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PROPUESTA Y VALIDACION DE UNA TECNICA DE EXTR,ACCION DE
IMAZAPYR® APLICADO AL SUELO PARA SU DETERMINACION POR HPLC Y
ESPECTROSCOPIA NIR

RESUMEN

Se propone un método que utiliza agua desionizada para la extraccion de Imazapyr®
del suelo. La identificacion y cuantificacion del herbicida se realizdé por cromatografia
de liguidos de alta precision (HPLC). La validacion del procedimiento de extraccion se
hizo considerando el desempefio de los siguientes parametros: selectividad,
recuperacion, repetibilidad y robustez, de acuerdo a las definiciones del Centro
Nacional de Metrologia de México. La recuperacion del herbicida fue de 98% en
promedio con el método propuesto, lo cual permite que se le considere como

procedimiento de rutina en las investigaciones sobre disipacién de este plaguicida.

Alternativamente a la cuantificacion del herbicida por cromatografia de liquidos de alta
precision (HPLC), se evalué el uso de Espectroscopia en el Infrarrojo Cercano (NIRS) y
la quimiometria, para la deteccion y cuantificacion del Imazapyr® en el suelo. Se
gener6 una ecuacion de discriminacion que permite identificar entre suelos con
Imazapyr® y aquellos que no contienen el plaguicida. Para este procedimiento se
utilizé suelo con distintos sistemas de labranza, con rotacion de cultivos 0 monocultivos
de maiz y/o trigo y adicion o no de residuos. Con la ecuacion de discriminaciéon
guimiométrica se obtuvo una certeza de clasificacion de 98.5% en la validacion interna
y de 97.0% en la validacion externa. Por otra parte, para la cuantificacion con NIRS, en
los ensayos se consideraron seis suelos de uso agricola, se gener6 un modelo cuyo
RSQ fue de 0.811 y mostr6é una capacidad de prediccién (RPD) de 2.4. De acuerdo con
estos resultados, el uso de espectroscopia NIR puede ser una alternativa a los métodos

convencionales, para la identificacion y cuantificacion del herbicida en suelo.

Palabras clave: extraccion de Imazapyr®, validacion de métodos, deteccion de
Imazapyr®, HPLC, NIRS



VALIDATION OF A NEW METHOD TO EXTRACT IMAZAPYR® APPLIED TO
SOIL AND ITS DETECTION BY HPLC AND NIR SPECTROSCOPY

ABSTRACT

It is presented a method in which uses deionized water to extract Imazapyr™ from soil.
The identification and quantification of the herbicide was by high performance liquid
chromatography (HPLC). The validation of the extraction procedure was done
considering the following parameters: selectivity, recovery, repeatability and robustness,
according to the definitions of the National Center of Metrology of Mexico (CENAM).
The recovery of herbicide, using the proposed method, was of 98% in average, which
allows it to be considered as a routine procedure en research about dissipation of this
pesticide.

Alternatively of the quantification of the herbicide by high performance liquid
chromatography (HPLC), Near Infrared Spectroscopy (NIRS) and chemometrics were
evaluated to detection and quantification of Imazapyr™ in soil. A discrimination equation
was generated, with this it is possible to identify between soil with and without
Imazapyr™. For this procedure soil from different tillage systems, cultures with corn or
wheat or mixed and with addition or not of residues were used. With the discrimination
guimometric equation accuracy of 98.5% in an intern validation and of 97% in an
external validation was obtained. On other hands, six agricultural soils for quantification
using NIRS were used, a model with RSQ of 0.811 and Ratio Performance Deviation
(RPD) of 2.4, was obtained According of these results, the use of NIRS can be an
alternative to conventional methods for identification and quantification of Imazapyr™ in

soil.

Key words: Imazapyr ™ extraction, validation of methods, Imazapyr™ detection, HPLC,
NIRS



1 INTRODUCCION

El Imazapyr® es un herbicida de reciente introduccion en el mercado mexicano
(CICOPLAFEST 2004), es de amplio espectro, no selectivo, que puede ser utilizado en
ambientes acuaticos o agricolas (EPA 2006), cuya intensidad de uso se prevé aumente
a corto plazo. A este herbicida se le debe considerar como un compuesto peligroso
debido a su alta vida residual y su facil movilidad en el suelo (Cox 1996), lo que en
determinadas condiciones podria provocar contaminacion de cuerpos de agua, la forma
coémo este herbicida se difunde en los suelos para llegar hasta estos cuerpos de agua
no ha sido estudiada en este pais. Por esas razones es fundamental disponer de
técnicas para su evaluacidon que permitan conocer su comportamiento e impacto

ambiental.

Para la determinacion y la extraccion de Imazapyr®, particularmente del suelo,
los métodos reportados en la literatura (EPA 1998, Borjesson et al. 2004, Wang et al.
2005, 2006, Lao y Gan 2006, y Ramezani et al. 2009) son tediosos y requieren de
inversiones altas, al utilizarse cartuchos de intercambio de fase solida y/o solventes
organicos. Quizds el punto mas importante en esta busqueda de nuevos
procedimientos sea la necesidad por reducir la cantidad de solventes organicos
utilizados, el tiempo destinado al analisis, el costo de los materiales y a aumentar la
recuperacion. Por ello algunos autores (Liu et al., 1992; D’Ascenzo et al., 1998) han
buscado técnicas diferentes, o la adaptacion de los métodos convencionales a

condiciones especificas para lograr esos objetivos.

Con la finalidad de contribuir a generar conocimiento para el monitoreo de los
herbicidas en el ambiente utilizando tecnologias mas eficientes. EL objetivo de esta
investigacion fue obtener un método de extraccion de Imazapyr® en el suelo y su
cuantificacion por cromatografia de liquidos que sea practico, de bajo costo de
operacion y amplio rango de aplicacién; y empleando espectroscopia en el infrarrojo
cercano, por su sencillez y facilidad para preparar las muestras. Ambas técnicas
podrian ser utilizadas en investigaciones relacionadas con el transporte, adsorcion y

monitoreo de Imazapyr® en el suelo.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas del Imazapyr®

El Imazapyr®, acido (RS)-2-(4-isopropil-4-metil-5-ox0-2-imidazolin-2-il)
nicotinico, es un herbicida de la familia de las imidazolinonas, un tipo de herbicidas
desarrolladas por la compafia norteamericana American Cyanamid. Su estructura
quimica es un centro conformado por el anillo de las imidazolinonas unido
covalentemente a una estructura aromatica conjunta a un residuo de acido carboxilico
(D'Ascenzo et al. 1998) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica del Imazapyr® (Silva-Trejo 2005)

La solubilidad del Imazapyr® en medios acuosos varia de acuerdo a la
formulacién del producto (Cox 1996), incrementandose con la temperatura; por
ejemplo, se ha reportado en 9,740, 11,272 y 13,470 mgL* a 15, 25 y 35 °C,
respectivamente (EPA 2006) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas selectas del Imazapyr® (Modificado de Kah y Brown

2006)

Parametro Valor
Peso molecular (uma) 261.3
Presiéon de Vapor (mPa) (60 °C) 0.013
PKa1 1.9
PKaz 3.6
pKas 11.0
Koc (ML g™ 4-170
DTso (dias) 30-150
Solubilidad (en agua, gL™) 9.74-11.27
Punto de fusion (°C) 169-173

uma: unidad de masa atémica



pKa: Constante de disociacion

Koc: Coeficiente de distribucion en suelos normalizados por el contenido
de carbdon organico

DTso: Vida media en el suelo; tiempo requerido para que el 50% de la
dosis inicial sea degradado.

Firmino et al. (2008a) explican que debido a la presencia de dos grupos
funcionales en la molécula de Imazapyr®, el &cido carboxilico y el de las piridinas, éste
compuesto presente tres valores de pKa (Cuadro 1): 1.9; 3.6 y 11.4, dependiendo del
pH del ambiente en el cual se encuentre y puede hallarse en forma neutra (Il), en forma
deprotonada (Ill) del carboxilo o de la imidazolinona nitrogenada o en forma protonada
(D). (Figura 2).

(CHg)2CH (CHg)5CH (CHg) 2CH
+ )\~ CHs Y2CH _CHg 92 | _-CHg
HN™ . NN
N .i ] ...... (¢} N ':,::_O —0
R Kay,  ~Neo " nH Kag 7 M TNM
COOH ~ ™ 0o oo

[ I 0]
Figura 2. Comportamiento del Imazapyr® con relacidn al pH del sustrato en que se
encuentre (Gennari et al. 1998)
Segun Hurley y Shanaman (2007), el Imazapyr® esta principalmente en forma
anioénica, 61% ionizado, a pH 4; 94% ionizado a pH 5; mas del 99% ionizado cuando el

pH es superior a 6.

2.1.1 Formulaciones comerciales

The American Cyanamid Company registré al Imazapyr® en 1984 con formula
comercial de sal isopropilamina con el nombre de Arsenal ®; mas tarde en 1993, en
forma de acido débil como Chopper®, (Cox 1996). Actualmente se produce tanto en
forma de acido débil y de sal isopropilamina con nombres comerciales de: Arsenal®,
Chopper®, Stalker®, Assault®, Contain® (Jenkins et al. 2000) y en septiembre del
2003 al Imazapyr® se le concedio su registro para uso en sistemas acuéaticos con el
nombre de Habitat® (USDA 2004) y también en praderas. El primer registro de su uso
autorizado en maiz para consumo humano fue en abril de 1997 (EPA 2006).



2.1.2 Usos

La aplicacion de Imazapyr® en los Estados Unidos esta permitida para usos
terrestres (vias de ferrocarril, autopistas, hébitat de vida silvestre y bosques), y
acuaticos (lagos reserva, canales, esteros, rios y sistemas de drenaje), areas no
cultivadas y para maiz, informan Hurley y Shanaman (2007); en otros paises como
Nueva Zelanda, es un herbicida ampliamente utilizado segun McDowell et al. (1997); en
Malacia se aplica en huertos de hule, palmas aceiteras y plantaciones de cacao, en
jardines ademas de terrenos no cultivados, para el control de la mayoria de pastos
anuales y maleza de hoja ancha, indican Ismail y Ahmad (1994); Jenkins et al. (2000)
afiaden gque la aplicacion se extiende a arboles caducifolios, vid y en plantaciones
forestales de pino, otras aplicaciones segun Kaichouh et al. (2004) son en cereales,
cafia de azlcar y caucho; en los estudios realizados por Ulbrich et al. (2005) reporta su
uso en legumbres de grano, girasol y cereales; Curran et al. (1992) mencionan la
aplicacién en palma de aceite y en cultivos tolerantes a las imidizolinonas denominados
Clearfield® segun Cox (1996).

Las dosis de aplicacion recomendadas varian dependiendo de la region y el
cultivo. Reportando, Ramezani et al. (2009) de 100 a 200 g de ingrediente activo (i. a.)
por ha™, 34 -1,400 g ha™ (Maldaner et al. 2008) y de 500 a 2500 g ha™* (WSSA 1994).
Las formas de aplicaciéon del Imazapyr® al suelo son también diversas en funcion de su
presentacion, Hurley y Shanaman (2007) reportan formulaciones acuosas, granular

dispersable en agua, en concentrados, como granulos o tabletas.

2.1.3 Modo de accion

El Imazapyr® funciona como un herbicida sistémico no selectivo, el cual es
adsorbido por el follaje y las raices y distribuido al xilema y al floema, la mayor
acumulacion se presenta en los tejidos meristematicos (Tucker et al. 1994) (Silva-Trejo
2005) (CETOS 2009); actta inhibiendo la sintesis de la enzima
acetohidroxiacidosintasa (AHAS) o acetolactatosintasa (ALS) (Jenkins et al. 2000), la
cual cataliza la produccion de aminoacidos aroméaticos de cadena ramificada: valina,
leucina e isoleucina, que controlan la sintesis de las proteinas, el DNA y participan en

el crecimiento celular (Cox 1996), al inhibirlos eses compuestos se manifiesta un



estancamiento del crecimiento durante los primeras veinticuatro horas después de la
aplicacién (Silva-Trejo 2005) inicialmente de las raices y continGa a la zona superficial,
el resultado de es la muerte de las hojas nuevas (CETOS 2009). La muerte de la planta
completa sucede segun Cox (1996), aproximadamente un mes después del tratamiento

dependiendo de las condiciones ambientales.

2.1.4 Degradacion

Cox (1996), reporta como la principal forma de degradacion del Imazapyr® en el
suelo al metabolismo microbiano, que se incrementa con: (1) temperaturas mas
calidas, (2) suelos méas arenosos coincidiendo en éste punto con Ismail y Ahmad
(1994), (3) condiciones aerbbicas del suelo, (4) aumento en la humedad del suelo, (5)
aumento del pH, (6) bajo contenido de materia organica. Wang et al. (2005),
encontraron que por transformacion microbiana se degrada entre 62 y 78% del
herbicida aplicado a suelos no esterilizados, y que otras formas de degradacién fueron
muy limitadas, afirmaciones acordes con los resultados de los estudios de laboratorio
conducidos por la Agencia Norteamericana de Proteccion Ambiental (US Environmental
Protection Agency, EPA 2006) que mostraron que el Imazapyr® fue esencialmente
estable a la degradacion aerObica y anaerdbica. En contraste Mallipudi et al. (1985)
encontraron que el Imazapyr® es susceptible a la fotdlisis en soluciones acuosas, con
vida media de 2.0, 2.5 a 5.3 dias (Cox 1996), 9.1 dias en agua destilada segun
Ramezani et al. (2008) que observaron ademas, que la fotdlisis decrecié al

incrementarse el pH de la solucion.

En cuanto a la hidrolisis, Quivet et al. (2004) y Ramezani et al. (2008), mostraron
gue no participé con un papel relevante en la degradacion del plaguicida en el suelo;
afirmando, éstos ultimos autores, que la degradacion abidtica en la superficie del suelo
ocurre solamente en presencia de luz, siendo estable en la oscuridad, igualmente en
los resultados experimentales de Silva-Trejo (2005) se encontré que el herbicida se

mantuvo estable en una solucién acuosa en la oscuridad por 9.6 meses.



2.1.5 Efectos nocivos

El Imazapyr® es considerado por la EPA (2006) como un compuesto quimico no
téxico, por tener una dosis letal media (LDso) superior a 5,000 mg kg™ de peso corporal
en consumo oral para pruebas toxicoldégicas en mamiferos. Las intoxicaciones por
ingestion de mas 100 mL del herbicida concentrado, revisadas por Lee et al. (1999) se
observaron sintomas de hipotension, pérdida de la conciencia, disfuncion pulmonar,
acidosis metabdlica, disfuncion renal, leucocitosis y fiebre. Cox (1996) indica que el
herbicida en grado técnico, es corrosivo al contacto con los ojos y puede causar dafio
oftdlmico irreversible. Sin embargo, Schwarcz et al. (1983) mencionaron que algunos
de sus metabolitos parasen ser mas agresivos que el mismo herbicida. El Centro de
investigacion para la Etica en la produccion de Sustancias Toxicas (Center for Ethics
and Toxics, CETOS 2009) reconoce como peligrosos a dos de sus metabolitos: el acido
guinolinico, neurotoxina, irritante de ojos, el sistema respiratorio y la piel y al acido
nicotinico (llamado también Vitamina B3) que en dosis altas se ha identificado también

COomo neurotoxina.

Entre los efectos adversos encontrados en animales de laboratorio después de
exposicidn crénica al Imazapyr®, Cox (1996) destaca la acumulacién de fluidos en los
rifones en ratones hembras, quistes en los pulmones, cancer en tiroides en ratas
macho e incremento en el nimero de tumores y de cancer en las glandulas adrenales

en ratas hembras.

En medios acuaticos, Patten (2003) indica que el Imazapyr® tiene una vida
media que no resulta téxico para los peces e invertebrados. Solamente las microfitas
parecen mas sensibles a concentraciones altas de acuerdo con el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (US Departament of Agriculture, USDA 2004) y a
Maldaner et al. (2008).

Ramezani et al. (2009) dicen que el impacto directo del Imazapyr® sobre el
medio ambiente esta influenciado por muchos factores, como la matriz en cual se
aplica, y la relaciébn de la concentracion de plaguicida/matriz. Osajima et al. (2008)
comprobaron que el pH del ambiente determinara la estructura quimica del herbicida, lo

cual establecera su persistencia y movilidad. Miller et al. (1997) y Wang et al. (2006),



mencionan que en el suelo y los sedimentos el Imazapyr® es sorbido débilmente, y
puede ser potencialmente lavado hasta aguas subterraneas a causa de su alta
solubilidad.

Estudios hechos por Agosstinetto et al. (2001), Kaichouh et al. (2004) y Osajima
et al. (2008) indican que los residuos de Imazapyr® dafian a las plantas a
concentraciones muy bajas. Ramezani et al. (2008) describieron que la sintomatologia
se puede observar como plantas débiles, acortamiento entre los nudos y reduccién del
rendimiento aln a 1/50 de la dosis tipicamente aplicada. En cultivos de papa de alta
calidad (US # 1) se disminuyé la produccion en 99% por malformaciones y
agrietamientos (Cox 1996). La elevada actividad residual del Imazapyr® segun Firmino
et al. (2008b), puede impedir temporalmente la siembra de cultivos de interés
agronémico en las areas tratadas con el herbicida y existe evidencia en los reportes de
Ulbrich et al. (2005) de que el herbicida podria persistir y afectar el desarrollo de los
cultivos subsecuentes después de su aplicacion, o limitar su utilizacion en sistemas de
produccién en los cuales se practica rotacion de cultivos, de igual forma Bovey y
Senseman (1998), indicaron que después de 12 meses de exposicion en la mayoria de
los suelos, el Imazapyr® sigue siendo toxico para todos los cultivos probados por los

autores en al menos en una de las dosis aplicadas.
2.1.6 Comportamiento del Imazapyr® en el suelo

2.1.6.1 Sorcién

La relacion de adsorcién entre el Imazapyr® y los componentes del suelo segun
Gennari et al. (1998) y Négre et al. (2001) esta influenciada por la materia organica
(carbon organico, acidos humicos), los oxidos e hidréxidos de hierro de cristalizacion
pobre y el pH. De acuerdo a Pusino et al. (1997) el Imazapyr® tiene mayor afinidad por
la materia organica y/o los 6xidos de hierro que por las arcillas y la adsorcion se

incrementa cuando decrece el pH del suelo.

2.1.6.2 Movimiento en el perfil

Investigaciones de Wehtje et al. (1987), en suelos de Alabama concluyeron en

gue el Imazapyr® fue mas mavil que la atrazina, plaguicida ampliamente encontrado en



el agua subterranea en Estados Unidos, adicionalmente en estudios de la EPA (2006)
se encontr6 que el Imazapyr® tiene potencial de adsorcion moderado pero alto
potencial de desorcién. Vizantinopoulos y Lolos (1994) encontraron que entre el 40 y
70% del Imazapyr® aplicado se lixiviaba a 45 cm, aunque mas tarde Cox (1996)
reportd que el Imazapyr® se lixivia a profundidades entre 1.5 y 3.0 m influyendo en su
movimiento la cantidad del herbicida aplicado, la textura, el tipo de arcilla, la humedad,
la materia organica y el pH del suelo; pero en general, segun Souza et al. (2000) y
Firmino et al. (2008 a), en suelos con pH y humedad bajos o ricos en arcilla y materia
organica o la combinacion de ambos, se presentd mayor sorcién y persistencia del

herbicida y menor lixiviacion y degradacion.

2.1.6.3 Persistencia

El tiempo que un herbicida permanece activo en el suelo se denomina
“persistencia en el suelo” o “vida residual en el suelo” (Hager y Refsell 2008). Curran et
al. (1992) afirma que dentro de las familias de herbicidas que tienen mayor persistencia
en el suelo se encuentran las imidazolinonas, a la cual pertenece el Imazapyr®. Su
persistencia en el suelo se ve afectada por agentes clasificados en tres categorias por
Curran et al. (1992) y Hager y Refsell (2008) que son: los factores edaficos, las

condiciones climaticas, y las propiedades del herbicida.

Ha sido reportado por Wang et al. (2006) que el Imazapyr® es mas persistente
en el ambiente edafico que otros plaguicidas no selectivos y puede contralar la
aparicion de maleza hasta por 5 meses. Lo cierto es que los informes relativos a su
persistencia son variados, mencionandose intervalos de dias, entre 25 y 142 (WSSA
1994), 26 y 44 (Ismail y Ahmad 1994), de 25 hasta 58 (El Azzouzi et al. 1998), 25-141
(Cox 1996), 81-133 dias (Wang et al. 2006), 69-155 (McDowell et al. 1997); mas de un
afo por Peoples (1984), Vizantinopoulos y Lolos (1994), Kaichouh et al. (2004),
Osajima et al. (2008); entre 6 meses y 2 afios en climas templados por Mallipudi et al.
(1985), 1.2 afios, 1.4 afios y 5.9 afios en condiciones anaerdbicas segun Hurley y
Shanaman (2007).
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2.2 Extraccion, identificacion y cuantificacion

Entender el comportamiento de un plaguicida en el suelo es fundamental para su
evaluacion, por razones ambientales y agrondmicas (Wang et al., 2005). Aun cuando
los plaguicidas son aplicados al follaje de las plantas, cierta cantidad de ellos llega al
suelo, actuando éste como reservorio y es el sitio en donde se lleva a cabo la mayor

parte de su degradacion potencial (D'Ascenzo et al., 1998).

Para determinar la presencia de cualquier plaguicida en el suelo se requieren
principalmente procedimientos acordes a su naturaleza y a las condiciones edéficas
(Ramezani et al. 2009), optimizar las técnicas de extraccién es un paso clave para
alcanzar dicho objetivo (D'Ascenzo et al. 1998); siendo entonces, el procedimiento de
extraccion del plaguicida del suelo el paso que requiere de mas atencién en el analisis
(Ramezani et al. 2009), el objetivo final de cualquier procedimiento de extraccion es
obtener una muestra que permita determinar la concentracién y evadir la degradacion
del plaguicida durante su manipulacion en el laboratorio. Algunos procedimientos de
extraccion son percibidos como cuellos de botella en un procedimiento analitico.
Lagana et al. (2000) dicen que los métodos de preparacion de muestras actuales para

la mayoria de los plaguicidas son tanto consumidores de tiempo como de reactivos.

De los procedimientos existentes en la literatura cientifica para extraer y
cuantificar Imazapyr® del suelo (ver Liu et al. 1992, D’Ascenzo et al. 1998, Borjesson et
al. 2004, Wang et al. 2005, 2006, Lao y Gan 2006, y Ramezani et al. 2009, entre otros)

es posible identificar dos etapas principales:

a) La extraccion de Imazapyr® del suelo, que tiene la finalidad de poner al
herbicida en solucion acuosa, libre de suelo.
b) El tratamiento del extracto, que se refiere al proceso de preparacion para la

identificacion y cuantificacion del herbicida.

En la primera etapa, esto es, la extraccion del herbicida desde la fase solida del
suelo, se identifican cuatro fases comunes: (1) aplicacion de la solucion extractante; (2)
agitacion; (3) centrifugacion y (4) separacion del extracto. Las variaciones entre los
métodos consultados fueron: en la composicion de la solucién utilizada como

extractante, en los tiempos de agitacion y en el tiempo y la velocidad de centrifugacion,

11



ademas en el método de D’Ascenzo et al. (1998) se efectia una sonicacién a la
suspension. Liu et al. (1992) y Wang et al. (2005, 2006) coincidieron en usar una
solucién extractante compuesta por metanol y agua, pero en proporciones (v/v) de
60:40 y 70:30 respectivamente. D’Ascenzo et al. (1998), ensayaron la solucion
extractante propuesta por Liu et al. (1992), pero al compararla, mencionan que el NacCl
0.1M es mejor ademas concluyeron en recomendar KCI 0.1M por resultar mas eficiente
que las otras dos soluciones probadas; también se han empleado soluciones con
NaOH 0.5M por Bérjesson et al. (2004) y Lao y Gan (2006).

La segunda etapa, que comprende el tratamiento del herbicida extraido para su
evaluacion, ha sido realizada directamente o después de concentrar el extracto. Liu et
al., (1992) y D’Ascenzo et al. (1998) hicieron lecturas por cromatografia directamente.
En otros procedimientos mencionados por Wang et al. (2005, 2006) se implementaron
3 lavados con diclorometano, deshidratacion del extracto con sulfato de sodio anhidro,
reduccion de volumen de éste con rotavapor, transferencia a tubos de ensayo
mezclandolo con hidréxido de aluminio, enjuagado con solucion metanol/acetato de
etilo, evaporacion a sequedad en un rotavapor y redisolucién con metanol; Lao y Gan
(2006), trataron el extracto con HCI 6M hasta un pH de 2.8, centrifugaron a 9000 rpm
por 20 min, lo decantaron, realizaron 3 lavados con diclorometano, eliminaron el
diclorometano de la solucion con sulfato de sodio anhidro, concentraron el
sobrenadante en un rotavapor casi a sequedad y redisolvieron el extracto con 2-
propanol; Borjesson et al. (2004) reportan la separacion del herbicida del resto de la
solucién empleando dos tipos de cartuchos de extraccion de fase solida (C1g y SCX) y
su redisolucién con agua; y Ramezani et al. (2009) utilizaron también extraccion de

fase solida.

La identificacién y/o cuantificacion del Imazapyr® puede llevarse a cabo por
diversos métodos analiticos: utilizando **C, cromatografia de capa delgada (Bluhorst
1996), cromatografia de gases, electroforesis capilar, inmunoensayos, flurometria y
cromatografia de liquidos de alta precicion) (Akbal et al., 2000) (Lao y Gan 2006),
aunque las técnicas mencionadas tienen en comun que para poder llevarlas a cabo se

requiere gran cantidad de recursos econdmicos, de tiempo y de reactivos quimicos. Por
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lo que para este proyecto se eligid trabajar con cromatografia de liquidos de alta

precision (HPLC) y con espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS).

2.2.1 Cromatografia de liguidos

La cromografia de liquidos de alta presion, resolucion o rendimiento (High
performance liquid chromatography, HPLC), se ha convertido en una de las técnicas
mas poderosas en el campo de la separacion e identificacion de compuestos (Silva-
Cajas, 2004); se fundamenta en el equilibrio continuo y selectivo de los componentes
de una mezcla entre una fase estacionaria y una fase movil. La mezcla es introducida
en la fase mévil que pasa a través de la fase estacionaria contenida dentro de una
columna, los componentes de la mezcla se separan debido a su diferente afinidad por
la fase estacionaria, la cual provoca que se transporten a diferentes velocidades en la
fase movil. A la salida de la columna, los componentes separados son identificados por
medio de un dispositivo llamado Detector que registra los cambios en la composicion
de la fase movil, tradicionalmente se utiliza un detector de luz visible y ultravioleta. El
sistema de medicidon entrega una respuesta en forma de diferencia en el voltaje
activada por el detector, que varia en funcién de la concentracién del componente,
observable en forma de picos que en conjunto se le llama cromatograma, la
cuantificacion se realiza cuando se comparan las respuestas de componentes con
concentracion conocida con los componentes en la muestra desconocida, ya sea en

forma directa o por medio de una curva de calibracion (CENAM 2004).

Aunque existen muchos tipos de HPLC, el método mas utilizado en el andlisis
residual de plaguicidas es HPLC de fase inversa definida por Ng (1994), como una
técnica cromatogréfica de unién, en la cual se utiliza como base agua y un solvente
organico. La separacion se fundamenta en la fuerza del solvente y la selectividad del
mismo, que podria verse afectada por la temperatura de la columna y el pH de la fase

movil.
2.2.2 Espectroscopia NIR

Por otro lado, la Espectroscopia de Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (Near

Infrared Spectroscopy, NIRS) es una técnica analitica que se basa en las interacciones
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entre la luz incidente y la superficie de un material, para predecir propiedades
particulares de una muestra (Batten 1998). Normalmente, los espectros NIR son
utilizados para establecer, utilizando la quimiometria, modelos de regresién en los
cuales la informacién significativa contenida en los espectros esta concentrada en
algunas variables, que se optimizan para producir la mejor correlacion con las
propiedades de interés. Zornoza et al. (2008) mencionan que para asegurar la fiabilidad
de esta técnica, es necesario incluir gran numero de muestras con amplio rango en los

valores de las propiedades que desean determinar.

Las razones por las que estd siendo adoptada la espectroscopia NIR como
método analitico preferido en muchos laboratorios, segun Batten (1998), esta
relacionado con que la muestra requiere de minima preparacion, su analisis es rapido,
pueden ser analizados varios constituyentes simultaneamente, la muestra no se
destruye y no se requiere del uso de productos quimicos. Quezada (2008), menciona
gue se obtienen resultados precisos con costos bajos y se consume poco tiempo en el
andlisis.

Aunque la espectroscopia en el infrarrojo medio (MIR) es conocida para el
control de calidad de agroquimicos, estando disponibles métodos para la determinacién
de Artesinin®, Buprofezin®, Chlorsulfuron®, Cyromazine®, Fenoxycarba®,
Fenvalerate® y Metalaxyl®, Moros et al. (2005) mencionan que solamente existe un
procedimiento en el que se utiliza espectroscopia de infrarrojos cercanos (NIR) para el
control de calidad en plaguicidas, solamente para Diuron® después de extraerlo con
acetonitrilo. Brunet et al. (2009), reportaron la adecuada prediccion sobre la sorcion de
plaguicidas en el suelo utilizando espectroscopia NIR y MIR por Bengtson et al. en
Lindano® y Linuron® en suelos de Suecia. No se encontré ninguna referencia en la
cual se indique el uso de NIRS con sonda de fibra 6ptica de reflectancia remota para la
determinacién de la concentracién de algun plaguicida directamente en muestras de

suelo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General: Generar metodologias para cuantificar Imazapyr®

presente en el suelo, empleando cromatografia de liquidos y espectroscopia de

infrarrojo cercano.

3.2 Objetivos particulares:

Desarrollar y validar un procedimiento analitico para extraer Imazapyr® del
suelo, y para su cuantificacién por cromatografia liquida (HPLC).

Conjuntar el uso espectroscopia NIR y quimiometria para poder identificar la
presencia de Imazapyr en el suelo.

Generar un modelo utilizando espectroscopia NIR que permita determinar la

concentracion de Imazapyr® en el suelo.

4 HIPOTESIS

La extraccion de Imazapyr® del suelo con agua permite obtener una recuperacion del
plaguicida semejante a otros procedimientos validados para su cuantificaciéon por
cromatografia liquida (HPLC).

La espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) en combinacién con quimiometria
permite discriminar entre muestras de suelo con Imazapyr® y aquellas que no contienen

éste plaguicida.

La estimacion de Imazapyr® con espectroscopia NIRS es comparable a la

cuantificacion de este plaguicida con cromatografia liquida (HPLC).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Método de extraccion

En esta etapa experimental las muestras utilizadas fueron suelos con diferentes
propiedades fisico-quimicas: andosol, vertisol, acrisol, inceptisol (WRB 2006) y un
suelo patron interno del Laboratorio de Fertilidad de Suelo y Quimica Ambiental del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Propiedades fisicas y quimicas de los suelos utilizados en el desarrollo y la
validacién del método de extraccién de Imazapyr®.

Profundidad Textura oH Carbon
Tipo de suelo de muestreo Arena Limo Arcilla .. organico
(cm) Clase ) (1:2, H20) g
Andosol 1520 ~ rranco o 5 5 6.1 53
arenoso
Vertisol 25-40 Arcilla 32 26 42 8.2 1.4
Acrisol 0-10 l.ArC'”o 3 40 57 56 2.0
imoso
Inceptisol 0-10 Arcilla 30 54 16 5.7 2.0
Patrén 0-15 Arcilla 23 30 47 7.0 0.9

Se utilizé Imazapyr® grado analitico con 99% de pureza (Chem Service, West
Chester, 19381 PA) y metanol grado HPLC (J. T. Baker Company).

Para preparar la solucion madre se disolvio 10 mg de Imazapyr® en 100 mL de
solucion metanol/agua 1:1 (v/v), con lo cual se obtuvo una solucion de Imazapyr® cuya
concentracién fue de 100 mgL™. Esta solucién se usé para preparar la curva de
calibracién y las soluciones de trabajo: 2.0 mgL™, 5.0 mgL™, 6.0 mgL y 12 mgL™. En

ambos casos se utilizé agua desionizada ultrapura tipo Milli-Q (Millipore).

5.1.1 Experimentos preliminares

La finalidad de los experimentos preliminares fue seleccionar los parametros del
método propuesto para extraer Imazapyr® del suelo, que permitieran obtener la mayor
recuperacion del plaguicida. Se tom6 como base los procedimientos descritos por Liu
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et al. (1992) y D’Ascenzo et al. (1998). Para definir la solucion extractante se decidid
probar soluciones acuosas debido a la naturaleza polar y la alta solubilidad en agua del
Imazapyr® (Lagana et al. 2000). También se considero otras ventajas de las soluciones
acuosas; el agua como extractante tiene bajo costo, nula toxicidad, alta disponibilidad y

se acerca al empleo real de la aplicacion del Imazapyr® en campo.

Se disefaron tres experimentos en los que se usoé el andosol. En ellos se probo
el efecto de: el uso de la sonicacién, el contenido de humedad de suelo y la

composicion de la solucion extractante, en la recuperacion del Imazapyr®.

Experimento Preliminar I. Efecto del uso de sonicacion. Se prepararon dos
muestras con el andosol. Para preparar cada una se pesé el equivalente a 5 g de
andosol seco a 105 °C en matraces Erlenmeyer de 50 mL. EIl suelo fue dopado al
adicionar 2.5 mL de una solucién acuosa de Imazapyr® de 2 mgL™ para obtener 5 ug del
plaguicida en el suelo, que corresponde a una concentracion de 1.0 ug del reactivo por
gramo de suelo. Estas muestras se dejaron equilibrar por 60 minutos en la oscuridad y
luego se le adiciond la solucidén extractante (metanol/agua en una relacion 3:2 v/v). La
proporcién de la solucion extractante (SE) con respecto al suelo fue aproximadamente
3:1 (v/p), tomando en cuenta que el suelo contenia algo de humedad residual. Las
muestras en los matraces se agitaron por 30 min en un agitador horizontal y luego se
sometieron a sonicacion por 10 min. Las muestras de suelo en los matraces se dejaron
en reposo por 6 horas para lograr la separacion de las fases. Transcurrido el tiempo, se
tomaron alicuotas de 5 mL del sobrenadante que se colocaron en tubos de ensayo. Los
tubos se introdujeron en un horno a 60 °C hasta alcanzar un volumen aproximado de 2
mL. Los concentrados, se filtraron utilizando acrodiscos (filtros de Nylon) con diametro
de poros de 0.22 um, y el liquido filtrado se colectd en viales de 2 mL que se utilizan en
cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC). Los viales se conservaron en la
oscuridad a -4 °C hasta el momento de su analisis por HPLC.

Experimento Preliminar II: Efecto del contenido de humedad del suelo. En
este experimento se dispuso de ocho muestras del andosol, cada una de 6 g. Cuatro
de ellas con humedad de campo y otras cuatro secas al horno a 105° C por 24 h. Las

muestras se colocaron en tubos de ensayo de vidrio de 20 cm de longitud, 2.0 cm de
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didmetro y con tapa de rosca. A dos de las cuatro muestras con humedad de campo,
se les adicioné Imazapyr®, 1.0 mL de solucién de 6.0 mgL™ de Imazapyr® en agua que
corresponde a 1.0 ug del herbicida por cada gramo de suelo seco. A las otras dos
muestras restantes se les afiadié 1.0 mL de solucién de 12 mgL™ de Imazapyr® en
agua que corresponde a 2.0 ug del herbicida por cada gramo de suelo seco. Se
procedio de igual forma con las cuatro muestras de suelo seco al horno, dos fueron
dopadas a nivel de 1.0 ug del herbicida por cada gramo de suelo seco y las otras dos a

nivel de 2.0 pg del herbicida por cada gramo de suelo de suelo seco.

Los tubos con el suelo y el herbicida se dejaron en reposo en la oscuridad por
una hora, entonces se les adicion6é la solucién extractante (SE) de metanol/agua
(relacion 3:2 v/v) en proporcion 4:1 (SE/suelo v/p). En esta relacion se considero el
contenido de agua de aquellas muestras que se pesaron con humedad de campo. Las
muestras en los tubos de ensayo se agitaron 30 min en agitador horizontal, después se
centrifugaron a 2500 rpm entre 12 y 15 min. Los sobrenadantes se filtraron con papel
Whatman No. 42, se colectaron en vasos de precipitado y se conservaron en la
oscuridad. Se realiz6 una segunda extraccion, se utiliz6 el mismo procedimiento de
adicibn de la solucion extractante, agitacion, centrifugacion y filtrado. Los dos
sobrenadantes obtenidos para cada muestra se mezclaron en un vaso de precipitado y
se dejaron evaporar hasta sequedad en un horno a 60 °C por maximo 14 horas. La
redisolucion del herbicida se realizé al agregar 2 mL de solucién metanol/agua (1:1, v/v)
en el vaso de precipitado, se agitd vigorosamente con la mano durante 30 segundos y
con una jeringa de poliestireno, se hizo pasar la solucion con el Imazapyr® por
acrodiscos de 0.22 um de diametro de poro, para colectar las redisoluciones en viales
de 2 mL que se almacenaron a -4 °C hasta su determinacién por HPLC como se define

mas adelante.

Experimento Preliminar Ill: Efecto de la composicion de solucion extractante.
En este experimento se evalud la variacion de la relacion metanol/agua a proporciones
(v/v) 1:0, 3:1, 1:3 y 0:1 de la solucidon extractante (SE). La proporcion metanol/agua de
1:0 no fue lograda debido a que el suelo siempre mantiene cierto contenido de agua;

sin embargo, ésta fue muy pequefa en relacién a la cantidad de metanol utilizado. Se
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utilizé suelo proveniente del andosol seleccionado y cada muestra se analizd por
duplicado. Se peso 6.5 g de suelo con humedad de campo que equivalentes a 5 g del
andosol seco. Al suelo se adicioné 2.0 mL de solucién de 5.0 mgL™ del herbicida en
agua, obteniéndose una concentracién de 2.0 ug de Imazapyr® por cada gramo de
suelo seco. El resto de las condiciones fueron semejantes a las ya descritas en el
segundo experimento de extraccion (Experimento Preliminar Il). La determinacion de

Imazapyr® se realizo por HPLC en las condiciones que se definen mas adelante.

Procedimiento para determinar concentracion de Imazapyr® por
cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC). Este procedimiento se uso para
evaluar el herbicida en los tres experimentos realizados. Se utilizo un modulo de
separacion Waters® 2695, equipado con un detector de absorcion UV-Visible Waters®
4789 ajustado a 240 nm, una columna Symmetry® Cig (3.9 mm x 150 mm, 5 um de
tamafo de particula). Las condiciones cromatograficas de medicion fueron: sistema de
bombeo isocratico de 6 minutos con flujo de 1 mLmin™, volumen de inyeccién 30 pL,
fase mévil de acido férmico 1%/metanol (70:30, v/v), temperatura de columna 37 °C, el

tiempo de retencién del Imazapyr® fue de 4.5 minutos.

5.1.2 Validacién del método de extracciéon

Validacion de un método analitico, segun el Centro Nacional de Metrologia
(CENAM, 2004), es el proceso mediante el cual se establecen las caracteristicas de
desempefiio del método y se identifican influencias que pueden modificarlas y el grado
en que se afectan, para establecer limitaciones al método aplicado a un tipo especifico
de muestras. Las caracteristicas de desempefio a evaluar en el desarrollo de nuevos
meétodos analiticos han sido definidas por el Centro Nacional de Metrologia (2005) y se

mencionan en el Cuadro 3:

Cuadro 3. Listade los parametros de desempefio que se deben evaluar en la
validacion de métodos analiticos.

e Selectividad e Limite de deteccidn e Robustez

e Recuperacion e Limite de cuantificacion e Sesgo

e Intervalo de trabajo ¢ Repetibilidad e Incertidumbre
e Sensibilidad ¢ Reproducibilidad e Exactitud
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La recomendacion del CENAM en relacion a la validacion de un método, es que
pueden restringirse los parametros a evaluar en consideracion al tiempo y los costos,
tomando en cuenta la experiencia existente sobre el método. También menciona que a
menudo una serie especifica de experimentos proporcionara informacion sobre varios
parametros, asi que, con una planeacion cuidadosa puede minimizarse el esfuerzo
requerido para obtener la informaciéon necesaria. Con estos antecedentes en la
validacion del método de extraccion de Imazapyr® del suelo se evaluaron aquellos
parametros cuya influencia se consideré directa, siguiendo las recomendaciones, las
definiciones y las indicaciones para calcularlos descritas en el documento CNM-MRD-
PT-030 del Centro Nacional de Metrologia (2005):

5.1.2.1 Selectividad Cualitativa

Para el procedimiento de extraccion de Imazapyr® se evalu6 la Selectividad
Cualitativa, que define el efecto de interferencias en el procedimiento propuesto para
determinar el analito. Para comprobar la identidad del herbicida se compararon los
cromatogramas obtenidos de un mismo tipo de suelo sin plaguicida y al doparlo con

concentraciones conocidas de Imazapyr®.

5.1.2.2 Recuperacion

Se refiere a la fraccion del analito extraida, de una muestra fortificada previa al
analisis, por accion del método. En este caso se prepararon muestras de andosol por
triplicado con concentraciones de 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 1.4 ug de imazapyr por gramo de
suelo. Al agregar a 5 g de suelo 2 mL de soluciones del herbicida en agua de 0.5, 1.0,
2.0,2.563.5mgL™

El porcentaje de recuperacion (%R ) se calculé como sigue:

wr=" Y00 ... 1)
CA

donde CF es la concentracion del Imazapyr® medida en la muestra de suelo dopada;

CU es la concentracion de Imazapyr® medida en la muestra de suelo sin dopar; CA

es la concentracion de Imazapyr® adicionado en la muestra de suelo para fortificarla.
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La Australian Pesticides & Veterinary Medicines Authority (APVMA 2004) indica

gue el porcentaje de recuperacion promedio debe estar entre intervalos del Cuadro 4:

Cuadro 4. Nivel de aceptacién en la recuperacién en funcion del contenido de impureza o
ingrediente activo en la matriz.

Ingrediente activo/residuo Recuperacion promedio
en la matriz aceptable
%
=10 98 — 102
=1 90 - 110
0.1-10 80 -120
<0.1 75—-125

5.1.2.3 Repetibilidad

Este pardmetro de validacion refleja la precision al seguir la metodologia
propuesta. Se determiné el herbicida bajo las mismas condiciones: se uso un andosol,
el mismo laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y durante una misma sesion
de trabajo. La recuperacion se determiné en ocho muestras de 5 g a las que se les
afiadi6 2 mL de solucién de 2.5 mgL™ del herbicida en agua obteniéndose una
concentracién de 1.0 pgg™ suelo. A los resultados obtenidos, se les calculé la

desviacion estandar (s,), el coeficiente de variacion (CV ), y el limite de repetibilidad (Ir

) el cual permite decidir si es significativa la diferencia entre las muestras analizadas.

t,es el valor de Student en dos sentidos parav=o a una confianza dada (el nivel de
confianza normal establecido fue 95%, t =1.96), y s, representa la desviacion estandar

entre las muestras analizadas.
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5.1.2.4 Robustez

Es la capacidad que tiene el procedimiento de analisis para proporcionar
resultados validos en presencia de pequefios cambios en la matriz respecto de
condiciones originalmente evaluadas en el método (Silva-Cajas, 2004). Se realizd
analisis de variancia de los resultados de recuperacion de Imazapyr® utilizando el
meétodo propuesto en cinco suelos (ver Cuadro 2) dopados con la misma concentracion

del herbicida para definir si existieron diferencias significativas (a = 0.05) entre ellos.

5.2 Analisis cualitativo y cuantitativo del Imazapyr® en el suelo por NIRS.

El fundamento de la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) es que la
informacion contenida en los espectros NIR que se obtiene de un conjunto de
muestras, puede correlacionarse con magnitudes fisicas o quimica, por medio de
ecuaciones o0 modelos de calibracion. El propésito de la calibracion es establecer una
relacion entre la sefial instrumental y la propiedad a determinar, y posteriormente
predecir esta propiedad en muestras desconocidas. Sin embargo la sefial que se
obtiene mediante la NIRS contiene informacion de la composicibn y de otras
propiedades de la muestra, sin ser éstas sefales debido a una especie Unica. Por
ejemplo, el espectro de una muestra sera la suma de la contribucién a la absorbancia o
reflectancia de cada uno de los componentes que la conforman a cada longitud de
onda. Ademas, la elevada cantidad de informacion contenida en los espectros NIR
requiere del uso de herramientas matematicas para el tratamiento de datos. En este
sentido la quimiometria permite extraer la informacién presente en los espectros de un
conjunto de muestras, ya sea de forma cualitativa como cuantitativa (Blanco et al.
2008).

En esta memoria se presentan el desarrollo de dos procedimientos de deteccion
de Imazapyr® en el suelo mediante quimiometria y NIRS: (1) una ecuacion de
discriminacion obtenida por medio de analisis cualitativo que permite identificar la
presencia o la ausencia del herbicida en el suelo, y (2) en los casos que se requerirse
conocer la concentracion del analito se generd una ecuacion de cuantificacion. Ambos
procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Quimica Analitica, Bromatologia y
Nutricién de la Universidad de Salamanca en Espafia.
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Para el registro de los espectros de la suelos se utilizO un equipo Foss
NIRSystem 5000 con sonda de 1.5 metros de fibra éptica de reflectancia remota tipo
Bundle (haz) regular 210/7210 con una ventana de cuarzo de 5 x 5 cm, como
referencia se utilizé6 una placa de ceramica. Cada uno de los espectros de los suelos
registrados se almaceno a intervalos de 2 nm en el rango de 1100 a 2000 nm. El
registro resultante fue la media de 32 lecturas tanto en la muestra de suelo como de la
referencia. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado para disminuir el error
de muestreo y fueron guardados como el logaritmo reciproco de la reflectancia (Log
1/R, R = Reflectancia). El programa utilizado para el almacenamiento, el procesamiento
de los datos y el analisis quimiométrico fue WinISI version 1.50. Informaciéon mas
detallada sobre el manejo del equipo y las bases teéricas en la metodologia para
determinaciones cualitativas y cuantitativas utilizando NIRS se puede consultar en
Hernandez-Hierro (2008).

5.2.1 Anélisis cualitativo

Este procedimiento se realizé con la finalidad de obtener una ecuacion que

permita identificar entre muestras de suelo con Imazapyr® y muestras sin el herbicida.

5.2.1.1 Soluciones de trabajo

Se prepararon soluciones de trabajo de 2.5, 5.0, 10.0 y 12.5 mgL *a partir de una
solucién madre de Imazapyr® en metanol/agua (1:1, v/iv) de 100 mgL™ que se diluy6

con agua bidestilada.

5.2.1.2 Suelos y Tratamientos

Para desarrollar la ecuacion de discriminacion de Imazapyr® en el suelo, se
emplearon muestras provenientes de la estacion experimental El Batan del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), ubicado en Texcoco estado
de México. El suelo, clasificado como Cumulic Faeozem (WRB, 2006) provenia de
experimentos de larga duracion con distintos sistemas labranza, rotacion de cultivos o

monocultivos de maiz y/o trigo y la adicién o no de residuos (Cuadro 5).

Para desarrollar la ecuacion de discriminacion se consideraron tres grupos: (1)

Suelo testigo, (2) Suelo rehidratado, y (3) Suelo dopado.
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Suelo testigo: En este grupo se incluyeron las muestras de suelo del CIMMYT
con distintos sistemas labranza (cero o convencional), rotacion de cultivos o
monocultivos de maiz y/o trigo y la adicién o no de residuos. Las muestras se secaron
al aire y a la sombra, se pasaron por un tamiz malla No. 40 (0.5 mm). Con estas

muestras se obtuvo el espectro NIR del suelo original, tal como provienen del terreno.

Suelo rehidratado: A 5 g de suelo seco al aire, a la sombra y tamizado en malla
No. 40 (0.5 mm), y colocados en un vaso de precipitados de 250 mL, se les agregd 2
mL de agua bidestilada y se dejaron equilibrar 30 minutos. Posteriormente los vasos se
colocaron en un horno a 100 °C por 12 horas. Para evitar interferencia por el exceso de
humedad en la obtencién del espectro NIR; al cumplirse las 12 horas se colocaron en
una campana de extraccion hasta el registro de sus espectros, lo cual ocurrié 2 dias
después de haberlos afiadido el agua. El incluir estas muestras en el estudio fue para
evitar errores en la clasificacion, debido a que se observo que cuando se preparaban
las muestras para el registro de su espectro (aun sin la adicion de Imazapyr®), la matriz
del suelo presentaba modificaciones, dando lugar a espectros que eran diferentes a los

obtenidos de los suelos Originales y a los de los suelos Dopados.

Suelo dopado: Con objeto de obtener distintas concentraciones de Imazapyr® en
el suelo, ya que el original no contenia este plaguicida fue necesario dopar con
cantidades variables de éste al suelo. El procedimiento para ello fue similar al descrito
para preparar las muestras de suelo rehidratado, sustituyendo los 2 mL de agua
bidestilada por 2 mL de las soluciones de trabajo de Imazapyr® en agua, cuyas
concentraciones fueron: 2.5, 5.0, 10.0, 6 12.5 mgL™, obteniéndose concentracién de
1.0, 2.0, 4.0, 6 5.0 ugg™ del plaguicida en el suelo. Y se sigui6 el mismo procedimiento

de eliminacion del exceso de humedad que para el suelo rehidratado.

Se prepararon en total 202 muestras, aunque en la literatura no se menciona un
numero especifico de muestras a usarse en analisis cualitativos utilizando NIRS, se
busco que las muestras usadas en el desarrollo del modelo de discriminacion fueran
representativas de la variabilidad que pudiera darse durante el proceso, con la finalidad
de obtener un procedimiento analitico robusto. La aplicacion de los tratamientos entre

las muestras fue como se senala en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Muestras utilizadas en el procedimiento para obtener la ecuacion de
discriminaciéon de Imazapyr® en suelo por NIRS

Tratamiento
_ Testigo  Rehidratadas Dopados
Manejo del suelo Concentracion de Imazapyr® (ug g de suelo)
0.0 0.0 0.1 0.2 0.4 0.5
Cantidad de muestras

LCMm-+r
LCMm-r
LCMt+r
LCMt-r
LCRm+r
LCRm-r
LCRt+r
LCRt-r
LZMm-+r
LZMm-r
LZMt+r
LZMt-r
LZRm+r
LZRm-r
LZRt+r
LZRt-r

OONODMDPPUUOOUOIRPOINOUOUITOO NO O
PANWORARONONODNDNAEDNOWW
NONNRPPFPOOMNMNWOOWNELPR
NFPFFRPFRPFPNMNNPPRPOWOOWON
ONNPFPNOORFRPRNEPEDNEDNNODN

NrwrorNvkrRrRRNMNRNOORMO

TOTAL: 85 37 20
LC = Labranza convencional; LZ = labranza cero; M = monocultivo;
monocultivo; m = maiz; t = trigo; con residuos (+r); sin residuos (-r)

N
o

20
= rotacion; M =

Py

5.2.1.3 Registro de los espectros

El suelo de los vasos de precipitados se removio con una espatula de metal, se
homogeneiz6 con un mortero de vidrio, se esparcid sobre una lamina de plastico en
una mesa de trabajo y se registré colocando la sonda de fibra optica encima de cada

muestra (Figura 3).
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Figura 3. Colocacion de la sonda de fibra 6ptica sobre una muestra de suelo para el
registro de su espectro por NIRS

5.2.1.4 Analisis discriminante

El modelo de discriminacion se gener6é por un Método de Reconocimiento de
Pautas Prefijadas o Supervisadas, es decir que ya se conocia la pertenencia de cada
muestra a un determinado grupo. En los modelos de pautas prefijadas, el analisis
discriminatorio est4 basado en el concepto de que se encuentran fronteras explicitas
entre las clases y de ésta forma el espacio es dividido en regiones para cada clase
(Gonzélez-Martin 'y Hernandez-Hierro 2008). Para obtener la ecuacion de
discriminacion se utilizé6 un algoritmo discriminante basado en minimos cuadrados
parciales (Discriminant Partial Least Squares, DPLS) que es un método de regresion, que
permite la agrupacion por clases (o variables categéricas denominadas dummy). La
informacion espectral NIR obtenida de las muestras del Cuadro 5 y su pertenencia a
una determinada clase (Testigo, Hidratadas o Dopadas) se utilizé para generar esta
parte del procedimiento.

En la Figura 4 se sefiala con lineas continuas la secuencia que se siguié para

llegar la ecuacién de discriminacion.
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Figura 4. Esquema de las etapas de trabajo en estudios cualitativos usando NIRS
(Hernandez-Hierro, 2008)

Hernandez-Hierro (2008) explica que en el desarrollo del modelo DPLS se
conoce a priori el grupo al cual pertenecen las muestras, éstas se organizan en
archivos con los espectros de todas las muestras pertenecientes a una misma clase.
Automaticamente se genera una matriz temporal con las muestras en las clases
definidas y las nuevas variables dummy para cada clase. Se indica para cada
parametro a evaluar la pertenencia o no de la muestra a un determinado grupo
mediante unos o ceros respectivamente, realizando una regresion PLS1 (cuando se
tiene solamente un analito o dato de referencia, variable o caracteristicas a evaluar) o
PLS 2 (para varios analitos o datos de referencia, etc.) con la matriz de estas nuevas
variables dummy y los datos espectrales de las muestras. Una vez obtenido el modelo
se utilizan las muestras con las que se desarrollo para predecir de nuevo el valor de
cada variable dummy para cada muestra, realizando un cambio en los nuevos valores
predichos al sumarles una unidad, por tanto si se obtiene un valor de 2 la muestra
estara perfectamente clasificada en el grupo de la variable dummy con ese valor, por el
contrario, muestras con valores inferiores a 1.5 no se podrian clasificar en la clase cuya
variable dummy tiene ese valor; siendo el valor 1.5 el punto de corte de pertenencia o

no a una determinada clase.
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La calidad del modelo de discriminaciéon generado se observa a través del
coeficiente de correlacion multiple (RSQ: R-squared), el error estdndar de calibracion
(SEC.: Standard Error of Calibration,) y el error de validacion cruzada (SECV: Standard
Error of Cross Validation) que son parametros estadisticos que se obtienen al realizar

una validaciéon cruzada de la ecuacion obtenida y se describen a continuacion:

e RSQ: Coeficiente de correlacion multiple; se utiliza para medir el grado con que los

datos predichos se ajustan a los datos reales.

N

z (ycali - yteoi )2

RSQ=1-| = | L. A3)

N

Z(yteoi - y)z

i=1

e SEC: Error estandar de calibracion:
N

()/cali - yteoi )2
i=1

SEC=| " ... 4
N_p_1 (4)

e BIAS: se define como la media de los residuales, siendo éstos la diferencia entre el

valor del laboratorio (., ) y el valor predicho (Y, )

residual, f; = (Ve — Vg ) <« - v v« - - (5)

BIAS = ;i(ymh T (6)

i=1

e SECV: error estandar de validacién cruzada

N =

N

> (Veay = Yieo, ~ BIAS

SECV =| - o e INCRPRRRPP )
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en estas ecuaciones vy, YY,., SOn respectivamente, los datos calculados y tedricos

para cada una de las i —muestras, y es el valor medio de los datos calculados, N es el
namero de muestras utilizadas en el calibrado, y p es el numero de factores de la

regresion.

Ademas de los parametros anteriores, la eficiencia del modelo, se calcula a
través del porcentaje de muestras que correctamente clasifica en el grupo a cual
pertenecen. Si la predicciobn se hace en muestras que se usaron para desarrollar el
modelo se refiere a una Validacion Interna; por el contrario si las muestras en que se
aplica son distintas a las usadas en la obtenciébn del modelo entonces es una
Validacién Externa. Del total de 202 muestras que se prepararon (Cuadro 5) se usaron
165 para el desarrollo del modelo de discriminacion y de éstas se seleccionaron al azar
128 muestras para una Validacién Interna; y con 36 muestras, que no se usaron para
crear el modelo de discriminacion, se hizo una Validacién Externa como se presenta en

el Cuadro 6.

Cuadro 6. Cantidad y distribucién de muestras por tratamiento para el Desarrollo del
Modelo, la Validacion Interna y la Validacion externa.

Uso de la muestras

Tipo de _ = . 3
Muestras Desarrollo del Validacién Validacién
Modelo Interna Externa
Originales 37 64 21
Rehidratadas 64 0 0
Dopadas 64 64 16
Total: 165 128 37

5.2.2 Cuantificacién

El método de cuantificacion de imazapyr en el suelo por NIRS se desarroll6 para
generar un procedimiento mas rapido y con resultados equiparables a los obtenidos
mediante HPLC, pero sin el procedimiento de extraccion y sin la destruccion de las

muestras.
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La mecanica general para cuantificacion de algin analito, compuesto o
propiedad por NIRS considera seis etapas: (1) toma/preparacién de las muestras, (2)
registro de los espectros NIR, (3) obtencion de los valores de referencia, (4)
pretratamiento de los espectros, (5) desarrollo del modelo, (6) validacion interna y

externa del modelo obtenido (Figura 5).
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l y
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Figura 5. Esquema de las etapas de trabajo para estudios cuantitativos por
espectroscopia NIR (Hernandez-Hierro, 2008)

5.2.2.1 Suelos utilizados para la cuantificacion.

Para cuantificar Imazapyr® por NIRS se usaron seis suelos, los ya descrito en el
(Cuadro 2) andosol, vertisol, acrisol, inceptisol (WRB 2006), un suelo patron del
Laboratorio de Fertilidad de Suelo y Quimica Ambiental del Colegio de Postgraduados,
y ademas un faeozem, franco arcilloso con pH 7 y con contenido de carbdn organico de
2.6%. Este ultimo suelo fue empleado para robustecer el grupo e introducir variacion

de la clase textural y el contenido de carbon organico.

5.2.2.2 Preparacion de las muestras

En frascos de vidrio de 10 mL de capacidad se pesé 5 g de suelo y se agrego 2
mL de una solucién de Imazapyr® en agua cuya concentracion varié entre 0.20 a 1.0
ug mL™, de tal forma que para cada muestra se obtuvieran concentraciones de 0.08,

0.12, 0.16, 0.20 y 0.40 pg g™ de suelo, tal como se indican en el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Concentracion de Imazapyr® en las soluciones de trabajo y en el suelo

Concentracion de Imazapyr®

Solucién de trabajo Suelo
(Mg mL™) (Mg g?)

0.20 0.08

0.30 0.12

0.40 0.16

0.50 0.20

1.0 0.40

Se realizaron 10 repeticiones de cada uno de los seis suelos con cada una de
las concentraciones de Imazapyr® reportadas en el Cuadro 7. De lo anterior, resultaron
un total de 300 muestras que fueron preparadas el mismo dia. Posteriormente las
muestras de suelo dopadas en los viales de vidrio, se homogeneizaron en un agitador
rotatorio por 2 horas. Después de la homogeneizacion se introdujeron en un horno a
100 °C por 12 horas y se colocaron en una campana de extraccion hasta la noche
anterior al registro de los espectros del suelo en NIRS y de la extraccion del Imazapyr®
por cromatografia (HPLC), Las muestras se colocaron nuevamente en el horno a 100
°C por 12 horas para eliminar los residuos de humedad y evitar su interferencia en los
espectros NIR del suelo. El registro y la extraccidon se hicieron en dos de las 10 replicas
de cada concentracién, para cada tipo de suelo, a cada uno de los tiempos indicados
en el Cuadro 8. Se tomé la decisién de extraer dos muestras por cada turno de registro
y de extraccién, para reservar el resto, y observar si se producia alguna interferencia en

la correcta cuantificacion de Imazapyr® por NIRS con el transcurso del tiempo.

Cuadro 8. Secuencia de registro de los espectros y extraccion de Imazapyr® de las
muestras de suelo dopadas.

il

Repeticion Dia de extraccién
1,2 2
3,4 7
5,6 14
7,8 28
9,10 35

Dias contados a partir de la fecha de dopado.
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5.2.2.3 Registro de los espectros

Transcurrido el tiempo indicado en Cuadro 8, el suelo en los frascos de vidrio se
removio, se extrajo con una espatula de metal de los frascos, se moli6 en un mortero
de vidrio y se homogeneiz6 inmediatamente después se registrd su espectro de forma

semejante a lo explicado en la Seccién 5.2.1.3.

5.2.2.4 Andlisis de referencia: Determinacion de Imazapyr® por (HPLC)

De acuerdo a la literatura la técnica de referencia para determinar el Imazapyr®
es la cromatografia liquida (HPLC), por la que se realizo esta evaluacion en los suelos
a los que se les registraron los espectros en NIRS. Después de haber registrado los
espectros, se uso la misma muestra para el analisis por HPLC. Para ello, cada muestra
de suelo a la que se registré su espectro por NIRS, se transfirio totalmente a tubos de
vidrio para centrifuga de 50 mL de capacidad. Se agreg6 20 mL de agua bidestilada a
cada tubo y se colocaron en un agitador rotatorio por 30 minutos. Posteriormente se
centrifugaron 15 minutos a 2000 rpm y el sobrenadante se filtré6 usando papel Whatman
No. 42 y se colectd en vasos de precipitado de 250 mL. Este procedimiento, de adicién
de agua, agitacién, centrifugacion, y filtracion se realiz6 tres ocasiones para cada
muestra. El sobrenadante, colectado en los vasos de precipitado se coloc6 en un horno
a 100 °C por 12 horas hasta sequedad. Después de este tiempo, los vasos se dejaron
enfriar 30 minutos. Una vez que se enfriaron los vasos se agreg6é 2 mL de solucion
metanol/agua (1:1, v/v), se agitd vigorosamente con la mano durante 30 segundos y
con una jeringa de poliestireno, se hizo pasar la redisolucion con el Imazapyr® por
acrodiscos de 0.22 um de didmetro de poro, para colectarla en viales de 2 mL que se
almacenaron a -4 °C hasta su analisis en HPLC. EI equipo usado para esa actividad
estd compuesto de un Modulo de separacion Water Allience ® 2795, con detector
Water ® 2996 UV-Vis ajustado a 240 nm acoplado con un espectrémetro de masas ZQ
® 4000. Se us6 una columna X-Brige ® (Cig 35 um, 2.1 mm x 100 mm). Las
condiciones cromatograficas fueron: sistema de bombeo isocratico de 9 minutos, fase
movil &cido formico 0.1%/metanol (80:20 v/v), temperatura de columna 37 °C vy un flujo

de inyeccién de 0.2 mL min™. El tiempo de retencién del Imazapyr® fue de 7.5 minutos.
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5.2.2.5 Desarrollo del modelo de cuantificacion

El modelo de cuantificacion se realizd siguiendo el procedimiento descrito en
Gonzalez-Martin y Hernandez-Hierro (2008). Se uso regresion por minimos cuadrados
parciales modificados (MPLS: Modified Partial Least Squares Regression) que se basa
en la reduccion de variables. Estas nuevas variables, denominadas variables latentes,
factores o componentes, son una combinacion lineal de las variables originales. Se
emplea la informacion espectral y los datos del andlisis cromatogréafico de referencia
correspondientes a los suelos dopados a la concentracion de Imazapyr® de los

tratamientos descritos en el Cuadro 7 y el Cuadro 8.

Previamente con los datos espectrales y con la concentracion obtenida del
andlisis de referencia (HPLC) de las muestras, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA: Principal Component Analysis) que es un método habitual en el
analisis multivariable, cuyo objeto es reducir el niumero de variables contenidos en los
espectros, sin perder informacion relevante, que permite entre otros objetivos, reducir la
correlacion espectral y englobar las muestras analizadas en funcion de la variabilidad
gue contienen (Massar et al. 1997). A los espectros obtenidos se les aplicaron
diferentes pretratamientos matematicos: promedio de espectros; correccion del efecto
multiplicativo de la dispersion (MSC: Multiplicative Scatter Correction); tipificacion de la
absorbancia (SNV: Standar Normal Variate); correccion de la tendencia (DT: DeTrend),
(Figura 6), que son correcciones de los espectros para aumentar la calidad de la sefial
instrumental, reduciendo al maximo la informacion no asociada a la propiedad
estudiada, como el desplazamiento de la linea base, el ruido espectral (componentes
no relacionado con ninguna propiedad fisica o quimica de las muestras como el ruido
instrumental o la iluminacion, ademas de otras fuentes de variacion como la

temperatura y humedad que pueden aportar interferencias a la sefial analitica).
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Figura 6. Espectros de 10 muestras de suelo dopadas con Imazapyr® y sus correcciones
por diferentes métodos.

Los pretratamientos se acompafaron también de derivadas de diferentes
ordenes con diferentes gaps y suavizados. En la Figura 7 se presentan los espectros
de las muestra después de haber aplicado las derivadas y suavizados para corregir el
efecto difuso. En la notacién utilizada en los graficos (a, b, c, d), el primer digito indica
el orden de la derivada, el segundo el nimero de puntos en los cuales se realiza la
derivada, el tercero es el nUmero de puntos en los cuales se realiza el primer suavizado
y el cuarto es el numero de puntos en los cuales se realiza el segundo suavizado
(Barnes et al. 1989, Shenk et al. 1995). La combinacién de los pretratamientos:
Standard MSC, SNV y DT con los suavizados y derivadas son las herramientas para
intentar eliminar o reducir los efectos que enmascaran la sefial apropiada para el
proposito analitico (Dhanoa et al. 1995), estas combinaciones de los pretratamientos

matematicos con las derivadas proporcionaron 20 archivos.
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Figura 7. Ejemplo de la correccion por derivadas y suavizados de los espectros en
muestras de un inceptisol con Imazapyr®

Parte del proceso también fue la eleccibn del numero de componentes
principales, construccion del nuevo espacio espectral, deteccion de outliers utilizando la
distancia de Mahalanobis (H) definida a partir de la diferencia espectral de una muestra
respecto a la media espectral del conjunto, se desechan aquellas muestras cuyos
espectros estan fuera de los espectros promedios de la poblacion con la que se
desarroll6 o calibro la ecuacion. También son detectadas muestras con altos residuales
(Ecuacion 5); se utiliza el criterio T o criterio quimico de forma que aquellas muestras
cuyo residual dividido entre el SECV (Ecuacion 8) supere el valor de 2.5 seran
eliminadas. Esta depuracion se repite dos veces antes de obtener el modelo final
(Fuentes et al. 2009).

_ residual
SECV
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Posteriormente a los 20 archivos obtenidos del PCA se les realizaron 20
pretratamientos diferentes sobre los datos espectrales de cada archivo, obteniendo 400
modelos diferentes de los cuales se eligi6 como modelo final aquel que mejores
parametros estadisticos mostré considerando el RSQ: coeficiente de correlacion
multiple (Ecuacion 3) y el SEC: error estandar de calibracion (Ecuacion 4). También se
realizé una validacion cruzada de la cual se obtuvieron: el SECV: error estandar de
validacion cruzada (Ecuacion 7), el SEP: error estandar de prediccion (Standard Error

of Prediction):

N

Z(ycali ~ Yeeo )2

N

N| -

el SEP(c): el error estandar de prediccién corregido por el BIAS (Ecuacion 6):

1
N il

Z:(ycali - Yteoi — BIAS )2 i

SEP(c)=| i T | (10)

y la capacidad de prediccién del modelo (RPD: Ratio Performance).

SDref
RPD=__"" . .. ...... (11)
SEP

donde SD.s: se refiera a la desviacion estandar de los resultados del método de

referencia.
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Para comprobar la robustez del modelo de calibracién se realizé una validacion
externa, aplicando la ecuacion a muestras que no pertenecieron al grupo de
calibracion, se realizé una prueba t de Student para comprobar si las concentraciones
obtenidas por ambos métodos (HPLC y NIRS) proporcionan valores significativamente
iguales o0 no. Con los resultados de la concentracion de Imazapyr® de esas muestras
se le calcul6 también: el error cuadratico medio (RMSE: Root Mean Standard Error),
similar al SEC (Ecuacion 4) pero para muestras que no se integraron en el conjunto de
calibracion:

N| =

N

Z(ycali =~ Vieo, )2

RMSE =/ 1= | e (12)

el promedio de los residuales (Ecuacion 6) y el porcentaje de error respecto al valor de

referencia. Siendo en estos casos vy, YY,, l0s datos calculados y tedricos para cada

una de las i —muestras respectivamente, N es el nUmero de muestras utilizadas para

realizar la validacién externa.
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6 RESULTADOS

6.1 Método de extraccion

En este apartado se reportan los resultados de los tres experimentos
preliminares descritos en el capitulo de materiales y métodos (5.1.1), Se evalud el
efecto del empleo de sonicacion, el contenido de humedad del suelo y la composicion
de la solucion extractante. Los resultados obtenidos en estos experimentos permitieron
definir el método de extraccion con el cual se obtuviera la mayor recuperacion de
Imazapyr® del suelo. Se considerdé la recuperacion promedio lograda de dos
repeticiones del mismo procedimiento (Cuadro 9). El porcentaje de recuperacion de

Imazapyr® se calcul6 aplicando la Ecuacion 1.

Cuadro 9. Efecto del procedimiento de extraccién en larecuperacion de Imazapyr® de un

andosol.
_ Concentraciéon  Relacién Solucion B
Experimento  |mazapyr®/suelo Suelo/SE Extractora:  Recuperacion
Preliminar 1 / metanol/agua, (%)
(ngg™) (P/V) (vIv)
| 1.0 1:3 3:2 2553
Il SHC 1.0 1:4 3:2 62.2 5
Il SSH 1.0 1:4 3:2 4417
Il SHC 2.0 1:4 3:2 48.0 8
Il SSH 2.0 1:4 3:2 34.8"
1 2.0 1:4 0:1 11058
1l 2.0 1:4 1:3 93.9°8
1l 2.0 1:4 3:1 58.7 8
1l 2.0 1:4 1:0 2458

SHC: suelos con humedad de campo

SSH: suelos seco al horno

8Muestra en que se utilizé suelo con humedad de campo;

"Muestra en que se utilizé suelo secado al horno (105 °C, 48 horas):
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La recuperacion de Imazapyr®, para el primer experimento de extraccion, con
sonicacion y una relacién suelo/SE 1:3, fue de 25.5%. Esta recuperacion se considero
no satisfactoria por ser inferior las metodologias consultadas en que se reportan
porcentajes de recuperacion de 82 a 87% por Liu et al. (1992) y entre 89 y 95% por
D’Ascenzo et al. (1998).

En el Experimento Preliminar Il, los porcentajes de recuperacion obtenidos
indican que el método es sensible al contenido de humedad del suelo. La recuperacion
de Imazapyr® fue mayor (18 y 13 %) en el suelo con humedad de campo que en el
suelo seco al horno, para ambas dosis de concentracién de Imazapyr® (1.0 pgg™ y 2.0
nggl). La disminucién de la recuperacion de Imazapyr® en el suelo seco puede
explicarse por un incremento de la fuerza de las uniones que se desarrollan entre el

suelo y el herbicida como resultado de la remocién del agua (Curran et al. 1992).

Con las modificaciones realizadas al segundo experimento de extraccion, se
logro la separacion de fases por accién de la centrifugacion, eliminando el tiempo
destinado a la sedimentacién; ademas, se incrementd la recuperacion del herbicida con
respecto a los resultados del Experimento Preliminar |, pero adn sin alcanzar los

porcentajes conseguidos por los autores antes mencionados.

Los resultados obtenidos para el Experimento Preliminar Ill indicaron que
recuperacion fue 24.5, 58.7, 93.9 y 110.5% respectivamente para las relaciones
metanol/agua (v/v) de 1:0, 3:1, 1:3 y 0:1, usadas para preparar la solucidon extractante.
Estos resultados indican que al incrementar el contenido de agua y al disminuir la
cantidad de metanol en la solucion extractante se increment0 la recuperacion del
Imazapyr®. La mayor recuperacion se obtuvo al utilizar 100% de agua como

extractante.

Los resultados obtenidos en los experimentos preliminares I, 1l y Il permitieron
definir las condiciones a usar en el Método de Extraccion que se propone (Figura 8).
Se tom6 como base el Experimento Preliminar Il, al que se modificé la velocidad de
centrifugacion de 2500 a 1500 rpm para evitar la ruptura de los tubos de vidrio que
contenian a las muestras. Para aumentar la reproducibilidad de los resultados se

realizaron tres procesos de extraccion a cada muestra. Dado que se requeria
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aumentar la concentracion del plaguicida, fue necesario llevar a cabo una
concentracion de los extractos, para optimizar este proceso se aumento la temperatura
de la estufa a 70 °C y el tiempo de concentracidén se fij6 en 14 horas. La solucion
extractante que se usO fue agua desionizada con la que se obtuvo mayor de

recuperacion (Experimento Preliminar Il1).

Pesar Agregar Ajustar Almacenar
Equivalente a — Suelo/Solucién Extractora —> . — a
59 suelo seco H,0 desionizada (14, p/p) 60 mL H,O desionizada 4°C

Dopar Agitar Evaporar a sequedad Analizar
conimazapyr Agitador Vertical 30° 70 °C, 14 horas HPLC

Equilibrar Redisolver
60 minutos 2 mL metanol/agua
Oscuridad Centrifugar (1:1, viv)
‘ 1500 rpm, 157, l
[
i Transvasar
; Jeringa de 2 mL
Filtrar
i Whatman # 42 L
; Filtrar
Acrodiscos
veces mas 022 pm
M
_____ Colectar J/
Vasos de precipitados,
Colectar
Viales 2 mL

Figura 8. Representacién esquematica del Método propuesto para extraer Imazapyr® de
suelo.

6.1.1 Validacion del método de extraccion generado

En la validacion del método propuesto para extraer el Imazapyr® del suelo
(Figura 8) a través de las caracteristicas de desempefio no se identificaron limitaciones

en su funcionamiento.

6.1.1.1 Selectividad Cualitativa

La identificacion del herbicida se realiz6 con cromatografia liquida (HPLC)
empleando el extracto metanol/agua (1:1 v/v) obtenido con el procedimiento propuesto

(Figura 8). En la Figura 9 se observan los cromatogramas correspondiente a una
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muestra de un andosol dopada con 0.2 pg de imazapyr por gramo de suelo (Figura 9b)
y una muestras sin el herbicida (Figura 9a). Las diferencias en los cromatogramas del
andosol con y sin el herbicida indican que la técnica usada presenta selectividad para

su deteccion.
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Figura 9. Diferencias entre los cromatogramas de las muestras de andosol sin Imazapyr®
(&) y una muestra dopada (b)

En el cromatograma de la Figura 9b, el pico de este herbicida es bien definido y
sobre la linea base, o que muestra que no existen interferencias, aun cuando, en el
extracto empleado para la determinacion cromatogréfica, se tienen otros elementos

solubles del suelo.

6.1.1.2 Recuperacion

La recuperacion de Imazapyr® se evalué en un andosol enriquecido con 0.2, 0.4,
0.8, 1.0, 1.4 pg de Imazapyr® por gramo de suelo seco. Se utilizd la metodologia de
extraccién propuesta (Figura 8) y la recuperaciéon se calculé con la Ecuacion 1. Los
resultados obtenidos indican que la recuperacion del herbicida fue superior al 90% para

las cinco concentraciones analizadas (Figura 10). La menor recuperacion fue de 93%
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para el andosol con 0.2 ug de herbicida por gramo de suelo. La mayor recuperacion fue
de 103% con 0.80 ug de herbicida por gramo de suelo, muy similar a la obtenida para

el nivel de dopado més alto (1.4 pgg™).

Recuperacion
(%) 103
r 99 98 101
100 + 93
80
60
40 |
20 4
0 T .
0.20 0.40 0.80 1.00 1.40
Nivel de dopado (ugg)

Figura 10. Porcentaje de recuperacién de Imazapyr® en un andosol dopado (0.2, 0.4, 0.8,
1.0, 1.4 pgg-H).

Los valores de recuperacion obtenidos (93% - 103%) (Figura 10) al utilizar el
Método de Extraccién (Figura 8) se encuentran dentro del rango sefialado en la guia de
la APVMA (Australian Pesticides & Veterinary Medicines Authority 2004). En esta guia
se indica que para que un método de extraccion y deteccién se considere como
confiable deben ubicarse entre 75% y 125% de recuperacion del plaguicida cuando la
relacion plaguicida/matriz sea inferior al 0.1%. También se pueden aceptar valores de
recuperacion entre 70% y 120% de los niveles de dopado para los métodos en que se
evalla la recuperacion de residuos (Bluhorst 1996). Aunque el promedio de la
recuperacion de Imazapyr® fue de 99%, el CENAM (2005) indica que altas
recuperaciones pueden corresponder a impresiones irreales de la extraccion. Lo
anterior debido a que el enriquecimiento obtenido al adicionar un analito a una matriz

dada, no logra la misma adhesion del analito en cuestiébn, como se tendria en
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condiciones naturales. De tal modo que éste no queda tan fuertemente ligado. Aun
cuando lo anterior pudiera ser considerado como real, la adicion del analito a una
matriz para evaluar su recuperacion es el procedimiento mas comdnmente usado y

aceptado en la literatura.

6.1.1.3 Repetibilidad

Para evaluar la repetibilidad del procedimiento de extraccion de Imazapyr® del
suelo se consideraron ocho muestras de andosol, las cuales se doparon con
Imazapyr® para obtener 1.0 ug del pesticida por gramo de suelo. La determinacién del
herbicida se realizd6 en el mismo laboratorio, durante una misma sesion de trabajo,
empleando los mismos equipos y reactivos. Los resultados de la recuperacion para
cada nivel de dopado se presentan en el Cuadro 10. Para cada valor se calculd: la
desviacion estandar (s=0.07 ugg™), el coeficiente de variacion (C.V. = 7.2 %) y el limite
de repetitividad (Ir =0.19).

Cuadro 10. Evaluacién de la repetibilidad del método de extraccién de Imazapyr® en un
andosol dopado con 1.0 pgg™.

Imazapyr® recuperado

Repeticion g gt %
1 0.91 92.6
2 0.96 98.0
3 1.04 105.3
4 0.93 94.5
5 1.04 105.9
6 0.88 89.6
7 0.99 100.9
8 1.08 110.2

Promedio (x) 0.98 99.6

Desviacion estandar (s) 0.07

Coeficiente de Variacion (CV) 7.24

Limite de repetibilidad (Ir) 0.19
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Los resultados del Cuadro 10 indican que el coeficiente de variacion obtenido
entre las muestras analizadas fue de 7.2%. Este valor fue menor al reportado por Brodi
et al., (2005) que de acuerdo a el Group of Analyst of Residues of Pesticides (GARP),
se considera que para que un método de extraccion sea aceptable el coeficiente de
variacion en la medicién de la repetibilidad debe ser inferior al 15%. La Agencia
Americana para la Proteccion Ambiental y la Organizacion para la Prevencion de
Plaguicidas y sustancias Toéxicas (EPA, 2006) no acepta aquellos métodos en los que
el coeficiente de variacién entre muestras preparadas en las mismas condiciones sea
superior al 30%. Lo anterior indica que el método de extraccién propuesto cumple con
la condicion de repetibilidad requerida para que el procedimiento analitico pueda

considerarse confiable.

6.1.1.4 Robustez

Para definir la robustez del procedimiento propuesto (Figura 8), se evalud la
sensibilidad del método de extraccion de Imazapyr® en cinco suelos con diferencias en
el pH, la textura y el contenido de CO (Cuadro 2). Los suelos fueron enriquecidos con
0.2 ug de Imazapyr® por gramo de suelo seco y se determind el porcentaje de
recuperacion. El analisis de variancia permitié concluir que no existieron diferencias
significativas (P = 0.05) en la cuantificacion de Imazapyr® por el efecto del tipo de
suelo, a pesar del 16% de sobreestimacion en la recuperacién obtenida para el vertisol
(Cuadro 11).
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Cuadro 11. Recuperacién de Imazapyr® en funcion del tipo de suelo

Recuperacion de

Tipo de suelo Imazapyr® ©
ug g™ %
Andosol 0.185 (4) 92.6
Acrisol 0.172 (3) 85.8
Vertisol 0.232 (3) 116.0
Inceptisol 0.186 (3) 93.1
Patron 0.207 (4) 103.7
Promedio (x) 0.196 98.2
Desviacion estandar (S) 0.033
Coeficiente de variacion (C V) 16.6

() ElI nUmero entre paréntesis indica la cantidad de repeticiones consideradas.

La desviacion estandar en la recuperacion de Imazapyr® entre los suelos
utilizados fue +0.033 pg (Cuadro 11). EI coeficiente de variacion fue de 16.6%, valor
muy por encima del +3.71 reportado por Wang et al., (2006), y 10% mayor al obtenido
por Liu et al., (1992) y D’Ascenzo et al. (1998); pero fueron muy similares al £18.1
reportado por Boérjesson et al. (2004). Sin embargo, la cantidad de suelos en que se
evalué el método de extraccion propuesto (Figura 8) y el promedio de recuperacion

(98.2%) fueron mayores que los obtenidos por los autores antes citados.

6.2 Analisis cualitativo y cuantitativo del Imazapyr® en el suelo por NIRS

A continuaciéon se presentan los resultados de los procedimientos desarrollados
para la deteccion de Imazapyr® en el suelo de forma cualitativa y cuantitativa utilizando

espectroscopia NIRS y generados por quimiometria.

45



6.2.1 Analisis cualitativo

Para desarrollar la ecuacion de discriminacion de Imazapyr® en el suelo, se
usaron muestras tomadas aleatoriamente de un Faeozem que sostuvo experimentos
de larga duracién consistentes en: labranza cero o convencional, con rotacion de
cultivos o monocultivos de maiz y/o trigo y la adicion o no de residuos (ver tratamientos
en Cuadro 5). Esas muestras se dividieron en tres tratamientos de laboratorio, suelo
testigo, rehidratado y dopado. Inicialmente se habia considerado usar como testigos
espectros, de los mismos suelos, registrados en el ailo 2007 (denominados ahora
como los Espectros originales). Sin embargo, se observd que estos espectros
registrados en el 2007 no correspondian integramente a los obtenidos en este estudio,
por lo que fue necesario obtener un nuevo registro de estos suelos, denominando a
estos nuevos espectros Testigos. El tratamiento rehidratado indica que se afiadio agua,
y el dopado con adicién de Imazapyr®. Los espectros que se presentan en la Figura 11
corresponden por tanto a las cuatro condiciones definidas: originales, testigos,

hidratados y dopados.
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Figura 11. Diferencias espectrales de un conjunto de 10 muestras de suelo clasificadas
segun su preparacion en originales, testigos, rehidratadas o dopadas.
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Al comparar los espectros NIR de muestras individuales, para cada tratamiento
(Figura 12), La presencia de Imazapyr® desplaza el espectro a la zona proxima a 1900
nm, comportamiento que hace posible usar un andlisis discriminante para diferenciar si

existe o no la presencia del plaguicida en el suelo.
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Figura 12 Diferencia entre los espectros originales, testigos, rehidratados y dopados en
cuatro muestras de suelo.

Para la obtencién del modelo discriminante por minimos cuadrados parciales
(DPLS) se utilizaron 165 muestras de suelo (Cuadro 6) se us6 su informacion espectral
registrada y la agrupacion a la que pertenecian (testigos, hidratadas o dopadas)
(Cuadro 5). Los descriptores estadisticos del modelo de discriminacién obtenido se

presentan en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Parametros estadisticos obtenidos del modelo de discriminaciéon de
Imazapyr® en el suelo

Grupos de Numero de
N SD RSQ SEC SECV validacion
factores PLS
cruzada.
165 045 0.87 0.16 0.17 6 9

N: Numero de muestras utilizadas para el desarrollo del modelo de discriminacion
SD: Desviacion estandar de la solucién de dopado (mg L™) entre muestras

RSQ: Coeficiente de correlacion multiple (R-Squared,)

SEC: Error estandar de calibracion (Standard Error of Calibration,)

SECV: Error estandar de validacion cruzada (Standard Error of Cross Validation,)
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El RSQ (Ecuacion 3) es el coeficiente de correlacion mdultiple e indica el grado

con el que los resultados de la prediccion se ajusta a los datos reales.

La eleccion del numero de factores PLS se realizé6 en este caso mediante la
validacion cruzada, procedimiento por el que el conjunto original de muestras se divide
en varios grupos (en este caso 6) de forma que se utiliza un grupo para comprobar los
resultados (validar) y el resto para construir el modelo, de forma que cada vez se deja
un grupo fuera; el proceso se repite tantas veces como subgrupos se formen. Los
componentes principales se pueden describir geométricamente con un cambio de ejes,
representandose los datos de esas muestras en un sistema de coordenadas con un
namero inferior de ejes al utilizado inicialmente. ElI ndmero factores PLS se ha de
seleccionar de forma que contenga informacion relativa a las muestras y no contengan

informacion relativa al ruido.

En el Cuadro 13 se presentan los resultados de la Validacion Interna y de la
Validacion Externa del modelo. Para ello se consideraron los porcentajes de muestras de
suelo correctamente clasificadas al utilizar la ecuacién de discriminacion de Imazapyr®

en el suelo por NIRS.

Cuadro 13. Porcentaje y cantidad de muestras clasificadas en el grupo al cual
pertenecen utilizando la ecuaciéon de discriminacion para la deteccion de Imazapyr® en

el suelo.
Validacion Interna Validaciéon Externa
Presencia Ausencia Presencia Ausencia
Muestras clasificadas
correctamente/Total muestras 64/64 62/64 16/16 20/21
evaluadas
Clasificacion correcta (%) 100 97 100 95

Considerando los resultados del Cuadro 13, el 100% de muestras con
Imazapyr®; y el 97% en la Validacion Interna y 95% en la validacion Externa de
muestras de suelo sin herbicida fueron correctamente clasificadas mediante la

ecuacion de discriminacion. Las muestra que no fueron clasificadas adecuadamente
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fueron tres, dos en la validacion interna y una en la validacion externa, se consideraron
muestras pérdidas, es decir que el modelo de discriminacion no les asigné ninguna
clase, en los tres casos fueron muestras sin Imazapyr®. Entre las muestras pérdidas
no se observd alguna tendencia asociada al nivel de dopado o por efecto del tipo de

cultivo y/o la labranza del suelo o la aplicacién o no de residuos.

En la Figura 13 mediante la ecuacién de discriminacion se agrupan las 165

muestras usadas para generar el modelo de discriminacion.

Grupo
dummy 2 = Testigos Rehidratadas «Dopadas
30 T
20 +

| -

s *
10 + "%
o* [ ]
*i“'"‘* -

0.0 . } L } | |

0.0 1.0 2.0 3.0

Grupo dummy 1

Figura 13. Agrupacién de las muestras por categorias en: testigos, rehidratadas y
dopadas con Imazapyr®, al usar la ecuacién de discriminacién generada por DPLS y
NIRS.

Los resultados presentados en el Cuadro 12, el Cuadro 13 y la Figura 13
permiten concluir que utilizando la ecuacion de discriminacion generada por NIRS es
posible separar con alto grado de certeza entre muestras de suelo con presencia o

ausencia de Imazapyr®.

Una vez que el Imazapyr® es detectado en el suelo, se puede determinar su
concentracion usando modelos cuantitativos desarrollados para tal efecto pues la
discriminacion por NIRS al ser un método no destructivo permite destinar las muestras

a otros procesos.
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6.2.2 Cuantificacion

Para el analisis cuantitativo de Imazapyr® en el suelos por espectroscopia NIR
se utilizaron seis suelos: andosol, vertisol, acrisol, faoezem, histisol y un suelo patrén
estandar del Laboratorio de Fertilidad de Suelo y Quimica Ambiental del Colegio de
Postgraduados (Cuadro 2), sus espectros originales, es decir sin plaguicida, se

presentan en la Figura 14.
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Figura 14. Espectros de los seis suelos utilizados en la creacién de la ecuacion para
cuantificar de Imazapyr® en suelo por NIRS.

Las variaciones de la respuesta espectral obtenida para cada uno de los suelos,
como se observa en la Figura 14, se atribuye a las diferencias fisicas y quimicas

intrinsecas de los distintos suelos.

En los espectros de las muestras dopadas con Imazapyr® para ninguno de los
suelos se detecto alguna tendencia a simple vista en la variacion de los espectros por
efecto de la concentracion del plaguicida (Cuadro 7), o de la fecha de registro (Cuadro
8), como ejemplo de lo anterior se pude ver la Figura 15, en la cual se comparan los
espectros NIR generados por un histisol dopado con Imazapyr® (0.8, 0.12, 0.16, 0.20 y
0.40 pg g ) y el espectro de este mismo suelo sin el plaguicida, todos pertenecientes a

la misma fecha de de registro.
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Figura 15. Comparacion entre los espectros generados por un histisol sin el herbiciday
al doparlo con el suelo al doparlo con 0.8, 0.12, 0.16, 0.20 6 0.40 pug de imazapyr® por
gramo de suelo.

Para cuantificar Imazapyr® del suelo por HPLC (considerado como el método de
referencia) se usaron 300 muestras, las cuales corresponden a los seis suelos dopados
a las cinco concentraciones de Imazapyr® mencionadas en el Cuadro 7 y diez
repeticiones para cada concentracion. De este total, se seleccionaron 144 muestras,
gue se ordenaron por pares correspondientes al mismo tipo de suelo, con el mismo
nivel de dopado, la misma fecha de registro y el mismo dia de extraccion (Cuadro 8)
entonces de cada par de muestras se obtuvo un espectro NIR promedio asi como la
media de la concentracion del plaguicida. Al final se obtuvo 72 espectros NIR y su
concentracion correspondiente del herbicida. Se usaron 65 muestras de suelo dopado
(con su espectro y concentracion) para generar el modelo de cuantificacion y se
reservaron 7 muestras de suelo para realizar una Validacion Externa de la ecuacion de
cuantificacion. Las concentraciones de Imazapyr® en las extractos de las muestras
seleccionadas oscilaron entre 0.005 — 0.554 mg L™, lo que corresponde a 0.002 —

0.222 g g™ del herbicida en el suelo.
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El andlisis de componentes principales PCA para obtener el modelo de
calibracion se presenta en el Cuadro 14, en donde se sefala: el pretratamiento
espectral seleccionado SNV: Standard Normal Variate (2, 4, 4, 1) que corresponde a la
correccién de los espectros por tipificacion de la absorbancia que intenta minimizar la
dispersion debido principalmente a factores fisicos como puede ser el tamafio de
particula. Se requirieron 7 componentes principales para poder abarcar el 99.81% de
la variabilidad entre los espectros de la muestras usadas en la ecuacion de calibrado.
Los componentes principales se pueden describir geométricamente como un cambio de
ejes, representandose los datos de las muestras en un sistema de coordenadas con un
namero inferior de ejes al utilizado inicialmente. Estos nuevos ejes corresponden al
nuevo conjunto de variables establecido como un nuevo sistema de coordenadas en
las direcciones que expliquen la maxima variabilidad en las muestras. El primer
componente principal esta en la direccion que explica la maxima variabilidad espectral
del conjunto de muestras, el segundo es (ortogonal al primero) y explica la maxima
variabilidad de las muestras una vez restada la explicada por el primero y asi
sucesivamente. Se eliminaron cuatro muestras al aplicar el criterio H, distancia de
Mahalanobis, definida a partir de la diferencia espectral de una muestra respecto a la
media espectral del conjunto de muestras utilizado para originar la ecuacion de

calibrado.

Cuadro 14. Resultados del analisis de componentes principales (PCA) entre los
espectros de suelos dopados con Imazapyr®

NUmero de .
) Variabilidad
Pretratamiento componentes :
L explicada (%)
principales
ncentracion
Concentracion g\, 5 44 1 7 99.81

de Imazapyr®

Los parametros estadisticos del modelo MPLS considerados como los optimos
para obtener el modelo de cuantificacion del Imazapyr® en el suelo por NIRS se
presentan en el Cuadro 15. Estos corresponden a la cantidad de muestras que
finalmente se utilizaron para generar el modelo (N); el nUmero de grupos de validacion

cruzada y el numero de factores PLS.
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Cuadro 15. Parametros estadisticos obtenidos del modelo de cuantificacién de
Imazapyr® en el suelo.

Parametro Estadistico Valor

N 56
Pre-tratamiento DeTrend (2, 4, 4, 1)
SD (ug) 0.026
Rango (ug g™) 0.003 - 0.121
RSQ 0.811

SEC (ug g™V 0.014

SECV (ug gb) 0.023
Numero de factores PLS 7

Grupos de validacion cruzada 6

La eleccion del numero de factores o variables latentes se realiz6 en este caso
mediante la validacién cruzada, procedimiento por el que el conjunto original se divide
en varios grupos (en este caso 6) de forma que se utiliza un grupo para comprobar los
resultados (validar) y el resto para construir el modelo, de forma que cada vez se deje
un grupo fuera, el proceso se repite tantas veces como subgrupos se formen y se
contintia de igual forma como se obtuvo el nimero de factores principales. También se
incluye, el valor obtenido para RSQ, o coeficiente de correlacion multiple (0.811) que
indica el grado con el que los valores predichos se ajusta a los datos reales; el rango
de aplicabilidad de la ecuacién (0.003 — 0.121 pgg™), que es el intervalo de los valores
de concentracion de Imazapyr® en el suelo que pueden calcularse con certeza
utilizando el la ecuacién generada; la desviacidn estandar de la concentracién de
Imazapyr® entre muestras (0.026 ug), el SEC error estandar de calibracion (0.014 ugg
1y, el SECV; el error estandar de validacion cruzada (0.023 pgg™) y el pre-tratamiento
utilizado: DeTrend (2, 4, 4, 1) correccion de la tendencia: este tratamiento se aplica de
forma individual a cada espectro e intenta minimizar la curvatura de la linea base que
surge como consecuencia del diferente tamafio de particula y del distinto grado de

compactacion en su empaquetamiento. Ademas, se indica la cantidad de muestras
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que finalmente formaron el modelo (N = 56), una vez eliminadas aquellas que no
cumplieron con el criterio H, ni el el criterio T (Ecuacion 8, denominado criterio quimico
y son los outliers que presentan altos residuales, cuando T fue superior a 2.5, las

muestras eliminadas por éste ultimo criterio fueron cinco.

La incertidumbre en las predicciones futuras del modelo se evallo través de un
proceso de validacion interna de donde se obtuvieron los pardmetros de prediccion, el
SEP: Error Estandar de Prediccion (Ecuacion 9), y el SEP(c): Error estdndar de
prediccién corregido por el BIAS (Ecuacion 10). Al representar los valores de
referencia frente a los predichos por NIR se obtuvo la gréfica de Validacion Interna para
el Imazapyr® (Figura 16). Los resultados indican que es posible la cuantificacion de
Imazapyr® en el suelo con errores de prediccién (SEP) de £0.011 ug de Imazapyr® al

utilizando la ecuacion generada por NIRS.
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Figura 16. Comparacion de los valores de referencia con los valores predichos por el
modelo MPLS en NIR para la determinacién de Imazapyr® en el suelo. Validacion interna

La RPD: capacidad de prediccion del modelo se evalla usando la Ecuacién 11,
resultando con un valor de 2.4. Algunos autores consideran un RPD > 3.0 adecuado
en el analisis NIRS para productos agricolas (Fearn, 2002). Sin embargo, otros autores
(Chang et al. 2001; Brown et al. 2005) aceptan RPD > 2.0. De acuerdo a éste ultimo
criterio, el modelo obtenido podria ser aplicado a muestras de suelo con Imazapyr®

para su cuantificacion con resultados confiables.
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En la Validacion Externa se usaron seis muestras de suelo (Cuadro 16) debido a
gue 1 de las 7 que se tenian destinadas para este fin estuvo fuera del rango de
aplicacion del modelo de cuantificacion generado (Cuadro 15). Del conjunto de esas
muestras se conocian los valores de referencia pero no se incluyeron en el conjunto de

calibracion para generar la ecuacion de cuantificacion.

Cuadro 16. Rango de concentracion de las muestras utilizadas en la Validacion Externa
del modelo de cuantificacion de Imazapyr® en el suelo por NIRS

Minimo Maximo Media SD
(ug g™)

N

Concentracion de
Imazapyr®
N: Cantidad de muestras
SD: Desviacion estandar entre muestras

6 0.004 0.056 0.018 0.019

Los resultados proporcionados por la metodologia NIR y los obtenidos por HPLC
de las muestras dopadas con Imazapyr® del Cuadro 16 se compararon utilizando la
Prueba t de Student para valores pareados. El nivel de confianza alcanzado aplicando
dicha prueba fue de 0.08 (Cuadro 17), mayor a 0.05 (elegido como el minimo);
aceptandose la hipoétesis nula, lo que implica que no existié diferencia significativa entre
los resultados obtenidos por ambos métodos; también se incluyen el RMSE: el error
cuadratico medio (Ecuacion 12) y la media de los residuales que son indicadores del
error que se pudo cometer al predecir la concentracibn en estas muestras

desconocidas.

Cuadro 17. Validacién externa. Cuantificacion de Imazapyr® en el suelo

p Promedio de RMSE (SEP)
residuales
Nivel de confianza 1
()
Concentracion de 0.08 0.017 0.018

Imazapyr®

Considerando lo expuesto en el Cuadro 14 y el Cuadro 17, se confirma que el
modelo de cuantificacion obtenido puede utilizarse para predecir la concentracion de
Imazapyr® en el suelo en un rango entre 0.003 y 0.121 pg g, con resultados similares

a los obtenidos por HPLC.
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7 CONCLUSIONES

Se generd un metodologia de extraccion de Imazapyr® del suelo para su
cuantificacion por HPLC. En este procedimiento de extraccibn se utiliza agua
desionizada como extractante, con una relacién suelo/SE 1:4, se realiza agitacion
mecanica por 30 min, centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos vy filtrado, la agitacion
hasta el filtrado se realizan en tres ocasiones en esa secuencia, los tres extractos se
mezclan entre si, se concentran en una estufa a 70 °C por 14 horas hasta sequedad, el
imazapyr se redisuelve con solucién metanol/agua (1:1, v/v). Se puede considerar que
el método de extraccion generado es un procedimiento que aportard resultados
confiables asi lo demostraron los parametros de desempefio evaluados de acuerdo al
CENAM: en la prueba de selectividad, se observo que no existieron interferencias en la
determinacién de Imazapyr®; se obtuvo una recuperacion del herbicida de 98%,
cantidad por encima del rango de 89-96% que reportaron Liu et al. (1992) y D’Ascenzo
et al. (1998) al usar sus propias metodologias de extraccion; se logro la repetibilidad
requerida para métodos de extraccién de residuos; a través de una prueba de robustez,
se obtuvieron resultados de recuperacion similares en los cinco diferentes suelos en

gue se ensayo el método de extraccion.

Con el uso de la espectroscopia NIR y la quimiometria se generé una ecuacion
de discriminacion con el cual fue posible la clasificacion de muestras de suelo que
contenian imazapyr y muestras sin plaguicida, con certeza de clasificacion del 100 y

98% respectivamente.

Las concentraciones de Imazapyr® en los extractos del suelo proporcionados
por HPLC fueron equivalentes a las obtenidas a través de un modelo de cuantificacién

generado por espectroscopia NIR.
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