MMIP

e  Establir el métode cromatografic per a la separaci6 i analisi del grup d'herbicides
fenoxiacids.

e  Aplicar el procés d’extraccidé optim amb MMIP combinat amb I'analisi cromatografic
per a la determinacid d’herbicides fenoxiacids en mostres d’aigua de diferent

procedencia.
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4. MATERIAL, REACTIUS | INSTRUMENTACIO

Per a la realitzacio d’aquest TFG s’han emprat els seglients reactius quimics, de grau analitic

0 superior:
o 4-VP e Haloxifop
e Acetona e MCPA
e AIBN e MCPB
e Amoniac (30%) e MCPP
e EGDMA e MeCN
e FEtanol e Metanol (MeOH)
e FeCly-4H,0 e Nz(gas)
e FeCls-6H,0 e Oli de silicona
e Fenoxaprop e VTMS
e H,O Mili-Q

Les dissolucions mare dels herbicides fenoxiacids (de 1000 mg/L) s’han preparat en MeCN;
d’altra banda, les dissolucions de treball, amb les quals es van realitzar els estudis d’extraccio
en fase solida del MCPA i les mescles de herbicides, es preparaven amb aigua Mili-Q a la

concentracié adequada en cada experiment.

Per a la sintesi de les nanoparticules de magnetita (Fe;0.) i dels polimers MMIP i MNIP, aixi
com per al dur a terme I'extraccié i analisi dels herbicides, s’han emprat els seglents aparells

i instruments de laboratori:
e Agitador magneétic

e Agitador orbital

e Balanca analitica

e Bany d’ultrasons

e Equip de filtraci6 al buit
e Estufa

e Placa calefactora

e Sistema d’extraccié Soxhlet
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e Cromatograf de liquids (Model Infinity 1200, Agilent Technologies) equipat
amb una bomba quaternaria amb desgasificador, un injector automatic, un
detector UV-vis de fila de diodes, una columna Kinetex C18 (Phenomenex,
diametre intern 4.6 mm, longitud 10 cm, particules de 2.6 pm diametre), i
un sistema informatic de recollida de dades.

5. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

A continuaci6 es descriu el procediment experimental per a la sintesi de les VMNPs, la sintesis
dels polimers MMIP i MNIP i la seua neteja, el procediment d’extraccid dels herbicides
mitjangant MMISPE i I'analisi cromatografic dels pesticides. En aquest apartat es descriuen
els procediments optims, la majoria dels quals s’han establert al laboratori durant la realitzacio
d’aquest projecte. També s’inclou en aquest apartat el procediment de recollida, conservacio

i analisi de mostres d’aigua.

5.1 SINTESI DE LES VMNPs

L’obtencié de les nanoparticules magnétiques vinilitzades (VMNPs) requereix una primera
etapa en la que es sintetitzen les nanoparticules magnétiques (MNPS), i una segona etapa en
la que la magnetita es derivatitza amb VTMS. El procediment experimental d’aquestes etapes

es detalla a continuacio.

5.1.1 Sintesi de les MNPs

Les MNPs s’obtenen fent reaccionar FeCl, amb FeCl; en medi basic, en calent i en atmosfera
de N, tal com es descriu a continuacio. Per a dur a terme la sintesis de la magnetita s’utilitza
el sistema que es mostra a la figura 13, que consta d'un matras de tres boques situat a l'interior
d’un vas de precipitats que conté oli de silicona, el qual es situa sobre una placa calefactora.
La temperatura de la silicona es controla amb una termometre digital i, tan a l'interior del

matras com del vas de precipitats, hi ha un imant agitador.
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Figura 13. Muntatge per a la sintesi de les MNPs.

Per a la sintesis de les MNPs, es posen a linterior del matras 5.6 mmols de FeCl,;, 11.2
mmols de FeCl; i 180 mL d’aigua mili-Q. A continuacié, se submergeix el matras en l'oli de
silicona, i es posa en funcionament I'agitador magnétic per dissoldre els compostos. A través
del tap d’una de les boques del matras es passa un tub per bombollejar el N> sobre la
dissolucié durant tot el procés; en la boca central es situa un sistema de refrigeracio; i en la
tercera entrada es situa un recipient que conté 12.5 mL d'amoniac al 30%, el qual s’afig al
matras, per a qué comence la reaccié quan la temperatura de la dissolucio del matras siga de
50°C. Després, es manté la dissoluci6 en agitacié durant 30 min més a aquesta temperatura.
| finalment, s’augmenta la temperatura a 90°C i es manté la reaccié durant 30 min més. Una
vegada finalitzat el procés de sintesi, s’extrau el matras del vas i es deixa refredar a

temperatura ambient.

Les MNPs sintetizades s’han de llavar i assecar. Per poder eliminar la dissolucié basica on es
troben les nanoparticules, es situa un imant de neodimi a I'exterior del matras que reté les

MNPs al fons i facilita la decantaci6 del dissolvent de reacci6.

Les MNPs es llaven amb varies fraccions d’aigua mili-Q fins que el pH és neutre, i després

amb varies fraccions d’etanol.

Finalment, les nanoparticules obtingudes es transvasen a un vas, on es sequen a 60°C durant

2h en una estufa.
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5.1.2 Vinilitzaci6 de les MNPs

La vinilitzacié o funcionalitzatcié de les MNPs amb dobles enllagos terminals es du a terme

en atmosfera de nitrogen, en el muntatge que mostra a la figura 14.

Figura 14. Muntatge per a la vinilitzaci6 de les MNPs.

En primer lloc, s’afegeixen 0.5 g de MNPs i 125 mL d’etanol en el flascé de vidre, que es posa
a ultrasons durant 15 min per dispersar les MNPs. A continuacid, la dissoluci6 es posa a agitar
en atmosfera de N i s’afegeixen 4 mL d’amoniac i 4 mL de VTMS; la mescla de reaccio es
manté en agitacié durant 24 h mantenint en tot moment I'atmosfera de N». Transcorreguda la
reaccio, les VMNPs es separen del dissolvent de reaccié per decantacié, fent us d’'un imant

de neodimi, que es situa a I'exterior del recipient.

A continuacio, es llaven les VMNPs en primer lloc amb aigua Milli-Q fins que el pH és neutre,
i després varies vegades amb etanol. Finalment, les nanoparticules es sequen a una estufa
sense aire, a 60°C durant 2 h. Una vegada seques, es molturen i es deixen al dessecador. En

la figura 15 podem observar el resultat final de les VMNPs després d’haver sigut molturades.

Figura 15. Resultat final de les VMNPs.
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5.2 SINTESI DE MMIP i MNIP

La sintesis del MMIP i del NMIP es du a terme en un vial de vidre de 15 mL. Tots el reactius
es pesen amb la balanga analitica en el vial i la polimeritzacié es du a terme a 60°C a 'estufa
durant 24 h. A continuacié es detallen els procediments experimentals de sintesi d’ambdds

polimers.

5.2.1 Sintesi i neteja del MMIP

Per a Ila sintesi del MIP s’empra habitualment wuna proporci6 molecula
plantilla:monomer:entrecreuant de 1:4:20 [17] i es la que s’ha utilitzat en aquest projecte per
a preparar el MMIP. A la Taula 1 es mostren les quantitats dels reactius emprats per a la
sintesis del MMIP, on MCPA és la molécula plantilla, 4-VP el monomer, EGDMA l'agent

entrecreuant, MeCN el porogen, AIBN I’ iniciador i VMNPs les nanoparticules magnetiques

vinilitzades.
Taula 1. Components per a la sintesis del MMIP i del MNIP
Massa/ Volum
Compost
mmol
MMIP NMIP
MCPA 0.2 0.0401 ¢ -
4-VP 0.8 0.0841 g 0.0841 g
EGDMA 4.0 0.7929 ¢ 0.7929 g
AIBN 0.1 0.0164 g 0.0164 g
MeCN 10 mL 10 mL
VMNPs 0.05¢ 0.05¢

La sintesis s’inicia amb la preparacio del complex de pre-polimeritzacié entre IMCPA i el 4-
VP. Per a aixd, en el vial s’afegeixen 'MCPA, el 4-VP i 4 mL d’MeCN. La mescla es posa en
agitacio orbital durant 2 h en obscuritat. En aquesta etapa s'estableixen les interaccions
especifiques entre el 4-VP i el MCPA. D’altra banda, en un altre vial, es dispersen les VMNPs
amb 5 mL de MeCN agitant al bany d’ultrasons durant 1 h, mantenint en el procés la

temperatura del bany a 25°C.
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A continuaci6, es du a terme la polimeritzacié. Per a aix0, s’addicionen 'AIBN, TEGDMA i la
dissoluci6 de VMNPs, en aquest ordre, al vial de pre-polimeritzaci6. La mescla de
polimeritzacié s’agita durant 5 min al ultrasons, es bombolleja amb N> durant 10 min, i
s’introdueix el vial tancat a I'estufa durant 24 h a 60°C. A la figura 16 es mostra una fotografia

del MMIP sintetitzat al finalitzar la reaccié de polimeritzacio.

Figura 16. MMIP al finalitzar la polimeritzacio.

Per ultim, es du a terme la neteja del MMIP emprant un sistema Soxhlet com el que es mostra
ala figura 17.

Figura 17. Muntatge del sistema Soxhlet per a la neteja del MMIP.
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Per a netejar el MMIP sintetitzat amb el sistema Soxhlet, en primer lloc, el polimer del vial es
pica i es transfereix, amb I'ajuda d’una espatula i del dissolvent de llavat (MeOH:AcH 90:10),

a I'interior d’'un cartutx d' extraccio fabricat en coté pur de cel-lulosa.

Per una altra part, al matras del Soxhlet s’introdueixen 150 mL de la mescla MeOH:AcH 90:10.
Seguidament, es munta tot el sistema d’extraccié Soxhlet, posant el tub de paper amb les
VMNPs tal como es mostra a la figura 17, i s’encén la manta calefactora. De forma ciclica, la
part on es troba el cartutx s’'ompli de dissolvent, de manera que el MCPA que es troba retés
al polimer MMIP passa a la dissolucié i, aproximadament cada 10 min, es buida el cos al
tornar el dissolvent pel sif6é al matras. El sistema Soxhlet es manté en funcionament unes 24
h, per assegurar la completa eliminacié del MCPA del polimer. Després, s’extrau el cartutx del

sistema i el MMIP net es seca a 60°C a I'estufa, es moltura i es guarda al dessecador.

5.2.3 Polimeritzacio del MNIP

La preparacié del MNIP és similar a la del MMIP, perd en abséncia de la molécula plantilla,
pel que no sera necessaria I'etapa de prepolimeritzacio. Les quantitats de reactius per a la

polimeritzacié es mostren també a la Taula 1.

Per a la sintesi del MNIP, en primer lloc, es mesclen en un vial 'AIBN, el 4-VP i TEGDMA, en
aquest ordre. En altre vial, s’agregen les VMNPs amb 5 ml de MeCN i es dispersen durant 1

h al bany d’ultrasons.

A continuacié, s’afig la dissolucio de les VMNPs al vial de reactius de polimeritzacié amb ajuda
d'una pipeta automatica. Els 5 mL de MeCN restants s'utilitzen per a transferir
quantitativament la dispersi6 de VMNPs. La mescla de polimeritzaci6 es posa 5 min a
l'ultrasons i es bombolleja amb N, durant 10 min. Finalment, s'introdueix el vial tancat a I'estufa

per un periode de 24 h a una temperatura de 60°C per dur a terme la polimeritzacio.
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Figura 18. Muntatge del sistema de filtracio al buit per a la neteja del MNIP.

El polimer MNIP es pica i es transfereix, amb 'ajuda d’una espatula i acetona (el dissolvent
que s’empra per al llavat del MNIP), a I'equip de filtracié per a la seua neteja (Figura 18). Es
van afegint varies fraccions d’acetona, removent amb I'espatula per a afavorir el llavat i la
filtracio del dissolvent. EI MNIP, que queda finalment dipositat sobre el filtre del sistema de
filtracio, es seca a una estufa a 60°C durant 1-2 h, es moltura i es guarda al dessecador.
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5.4 PROCES D’EXTRACCIO MMISPE

Per a la realitzacio del procés d’extracci6 MMISPE, es varen pesar 50 mg del polimers
sintetitzats (MMIP i MNIP) en tubs de polipropilé de 160 mL. El procediment optimitzat per a
I'extraccié dels 5 herbicides fenoxiacids (MCPA, MCPP, MCPB, FEN i HAL) mitjancant
MMISPE és el seguent:

1. Condicionament del sorbent. El sorbent es condiciona amb 2.5 mL d’aigua MilliQ,
que es retira per decantaci6 amb I'ajuda d’'un imant de neodimi, tal com s’ha
explicat en l'apartat d’introduccio.

2. Addici6 de la mostra. S'afegeixen 75 mL de patr6 o mostra al tub que conté el
sorbent (MMIP o MNIP). El tub es tapa i es manté en agitacié orbital durant 1 h.

3. Separacio del MMIP/MNIP enriquit amb els analits d'interés. El sorbent solid es
separa de la dissolucié per decantacio.

4. Llavat del sorbet enriquit. El sorbent enriquit amb els fenoxiacids es llava amb 0.50
mL de NH3; 0.2 mmol/L; després d’agitar la mescla, el dissolvent de llavat es separa
del sorbent per decantacié, amb I'ajuda d’un imant de neodimi.

5. Secat del sorbent enriquit. El sorbent enriquit s’asseca a 60°C durant 15 minuts en
una estufa.

6. Elucié dels herbicides fenoxiacids. Els herbicides es separen del sorbent al
addicionar el dissolvent d’elucié (2 mL de dissoluci6 de MeOH:AcH 90:10). Per
facilitar I'elucié, aquesta etapa es du a terme amb agitacio orbital durant 5 minuts.

7. Separaci6 del sorbent MMIP/MNIP del dissolvent d’elucié que conté els fenoxiacids
Aquesta separaci6 es realitza novament per decantaci6. La fraccié de dissolvent
d’elucié que conté el herbicides es recull per al posterior analisi cromatografic.

8. Neteja dels sorbents MMIP/MNIP. Els sorbents, MMIP i MNIP, s’han de llavar per
poder-los reutilitzar. El llavat es fa amb una fraccié de 2 mL de mescla MeOH:AcH
90:10, 2 fraccions de 2.5 mL de MeOH i 2 fraccions de 2.5mL de H>0 milli-Q.

5.5 ANALISI CROMATOGRAFIC

Al finalitzar el procés d’extraccio, el dissolvent d’elucié que conté els herbicides es recull per
a fer a continuacio I'analisi cromatografic. Aquesta fraccié s’ha de filtrar amb filtres de PTFE
de 20 um, i dipositar en vials d’HPLC abans de I'analisi. Depenent de si la mostra contenia
només MCPA o una mescla dels 5 herbicides fenoxiacids, les condicions de l'analisi
cromatografic han sigut diferents: per a I'analisi individual de TMCPA s’ha utilitzat un programa
isocratic, mentre que per a analitzar la mescla dels 5 herbicides fenoxiacids s’ha utilitzat un

programa en gradient.
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5.5.1 Analisi cromatografic individual de MCPA

L’analisi de les fraccions d’extraccié que contenien unicament MCPA s’ha fet emprant una
fase mobil constant al llarg del temps d’analisi, que tenia un 55% d’acid fosforic (H3PO4) 25
mmol/L i un 45% de MeCN. La velocitat de fluxe era de 1mL/min, el volum d’injeccié de 20 pL,
i la longitud d’ona per registrar I'absorbancia era 230 nm. La durada de I'analisi cromatografic
de cada patré o mostra és de 5 min. Aquest procediment s’ha emprat Unicament a I'estudi

preliminar descrit en I'apartat de 6 “Resultats i discussio”.

5.5.2 Analisi cromatografic d’una mescla de 5 herbicides fenoxiacids

L’analisi de les fraccions d’extraccio que contenien la mescla de 5 herbicides fenoxiacids s’ha
fet mitjancant un métode cromatografic en gradient, en el qual la composicié de la fase mobil

varia al llarg del temps d'analisi, tal com s’ha explicat en la Introduccié.

La composici6 de la fase mobil al llarg de I'analisi es mostra a la Taula 2. La composicié inicial
de la fase mobil era del 20% de MeCN durant els primers 4 min; a continuacio, la concentracio
de MeCN augmenta fins al 60% en 1 min, i es manté durant 5 min en aquest valor; per
finalitzar, la concentracié disminueix fins a 20% de MeCN en 1 min i es manté en aquest valor

els 5 min restants per a estabilitzar el sistema abans de la proxima injeccid.

Taula 2. Composicid de la fase mobil al llarg de I'analisi amb el programa de gradient emprat per a

’'analisi de la mescla dels 5 herbicides fenoxiacids.

Temps d’analisi
(min) %H3PO4 25mM %MeCN
0 80 20
4 80 20
5 40 60
9 40 60
10 80 20
15 80 20
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L'analisi cromatografic es va realitzar emprant una velocitat de fluxe de 1mL/min, un volum
d’injecci6 de 20 pL, i una longitud d’ona de 230 nm; el temps d’analisi de cada patré o mostra

era de 15 min.

5.6 RECOLLIDA, CONSERVACIO | ANALISI DE MOSTRES D’AIGUA

L’aplicabilitat del métode complet, MMISPE-HPLC, s’ha demostrat analitzant 6 mostres

d’aigua de diferents origens:
e Mostra 1: aigua embotellada de mineralitzacié debil.
e Mostra 2: aigua potable d’osmosi.

e Mostra 3: aigua de font de la Font Roja, ubicat al parc natural del Carrascal de Font

Roja, paratge protegit ubicat a la provincia d’Alacant.

e Mostra 4: d’aigua del Preventori, d'una font propera al naixement del riu Uxola,

localitzat a la Ciutat d’Alcoi, provincia d’Alacant.

e Mostra 5: aigua d’'un pou ubicat en una zona de camp de cultiu on s'utilitzen

plaguicides i nutrients.

e Mostra 6: aigua que sorgeix de la Marjal de Gandia, localitzat en el nord-est del terme
municipal de Gandia, provincia de Valéncia. Enclavament natural catalogat com Espai
Natural Protegit i a més es troba inclos en el Cataleg de Zones Humides de la
Generalitat Valenciana. Es tracta d’'un aquifer detritic on les aigles subterranies

afloren a la superficie mitjancant Ullals.

Les mostres varen ser recollides en botelles de vidre de 1L, filtrades amb filtres Whatman 2.5

pm, i es va ajustar el pH de la mostra a 3 per a la seua conservacio a 4°C.

Per a I'analisi de la preséncia d’herbicides FAs a les mostres es va aplicar el procés d’extraccid
MMISPE combinat amb HPLC a 75 mL de mostra. Per a I'estudi de validacié de I'exactitud del
meétode complet, MMISPE+HPLC, es varen analitzar per triplicat 75 mL de cadascuna de les

mostres additivades amb 13 pg/L de mescla dels 5 herbicides.
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6. RESULTATS | DISCUSSIO

Els resultats experimentals d’aquest TFG s’han organitzat en tres parts: la primera I'estudi de
la selectivitat del MMIP respecte del MNIP en el procés MMISPE; la segona, I'optimitzacié del
procés d’extraccié en fase solida magnética; i la tercera, la validacié del métode d’analisi, que
inclou estudis de linealitat, sensibilitat, precisié i exactitud del metode complet MMISPE-

HPLC, i la seua aplicacié a I'analisi de mostres d’aigua.

Els resultats en els estudis realitzats en la primera i la segona part s’avaluen calculant el
percentatge de recuperacio (%Rec), qué és la concentracio del compost després d’aplicar tot
el procés MMISPE-HPLC dividit per la concentracié additivada al sorbent magnétic en I'etapa
d’adsorcid, i multiplicat per 100 (equacié 1). Els estudis sempre s’han fet per triplicat, de forma
que s’obté en cada cas el percentatge de recuperacié mig i la seu desviacié estandard, (%Rec

+ s, n=3).

Cdesprés de MMISPE—HPLC
%Rec = =2 x 100 (1)
Cinicial additivada

6.1 ESTUDI PRELIMINAR

Per a analitzar i avaluar la recuperacié obtinguda en cadascun del assajos realitzats es
compara l'area pic de la mostra o dissolucié d’herbicides amb I'area pic del patr6 o blanc; les

arees dels pics s’obtenen automaticament mitjangant el programa software del HPLC.

6.1.1. Selectivitat del MMIP front al MNIP

Aquest estudi preliminar es va realitzar unicament amb 'herbicida MCPA, ja que és el compost
plantilla. L'objectiu d’aquest primer estudi era trobar les condicions d’extraccié selectiva per al
MCPA amb el MMIP. Les condicions d’extraccié selectiva seran aquelles que afavorisquen
les interaccions especifiqgues MCPA-MMIP que proporciona I'empremta molecular generada
en la sintesi del sorbent. L’empremta de 'MCPA a I'estructura del MMIP aconsegueix que
I'analit no siga arrossegat en I'etapa de llavat, de manera que I'extraccié és més efectiva. En
aquest sentit, és essencial estudiar el dissolvent adequat per a I'etapa de llavat posterior a
'etapa d’adsorcio de I'analit en el procés d’extracciod. Si el dissolvent de llavat és I'adequat,
s’afavoriran les interaccions MCPA-MMIP, i 'MCPA es quedara retés al sorbent al emprar el

MMIP, mentre que es perdra en part al emprar el MNIP.
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Per al procés d’extraccio es va seguir el procediment descrit a I'apartat .1.5.2. “Etapes del
procés d’extraccio MMISPE” amb 50 mg de MMIP o MNIP, i amb algunes modificacions: 5 mL
de dissolucié de MCPA de 0.25 mg/L per a I'etapa d’adsorcid, que es va fer en agitacié orbital
a temperatura ambient durant 5 min; addicié de 1.5 mL de dissoluci6 de llavat que es manté
en agitacio 3 minuts; secat a 70°C 15 min; i elucié del MCPA amb 5 mL de MeOH:AcH (90:10)

(agitaci6 orbital durant 5 min).

Per al llavat s’han provat en aquest estudi preliminar diferents dissolucions: aigua mili-Q,
MeCN, MeCN:aigua (90:10), MeCN:aigua (70:30), MeCN:aigua (50:50), MeOH, AcH
(0.2mmol/L) i NH3 (0.2 mmol/L).

Per a discernir quina condicid aporta selectivitat a I'extraccio, es calcula el factor de
empremtacié (IF), que s’obté de la fraccio entre els valors de %Rec emprant el MMIP front al

%Rec emprant el MNIP (equacié 2):

%Rec (MMIP)

F = Lhec (MMIP) 2)

%Rec (MNIP)

Els %Rec de MCPA amb el MMIP i el MNIP en cadascuna de les condicions de llavat
emprades aixi com el valor del IF s’han representat a la figura 19. En la majoria de les
dissolucions assajades els %Rec son lleugerament millors amb MMIP que amb MNIP. Pero
s’observa una clara diferéncia quan s’empra com a dissolvent de llavat NH3 (0.2 mmol/ L),
condicié amb la qual el valor de IF és de 1.76. Aquesta etapa de llavat es mantindra a la resta

d estudis realitzats, i endavant, sols s'utilitzara el sorbent selectiu MMIP.

Estudi del IF
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Figura 19. Percentatges de recuperacié amb MMIP i MNIP, i IF , emprant distintes dissolucions de
llavat en el procés d’extraccio.

34



6.2. OPTIMITZACIO DEL MMISPE

Per a 'optimitzacié del procés d’extracci6 MMISPE es van emprar dissolucions de mescla
dels 5 FAs. El procediment d’extraccio és similar al descrit a 'apartat 1.5.2 “Etapes del procés
d’extraccio” MMISPE perd amb les modificacions que s’especifiquen en cadascun dels
apartats. Generalment es va realitzar I'extraccié amb 50 mg de MIP sobre 50 mL de mescla
de fenoxiacids (FA) amb la concentracié adequada per a obtindre una concentracié final de
0.3 mg/L de cada herbicida. L’etapa d’adsorcid es va fer, habitualment, amb agitaci6 orbital a
temperatura ambient durant 30 min. L’etapa de llavat es va realitzar amb 0.5 mL de dissolucié
d’amoniac 0.2 mmol/L i, a continuacio, es va assecar el sorbent magnétic a 70°C durant 10
min. Finalment, I'elucié dels FAs es va fer amb 5 mL de MeOH:AcH (90:10) (agitacio orbital
durant 5 min). Després de I'extraccio, la dissolucio eluida es passa per un filtre de PTFE i

s’analitza cromatograficament.

En primer lloc, es varen optimitzar els parametres de I'etapa d’adsorcidé (el temps, la
temperatura, el pH de la mostra i la quantitat de sorbent) i el volum de ruptura, el volum maxim
de la mostra que pot ser utilitzat sense que hi hagen pérdues en la recuperacié de l'analit.
Després, es va optimitzar el volum de 'etapa d’elucié. Finalment, es va establir la capacitat

de reutilitzacioé del sorbent.
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6.2.1. Estudi del temps d’adsorcié

Com s’ha comentat, tot I'estudi d’optimitzacié s’ha fet amb 50 mL de dissolucié de mescla de
FAs. En general, en els processos d’extraccid, I'is d’un volum més gran en I'etapa d’adsorcié
requereix d’'un augment del temps d’adsorci6. Per aix0, es va estudiar I'extraccié amb 50 mL
de mescla de FAs emprant diferents temps d’adsorcid, entre 1 min i 1 h (Figura 20). S’'observa
a la figura que els percentatges de recuperacioé dels FAs augmentaren al augmentar el temps
d’adsorcié, obtenint-se recuperacions quantitatives per als 5 compostos amb 30 min

d’adsorcid, temps que va ser seleccionat per als posterior estudis.

Estudi del temps d'adsorcio
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Figura 20. Estudi del temps d’adsorcid.
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6.2.2. Temperatura de I’etapa d’adsorcié

En segon lloc, es va avaluar I'efecte de la temperatura en el percentatge de recuperacié dels
FAs. Les condicions d’extraccio son les descrites abans, perod I'etapa d’adsorcio es va dur a
terme a 20°C, 40°C i 60°C.

A la figura 21 es representa el percentatge de recuperacio dels 5 FAs per a I'estudi de la
temperatura. S’observa que l'augment de la temperatura de l'etapa d’adsorcié influeix
negativament en la recuperacié dels plaguicides MCPA i MCPP, mentre que per a MCPB,
FEN i HAL la recuperacié és quantitativa en tots els casos. Amb aquests resultats, es
selecciona la temperatura ambient com a condicid de temperatura optima per a l'etapa

d’adsorcio.

Estudi de la temperatura en |'estapa d'adsorcié
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Figura 21. Estudi de la temperatura en I'etapa d’adsorcio.
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6.2.3. Estudi del pH de I’etapa d’adsorcio

La variacio en el pH de la mostra pot influir en I'adsorcié dels FAs sobre el MMIP degut a les
interaccions quimiques que intervenen en el procés. En aquest estudi, es varen processar

dissolucions de mescles dels 5 FAs a diferents pHs: 3, 4, 5, 6.5, 8.

Els resultats obtinguts per I'estudi es troben representats a la figura 22, on observem com el
pH acid afavoreix I'extraccio dels FAs. El pH optim és troba entre els valors 3-4, amb els quals
s’obtenen els majors percentatges de recuperacio per a tots els FAs. A¢d es deu a qué el pH
acid afavoreix les interaccions del grup acid dels FAs amb el MMIP. A pHs superiors a 6.5,
aquest grup acid queda desprotonat i es perden part de les interaccions especifiques. Degut
als resultats obtinguts, es va seleccionar el pH 3 com a condicié optima per a I'etapa d’adsorcio

en els seglents estudis.

Estudi del pH de I'etapa d'adsorcié
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Figura 22. Estudi del pH de I'etapa d’adsorcid.
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6.2.4. Estudi de la quantitat de sorbent MMIP

En aquest estudi es busca coneixer quina és la quantitat minima de sorbent necessaria per a
obtenir una recuperacié quantitativa dels 5 FAs. Les condicions d’extraccié son les descrites

abans, pero emprant diferents quantitats de sorbent: 5mg, 15mg, 30mg i 50mg.

El percentatge de recuperacié de cadascun dels 5 FAs per a les diferents quantitats de sorbent
es mostra a la figura 23. S’observa que a partir de 30 mg de sorbent MMIP la recuperacio ja
€s quantitativa per a tots els FAs. No obstant, donat que FEN i HAL milloren lleugerament la
seua recuperacio amb 50 mg de sorbent, es seleccionen 50 mg com a quantitat de sorbent
optima. Quantitats més grans de sorbent proporcionen recuperacions dels FAs menors ja que

probablement la quantitat de dissoluci6 eluent no és suficient.

Estudi de la quantitat del MMIP
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Figura 23. Estudi de la quantitat de sorbent MMIP.
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6.2.5. Estudi del volum de ruptura

Aquest estudi permet coneixer el volum maxim de mostra amb el qual es pot treballar
aconseguint recuperacions dels FAs quantitatives, el que s’anomena volum de ruptura.
Aquest estudi és essencial ja que quant més gran és el volum de mostra que es pot emprar
en l'etapa d’adsorcié i més menut és el volum d’elucid, es podra aconseguir una major

preconcentracio de la mostra en I'etapa d’extraccio.

Les condicions d’extraccié emprades en aquest estudi son les descrites abans, perd emprant
diferents volums de dissolucié mescla de FAs, entre 5-100 mL, mantenint constant la quantitat
d’herbicida (1 yg de cadascun dels FAs). Aquest estudi es va fer emprant com a temps
d’adsorcié 1 h ja que es pretenia emprar volums de mostra grans i es sabia que a major volum

de mostra es necessitava major temps d’adsorcio.

A la figura 24 es representa el %Rec per a cada FA als diferents volums de mostra estudiats.
S’observa una recuperacié quantitativa per als 5 FAs fins a un volum de 75 mL i, a partir
d’aquest volum, els percentatges de recuperacié cauen significativament per a MCPA i MCPB.
D’aquesta manera, es seleccionen 75 mL (i 1 hora d’adsorcié) com a volum optim per a

I'analisi de mostres reals.

Estudi del volum de mostra
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Figura 24. Estudi del volum de mostra.
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6.2.6. Volum de dissolucié per a I’etapa d’elucio

En aquest apartat es pretén coneixer el minim volum de dissolvent organic necessari per a
la elucié quantitativa dels 5 FAs. L’estudi del volum d’elucié emprat en el procés d’extraccio
junt amb I'estudi anterior del volum de ruptura s6n importants perqué permetran determinar el

Factor de Concentraci6 aconseguit amb la tecnica MMISPE proposada.

El Factor de concentracio (FC) es defineix com el Volum de de mostra processada en l'etapa
d’adsorcié (Vmostra) €ntre el volum d’eluent emprat (Vewent)(equacié 3).

FC = Vimostra (3)

Veluent

A més, la seleccié del volum d’elucié minim permet reduir la generacio de residus del procés.

Per a la seleccio del volum d’elucié optim les condicions d’extraccio emprades son les
descrites abans, perd emprant diferents volums de dissolucio eluent (MeOH:AcH 90:10), entre
1-5 mL. El percentatges de recuperacio dels 5 FAs per a cada volum d’elucié es troben
representats a la figura 25. S'observa que el volum d’eluci6 de 1 mL aporta valors de
recuperacié molt pobres, pel que aquest volum queda descartat. D’altra banda, a partir d’'un
volum de 2 mL s’aconsegueixen recuperacions quantitatives per als 5 FAs, pel que aquest

volum es selecciona com a volum d’elucié optim.

Estudi del volum d'elucié
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Figura 25. Estudi del volum de dissolucio d’elucio.
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6.2.6. Reutilitzacio del sorbent

La capacitat de reutilitzar el sorbent per a un nombre definit d’extraccions és una caracteristica
important a estudiar. A la figura 26 s’observa el %Rec dels 5 FAs obtés al llarg dels usos

realitzats amb el mateix sorbent.

Estudi de la reusabilitat del MMIP
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Figura 26. Estudi de la reutilitzacié del MMIP.

En la grafica anterior es percep una reduccio del %Rec al augmentar el nombre d’extraccions
realitzades amb el mateix sorbent. Aquesta disminucio és molt lleugera, i en cap dels FAs la
recuperacié disminueix del 80%, el que es considera recuperacid quantitativa. Aixi, s’ha
demostrat que el mateix sorbent es pot reutilitzar fins a 65 vegades sense tenir practicament
pérdues en la recuperacio dels FAs.
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6.3. METODE MMISPE-HPLC

Després d’aplicar el procediment optim MMISPE, I'analisi de les fraccions d’elucié es du a
terme mitjancant cromatografia liquida amb un métode de gradient tal com s’ha indicat en
l'apartat 1.3 “Cromatografia”. En la figura 27 es mostra el cromatograma corresponent a una
mescla dels 5 herbicides de 0.3 ppm. En el metode cromatografic emprat es registren els
distints FAs als temps de retencid, 3.7 min per a MCPA, 4.5 min per a MCPP, 5.0 min per a
MCPB, 6 min per a FEN i 6.5 min per a HAL.

Absorbancia
mm
m
2

Temps (min)

Figura 27. Cromatogrames d’una mescla dels 5 herbicides FA i del blanc obtinguts amb el programa
cromatografic de gradient.
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6.3.1. Linealitat i sensibilitat del métode MMISPE-HPLC

En aquest apartat s'avalua la linealitat, els limits de detecci6 i quantificacio, i la precisio del
métode MMISPE-HPLC complet per a I'analisi dels 5 fenoxiacids.

La linealitat s’avalua mitjangant I'obtencié de les rectes de calibratge. Les rectes de calibratge
s’obtenen per a cada compost confrontant I'area pic del compost (obtesa del cromatograma)
front a la concentracid de l'analit d'interés. Aquestes equacions lineals, Area de pic vs
Concentracié (mg/L), permetran l'analisi dels herbicides en mostres de concentracions

desconegudes.

L’estudi del limit de deteccié (LD) i el limit de quantificacié (LQ) permet avaluar la sensibilitat
del métode. El limit de deteccid és la minima concentracié d'analit a la mostra necessaria per
a poder discernir la seua senyal al cromatograma del soroll de fons (concentracié experimental
gue proporciona una relacié Senyal/Soroll de 3). | per altra part, el LQ és la concentracio
minima d'analit que es pot quantificar amb fiabilitat (concentracié experimental que

proporciona una relacié Senyal/Soroll de 10) [18].

La recta de calibratge i els valors de LD i LQ es troben resumits a la Taula 3 per a cada analit
estudiat. La correlacio lineal entre I'area pic i la concentracio és de r>0.999 per als 5 FAs, i els
limits de detecci6 i quantificacié, que es calculen tenint en conter el factor de concentracio

gue aporta el procés MMISPE, corresponen a concentracions inicials dels herbicides de I'ordre
de ppb (ug/L).

Taula 3. Recta de calibratge, LD i LQ per als 5 herbicides FAs estudiats.

Analit Recta de calibratge LD LQ
Area vs Concentracié (mg/L) (ug/L) (Mg/L)

MCPA Area = -(0.5 + 0.3) + (54.8 + 0.7)-Cpycpa 0.33 1.1

MCPP Area =-(0.3+0.2) + (49.9 + 0.4)-Cycpp 0.33 1.1

MCPB Area = - (1.2 £0.4) + (57.0 = 0.8)- Cycps 0.48 1.6

FEN Area = (0.8 + 0,4) + (44.2 + 0.8)- Crgy 0.71 2.4

HAL Area = (0.00 + 0.17) + (48.0 + 0.3)- Cyu; 0.53 1.8
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6.3.3. Validacio de I’exactitud del métode MMISPE-HPLC

Per a validar I'exactitud del métode MMISPE-HPLC s’ha aplicat al métode a I'analisi de 6
mostres d’aigua de diferent procedéncia, com s’ha explicat al apartat 5.6 “Recollida,
conservacio i analisi de les mostres d’aigua’. Les mostres s’han additivat amb la mescla dels
5 herbicides (per triplicat) i s’ha calculat el % de recuperacié de la quantitat additivada després

d’aplicar tot el procés MMISPE-HPLC optimitzat en aquest treball.

La figura 28 mostra els %Rec per a cada compost per a les diferents mostres analitzades. Els
percentatges de recuperacio foren en tots els casos quantitatius per a tots els compostos i en
totes les mostres analitzades (%Rec >77%). Amb aix0, I'exactitud de la determinacio

d’herbicides fenoxiacids emprant el métode MMISPE-HPLC proposat queda validada.

Mostres addicionades
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Figura 28. Recuperaci6 dels plaguicides en les mostres.
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6.3.4 Analisi de la preséncia d’herbicides fenoxiacids a les mostres d’aigua

Les mostres d’aigua emprades també s’han analitzat (sense additivar) després del procés
MMISPE-HPLC complet per tal d’avaluar la preséncia d’herbicides fenoxiacids (blancs de
mostra). En I'analisi es va comprovar si al cromatograma del blanc de mostra apareixia algun

pic que coincidia amb els temps de retencio dels herbicides estudiats.

A més del temps de retencid, per comprovar si els pics que apareixen al cromatograma del
blanc de mostra es corresponen amb els dels herbicides estudiats, es va comparar I'espectre
UV-vis del pic detectat en la mostra amb el espectre de I'herbicida corresponent, per a
comprovar si realment es tracta del mateix compost. Si els espectres coincideixen i I'area del
pic en la mostra és superior a LQ, es podra quantificar la concentracié de I'herbicida a la
mostra. | si 'area del pic correspon a una concentracio entre LD i LQ, sols podrem dir que

s’ha detectat el compost perd no quantificar-lo.

En algunes de les mostres s’ha detectat algun pic al temps de retencié d’algun dels FAs
inclosos en el estudi. En alguns casos, els pics no es corresponen a cap del FAs, perqué els
seus espectres UV-vis son completament diferents. Quan els espectres so6n similars i no
podem descartar la preséncia d’algun herbicida fenoxiacid a la mostra, en un cas la
concentracio va ser menor del LD (MCPB mostra 5) i, en altres, menor del LQ (MCPP mostres
3,5i6). Enlafigura 28 es mostra un cromatograma de la mostra de marjal additivada i sense
additivar, i es por observar la presencia d’un pic xicotet al temps de retencié del MCPP, que

correspon a una concentracié menor del LQ del metode.

—— Mostra aditivada

Mostra blanc

HAL

Senyal (au)

Temps (min)

Figura 28. Cromatograma de la mostra 6 (marjal) sense additivar (a) i additivada amb la mescla dels
5 herbicides fenoxiacids
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7. CONCLUSIONS

S’han sintetitzat un polimer amb empremta molecular (MIP), amb MCPA com a molécula
plantilla, i el seu corresponent polimer sense empremta (NIP) sobre nanoparticules de
magnetita sintetitzades i derivatitzades amb grups vinil al laboratori.

Encara que I'adsorcio dels herbicides fenoxiacids es produeix tant al MNIP com al MMIP, per
a que l'extraccié d’analit es realitze Unicament per interacions selectives, s’ha inclos en el
procés d’extraccié una etapa de llavat prévia a I'etapa d’elucidé, amb una dissolucié 0.2 mM
de NHs. D’aquesta manera, s’han eliminat les interaccions no especifiques i MMIP ha mostrat
una retencio del compost plantilla (MCPA) clarament millor que el MNIP. Aquesta conclusié

ha sigut reforcada amb el calcul del IF, el qual presenta un valor de 1.76 per la MCPA.

Una vegada coneguda l'eficiencia d'extraccié del MMIP amb tots el fenoxiacids, es realitza
I'optimitzacié del procés d'extraccié, MMISPE. En el procés optim, el volum maxim de mostra
es de 75 mL amb un pH de 3, I'extracci6 es realitza amb 50 mg de MMIP amb agitacié orbital
durant 1 h. L'etapa de llavat es realitza amb 0.5 mL de dissolucié d’amoniac 0.2 mmol/L,
seguida del assecat del sorbent a 70°C durant 10 min. Finalment, I'elucié dels FAs es fa amb
2 mL de MeOH:AcH (90:10), de manera que el factor de concentracié del procés d’extraccié

és de 37.5 vegades.

La aliquota extreta del MMISPE es va analitzar mitjancant el métode analitic HPLC; depenent

de si hi ha un compost o diversos es treballa la fase mobil en isocratic o en gradient.

S’ha estudiat la linealitat i sensibilitat del métode HPLC-MMISPE, que combina el métode
d'extracci6 optimitzat amb el métode d’analisis per HPLC. S’han validat la precisié i I'exactitud
del métode MMISPE-HPLC per a el analisis de la mescla dels 5 herbicides fenoxiacids en
mostres d’aigua. A més, s’ha demostrat I'aplicabilitat del métode analitzat 6 mostres d’aigua
de diferent procedéncia (aigua embotellada, aigua d’osmosi, aigua d’una font natural, aigua
de la Font Roja, aigua de pou, i aigua de la Marjal de Gandia). Aquestes mostres, additivades
amb la mescla de FAs, han proporcionat percentatges de recuperacio propers al 80% per als
5 compostos en les 6 mostres estudiades. D’altra banda, en cap de les mostres s’han trobat

FAs a concentracions superiors al LQ.
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El métode HPLC-MMISPE desenvolupat és sensible, selectiu i senzill, ja que evita la
realitzacié de etapes de tractament de mostres més costoses, com la centrifugacié requerida
en els métodes d'extracci6 dispersiva classics o la utilitzacié de cartutxos en els métodes de
SPE. A més, el sorbent MMIP es pot utilitzar més de 65 vegades sense pérdua significativa
de la seua capacitat d’absorcio dels FAs. Els resultats mostren que el MMIP sintetitzat es un

material prometedor per a las extraccio del FAs a nivell traga de mostres d’aigua.
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