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RESUMEN

Se utilizé un material mesoporoso (MSU-1), preparado
en el laboratorio, como sorbente en fase sélida para
preconcentrar 218 pesticidas multiclase en aguas
ambientales. Los pesticidas presentes en los extractos
de las muestras se determinaron mediante
cromatografia liquida de ultra alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas en tdndem. El ion
mds intenso se selecciono como ion precursor. Tras la
fragmentacién en la cdmara de colisién, se utilizo la
transicién mds intensa (SRM1) para la cuantificaciény
tres puntos para la identificacién y confirmacion, tal
como establece la Directiva 96/23/CE. Se realizé un
estudio exhaustivo de las principales variables que
afectan a la sorcién/desorcion de los pesticidas en el
MSU-1 utilizando metodologias paso a paso (disolvente
de elucion, pH de la muestra y contenido en sales) y de
superficie multi-respuesta (cantidad de sorbente,
volumen de agua y volumen del disolvente de elucion),
siendo los valores éptimos sin adicién de NaCl, 100 mg
de sorbente MSU-1, 50 mL de muestra de agua a pH=6.0
y elucién de los pesticidas con 5 mL de acetonitrilo. El
efecto matriz se comprobé comparando las pendientes
de las grdficas de calibracion construidas en disolvente
y en extracto blanco de matriz. El 80% de los pesticidas
mostraron un efecto matriz bajo y el 20% mostraron
un efecto matriz medio o alto. Se probaron dos
estrategias de calibracién para corregir el efecto
matriz afiadiendo los patrones de los pesticidas antes o
después de la etapa de preconcentracién. La primera
estrategia corregia los errores sistemdticos debidos a
la baja adsorcién de los pesticidas en el MSU-1 asi como
el efecto matriz. El método se validé utilizando blancos
de agua subterrdnea fortificados con 0,1, 0,25 y 0,5
Hg/L de todos los pesticidas. Se obtuvieron
recuperaciones comprendidas entre 54 y 130%
(DER<20%) para la mayoria de los pesticidas (90%),
mientras que se obtuvieron recuperaciones =130%
para 22, 10 y 5 pesticidas a 0,1, 0,25 ug/Ly 0,5 ug/L,
respectivamente. Se realizé un estudio de seguimiento
de trece muestras de aguas subterrdneas recogidas en
Almeria (sur de Espafia) aplicando la metodologia
propuesta, encontrando 38 plaguicidas diferentes en
las muestras analizadas. Sin embargo, la mayoria de
ellos se encontraron en concentraciones inferiores a 0,1
ug/L, siendo imidacloprid, hexaflumuron y oxadixyl los
mds frecuentemente detectados en 7, 6 y 5 muestras,
respectivamente. Sélo en 5 muestras, methiocarb (tres

muestras), pyrethrin I y pyrethrin Il (una muestra) y
hexaflumuron (una muestra) se encontraron a niveles
superiores a 0,1 ug/L. El perfil ecolégico del método se
evalué utilizando el National Environmental Methods
Index (NEMI) y Analytical Eco-scale (AES).

Palabras claves: Material mesoporoso, MSU-1;
Pesticidas multiclase; UPLC-MS/MS; Adicidn de
patron; Efecto matriz

1. Introduccion

Para evitar pérdidas econdémicas e incrementar la
actividad agricola, en el control de plagas en la
agricultura intensiva se llevan a cabo tratamientos de
los cultivos con diferentes pesticidas [1]. Los
pesticidas afectan a los organismos objetivo y a la
totalidad del medioambiente, contaminando el
ecosistema [2]. Los pesticidas ejercen efectos
adversos sobre los ecosistemas y son considerados
altamente téxicos porque persisten en el
medioambiente y se acumulan en los organismos [2].
Muchos pesticidas no son biodegradables y no pueden
ser eliminados en las plantas de tratamiento de aguas
residuales (WWTPs), de tal manera que entran como
contaminantes en las aguas medioambientales.
Ademas, los pesticidas pueden evaporarse, filtrarse a
través del suelo o fluir hacia los rios y pueden ser
transportados a grandes distancias, impactando el
medioambiente en regiones distantes [2]. Por eso, su
presencia y efectos adversos sobre organismos no
objetivo en diferentes compartimentos
medioambientales son de gran preocupaciéon y han
sido estudiados en profundidad. Asi, estas cuestiones
han sido ampliamente revisadas [2,3]. Los datos
publicados por la Comision Europea en 2019 [4]
mostraron 1331 tipos de pesticidas, entre los cuales
463 estaban aprobados, 667 no aprobados y 48 se
encontraban bajo revisiéon por la Unién Europea (UE).
En consecuencia, es posible usar muchos pesticidas
con diferentes mecanismos de acciéon y efectos
adversos y son necesarias estrategias analiticas para
su determinacidon, principalmente en aguas
medioambientales.

A tal fin, se han propuestos muchos métodos
multirresiduo para mejorar la sensibilidad y
selectividad de los existentes, eliminando especies
interferentes presentes en la matriz de la muestra y
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mejorando la preconcentracion [5-9].

En un método multirresiduo, el tratamiento de la
muestra es la primera etapa, que normalmente es la
mas tediosa y la que consume mas tiempo. Sin
embargo, a pesar de los avances conseguidos en las
técnicas de separacion y deteccidn, el tratamiento de
la muestra es critico para conseguir resultados fiables.
Se han desarrollado numerosas estrategias de
preconcentracion para aislar y concentrar analitos
[10]. Por ejemplo, M.A. Farajzadeh y col. desarrollaron
diferentes procedimientos de extraccion que
implicaban la microextraccién en fase sélida
dispersiva basada en la formacién de eutécticos mas
ligeros que el agua[l1l], asi como un método de
extracciéon basado en el uso de nanoparticulas de
carbon amorfo preparadas por ellos y usadas para la
extraccion en fase sélida dispersiva (DSPE) acoplada a
microextraccién liquido-liquido dispersiva (DLLME)
[12] y un método de extraccién solido-liquido
dispersivo (DSPE) usando polimeros organicos
seguida de la elucion con disolventes eutécticos [13].
Estos métodos se aplicaron a la extraccion de
pesticidas de muestras de jugo de frutas y leche, con
recuperaciones proximas al 100%. La extraccidon en
fase so6lida (SPE) es uno de los métodos de extraccion
mas ampliamente utilizados en el tratamiento de
muestras medioambientales [14-16], siendo mas
versatiles aquellos que utilizan Oasis HLB. Este
sorbente ha sido desarrollado para extraer un amplio
rango de analitos debido a su equilibrio hidrofilico-
lipofilico dnico [14,16]. Ademas, se han utilizado los
sorbentes poliméricos de intercambio idnico en modo
mixto, disefiados para extraer selectivamente analitos
con propiedades acidas o basicas débiles [15]. Aparte
de los sorbentes mencionados, un gran nimero de
nuevos sorbentes estdn siendo estudiados en
estrategias de extraccién y limpieza, incluyendo los
materiales mesoporosos. Estos sorbentes combinan
una superficie uniformemente ordenada, elevado
volumen de poro, elevada area superficial, tamafio de
poro bien definido, composicién de las paredes
controlable y canales moporosos y propiedades
superficiales modificables [17,18]. Estos materiales se
han utilizado con éxito en la preparaciéon de muestras
de alimentos para determinar xenobiéticos [18], pero
han sido escasamente aplicados al tratamiento de
muestras para la determinacion de pesticidas.
Ademads, el nimero de pesticidas preconcentrados
utilizando estos sorbentes es bajo, estando
comprendido entre 2y 13 [19-28]

Este trabajo trata del uso de un material mesoporoso
tipo MSU-1 para preconcentrar 218 pesticidas en
aguas subterraneas y superficiales y su determinacion
por cromatografia liquida de ultra-alta resolucion y
espectrometria de masas en tindem (UPLC-MS/MS).
Para corregir el error sistematico debido a la
preconcentracion con SPE y el efecto matriz, se aplicé
la metodologia de la adicién de patrén para cuantificar
los pesticidas. Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto que ambos errores pueden corregirse

Actualidad Analitica 82 (2023)

usando la adicion de patrén antes de la
preconcentraciéon mediante SPE.

2. Experimental
2.1. Compuestos quimicos y reactivos

Todos los patrones analiticos (pureza>98%) de los
218 pesticidas (Tabla S1, ver ESM) y patrones
internos marcados isotopicamente (SIL)
(carbendazim-d3, dichlorvos-d6, anthraquinone-d8
and malathion-d10) se compraron en LGC
(Teddington, UK), Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany) y Riedel de Haen (Seelze, Germany).

Las disoluciones madre de los pesticidas
individuales con concentraciones entre 900 y 1200
mg/L. se prepararon en acetonitrilo y se
almacenaron, protegidas de la luz, a -20°C, siendo
estables durante al menos tres meses; las
disoluciones de trabajo se prepararon diariamente
por dilucién de estas, en acetonitrilo:agua ultrapura
(20:80, v/v).

Los disolventes organicos de grado LC (metanol,
acetonitrilo, diclorometano, acetato de etilo, n-
hexano y acido férmico) se compraron en Fluka
Analytical (Steinheim, Germany) y el agua ultrapura
de grado LC se compr6 en Fisher Chemical
(Waltham, Ma, USA).

El surfactante Brij® S100 (Polioxietileno (100)
estearil éter) y tetraetil ortosilicato (TEOS) se
compraron en Sigma-Aldrich. Para preparar los
cartuchos SPE se utilizaron jeringas de
polipropileno (3 mL) y sus correpondientes frits de
polietileno proporcionados por Supelco (Espafia).

2.2. Procedimiento UPLC-MS/MS

Para analizar los pesticidas en muestras de agua se
utiliz6 un UPLC 1290 acoplado a un Triple
Quadrupolo (QgqQ) 6490 de Agilent Technologies
(USA). La separacion cromatografica se realizé en
una columna Zorbax Eclipse Plus C8 (1.8 um x 2.1
mm x 100 mm) de Agilent, mantenida 35°C en un
horno. Para el control instrumental y el analisis de
datos se utilizé6 un software Agilent MassHunter
QQQ Acquisition and Quantification Analysis
B.07.00 provisto de un software Dynamic MRM con
una ventana de tiempo de retencién de 0.8 min.

El volumen de muestra inyectada fue 5 uL, y todos
los pesticidas se separaron en 15 min usando un
programa de gradiente binario de fase moévil a un
flujo constante de 0.3 mL/min. Después de cada
inyeccidn se lavo la columna analitica con un 100%
de disolvente B durante 3 min.

El Sistema UPLC-MS incluia una fuente de
ionizacion mediante electrospray (ESD),
configurada como sigue: gas de secado a 120°Cy 13
L/min, gas super-calentado a 375°C y 10 L/min, y
una presion en el nebulizador de 45 psi. Como gas
de nebulizacién y gas de colision se utilizé N2 de alta
pureza.

El QqQ-MS/MS trabajaba en modo MRM, usando
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ionizacion positiva (PI) and negativa (NI),
dependiendo del pesticia. El voltaje de
fragmentacion fue 400 V y el voltaje del capilar fue
3000 V.

La optimizacién de la sefial MS de cada pesticida
(rango de masas de 50-800 m/z) se realizé
utilizando disoluciones patrén individuales de cada
uno (100 ng/mL en metanol:agua ultrapura 1:1,
v/v). Como ion precursor para cada analito se
seleccion6 el mas intenso en Q1 y, después, se
seleccionaron las energias de colisiéon 6ptimas para
las dos transiciones mas intensas de cada analito
seleccionando el modo ion producto en Q3, siendo
la transicién mas intensa el ion de cuantificacién
(SRM1) y la menos intensa el ion de confirmacién
(SRM2).

2.3. Sintesis del sorbente MSU-1, caracterizacion y
estabilidad

El material mesoporoso MSU-1 se sintetiz6 usando
TEOS como precursor de la silice y el surfactacte no
i6nico Brij® S100 en medio acido (1 M HCI) con
interacciones por puentes de H [23].

Para caracterizar el material mesoporoso se utilizaron
difraccién de rayos X de polvo (XRD), microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electrénica
de transmisiéon (TEM) e isotermas de adsorciéon-
desorcion de N2, como en un trabajo previo [23].

El punto isoeléctrico (pI) se midié en un Zeta-meter
MALVERN (Mod. Nano-ZS), utilizando 50 mg de
muestra sélida y 5mL de 0.1M LiCl en 500 mL de agua
ultrapura. El pH de la dispersion se ajusté con HCl 1 M
entre pH 5.6 y 2.0.

La estabilidad del sorbente MSU-1 se estudié durante
3 meses y fue satisfactoria.

2.4. Procemiento SPE

Para la preconcentracion de los pesticidas en
muestras de agua, se prepararon en el laboratorio
cartuchos conteniendo el sorbente MSU-1 empacando
100 mg de material mesoposoporoso (previamente
activado a 120°C durante 2 h) en una jeringa de 3 mL,
entre dos frits de polietileno para conseguir la
compactacién del material, asi como evitar su pérdida
durante el proceso de preconcentracion.

La preconcentracion SPE semiautomatica de los
pesticidas en muestras de agua se realiz6 en un
dispositivo de extraccion de Waters (USA) conectado
a una bomba de vacio Biichi Vac V-500 (Flawil,
Switzerland), de tal manera que fue possible
preconcentrar 12 muestras simultdneamente.

La SPE implicé las siguientes etapas:

(i) Acondicionamiento del sorbente con 5 mL de
agua ultrapura

(ii) Carga de la muestra pasando 50 mL de muestra
de agua ajustada a pH=6.0+0.1 a través del
cartucho a un flujo de aproximadamente 5
mL/min.

(iii) Secado del sorbente sélido pasando, a través de
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él, aire durante 5 min seguido por Nz durante
otros 5 min.

(iv) Elucién de los compuestos retenidos con 5 mL de
acetonitrilo

(v) Eliminacion del acetonitrilo con un flujo ligero de
N2

(vi) Redisolucion del extracto en 0.5 mL de
acetonitrilo:agua ultrapura (20:80, v/v) para ser
inyectado en el sistema UPLC-MS/MS

2.5. Muestras de agua medioambiental

La validaciéon del método se realizé utilizando dos
muestras de agua de pozos proéximos a invernaderos
(muestras 1 y 2) y dos muestras de agua de rio
(muestras 3 y 4), todos ellos situados en Almeria (sur
de Espafia). Ademas, se tomaron aleatoriamente trece
muestras de agua subterranea en las proximidades del
Parque Natural de Cabo de Gata-Nijar, un area costera
protegida en la esquina sur de Espafia, pero rodeada
de invernaderos, donde el agua subterranea se utiliza
para riego.

Las muestras de agua se tomaron en botellas de
plastico y se filtraron en el laboratorio a través de
membranas de celulosa de 25 um. Finalmente, se
almacenaron a 4 °C durante no mas de dos dias.

3. Resultadosy discusion
3.1. Método UPLC-MS/MS

Se puso a punto un método UPLC-MS/MS para
determinar 218 pesticidas en aguas
medioambientales, basado en un método previamente
optimizado para la determinaciéon de 13 pesticidas
[23]. La fase mévil consistié en un disolvente A: acido
férmico al 0.1% y metanol al 2% en agua ultrapura y
disolvente B: 4cido formico al 0.1%, formiato aménico
5 mM y agua ultrapura con un 5% de metanol. El
programa de elucién comenzé con un gradiente lineal
de 100% a 80% de disolvente A en 2 min, después un
gradiente lineal hasta 100% de B en 15 min, vy,
finalmente, 2 min mas con un 100% de B para lavar el
sistema. El flujo fue constante e igual a 0.3 mL/miny
el volumen de muestra inyectada fue 5 pL.

Para el andlisis MS/MS, se optimiz6 la fuente ESI para
cada pesticida, operando en modo PI o NI y
registrando los iones en modo full-scan (rango de
masas de 50-800 m/z). El ion mas intenso se
seleccioné como i6n precursor y, después de la
fragmentacion en la camara de colision, los dos iones
producto mas abundantes se seleccionaron siguiendo
la Guia Eurachem [29]. Para la cuantificacién de cada
uno de los pesticidas se utiliz6 la transicién mas
intensa (SRM1) y para su identificacién y confirmacién
se usaron tres puntos, como establece la Directiva
96/23/CE [30]. La Fig. S1 (ver ESM) muestra el
cromatograma de iones totales (TIC) de wuna
disoluciéon patrén de los analitos a un nivel de
concentracion de 10 pg/L (correspondiente a 0.1 ng/L
en las muestras de agua).

3.2. Punto isoeléctrico y estructura superficial del MSU-1

La superficie del material MSU-1 estad recubierta de
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grupos silanol  (-SiOH), que en agua pura estan
disociados segun las siguientes reacciones [31]:

SiOH + OH- < Si-O-+ H20
SiOH + H* <> Si-OH2* + H20

Por tanto, la superficie del MSU-1 puede estar cargada
negativamente en suspension acuosa a pH basico y
cargada positivamente a pH acido [31]. El
comportamiento de las suspensions de silice [32]
depende del pl del material MSU-1. En este estudio, el
pl del MSU-1 fue ~3.8. Por lo tanto, a valores de pH
inferiores al pl la superficie del MSU-1 estara cargada
positivamente y a valores de pH superiores al p], el
material MSU-1 estard cargado negativamente.
Ademas, como la exposicion prolongada de la
mesosilica a disoluciones alcalinas causa pérdida de
uniformidad de los poros, asi como una disminucién
significativa del tamafio de poro [6], la retencién de los
pesticidas en el sorbente MSU-1 se estudi6 entre pH 3
y 8.

3.3. Optimizacién de la SPE

A fin de establecer las mejores condiciones para la
adsorcién/desorcién de los pesticidas objetivo en el
sorbente MSU-1, se llevé a cabo la optimizacién de los
principales pardmetros que afectan al procedimiento
de SPE (disolvente de elucidn, pH de la muestra, fuerza
ionica, cantidad de sorbente y volumen de elucién)
usando muestras de agua ultrapura fortificadas con
0.1 pg/L de cada pesticida.

3.3.1. Disolvente de elucion

En primer lugar, se selecciond el disolvente o mezcla
de disolventes para eluir completamente los analitos
retenidos en el MSU-1. La eleccion del disolvente de
elucion depende de la cantidad y el tipo de sorbente y
de las propiedades fisicoquimicas de los analitos. En
este sentido, los disolventes polares (por ejemplo
acetonitrilo o metanol) consiguen la elucién de los
analitos polares mientras que los disolventes no
polares (por ejemplo hexano) son recomendados para
los analitos no polares. Debido a la diferente polaridad
de los pesticidas objeto de estudio (pKow entre -0.81
y 8.1), la desorcidn de los pesticidas retenidos en el
MSU-1 se estudid con cinco disolventes organicos que
cubrfan un amplio rango de polaridad (metanol,
acetonitrilo, acetato de etilo, diclorometano y hexano).

Se pasaron 10 mL de agua ultrapura (conteniendo 0.1
pg/L de cada uno de los pesticidas) a través de
cartuchos de SPE empacados con 25 mg de MSU-1 aun
flujo de unos 5 mL/min. Después de secar el sorbente
(5 min aire y 5 min N2) para eliminar el agua residual,
los pesticidas retenidos fueron eluidos con 3 mL de
cada uno de los disolventes organicos. Finalmente, el
extracto se evaporé a sequedad bajo una débil
corriente de Nz y el residuo se disolvié en 0.5 mL de
acetonitrilo:agua ultrapura (20:80,v/v) para ser
inyectado en el sistema UPLC-MS/MS.

La Fig. 1(a) muestra las recuperaciones obtenidas en
este estudio. Puede observarse que el diclorometano
fue capaz de eluir 1a mayor parte de los pesticidas (201
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pesticidas). Sin embargo, para mas del 50% de ellos,
las recuperaciones fueron excesivamente altas
(>130%), mientras que el hexano eluyé menos del
25% de ellos (52 pesticidas con recuperaciones <
50%). Para el resto de los disolventes estudiados
(metanol, acetonitrilo y acetato de etilo) se obtuvieron
recuperaciones similares, siendo acetonitrilo el
disolvente mas adecuado para la desorcidn (rango de
recuperaciones 50-130%) para mas del 60% de los
pesticidas.

Fig. 1. Recuperaciones para los pesticidas, obtenidas en la
optimizacion de: (a) disolvente de elucion, (b) pH de la muestra y
(c) contenido en sal
La Fig. 2 muestra las recuperaciones obtenidas para
los pesticidas frente a su polaridad (pKow) para
algunos de los disolventes de elucion estudiados. En
general, los pesticidas polares (pKow<4) eluian
completamente con acetonitrilo, mientras que para los
pesticidas menos polares (pKow>4) el mejor
disolvente de elucion fue hexano. Puede observarse
que las mejores recuperaciones (proximas al 100%) se
obtuvieron utilizando acetonitrilo como disolvente de
elucion. En consecuencia, el resto de los experimentos
sellevaron a cabo usando acetonitrilo como disolvente
para la elucion de los pesticidas retenidos en el
sorbente MSU-1.
Debido a que se encontr6 que, para algunos pesticidas,
las recuperaciones y la polaridad no estaban
correlacionadas, deben tenerse en cuenta otros
aspectos tales como la solubilidad en agua y las
caracteristicas acido-base de los mismos. Utilizando
un disolvente organico polar o moderadamente polar,
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las recuperaciones para oxasulfuron, uno de los
pesticidas mas polares (pKow -0.81) fueron buenas.
Por el contrario, las recuperaciones fueron <30% para
nitenpyram (pKow -0,66) en todos los disolventes
organicos. Este comportamiento puede explicarse
debido ala elevada solubilidad en agua de nitenpyram
(590 g/L) [33].

3.3.2. pH de la muestra y contenido en sales

El pH y el contenido en sales de la muestra de agua
puede afectar las interacciones entre los analitos y el
material mesoporoso [23,34-36].

El pH del agua afecta a la forma de los analitos con
propiedades acido-base y a la carga superficial del
sorbente MSU-1. Asi, el pH de la muestra de agua
determina si los analitos se encuentran en su forma
i6nica o molecular. Estudios previos mostraron que el
pH de la muestra juega un papel importante en la
retencion de los pesticidas en el sorbente mesoporoso
[23,35], principalmente los que presentan
propiedades acido-base. En este trabajo, algunos de
los pesticidas presentan propiedades acidas o basicas
con pKa comprendidos entre 0 y 13.1 (Tabla S1 ver
ESM), por lo que se optimizé el pH de la muestra de
agua.

El pH de las muestras de agua ultrapura, fortificadas
con todos los pesticidas (0.1 pg/L), se ajusté entre 3.0
y 8.0 y se preconcentraron 50 mL de cada una de
acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente,
usando 3 mL de acetonitrilo en la etapa de elucion. El
rango de pH se selecciond de acuerdo con el pl y con el
hecho de que a valores de pH superiores a 8,5, el
material experimenta descomposicién [37,38].

La Fig. 1(b) muestra los resultados obtenidos para los
pesticidas extraidos frente al pH de la muestra de
agua. Puede observarse que se obtuvieron
recuperaciones similares para la mayoria de los
pesticidas entre pH 3 y 7, pero cuando el pH de la
muestra se ajust6 a 8, las recuperaciones
disminuyeron y fueron inferiores al 50% para un 92%
de los pesticidas. Este comportamiento puede
explicarse porque en condiciones basicas el MSU-1 no
es adecuado para la retencién o porque algunos
pesticidas sufren degradacion a ese pH.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el pH de
las muestras de agua se ajustd a 6.0 para los siguientes
experimentos.

Por otra parte, el contenido en sales del agua puede
afectar a la retencidén de los analitos, aumentando o
disminuyendo la eficacia de la extraccion en el
sorbente SPE. En este estudio, se afiadié NaCl sélido,
entre un 0 y un 5%, a las muestras de agua ultrapura
fortificadas con todos los pesticidas (0.1 pg/L de cada
uno), previamente ajustadas a pH=6.0. De acuerdo
con el procedimiento de SPE, se preconcentraron
alicuotas de 50 mL de agua con 50 mg de MSU-1.

Los resultados obtenidos (Fig. 1(c)) mostraron que un
incremento en el contenido en sales en la muestra de
agua no afectaba significativamente la extraccion de la
mayoria de los pesticidas. Ademas, el alto contenido de
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sal en el agua mejoré la retenciéon de algunos
pesticidas (los mas polares y los muy solubles en
agua). Por ejemplo, dicrotophos (pKow = 0.5 y una
solubilidad en agua de 1000 g/L) incrementé la
recuperacién de un 8 a un 41% cuando la muestra de
agua contenia un 1% de NaCl, y la recuperacion
permanecié constante incluso para un 5% de NacCl. Sin
embargo, para los pesticidas no polares y menos
solubles en agua, las sales presentes en el agua
afectaron negativamente a su retencién en el sorbente
MSU-1. Ejemplos de este ultimo comportamiento son
pyridalyl (pKow = 8), tebufenpyrad (pKow = 4.9) y
teflubenzuron (pKow = 4.3), cuyas recuperaciones
eran proximas al 80% en agua ultrapura, pero cuando
el contenido en sal aument6 hasta el 2% o superior,
sus recuperaciones disminuyeron por debajo del 50%.
Para el resto de los pesticidas (los de polaridad
intermedia) su retencion en el sorbente MSU-1 no se
vio afectada por el contenido en sales.

El incremento en las recuperaciones para los
pesticidas muy polares en aguas con elevado
contenido en sales fue observado por E. Turiel y col.
[39] para una de las dos triazinas estudiadas
(altamente polares) (de-ethylatrazine), justificAndolo
mediante el efecto “salting-out”. En otro trabajo, H.
Lord y col. [40] también usaron este enfoque para
justificar el incremento en la recuperacién de los
analitos. De acuerdo con estos autores, el efecto
“salting-out” conlleva la formacién de esferas de
hidratacién alrededor de las moléculas i6nicas de la
sal, de tal manera que este proceso de hidratacién, que
implica a moléculas de agua, disminuye la
concentracion del agua disponible para disolver las
moléculas de analito. Sin embargo, este hecho puede
afectar negativamente la retencién de los analitos
solubles en agua con valores elevados de pKow [40].
Por otra parte, aunque la presencia de sales en las
muestras de agua mejora la retencion de los pesticidas
polares, también puede conducir a una mejora o una
disminucién de las sefiales en MS, conocidas como
“efecto matriz”, causando errores en la cuantificacién
en las muestras reales.

Teniendo en cuenta que las aguas naturales tienen
concentraciones  variables de sales y el
comportamiento descrito anteriormente, no se
adiciond NaCl a las muestras. Por eso se estudiaron
otras estrategias adicionales para mejorar la retencién
de los pesticidas polares.

3.3.3. Otros factores que afectan a la SPE

Para mejorar la retencidn, principalmente de los
pesticidas polares, deben optimizarse otros factores
que afectan a la etapa de SPE, tales como la cantidad
de sorbente MSU-1 en el cartucho, ya que el aumento
en la cantidad de sorbente puede causar dos efectos
opuestos.

Cuando se incrementa la cantidad de sorbente en el
cartucho de SPE, su capacidad de retencién aumenta y
no tienen lugar pérdidas de los pesticidas mas polares
durante el proceso de preconcentracion de la muestra
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de agua. Sin embargo, los pesticidas mas apolares son
fuertemente retenidos y se necesita un mayor
volumen de disolvente orgdnico para su desorcién
completa durante la etapa de elucién. Por eso, ambos
factores (cantidad de sorbente y volumen de elucién)
estan relacionados y deben optimizarse
simultdneamente.

Ademas, la sensibilidad del procedimiento de SPE
depende del factor de preconcentraciéon. Asi, si la
cantidad de sorbente aumenta, es posible
preconcentrar un mayor volumen de agua, el factor de

preconcentracidon es mayor y menores cantidades de
pesticidas pueden detectarse en el agua. Por el
contrario, si el volumen de agua preconcentrada
aumenta pueden ocurrir pérdidas de los pesticidas
mas polares en el proceso de preconcentracién, un
efecto conocido como “breakthrough” o “rotura”.
Como puede observarse, la cantidad de sorbente y el
volumen de muestra también estan relacionados.

Por eso, debe utilizarse un disefio experimental para
optimizar simultdneamente los tres factores.

Fig. 2. Relacién entre las recuperaciones y la polaridad de los pesticidas utilizando acetonitrilo y hexano como disolventes de

3.2.3.1. Metodologia de la superficie de respuesta

La metodologia de la superficie de respuesta (RSM) se
aplicé para optimizar tres de los factores que afectan
a la absorcién y desorcién de los pesticidas en el
sorbente MSU-1. Se utilizé el disefio experimental de
Box-Behnken (BBD) para tres factores y tres niveles,
incluyendo tres réplicas para el valor central. La Tabla
S2 (ver ESM) muestra los valores de los tres factores a
los tres niveles seleccionados en los quince
experimentos. De acuerdo con estudios previos, se
seleccionaron los siguientes niveles para los factores:
cantidad de sorbente entre 25 y 100 mg, volumen de
agua entre 50 y 100 mL y volumen de disolvente de
elucién entre 3y 5 mL.

Se preconcentraron muestras de agua ultrapura
(pH=6.0+0.1), conteniendo la misma cantidad de
pesticidas (5 ng de cada uno) y fijando los valores de
los factores de acuerdo con el disefio experimental.
Los extractos de las muestras se analizaron en el
sistema UPLC-MS/MS y los analitos se cuantificaron
usando curvas de calibrado con los patrones
preparados en disolvente (solvent-based calibration
curves). Para encontrar las condiciones 6ptimas para
los tres factores se empled la optimizacion multi-
respuesta, usando la funcién de “desirability”.

Puesto que este trabajo implicaba la SPE de 218
pesticidas, se utilizaron 14 conjuntos de 16 pesticidas
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elucion

cada uno (Tabla S3, ESM), que se establecieron de
acuerdo con sus polaridades (pKow).

3.2.3.2. Analisis ANOVA

La significaciéon estadistica del efecto de los tres
factores en el procedimiento SPE se evalué mediante
el andlisis de la varianza (ANOVA, p-value<0.05) y su
influencia positiva o negativa sobre la respuesta se
mostro en diagramas de Pareto.

El test ANOVA mostré resultados estadisticamente
significativos de los factores SPE para 89 pesticidas
(Tabla S3, ESM). Asi, un incremento en la cantidad de
MSU-1 afect6 a la preconcentraciéon de 62 pesticidas
(aumentando las recuperaciones para 51 de ellos). En
comparacién, el uso de un mayor volumen de
disolvente de elucion mejoré la elucion de 22
pesticidas.

Hay que destacar que uno o mas factores SPE
afectaron a las respuestas de la mayoria de pesticidas
muy polares (correpondientes a los conjuntos 1-3 de
la Tabla S3, ESM) y a los pesticidas poco polares
(correspondientes a los conjuntos 11-14 de la Tabla
$3,ESM). De acuerdo con estos resultados, los factores
mas significativos para los pesticidas muy polares
fueron la cantidad de sorbente (influencia positiva) y
el volumen de muestra (influencia negativa).

Por eso, los pesticidas mdas polares fueron mas
retenidos a medida que aumentaba la cantidad de
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sorbente, pero eluian durante el proceso de
preconcentracion si el volumen de muestra
aumentaba.

Por el contrario, el factor mas significativo que
afectaba a las recuperaciones de los pesticidas menos
polares fue la cantidad de sorbente MSU-1, que influy6
negativamente a la etapa de preconcentracion. Asi, los
pesticidas menos polares fueron fuertemente
retenidos y una mayor cantidad de sorbente
dificultaba la etapa de elucién.

Por ejemplo, en la Fig. S2 (ver ESM) se muestra el
diagrama de Pareto para aldicarb sulfone (conjunto 1)
y spirodiclofen (conjunto 14). En el caso de aldicarb
sulfone (Fig. S2(a)), los tres factores afectan a la
preconcentracion, siendo el volumen de muestra el
mas significativo. Simultidneamente, la cantidad de
MSU-1 es la tinica variable significativa que afecta a la
preconcentracion de spirodiclofen (Fig. S2(b)).

3.2.3.3. Optimizacién multi-respuesta

Una vez evaluada la significacion estadistica de las tres
variables SPE, se optimizaron modelos multi-
respuesta para cada conjunto de pesticidas [41]. La
Tabla S3 (ver ESM) muestra los valores o6ptimos
obtenidos para los tres factores en cada conjunto de
pesticidas.

Para los conjuntos 1 y 2 (pesticidas mas polares) las
condiciones 6ptimas son 100 mg de sorbente MSU-1,
50 mL de muestra de agua y elucién con 4 mL de
acetonitrilo. Para el resto de pesticidas, los valores
6ptimos para los tres factores son similares, oscilando
la cantidad de MSU-1 entre 50 y 65 mg, el volumen de
muestra entre 70 y 84 mL y el volumen de acetonitrilo
parala eluciéon entre 3.7 y 5 mL. Estos valores estan de
acuerdo con los resultados obtenidos en el test
ANOVA.

La Fig. S3 (ver ESM) muestra las representaciones 3D
de las superficies de respuesta obtenidas para el
conjunto 14.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el
estudio de optimizacion multiple, puede concluirse
que 100 mg de MSU-1, 50 mL de muestra de aguay 5
mL de acetonitrilo para la elucién son las mejores
opciones para la preconcentraciéon de todos los
pesticidas mediante SPE con el sorbente MSU-1.

3.3. Efecto matriz

Un problema importante en el andlisis de pesticidas en
muestras medioambientales mediante HPLC-ESI-
MS/MS es la supresion o el incremento en la sefial del
analito debido a componentes de la matriz (es decir, el
llamado “efecto matriz”). De acuerdo con la IUPAC el
efecto matriz (EM) se define como los “efectos
combinados de todos los componentes de la muestra,
aparte del analito, sobre la medida del analito. Si
puede identificarse un componente especifico como
causante de un efecto sobre la sefial analitica, este se
denomina “interferencia” [42]. El EM puede ser
particularmente marcado en muestras complejas,
cuando el analito co-eluye con otros componentes de
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la matriz, lo que altera cuantitativamente los
resultados del analisis, en detrimento de la validacién
del método ya que afecta a la reproducibilidad,
linealidad, selectividad, exactitud y sensibilidad [42].
Debido a que el mismo analito puede responder de
diferente manera en diferentes muestras y una
muestra puede afectar a las sefiales de diferentes
analitos de diferente forma, el EM es una variable
fundamental [42]. Por eso, la evaluacién del EM en
muestras de diferentes tipos tiene que formar parte
del proceso de validacion de cualquier método
analitico.

3.3.1 Evaluacién del efecto matriz

El efecto de los componentes de la matriz que
coeluyen con los pesticidas se estudié comparando las
pendientes de las graficas de calibrado obtenidas con
los patrones preparados en disolvente (solvent based
calibration graphs) y las graficas de calibrado
obtenidas con los patrones preparados en extracto
blanco de matriz (matrix-matched calibration graphs)
de acuerdo con la ecuacién:

Pendiente de la curva de calibrado en blanco de matriz

EM(%) = [(

Pendiente de la curva de calibrado en disolvente ) B 1] x100

Valores de EM>|+20 %] reflejan una supresion (EM<-
20%) o incremento (EM>20%) de la sefial debido a
otros componentes de la muestra.

Se obtuvieron curvas de calibrado en disolvente
usando cuatro disoluciones patron de los pesticidas
preparados en el disolvente de inyeccién (1-100 pg/L)
y la pendiente para cada pesticida se compar6 con la
pendiente de la curva de calibrado obtenida usando
disoluciones patrén de los pesticidas preparados en
extracto SPE de matriz de cuatro muestras de aguas
reales. En la Fig. 3 puede observarse que
aproximadamene un 80% de los pesticidas
presentaban un EM (%) bajo (< | 20% |) en las cuatro
muestras de agua estudiadas, mientras que para el
resto de pesticidas, los valores de EM (%) fueron
diferentes, dependiendo del tipo de agua y solo
methiocarb sulfoxide presenté un EM(%) medio o alto
en todos los tipos de aguas .

Fig. 3. Estudio del efecto matriz realizado en muestras de
agua con diferente concentracion de sales (diferente
conductividad) y diferente naturaleza (dos aguas
superficiales y dos aguas subterrdneas)
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Por otra parte, se observé que habia relacion entre el
EM y el contenido en sales de la muestra de agua, de
manera que cuando la conductividad del agua era
mayor (mayor contenido en sales), un mayor nimero
de analitos presentaron EM significativo, siendo
mayor en las dos muestras de agua subterranea
(muestra 1 y muestra 2).

De acuerdo con estos resultados, es necesario aplicar
estrategias para corregir el efecto de los componentes
de la matriz sobre la cuantificacion de los pesticidas en
las muestras de agua.

3.3.2 Correccion del efecto matriz

Se han propuesto algunas estrategias para corregir o
disminuir el EM. Una de ellas es reducir el nimero de
componentes de la matriz que entran en el MS/MS
junto con el analito. Esto puede conseguirse
mejorando la preparacion de la muestra mediante una
extraccion mas selectiva [43] y una limpieza mas
exhaustiva [44] o mejorando la separacion
cromatografica [45-48]. Sin embargo, ademas de
consumir mucho tiempo, el riesgo de pérdida de
analitos o de contaminacién de la muestra aumenta
con cada etapa adicional de limpieza. Parala mejora de
la separacién cromatografica se emplean tiempos de
analisis mayores, asociados con picos mas anchos y
sensibilidades decrecientes. Otra opcién es diluir la
muestra e inyectar menos cantidad de ella, aunque
esto puede tener como resultado una reduccion en la
sensibilidad [45].

Si estas estrategias no pueden eliminar el EM, este
puede ser compensado frente a errores sistematicos
[49]. La estrategia mas versatil es utilizar patrones
marcados isotépicamente, pero son caros y, a menudo,
no estan disponibles para todos los analitos objeto de
estudio, principalmente en métodos multirresiduo.
También se ha utilizado la calibracién usando
patrones preparados en blancos de matriz; sin
embargo, es muy dificil encontrar una matriz similar a
la de la muestra que no contenga los analitos objeto de
estudio, principalmente en analisis medioambiental.
Recientemente, se ha propuesto la técnica “echo-
peak”, que usa patrones no marcados, para compensar
el EM, pero esta estrategia requiere que los analitos se
encuentren muy bien separados. Por otra parte,
cuando no se encuentra disponible un blanco de
matriz, el método de la adicion de patréon es
probablemente la herramienta mas adecuada para
compensar los errores causados por el EM [49], ain
consumiendo mucho tiempo y siendo muy laboriosa
ya que para cada muestra problema es necesario
analizar porciones fortificadas de esta.

De acuerdo con esta estrategia, cada extracto de
muestra se fortifica con diferentes niveles de
concentraciéon de analito (es decir, antes de la
inyeccidn) para construir una curva de calibrado para
cada muestra, de tal manera que la variabilidad de la
matriz no es un punto crucial. M. Sriiber y col. [49]
estudiaron tres estrategias de calibracién para
compensar los errores debidos al EM de siete
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derivados del naftaleno en diferentes muestras,
encontrando que la adicion de patrén para cada
analito en cada muestra proporcionaba
concentraciones exactas.

También es posible compensar la eficacia de la
extraccion y la supresion o incremento de la sefial, es
decir, la combinacién entre EM y efectividad de la
etapa de extraccién. La Guia SANTE [50] tiene en
cuenta los dos enfoques en relacién a la adicién de
patréon: (i) fortificaciéon de la muestra antes del
proceso de extraccion y (ii) fortificacion del extracto
obtenido después de la extraccion.

Ademas, la fortificacién de la muestra antes de la
extraccién también considera posibles interacciones
entre los analitos y los componentes de la muestra
[51].

Se realizaron dos experimentos usando la adicién de
patrén para obtener los mejores resultados en la
determinacion de pesticidas mediante SPE-UPLC-
MS/MS. Este estudio se llev a cabo con un blanco de
agua subterranea (muestra 1) fortificada con todos los
pesticidas a un nivel de concentracion de 0.1 pg/L de
cada uno.

En primer lugar, se preconcentraron tres alicuotas de
una muestra de agua subterranea fortificada y dos
extractos SPE se fortificaron con todos los pesticidas a
dos niveles de concentraciéon (adicion de patrén
después de la extraccién mediante SPE). Asi, las
concentraciones de cada pesticida en las tres
disoluciones patrén de calibrado fueron 0, 10 and 20

ug/L.

En segundo lugar, se afiadieron diferentes cantidades
dela disolucién patrén de los pesticidas a las muestras
de agua fortificadas y, tras la preconcentracién SPE, se
obtuvieron tres disoluciones patrén de calibrado con
niveles de concentracién de los plaguicidas de 0, 10
and 20 pg/L de cada pesticida (adicién de patrén antes
de la extraccién mediante SPE).

En ambos experimentos, la cuantificacion de los
pesticidas en la muestra de agua subterrdnea
fortificada se calculé por extrapolacién en las curvas
de calibrado. La Fig. 4 muestra las recuperaciones
obtenidas en ambos experimentos (detalles en la
Tabla S4, ESM). Puede observarse que cuando la
cuantificacion se realiza con adicion de patrén antes
de la SPE, las recuperaciones mejoran para la mayoria
de los pesticidas, y se encuentran entre el 50 y el
130%, siendo oxyfluorofen la excepcién con
recuperaciones <30%. Por el contrario, se obtuvieron
bajas recuperaciones (<50%) para el 42% de los
pesticidas cuando la adicién de patroén se llevo a cabo
después de realizar la extraccion SPE.

A la vista de estos resultados, puede concluirse que la
aplicacion del método de la adicion de patrdn,
adicionando los patrones de los pesticidas a la
muestra antes de la preconcentracién, proporciona
mejores resultados que el procedimiento mas
frecuente, consistente en adicionar los patrones a los
extractos después de la preconcentracion mediante
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SPE [52]. Esto es debido a que, de esta manera, los
patrones de calibracién estin sometidos al mismo
efecto debido al proceso completo que los analitos
contenidos en la muestra. Ademdas, también se
corrigen los errores inherentes al proceso
experimental.

Fig. 4. Rango de recuperaciones obtenidas frente al
porcentaje de pesticidas usando cuantificacion mediante
adicidn de patrdén antes y después de la preconcentracion

Tabla 1. Puntos de penalizacién (pp) de los reactivos
utilizados en el método analitico

3.4. Seguimiento del perfil ecolégico del método
desarrollado

Se utilizaron dos herramientas para evaluar el perfil
ecolédgico del método: National Environmental Methods
Index (NEMI) y Analytical Eco-scale (AES). NEMI se
representa mediante un pictograma que contiene
cuatro campos, estando los criterios resumidos en
cuatro términos clave: PBT, Peligrosos, Corrosivos y
Residuos.

Los respectivos cuadrantes del pictograma NEMI
estaran coloreados de verde si los reactivos usados no
son PBT (persistentes, bioacumulativos o téxicos), no
peligrosos, no corrosivos (12>pH>2) y la cantidad de
residuo generado es <50 mL [53,54]. En este caso, (Fig.
5), el cuadrante correspondiente a peligrosos no es
verde porque tanto el disolvente de elucion
(acetonitrilo) como los modificadores organicos de la
fase mavil (metanol y acido formico) estan incluidos en
la lista EPA’s TRI [55] y en las listas de Resource

Conservation and Recovery Acts [56]. Los otros tres
cuadrantes son verdes porque el acetonitrilo, el metanol
y el acido férmico son no PBTs, no peligrosos y no
corrosivos (trabajando a pH=6.0), y la cantidad de
residuo generado es de 3.5 mL (<50 mL).

Como el pictograma NEMI no proporciona suficiente
informacion, se aplicé también la metodologia AES Esta
estrategia asigna puntos de penalizacidn a cada reactivo,
energia consumida y residuo generado, y los puntos de
penalizacién se restan a 100. El método analitico se
considera excelente si el valor Eco-Scale es >75,
aceptable si el valor es >50 e inadecuado si el valor es
<50 [53]. Los puntos de penalizacién se calcularon de
acuerdo con un trabajo previo [54, 57] y la asignacién de
los puntos de penalizacién se muestra en la Tabla 1.
Puede observarse que el método propuesto alcanz6 una
puntuacion Eco-Scale de 80 sobre 100, por lo que puede
considerarse una excelente alternativa verde

Fig. 5. Pictograma NEMI. El campo es verde si se cumple el
requerimiento correspondiente

3.5. Validacién: exactitud, precision y selectividad

Una vez establecido que las mejores recuperaciones se
consiguieron fortificando la muestra con los patrones
de calibracion antes del proceso de preconcentracion,
el método SPE-UPLC-MS/MS se validé en cuanto a
exactitud, precisién y selectividad utilizando la
muestra 1 (muestra de agua subterrdnea). La
validaciéon se llevd a cabo a tres niveles de
concentracion de los pesticidas en la muestra de agua
subterranea (0.1, 0.25y 0.5 pg/L).

A tal fin, a tres alicuotas de 50 mL de la muestra 1,
fortificadas a los tres niveles de concentracion, se
adicionaron cantidades crecientes de los patrones de
los pesticidas (0, 0.1, 0.2 y 0.4 pg/L). Todas las
muestras (por triplicado) se preconcentraron de
acuerdo con el método SPE propuesto y se
cuantificaron utilizando el método de la adicién de
patrén antes de la SPE. La Tabla 2 muestra las
recuperaciones de los pesticidas (%) y la DER (%)
obtenida para los tres niveles de concentracién. Se
obtuvieron recuperaciones entre 54 y 130% y
DER=#20 % para la mayoria de los pesticidas, pero
para 22 pesticidas a 0.1pg/L, 10 pesticidas a 0.25 ug/L
y 5 pesticidas a 0.5 pg/L, las recuperaciones fueron
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superiores al 130%.

La selectividad del método propuesto se estudié
utilizando el criterio establecido en la Directiva
96/23/CE [30]. En ninguna de las muestras reales se
encontraron componentes de la matriz coeluyentes
con los analitos y las ratios SRM2 /SRM1 para todos los
pesticidas estuvieron dentro de los intervalos de
confianza establecidos para los pesticidas en
disolvente (+30%).

3.6. Aplicacion del método propuesto a muestras de
aguas subterrdneas reales

El método SPE-UPLC-MS/MS propuesto se aplico a la
determinacién de los 218 pesticidas seleccionados en
trece muestras de agua subterranea recogidas en las
proximidades del Parque Natural de Cabo de Gata-
Nijar, algunas de ellas de pozos cercanos a
invernaderos. Para contolar la efectividad del
procedimiento de SPE, junto con las muestras reales,
se someti6 al método propuesto una muestra de
control (QC) fortificada con 0.1 ng/L de cada pesticida.

La Tabla 3 muestra los pesticidas encontrados en las
muestras reales y detectados de acuerdo con los tres
puntos de identificacion establecidos porla Guia de UE
[27], asi como las recuperaciones obtenidas para estos
pesticidas en la muestra QC, siendo todos ellos
satisfactorios (recuperaciones entre 54 y 130%).
Puede observarse que se identificaron en las muestras
38 pesticidas, pero la mayoria de ellos se encontraban
a niveles de concentracion inferiores a 0.1 pg/L
(valores semicuantitativos). La mayoria de los
pesticidas detectados frecuentemente en agua
subterrdnea fueron imidacloprid, hexaflumuron y
oxadixyl en 7, 6 y 5 muestras, respectivamente. Por
ejemplo, la Fig. 6(a) muestra las sefiales de MS/MS
obtenidas para imidacloprid en la muestra QC (0.1
pg/L) y en la muestra M3 (nivel de concentracion de
0.055 pug/L). Puede observarse que la ratio
SRM2/SRM1 es la misma para ambas muestras,
independientemente de la concentracién de analito.

Por otra parte, los valores mas altos (>0.1 pg/L) se
encontraron para methiocarb en tres muestras a
1.150, 0.393 y 0.221 pg/L, para pyrethrin II en una
muestra a 0.405 pg/Ly hexaflumuron en otra muestra
a 0.120 pg/L, siendo todos ellos insecticidas. La Fig.
6(b) muestra las sefiales MS/MS para methiocarb en
la muestra QCy en la muestra M7, que tenia el nivel de
concentraciéon mas elevado (100 veces mayor que el
maximo nivel permitido en agua potable por la UE).
Puede observarse en este caso que la ratio
SRM2/SRM1 de la muestra M7 (105.5%) es
ligeramente menor que el de la muestra QC (110.8%)
pero de acuerdo con el criterio establecido por la
Directiva 96/23/CE [30].
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Fig. 6. Sefiales de MS para SRM1 y SRMZ2 de: (a)
imidacloprid en la muestra M3y en la muestra QCy (b)
methiocarb en la muestra M7 y en la muestra QC

4. Conclusiones

En este trabajo, un material mesoporoso MSU-1 se
sintetizd en el laboratorio y se usé para preconcentrar
218 pesticidas de diferente naturaleza.

Para optimizar los factores clave que afectan a la
absorcién/desorcién de los pesticidas en el sorbente
se utilizaron la metodologia paso a paso (disolvente de
elucion, pH de la muestra y concentracion de sales) y
la metodologia de la superficie multi-respuesta
(cantidad de sorbente, volumen de agua y volumen del
disolvente de elucion, es decir, los factores que estan
relacionados).

Los analitos se determinaron por UPLC-MS/MS y se
observé efecto matriz para un 20% de los pesticidas;
por eso, para la cuantificacion se utiliz6 la calibracion
mediante adicion de patrén. En este sentido, se
estudiaron dos estrategias, adicionando los patrones
de pesticidas antes y después del proceso de
preconcentracion, es decir en la muestra blanco de
agua y sobre el extracto blanco, respectivamente. Los
resultados obtenidos fueron mejores cuando se
realizé la fortificacion antes de la SPE, es decir,
fortificando el blanco de agua; esto es debido a que, de
esta manera, los patrones de calibracién y los analitos
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contenidos en la muestra estan sometidos al mismo
efecto, debido a la muestra completa, y, ademas,
también se corrigen los errores debidos al proceso
experimental.

El método se validé utilizando un blanco de muestra
de agua subterrdnea con alto contenido en sales y,
después, se aplicé para analizar trece muestras
colectadas en las proxiidades del Parque Natural de
Cabo de Gata-Nijar. Se encontraron 38 pesticidas
diferentes con concentraciones inferiors a 0.1 pg/L
para la mayoria de ellos. Sin embargo, tres insecticidas
(methiocarb, hexaflumuron y pyrethrin II) se
encontraron a niveles de concentraciéon superiores a
0.1 pg/L, presentando methiocarb las concentraciones
mas elevadas en tres de las muestras analizadas (M5.
M6 y M7).

El sorbente MSU-1, fue sintetizado por primera vez en
nuestro laboratorio siguiendo un método barato y con
alto rendimieno y se utilizé6 por primera vez para
preconcentrar un elevado nimero de analitos (218
pesticidas en este caso) con excelente rendimiento.
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Tabla 2. Recuperaciones (%) y DER (%) obtenidos usando la calibracién mediante la adicién de patrén sobre una muestra blanco de
agua subterrdnea fortificada a tres niveles de concentracion

Pesticida 0.1 mg/L 0.25 mg/L 0.5 mg/L
Recuperacion (%)* DER (%) Recuperacion (%)* DER (%) [ Recuperacion (%)* DER (%)
Acetamiprid 100 12 88 14 87 8
Alachlor 117 10 102 16 96 13
Albendazole 100 5 112 15 105 16
Aldicarb 105 18 84 12 82 9
Aldicarb-sulfone 107 16 98 12 91 13
Ametoctradin 97 21 115 12 87 10
Anilofos 104 21 103 16 95 15
Atrazine 103 7 85 11 89 7
Avermectin Bla 117 18 107 17 108 15
Azinphos-ethyl 128 16 133 10 117 17
Azinphos-methyl 127 18 98 18 104 12
Azoxystrobin 108 11 79 2 92 7
Benalaxyl 118 21 98 13 106 15
Bendiocarb 102 4 85 13 81 8
Bitertanol 94 16 84 14 90 12
Boscalid 112 21 93 11 95 11
Bromacil 162 19 124 16 116 10
Bromuconazole 113 23 114 21 107 18
Bupirimate 112 12 111 23 99 14
Buprofezin 124 23 89 19 86 17
Carbaryl 111 22 104 25 91 21
Carbendazim 91 10 91 21 86 14
Chlorantraniliprole 103 22 106 17 101 11
Chlorbromuron 103 9 95 13 109 9
Chlorfenvinphos 105 10 80 14 85 11
Chlorfluazuron 91 23 74 15 83 16
Chlorotoluron 130 19 96 10 102 13
Chloroxuron 113 16 78 9 76 7
Chlorpropham 99 12 95 20 89 14
Chlorpyrifos 156 27 101 17 110 14
Chlorpyrifos-methyl 100 28 114 14 94 16
Chromafenozide 93 21 128 21 114 18
Clofentezine 144 18 121 19 99 15
Clomazone 95 13 87 15 80 9
Coumaphos 130 16 131 10 118 7
Cyazofamid 142 22 119 18 112 21
Cyflufenamid 126 31 91 5 85 7
Cyhalofop-butyl 127 33 82 14 95 12
Cymoxanil 112 13 110 19 104 9
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Cyproconazole 114 16 91 21 88 12
Cyprodinil 107 20 74 9 83 10
DEET 109 10 80 16 95 13
Demeton-S-methyl 100 22 103 11 91 8
Demeton-S-methylsulfone 87 21 86 12 76 5
Demeton-S-methylsulfoxide 84 21 86 10 89 8
Desethylterbuthylazine 113 5 104 16 95 14
Diazinon 115 23 81 9 75 9
Dichlorvos 78 15 112 17 94 7
Dicrotophos 96 14 87 17 80 15
Diethofencarb 104 22 118 11 101 8
Difenoconazole 117 23 107 19 96 17
Difenoxuron 108 10 99 10 105 13
Diflubenzuron 134 17 97 12 98 12
Dimethoate 107 5 111 15 103 9
Dimethomorph 106 8 92 16 109 7
Dimethylvinphos 107 17 100 12 95 14
Diniconazole 129 13 109 15 112 17
Diuron 116 12 96 15 90 9
Edifenphos 117 6 77 15 76 10
Epoxiconazole 110 22 84 16 94 21
Ethiofencarb 94 22 97 12 86 8
Ethiprole 100 18 114 19 101 12
Ethirimol 86 13 92 20 90 15
Ethoprophos 161 23 89 15 95 15
Etofenprox 127 17 100 12 86 8
Etoxazole 127 14 121 17 106 12
Famoxadone 152 26 143 25 125 23
Fenamidone 102 10 92 11 86 15
Fenamiphos 100 22 107 17 99 16
Fenamiphos-sulfone 96 9 96 18 84 9
Fenamiphos-sulfoxide 90 16 89 11 92 9
Fenarimol 113 18 106 17 110 14
Fenazaquin 148 23 163 21 134 23
Fenbendazole 114 13 111 9 99 7
Fenbuconazole 139 32 97 18 112 17
Fenhexamid 102 26 100 18 92 19
Fenoxycarb 128 22 115 10 117 8
Fenpropimorph 112 16 104 19 111 17
Fenpyrazamine 106 11 105 17 98 15
Fenpyroximate (E) 145 21 150 18 147 15
Fenthion 99 12 126 17 107 11
Fenthion-sulfone 99 7 95 7 102 14
Fenthion-sulfoxide 94 12 91 15 83 12
Fenuron 99 10 93 19 101 8
Fipronil 101 4 89 21 99 13
Fluacrypyrim 128 21 106 18 113 16
Fluazifop 95 16 69 15 75 12
Flubendiamide 96 12 114 25 105 14
Fludioxonil 137 16 88 13 94 7
Flufenoxuron 106 10 89 10 79 5
Fluometuron 107 17 100 21 119 23
Fluopicolide 110 7 94 15 97 11
Fluopyram 117 10 93 16 102 12
Fluquinconazole 131 21 105 20 84 14
Flusilazole 96 10 81 7 89 10
Flutriafol 107 13 104 9 96 12
Fluxapyroxad 117 15 130 20 115 15
Fosthiazate 111 12 107 16 91 12
Haloxyfop 89 7 90 12 84 14
Hexaconazole 95 8 87 14 79 6
Hexaflumuron 106 14 105 18 114 22
Hexythiazox 116 13 102 6 96 8
Imidacloprid 86 17 83 14 80 9
Indoxacarb 126 18 133 14 119 14
Iprovalicarb 101 9 88 20 96 10
Isocarbophos 116 20 94 12 83 9
Isofenfos-methyl 124 22 84 16 98 15
Isoprocarb 125 16 82 23 92 18
Isoprothiolane 136 17 151 19 131 15
Isoproturon 105 13 96 17 104 12
Isoxaflutole 95 8 97 12 84 10
Kresoxim-methyl 101 12 113 13 108 11
Lenacil 129 22 104 17 95 14
Linuron 104 5 89 17 113 11
Lufenuron 93 18 90 11 86 14
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Malathion 111 13 98 10 108 7
Mandipropamid 103 28 80 9 89 11
MCPB 89 9 95 13 81 10
Mebendazole 103 13 99 17 87 15
Mepanipyrim 105 20 128 16 101 14
Meptyldinocap 92 17 70 19 89 22
Metaflumizone (E) 100 20 66 19 75 14
Metalaxyl 107 13 94 16 86 13
Metamitron 106 19 90 21 109 16
Metconazole 98 11 70 18 78 14
Methidathion 106 15 94 14 101 17
Methiocarb 103 9 99 16 88 15
Methiocarb-sulfone 106 18 93 17 97 18
Methiocarb-sulfoxide 100 16 91 16 84 11
Methomyl 130 5 121 18 114 15
Methoxyfenozide 139 17 108 13 93 10
Metobromuron 107 16 95 21 79 9
Metolachlor 117 17 102 20 109 9
Metolcarb 135 20 102 17 110 19
Metrafenone 102 13 79 13 81 8
Monocrotophos 87 11 86 10 75 9
Monolinuron 102 13 83 19 89 11
Monuron 109 17 91 15 103 18
Myclobutanil 126 17 96 10 82 10
Neburon 112 9 98 14 105 6
Nitenpyram 61 14 91 13 90 11
Novaluron 119 19 107 14 113 17
Oxadiargyl 111 11 69 16 76 13
Oxadixyl 94 13 77 18 69 9
Oxamy]l 95 2 90 18 103 16
Oxasulfuron 94 11 86 21 79 15
Oxfendazole 101 16 104 12 91 16
Oxyfluorfen 85 10 67 15 71 18
Paclobutrazol 94 16 80 22 87 18
Penconazole 86 19 95 20 103 14
Pencycuron 120 20 101 15 88 10
Penflufen 114 13 90 3 88 8
Penthiopyrad 107 17 103 20 109 14
Permethrin 65 21 67 12 65 11
Phenthoate 120 17 96 6 86 9
Phosalone 141 7 77 15 81 13
Phosmet 98 16 93 18 89 13
Phoxim 119 19 54 18 64 21
Pirimicarb 112 18 97 17 88 14
Pirimiphos-methyl 101 11 70 21 85 18
Prochloraz 120 13 118 19 123 22
Profenofos 111 18 97 18 102 14
Promecarb 117 9 121 16 116 12
Prometryn 103 11 85 12 92 7
Propaquizafop 84 20 93 14 86 16
Propargite 106 12 110 11 99 15
Propazine 100 8 86 22 79 11
Propiconazole 101 17 83 22 68 11
Propoxur 112 9 85 19 82 15
Propyzamide 119 14 129 19 115 13
Proquinazid 112 19 101 4 97 12
Prosulfocarb 116 13 110 22 119 13
Prothiofos 123 19 164 27 152 18
Pyraclostrobin 99 14 106 13 89 6
Pyrethrin I 117 15 102 21 114 15
Pyrethrin II 109 6 111 13 102 5
Pyridaben 113 15 139 12 121 10
Pyridalyl 76 10 58 16 65 10
Pyridaphenthion 110 9 105 18 114 16
Pyridate 113 17 70 16 86 16
Pyrimethanil 110 19 114 27 97 23
Pyriofenone 108 20 85 19 79 14
Pyriproxyfen 142 25 119 11 99 8
Quinalphos 112 20 86 9 96 10
Quinoclamine 104 9 93 20 87 15
Quinoxyfen 129 21 115 7 102 13
Quizalofop 104 19 104 20 96 13
Quizalofop-ethyl 109 24 90 21 84 16
Rotenone 115 8 92 18 104 16
Simazine 103 6 94 17 111 9
Spirodiclofen 83 11 107 14 88 7
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Spiromesifen 96 22 114 19 105 10
Spirotetramat 94 17 82 19 76 14
Sulfoxaflor 101 4 88 16 95 9
Tebuconazole 108 19 95 7 112 17
Tebufenozide 125 7 119 12 103 14
Tebufenpyrad 145 27 82 15 75 6
Teflubenzuron 71 11 128 3 117 15
Terbuthylazine 98 8 89 12 80 12
Terbutryn 132 3 120 18 117 13
Tetraconazole 128 18 102 21 93 16
TFNG 87 19 90 21 85 18
Thiacloprid 95 4 88 14 80 8
Thiamethoxam 98 10 83 19 89 16
Thiobencarb 113 21 83 20 102 23
Tolclofos-methyl 114 15 89 14 91 9
Tolfenpyrad 134 26 158 10 127 10
Triadimenol 111 18 91 15 104 9
Triallate 116 16 102 16 93 12
Triazophos 118 25 112 22 100 19
Triclorcarban 64 12 68 15 72 7
Tricyclazole 99 4 85 17 101 12
Trifloxystrobin 122 13 100 19 95 8
Triflumizole 134 18 128 17 131 15
Triflumuron 124 15 63 18 68 11
Triticonazole 94 22 95 21 87 15
XMC 114 8 79 11 83 15
Zoxamide 131 21 102 17 113 14
Media 110 15 98 16 96 13

Tabla 3. Pesticidas detectados en muestras de agua subterrdnea colectadas en el sur de Espafia (Almeria)

.. oo Concentracion de pesticida (ug/L)
Pesticida Qc ML _ M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 MIil M1z Mi3
Azoxystrobin 73 0.004 0.044
Chlorfenvinphos 111 0.012
Chlorfluazuron 54 0.039 0.037
Chlorpropham 111 0.002
Cyhalofop-butyl 96 0.015
Cymoxanil 102 0.011 0,017 0.009
Dichlorvos 62 0.002
Dicrotophos 95 0.017
Diethofencarb 106 0.010
Difenoconazole 88 0.007 0.010
Epoxiconazole 102 0.003
Famoxadone 78 0.027
Fenamidone 90 0.003
Fenbendazole 69 0.012
Fenhexamid 120 0.006 0.004
Fenthion-sulfoxide 98 0.019
Hexaflumuron 104 0.120%* 0.020 0.015 0.022 0.028 0.010
Imidacloprid 96 0.023 0.055 0.003 0.009 0.008 0.014 0.016
Indoxacarb 123 0.011
Meptyldinocap 130 0.041
Metamitron 101 0.003 0.005
Methiocarb 105 0.393* 0.221* 1.150*
Methomy!l 109 0.004
Myclobutanil 116 0.008 0.002 0.008
Novaluron 95 0.036 0.013 0.012
Oxadixyl 103 0.008 0.054 0.015 0.018 0.039
Oxyfluorfen 97 0.023
Penconazole 112 0.002 0.005 0.012 0.006
Penflufen 109 0.011
Permethrin 58 0.010 0.018 0.020
Propaquizafop 82 0.013
Pyrethrin [ 120 0.006 0.063
Pyrethrin II 81 0.005 0.405* 0.008
Quizalofop 115 0.005
Tebuconazole 116 0.012 0.005 0.008
Tebufenozide 71 0.017
Trifloxystrobin 85 0.012
Triflumuron 115 0.012
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