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RESUMEN

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es un herbicida hormonal auxinico del grupo de los
fenoxiacidos. La exposicion al 2,4-D puede ocurrir por las vias inhalatoria, digestiva y dermal.
En el organismo humano sufre una limitada biotransformacion y es eliminado inalterado por via
urinaria. Por lo tanto, los niveles urinarios de 2,4-D como &cido libre pueden ser usados como
indicadores de exposicion a este compuesto. El objetivo del trabajo fue la puesta a punto de un
método por micro-extraccion liquido-liquido dispersiva acoplada a demulsificacion con solventes
(SD-DLLME) para la deteccién del 2,4-D en orina por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). A partir de las pruebas realizadas se establecid que las condiciones Optimas para
extraer y pre-concentrar el analito son: temperatura de trabajo 18 °C, 7 mL de orina sin diluir,
750 pL / 750 pL de ACN como agentes dispersante/demulsificante y 75 L de 1-octanol como
agente extractante. La metodologia de extraccion demostrd tener un limite de deteccion
adecuado para evaluar exposicion laboral ademas de ser simple, rapida, econémica y amigable

con el ambiente.

Palabras Claves: &cido 2,4-diclorofenoxiacético, orina, micro-extracciéon liquido-liquido

dispersiva.

INTRODUCCION

Los herbicidas fenoxiacidos como el acido 2,4-diclorofenoxiacético, conocido habitualmente
como 2,4-D, son inhibidores de crecimiento pre y post-emergentes ampliamente utilizados a
nivel mundial. El 2,4-D se absorbe a través del tracto gastrointestinal, piel y pulmén. En el
organismo humano sufre una limitada biotransformacién y se excreta sin modificaciones

principalmente por orina aproximadamente dentro de las 120 hs (t12=13 hs) y los niveles



urinarios estan bien correlacionados con el grado de exposicion. (1,2). Los datos de
biomonitoreo de trabajadores muestran valores medios de 2,4-D en orina comprendidos entre
5 — 45 pg/L con valores maximos entre 410 — 2500 pg/L. (3)

En los métodos analiticos empleados para la evaluacion de la exposicion a plaguicidas se
necesita un tratamiento de la muestra que garantice resultados confiables. Estos
procedimientos tienen que ser simples y rapidos, y proporcionar la suficiente sensibilidad para
detectar cantidades muy pequefas de los analitos. (4)

La eleccién de la técnica analitica para la determinacion de plaguicidas depende de una
variedad de factores incluyendo costo, disponibilidad, selectividad, sensibilidad, propiedades del
analito y factibilidad del analisis. La determinacién del 2,4-D se puede realizar tanto por
cromatografia gaseosa (CG) como por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con
distintos detectores; la determinacion por CG requiere un paso previo de derivatizacién para
otorgarle a la molécula de 2,4-D estabilidad térmica, volatilidad y polaridad adecuadas para el
andlisis. La técnica de eleccion para identificar y cuantificar el 2,4-D en muestras biologicas es
la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS) que
retne el poder de separacion proveniente del HPLC y la universalidad, selectividad y
sensibilidad que aporta la espectrometria de masas como técnica de deteccion. (5,6)

La extraccion liquido-liquido es una técnica tradicional que estd basada en el equilibrio de
distribucion de los analitos entre dos fases liquidas inmiscibles puestas en contacto. La gran
cantidad de variables que son posibles de modificar, la existencia de diversos solventes, la
posibilidad de emplear mezclas de solventes, modificaciones del pH, etc. hacen de la extraccion
liquido-liquido convencional una técnica muy util y versétil. Sin embargo, la formacién de
emulsiones, el manejo de volimenes grandes de muestra y solventes, el empleo de solventes
toxico e inflamables, asi como los riesgos de pérdidas o contaminaciones durante las distintas
etapas hacen de ella una técnica costosa, lenta y ademas poco respetuosa del medioambiente.
Por ello, en los ultimos afios, esta técnica ha sido desplazada por técnicas de extraccidon
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miniaturizadas, evitando de este modo todos o al menos la mayor parte de estos
inconvenientes. (7) En el afio 2006 Assadi (8) y colaboradores desarrollaron un método de
micro-extraccion liquido-liquido dispersivo (DLLME) que tiene su fundamento en el uso de un
sistema ternario de solventes. Los parametros que se utilizan para caracterizar la eficacia de
estas técnicas miniaturizadas son el factor de enriquecimiento (FE) y la recuperacién (R). La
DLLME puede ser acoplada con CG, HPLC y Espectroscopia de Absorcion Atémica y ha sido
aplicada al andlisis de residuos de plaguicidas, metales pesados, hidrocarburos policiclicos
aromaticos, etc. En una variante de la DLLME se separan las fases con la adicion de una
segunda porcién del disolvente dispersor que actiia como un demulsificante. Esta variante se
presenta como una muy buena alternativa para la determinacion de 2,4-D en orina tal como lo
proponen Behbahani M. y colaboradores. (8,9)

Varios factores  afectan el proceso de extraccion y pre-concentracion: temperatura,
centrifugacion, dilucion de la orina, tipo y volumen de los solventes extractante, dispersante y
demulsificante. En el presente trabajo estos factores fueron evaluados con el proposito de
obtener una 6ptima extraccién y pre-concentracion del analito por micro-extraccion liquido-
liquido dispersiva acoplada a demulsificacion con solventes (SD-DLLME) seguida de HPLC

para la determinacién de 2,4-D en orina.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio: El estudio es de tipo analitico experimental.

Muestras bioldgicas: muestras de orina aisladas de voluntarios adultos (hombres y mujeres) sin

exposicion laboral al 2,4-D. Las muestras se colectaron en recipientes comerciales estériles.

Se prepararon muestras enriquecidas con 2,4-D a distintos niveles de concentracion.



Método: se utilizé un patron de 2,4-D de pureza certificada (98%) obtenido de Sigma Aldrich.
Se emplearon los siguientes reactivos: metanol, acetonitrilo (ACN), 1-octanol, acido acético,
cloruro de sodio y acido clorhidrico, agua calidad HPLC y tiras de pH.

Se empleé un Cromatdgrafo Liquido Waters modelo 2690 con detector de foto-arreglo de
diodos Waters 996 (PDA) y sistema automatico de registro de datos. EIl andlisis cromatografico
se realizo a temperatura ambiente con una columna LichroCART® 100 RP-18 (5 um), (250 mm
de largo x 4 mm de diametro interno) y guarda columna LiChrospher®100 RP-18 (5 pm)
(Merck). EIl volumen de inyeccion fue de 40 pL. Se utilizo un gradiente de una solucion acuosa
de &cido acético al 1 % (A) y acetonitrilo (ACN) acidificado (1% con acido acético) (B), como
fase movil. Se realiz6 un barrido espectral entre 210-400 nm y se cuantificd a 282 nm.

La extraccién y pre-concentracion del 2,4-D se realiz6 por microextraccion liquido-liquido
dispersiva acoplada a demulsificacion con solvente en las condiciones propuestas por
Behbahani M. y colaboradores (9). Esta técnica permite la simultdnea extraccion y
concentracion del analito a través del uso de un sistema ternario de solventes constituido por la
fase acuosa (muestra de orina) y una mezcla de dos disolventes organicos; uno miscible con la
fase acuosa y que funciona como agente dispersante/demulsificante (ACN) y otro inmiscible con
la fase acuosa Illamado agente extractante (1-octanol). Cuando la mezcla
dispersante/extractante se pone en contacto con la fase acuosa, se observa la formaciéon de
una emulsion, que incrementa al maximo la superficie de contacto entre las fases, favoreciendo
asi la rapida transicion del analito entre la muestra y el extractante. Posteriormente se procede
a agregar el solvente demulsificante que promueve la separacion de las fases formandose una

gota del agente extractante que contiene el analito.



RESULTADOS

Se seleccionaron condiciones cromatogréficas capaces de separar adecuadamente el 2,4-D de
cualquier interferente presente en la matriz, con un gradiente de fase mévil de: 0 a 2 min: 57/43
(A/B); 5 a 25 min: 70/30 (A/B); 30 min: 57/43 (A/B). Utilizando el procedimiento propuesto por
Behbahani y col. (9) se evalué6 el efecto de la temperatura y la centrifugaciéon (5 min. a 4000
rpm) en el proceso emulsificacion/demulsificacion. El procedimiento se aplicé a una muestra
enriguecida con 2,4-D en las siguientes condiciones: temperatura ambiente: 25-27 °C y
temperaturas controladas: 22°C, 20°C y 18°C. A temperatura ambiente, 20°C y 22 °C la
formacion de la gota fue incompleta y no se logré separar las fases aun después de centrifugar.
A 18 °C y con centrifugacién se obtuvo una separacién de fases completa y una gota definida lo
que permitié tomar un volumen mayor del solvente extractante para ser inyectado en el HPLC-
PDA.

Una vez definidos los parAmetros que mejoraron la formacion de la gota, se procedié a
optimizar aquellos que afectan a la sensibilidad del método. Se utiliz6é una muestra enriquecida
con 2,4-D a un nivel de 240 pg/L. El procedimiento propuesto por Behbahani y col. (9)
modificado (18°C, centrifugado 5 min. a 4000 rpm) se aplic6 a muestras con distinta relacion
orina/agua. En la Tabla 1 se presentan los resultados de % de Recuperacion y Limite de
Deteccion (LD) para voliumenes de muestra entre 2 y 10 mL de orina. Si bien con 10 mL de
orina se obtiene una buena recuperacion y un bajo limite de deteccién, se observé que con este
volumen de muestra no se cumple la proporcionalidad entre volumen de muestra y porcentaje
de recuperacion que se observa en las otras pruebas, esto puede estar relacionado con el
hecho de que la dispersion no es completa en todo el volumen de la muestra cuando se
emplean 10 mL de orina. Por lo tanto, se seleccioné como volumen éptimo 7 mL de orina, con

el que se obtiene un LD de 10 pg/L.



Tabla 1. Porcentaje de Recuperacion y Limites de deteccién para distintos volimenes de muestra.

Relacion Altura Recuperacion

Orina/H,0 (%)

7883 99 24
11400 98 17
14250 109 14
20000 96 10
24500 90 8

Como la efectividad del proceso emulsificacién/demulsificacion en la muestra de orina
depende del tipo y volumen de los solventes utilizados. Se probaron metanol, acetona y acetato
de etilo como agentes dispersante/demulsificante en la proporcion 750 puL/750 pL y 75 pL 1-
octanol como extractante. Con metanol se observé la formacion de una gota pequefia aun
después de centrifugar; con acetato de etilo y acetona no se logré la formacion de la gota.
Tampoco se obtuvieron buenos resultados en las pruebas con 75 uL de tolueno y 75 uL de
hexano como solvente extractante. Las mejoras en el procedimiento no fueron consistentes
empleando diferentes volimenes de dispersante/demulsificante y extractante; se probaron: 500
pL /500 L y 1000 pL /1000 pL de ACN; 50 pL y 100 uL de 1-octanol.

A partir de las pruebas realizadas que permitieron obtener las condiciones Optimas para extraer
y pre-concentrar el analito en nuestro laboratorio el procedimiento quedd definido de la
siguiente manera: (1) a temperatura ambiental controlada de 18 °C en un tubo de vidrio de 10
mL pesar 0,35 gramos de NaCl; (2) tomar 7 mL de orina sin diluir; (3) adicionar 70 uL de HCI
concentrado (pH= 1 - 2); (4) agregar una mezcla de 750 puL de ACN (agente dispersante) y 75

uL de 1-octanol (agente extractante); (5) inmediatamente agregar 750 uL de ACN (agente



demulsificante); (6) centrifugar durante 5 min. a 4000 rpm; (7) tomar la fase organica (gota) y
inyectar en el HPLC-PDA.
En la Figura | se presenta el esquema del procedimiento definitivo de extraccién y pre-

concentracion.

Figura |. Esquema del procedimiento de micro-extraccion liquido-liquido dispersiva acoplada a

demulsificacion con solventes (SD-DLLME).
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DISCUSION

Al tratar de reproducir la metodologia propuesta por Behbahani y col (9) en nuestro laboratorio
encontramos que en las condiciones establecidas por los autores no obteniamos los mismos
resultados. Por ello, se procedié a poner a punto parametros que nos permitieran en primer
lugar lograr la formacion de la gota y en segundo obtener la mejor sensibilidad posible en
nuestras condiciones de trabajo. Los parametros seleccionados permitieron formar la gota y
recuperar un volumen adecuado de extractante para ser inyectado en el sistema
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cromatogréfico. El limite de deteccion alcanzado (10 pg/L) para la determinacion del 2,4-D en
orina es apto para detectar los niveles esperados en la exposicion laboral. Burns y Swaen (3)
reportan para trabajadores, valores promedio comprendidos entre 5 y 45 pg/L con valores
maximos entre 410 y 2500 pg/L. La metodologia de extraccion y pre-concentracion demostrd
ser simple, rapida, econdmica y amigable con el ambiente. La metodologia puesta a punto en
este trabajo, una vez validada, permitird contar con una herramienta para evaluar la exposicion
laboral a 2,4-D en una provincia como Cordoba en la que se utiliza ampliamente dicho

herbicida.
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