ISSN 1409-2441
www.ucr.ac.cr

- 1 Aniversario
= m
::L" e

078720 15KV (X0

,.‘..J

070728 15KV X288 1.5aMM

70720 1SKY %20.8 1.58MM

v ) e
G a8
PR ‘i

cdd.@ 1.,50MM

KV X20.0 1, CMM




Ingenierfa 15 (1,2): 15-19, ISSN: 1409-2441; 2005. San José, Costa Rica

DETERMINACION DE RESIDUOS DE IMAZAPIC
E IMAZAPIR EN ARROZ (ORIZA SATIVA) POR HPLC

Paulina Silva Trejos

Resumen

Los residuos de imazapic e imazapir, ambos herbicidas sistémicos de la familia de las imidazolinonas, fueron
determinados, previa extraccion de las muestras de arroz con solvente de extraccion preparado a partir de 40 mL de
HCI 1 N, 2400 mL de metanol, grado plaguicida y 1560 mL de agua. Una alicuota del extracto se concentrd hasta
aproximadamente 10 mL en un rotavapor; al extracto concentrado se le adiciond agua y disolucion al 10 % m/v de
acetato de plomo y se le ajustd el pH a 6,2 con disolucion de NaOH 1 N. Esta disolucion se centrifugd y del liquido
sobrenadante se midi6 una alicuota a la que se le ajustd el pH a 2,1 con disolucion de HCI 1 N, se extrajo luego con
diclorometano y los extractos reunidos se llevaron a sequedad en el rotavapor. Los residuos se disolvieron en agua
ultrapura de pH 2,5 y se inyectaron en un cromatografo HPLC provisto de una columna Cg. Los pardmetros de validacion
obtenidos fueron los siguientes: linealidad 5,1 x 10-2 a 5,1 x 10-3 ug/mL; limites de deteccion y cuantificacion; (1,5 x
10-3,5,0 x 10-3, 7,8 x 10-3, 2,6 x 10-3) mg/mL para el imazapir y el imazapic, que corresponden a 5,0 x 102 mg/kg de
arroz; recuperacion, 80 % y 125 % para ambos analitos y repetitividad, desviacion estandar para el tiempo de retencion
0,003, desviacion estandar para el area de 18 500 y para la concentracion de 0,008.
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Abstract

A requirement to introduce a pesticide in the harvest of any product for the human consume is imperative to determine
that it will not leave residues that can injure the human healthy. In this research the residues of imazaphic and imazaphir,
both systemic herbicides, were determined en rice (Oriza sativa) by extraction of the samples with the extraction
solvent prepared by mixing 40 mL of HCI 1N, 2400 mL of methanol pesticide grade and 1560 mL of bidestilated water.
To eliminate the impurities the samples extracts were pH controlled, first to 6,2 and then to 2,1. An aliquot was injected
in HPLC chromatograph with a Cg column. The validation of the analytical method obtained were: 5,1 x 102 a 5,1 x
10-3mg/mL for linearity;(1,5 x 10-3, 5,0 x 10-3, 7,8 x 10-3, 2,6 x 10-2) ug/mL for imazapir and imazapic for the detection
and quantification limits equivalent to 5,0 x 10-2 mg/kg in rice; the percent of recovery were 80 % and 125 %, for
imazapir and imazapic and finally, the precision for the retention time, the area and for concentration were: 0,003 %
standard desviation, 18 500 and 0,008, respectively.
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1. INTRODUCCION (CH,)CH cH

3
El imazapic y el imazapir son herbicidas que N| 0
pertenecen a la familia de las imidazolinonas. /N N
El imazapir tiene la siguiente estructura quimica | H Imazapir
mostrada en la Figura 1. X CO,H

. 3 .
Es estable por un minimo de dos afios a 25 °C, Figura 1. Formula quimica del Imazapir (+)-2-(4,5-
por un ano a 37 °C y por tres meses a 45 °C. dihidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo- 1 H-imidazol-
Las disoluciones acuosas a pH entre 5 y 9 2-il)-5-metil-3-acido piridin carboxilico.
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son estables en la oscuridad. La compafia
Cyanamid lo comercializd6 como herbicida,
funciona como herbicida sistémico no selectivo,
el cual es adsorbido por el follaje y las raices y
distribuido rapidamente al xilema y al floema,
la mayor acumulacion se presenta en los tejidos
meristematicos. Los residuos en plantas decrecen
rapidamente durante las primeras veinticuatro
horas y en los suelos la actividad residual varfa
de seis meses a dos afos en climas templados y de
tres a seis meses en climas tropicales.

El imazapic tiene la siguiente estructura quimica:

COH
H3C / \ /N CH3
—N N CH(CH,),
Imazapic H 0

Figura 2. Formula quimica del Imazapic (+)-2-(4,5-dihidro-
4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il)-5-metil -3-
acido piridin carboxilico.

También fue introducido por la compania
Cyanamid y funciona como un herbicida de
contacto y residual que detiene el crecimiento
de las semillas después de ocho horas de la
aplicacion. Ambos herbicidas, son aplicados, una
sola vez durante el ciclo de treinta dias después de
la germinacion del arroz, con bomba de espalda.
La cosecha se realiza a los sesenta y ocho dias de
aplicados los herbicidas.

2. METODOLOGIA

La validacion de la metodologia se realizd
utilizando patrones certificados de ambos
analitos de pureza, 99,4 % y 99,35 %, para el
Imazapir e Imazapic, respectivamente. A partir
de los mismos, se prepararon disoluciones madre
de las cuales, por dilucién, se prepararon los
patrones para determinar el &mbito de linealidad,
la reproducibilidad, los Iimites de deteccion y de
cuantificacidon y las recuperaciones (American
Chemical Society, 2003).

El tratamiento de las muestras se realiz6 siguiendo
el procedimiento descrito (Cyanamid, 1989).
Para ello, se homogeneizaron las muestras y se
cuartearon, se mezclaron en proporcion dos a
uno de muestra a hielo seco, se licuaron en una
licuadora previamente lavada y enjuagada con
solvente de extraccion, hasta que adquirieran
apariencia de polvo. Seguidamente, se colocaron
en bolsas plasticas, lavadas con solvente de
extraccion y se guardaron por un minimo de
doce horas en la refrigeradora, hasta lograr la
disipacion del hielo seco.

Una vez llevadas a temperatura ambiente, se
midieron muestras por duplicado de 10 g en
balanza analitica y se extrajeron con 150 mL
de solvente de extraccion preparado mezclando
40 mL de HCl 1 N, 2400 mL de metanol,
grado plaguicida y 1560 mL de agua ultrapura;
seguidamente, se filtrd a través de vidrio fritado
cubierto con tierra de diatomea, previamente
lavado con acetona y metanol, grado plaguicida.
Una alicuota de 25,00 mL del extracto, se
concentrd en un rotavapor, marca Buchi modelo
RE 121 hasta 10 mL, a una temperatura de (38 =
1) °Cy 126 r/min.

Al extracto concentrado se le adicion6 agua de
pH 2,5 y 10 mL de disolucion al 10 % m/v de
acetato de plomo y se le ajustd el pH a 6,2 con
disolucion de NaOH 1 N. Esta disolucion se
centrifugd por 20 min y del liquido sobrenadante
se midio una alicuota de 20 mL a la que se le
ajustd el pH a 2,1 con disoluciéon de HC1 1 N, se
extrajo luego con diclorometano y los extractos
reunidos se llevaron a sequedad en el rotavapor.
Los residuos se disolvieron en agua ultrapura de
pH 2,5 y se diluyeron a 25,00 mL.

Se inyectaron las muestras en un cromatografo
de alta resolucion, HPLC Perkin Elmer provisto
de un detector Ultra Violeta-Visible equipado
con una columna Cg 2,5cm x 4,6 mmy 5,0 um
de diametro interno,’ mantenida a 25 °C con un
Column Heater CH-30, eppendorf.

La fase movil utilizada para el imazapic se
preparard con disolventes como: solvente de
extraccion preparado con acido clorhidrico,
aguay metanol, disolucidon reguladora de fosfato
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pH 2,1 preparada a partir de KH,PO, ajustando
el pH a 2,1 con acido fosforico al 85 %; la fase
movil para la determinacion del imazapic se
prepar6 mezclando 350 mL de acetonitrilo, 450
mL de agua y 350 mL de buffer de fosfato pH 2,1;
la fase movil para la determinacion del imazapir
se prepard mezclando 350 mL de acetonitrilo,
580 mL de agua y 300 mL de buffer de pH 2,1.

Se realizd un ensayo en blanco siguiendo todo el
procedimiento descrito, sin considerar la muestra.
Las recuperaciones se realizaron enriqueciendo
muestras en el ambito de linealidad establecido
para ambos analitos. Las inyecciones de muestras
y patrones se realizaron cinco veces para
determinar las desviaciones estandares originadas
en las areas y los tiempos de retencion.

Para determinar la repetitividad todas las muestras
se realizaron por duplicado y posteriormente, se
determind la desviacion estandar obtenida.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras analizadas no corresponden a
muestras vendidas comercialmente, sino que
correspondenamuestrasexperimentalesobtenidas
en parcelas tratadas con un producto comercial a
base de los dos herbicidas. A las parcelas se les
aplico Ginicamente una dosis a los treinta dias
después de la germinacidn y la cosecha se realizd
a los sesenta y ocho dias, después de la aplicacion
de los herbicidas.

Para la optimizacidn de la metodologia aplicada
se prepard una disolucion madre de ambos analitos
a partir de los reactivos de imazapic e imazapir, de
pureza 99,3 % y 99,4 %, respectivamente, con
su correspondiente certificado de pureza. A
partir de la disolucion madre se prepararon
disoluciones para evaluar el ambito de linealidad,
encontrandose que los mismos fueron, para el
imazapir y el imazapic, de 5,1 x 10-2ug/mL a 5,1
x 10-3 ug/mL, con un coeficiente de correlacion
de 0,9998 y de 5,1 x 102 ug/mL a 5,1 x 103 x
102 ug/mL, con un coeficiente de correlacion
de 0,9947, respectivamente. Los limites de
deteccidony de cuantificacion fueron evaluados de
acuerdo con (Miller & Miller,1998) obteniéndose

los siguientes resultados, respectivamente (1,5
x 10-3, 5,0 x 103, 7,8 x 103, 2,6 x 10-2) ug/mL
para el imazapir y el imazapic, que corresponden
a 5,0 x 102 mg/kg de arroz para ambos analitos.
Se obtuvieron recuperaciones para las muestras
de arroz enriquecidas en el ambito de linealidad
estudiado entre 80 % y 125 % para ambos
analitos.

Las muestras de arroz se trataron previamente
antes de la extraccion con hielo seco y se
dejaron disipar en refrigeracion por un minimo
de doce horas; posteriormente, se pesaron y se
extrajeron.

Las muestras fueron analizadas inmediatamente
después de la cosecha y a los sesenta dias. Los
resultados obtenidos fueron de 1,1 x 10-1a 1,2
x 10-! ug/mL para el imazapir y de 2,3 x 10-2
ug/mL a 4,1 x 10-! ug/mL para el imazapic en
la muestras analizadas inmediatamente después
de la cosecha. Las muestras analizadas después
de sesenta dfas informan valores inferiores a
los Iimites de cuantificacion determinados.

EnlaFigura3,sepresentalacurvade calibracion
obtenida con las disoluciones patron preparadas
a partir de la madre del analito imazapir.

En la Figura 4, se presenta la curva de
calibracion obtenida con las disoluciones patron
preparadas a partir de la madre del analito
imazapic. En el Cuadro 1 se presentan los limites
de deteccion y cuantificacion obtenidos para
ambos analitos, por medio de las ecuaciones de
Miller y Miller (American Chemical Society,
2003).

Los resultados muestran que el tiempo de

Cuadro 1. Limites de deteccion y
cuantificacion para en imazapic y imazapir.

Analito LD pug/mL LC pg/mL
Imazapic 0,0078 0,026
Imazapir 0,015 0,0050

Fuente: (Miller & Miller, 1998)
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Figura 3. Curva de calibracion para Imazapir a tiempo de retencion
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Figura 4. Curva de calibracion para Imazapic a tiempo de retencion 4,19 min.

Cuadro 2. Repetitividad en los tiempos de retencion, Cuadro 3. Resultados obtenidos para las muestras
en la areas y en las concentraciones de las muestras inmediatamente después de la cosecha (A) y a los
analizadas. sesenta dias (B).
Desviacion estandar Muestra Imazapic Imazapir
(mg/kg) (mg/kg)
Tiempo de retencion 0,003 Al 0,23+0,07 0,11+0,07
Area 18 500 A2 0,41+0,07 0,12+0,07
Concentracion de analito en 0,008 Bl ND ND
B2 ND ND
Fuente: (La autora) B3 ND ND
B4 ND ND

Fuente: (La autora)
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conservacion de las muestras después de
realizada la Gltima aplicacion es decisiva para
la descomposicion de los residuos de ambos
herbicidas, ya que las muestras analizadas
inmediatamente muestras residuos cuantificables
en tanto que las analizadas a los sesenta dfas no
presentan resultados cuantificables.
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