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RESUMEN

La determinacion de plaguicidas en muestras medioambientales es un tema de gran
importancia y, a la vez, de gran complejidad. Las bajas concentraciones que se han
de detectar y la alta complejidad de las muestras, hace que se requieran técnicas
analiticas de elevada sensibilidad y selectividad tales como la cromatografia. Sin
embargo, incluso asi, son necesarios sistemas de pretratamiento o extracciéon que
permitan limpiar la muestra y preconcentrar el plaguicida. En este trabajo, se ha
desarrollado un dispositivo de extraccion por adsorcion con barras agitadoras (SBSE)
con esta finalidad. El dispositivo consiste en un iman recubierto de un sorbente capaz
de retener de manera selectiva a los plaguicidas de interés. El sorbente desarrollado
en este trabajo fue un polimero monolitico de glicidil metacrilato y etilen glicol
dimetacrilato, sobre el que se inmovilizaron nanoparticulas de oro. El sorbente
obtenido presentd una superficie homogénea y una dureza adecuada para su empleo
como SBSE. El empleo de las AuNPs confiere selectividad al sorbente hacia
plaguicidas conteniendo los grupos funcionales amino, ciano y tiol. Para testar su
viabilidad, se seleccionaron 4 plaguicidas con grupos ciano y tiol, obteniéndose
resultados prometedores en el caso del tiacloprid y del 2-mercaptobenzotiazol.

Palabras clave: extraccion por adsorcién con barras agitadoras; SBSE; plaguicidas;
nanoparticulas de oro; polimeros monoliticos

ABSTRACT

The determination of pesticides in environmental samples is a subject of great
importance and complexity, at the same time. The low concentrations that must be
detected and the high complexity of the samples require highly sensitive and selective
analytical techniques such as chromatography. However, additionally, pretreatment or
extraction systems are necessary to clean the sample and pre-concentrate the
pesticide. In this study, a Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) has been developed.
This consists of a magnet coat with a suitable sorbent for the selective retention of the
pesticides of interest. The sorbent developed in this study was a monolithic polymer
of glycidyl methacrylate and ethylene glycol dimethacrylate, in which gold
nanoparticles were immobilized. The sorbent obtained showed a homogeneous
surface and a hardness suitable for use as SBSE. The use of AuNPs confers
selectivity to the sorbent towards pesticides containing the functional groups: amino,
cyano and thiol. To test their viability, four pesticides with cyano and thiol groups were
selected, obtaining promising results with thiacloprid and 2-mercaptobenzothiazole.

Key words: Stir bar sorptive extraction; SBSE; pesticides; gold nanoparticles;
monolithic polymer.
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1. Introduccién

1.1.Problematica de la determinacién de contaminantes organicos
medioambientales

La determinacion de plaguicidas y otros contaminantes organicos, suele ser
complicada dado los factores ambientales y su localizacion en el medio. Estos
compuestos suelen encontrarse en bajas concentraciones y tienen una cierta
complejidad a la hora de realizar su analisis, ademas, hay que afadir que
generalmente se necesitan grandes cantidades de muestra para determinar estas
concentracionesly. Por lo tanto, la determinacion de este tipo de compuestos necesita
de técnicas con una elevada sensibilidad y selectividad. Una de las técnicas mas
factibles y fiables a la hora de realizar el andlisis de estos compuestos es la
cromatografia. El empleo de esta permite la separacion, identificacion y determinacion
de compuestos tanto en estado liquido como gaseoso.

Uno de los principales problemas ambientales a que la sociedad se enfrenta hoy en
dia, es la presencia de contaminantes organicos en el medio acuatico. El origen de
estos contaminantes proviene principalmente del uso de plaguicidas, herbicidas y
fungicidas entre otros, derivados de actividades agricolas y/o industriales.

Los contaminantes organicos pueden provocar dafios al medio ambiente, fauna, flora
y seres humanos. Algunos efectos son alteraciones de las propiedades fisicas y
guimicas de las aguas subterrdneas y superficiales, siendo las vias de contaminacion
principales la filtracion de aguas contaminadas con estos contaminantes, escorrentia,
derrames, etc. Se debe de tener en cuenta, que gran parte de estos contaminantes
tienen efectos toxicos sobre los seres vivosl®, y que en el medio ambiente se
degradan con dificultad, provocando bioacumulacion y biomagnificacion en los seres
vivos y/o en el medio.

Dentro de los insecticidas, herbicidas y fungicidas, etc, podemos encontrar diferentes
familias o grupos funcionales como son, por ejemplo, los neonicotinoides,
organofosforados, dinitrofenoles, diamidas, piretrinas, entre muchos otros. Son
ejemplos de los diferentes grupos de compuestos organicos que se han utilizado en
las Ultimas décadas en la UE (Uni6n Europea)l. Periédicamente se revisan los
efectos toxicos de los diferentes compuestos organicos que se pueden encontrar en
el mercado, de manera que se limita o prohibe el uso de estos contaminantes,
mediante las normativas que regulan su uso. Por contraposicion, muchos de estos
contaminantes prohibidos se siguen utilizando en paises subdesarrollado dado su
stock y la reduccion en su precio de venta, lo que los hace mas asequibles para este
tipo de paises!. Esto conlleva que muchas zonas subdesarrolladas terminen
contaminadas afectando no solo al medio ambiente, sino también a los seres
humanos, provocando enfermedades y, en algunos casos, incluso la muerte.



Asi pues, es necesario mantener la vigilancia sobre este tipo de compuestos, y para
ello son necesarias herramientas de analisis potentes. Las técnicas cromatograficas,
como se ha indicado, constituyen el método de referencia en la determinacion de los
contaminantes organicos en general, y de los plaguicidas en particular.

1.2.Cromatografia

La cromatografia permite separar, identificar y cuantificar los diferentes componentes
de una muestra. Para realizar esta separacion, ocurren dos procesos diferentes:

- El primero seria el transporte de la muestra producido en la fase mdévil.

- El segundo seria la retencion o ralentizacion del arrastre del analito de la muestra
en la fase estacionaria. Esto ocurre porque la fase estacionaria debe tener una
mayor afinidad con el analito o analitos que la fase mdvil.

De esta manera, en funcibn de la diferente velocidad de migracién de los
componentes de la muestra (en funcion de su grado de retencion) al atravesar la fase
estacionaria, se producird la separacion de los compuestos de interés y de los
posibles interferentel®.

Existen diferentes tipos de cromatografia, que se pueden clasificar segun el estado
fisico de la fase movil, segun el mecanismo de separacion o segun el tipo de lecho
cromatografico. Esta variedad cromatografica permite a los usuarios seleccionar las
técnicas que se adapten mejor a los requerimientos del andlisis. Algunos de los tipos
de cromatografia que, atendiendo a los criterios mencionados, se pueden destacar
son:

Estado fisico de la fase mévil: Cromatografia de gases (GC); Cromatografia de
liquidos (LC); Cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) €]

- Mecanismos de separacion: Cromatografia de adsorcién; Cromatografia de
intercambio idnico; Cromatografia de exclusion; Cromatografia de afinidad ']

- Segun el tipo de lecho cromatografico: Cromatografia en columna; Cromatografia
plana (8]

La cromatografia en columna es la mas comun actualmente. En este caso, hay una
serie de caracteristicas que se deben de cumplir a la hora de realizar la separacion
cromatografica:

- Lafase estacionaria y la fase movil deben ser inmiscibles.

- Para el transporte en la fase movil, los solutos deben ser solubles en esta y tener
una polaridad similar. La muestra sera inyectada en la fase mévil, de manera que
esta, la transporta hacia la fase estacionaria. Antes de entrar a la fase estacionaria,
la muestra se movera a la misma velocidad que la fase movil.



- Los solutos al atravesar la columna deben de tener migracion diferencial, esto es
necesario para que no se solapen a la hora de realizar el analisis.

- Los solutos deben tener la habilidad de entrar y salir de la columna, es decir, se
debe de cumplir el principio de propagacion.

Para este estudio se ha seleccionado la cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC
(del inglés, high performance liquid chromatography), acoplada a un detector de fila
de diodos.

1.2.1. Cromatografia liquida de alta eficacia

La cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC es un tipo de cromatografia en
columna, lo que hace referencia a que la fase estacionaria, es decir, el lecho
estacionario o sorbente, se coloca dentro de una columna, normalmente de acero,
vidrio u otros materiales similares, que no interfieran en el proceso de analisis.

La principal diferencia entre la cromatografia en columna convencional y HPLC es
gue la columna empleada en esta Ultima se rellena con particulas de tamafio mucho
mas pequenfo, de sélo unos pocos pm, de manera que el nimero de interacciones de
la muestra con el relleno se multiplica ampliamente con respecto de las columnas
convencionales. Por lo tanto, los procesos de separacion son mucho mas eficaces.
En contraposicion, para hacer avanzar la fase movil por la columna se debe bombear
a altas presiones a través de la fase estacionaria que se encuentra dentro de la
columna lo que hace al instrumento mucho mas complejo. Este menor tamafio de
particula otorga una serie de ventajas como es la disminucion del tiempo de trabajo,
la reduccion de la difusiéon de los analitos en la fase estacionara, proporcionando unos
resultados mas exactos.

Por lo tanto, la muestra es transportada en la fase movil a una velocidad determinada,
y al entrar en contacto con la fase estacionaria, el analito se ralentiza, de manera que
los elementos restantes de la muestra atraviesan la fase estacionaria a la misma
velocidad que la fase movil, dando lugar a que el analito de la muestra se concentre
en el lecho cromatografico. Transcurrido un tiempo, se obtiene la separacion del
analito del resto de compuestos de la muestra en el lecho cromatogréfico y es posible
cuantificarla a través de la sefial del detector conectado al cromatografo.

En la imagen 1 se observa un esquema conceptual de las diferentes partes de un
equipo de HPLCEI:

- Depésito de fase movil: se trata de un depdsito donde se almacenan los diferentes
disolventes se utilizaran como fase movil.



- Bomba de impulsién: la bomba se encarga de succionar la fase mévil e impulsarla
hacia la columna donde se encuentra la fase estacionaria. Esta bomba es
necesaria para hacer fluir la fase movil por todo el circuito a una velocidad
constante.

- Inyector: se trata de un sistema de inyeccion automatizado o manual que permite
tomar volimenes de muestra de manera exacta y reproducible e inyectarlos en la
fase movil.

- Columna: contiene la fase estacionaria. Dependiendo del material de relleno, el
tamafio de particula, la longitud etc. pueden variar, y con ello la velocidad,
eficiencia, vida util, etc. La columna es un elemento clave que requiere de
mantenerla en perfecto estado para obtener resultados con mayor precision. Para
proteger la columna, se emplean a menudo precolumnas.

- Detector: todos los sistemas de HPLC tienen un sistema de deteccion, que permite
detectar los cambios en la composicion de los efluentes de la columna y
convertirlas en la sefal del analito, y traducir estos cambios de sefial en valores
NUMEricos.

- Datos: los datos son enviados a un ordenador con un software especifico que
permite controlar los diferentes médulos descritos, asi como trabajar con los datos
obtenidos.

Depésito
fase movil

Detector

[* ------- el

] IT XY

Desecho

Imagen 1. Esquema conceptual de la cromatografia liquida de alta eficacial®

A pesar de la elevada sensibilidad y selectividad de las técnicas cromatograficas para
llevar a cabo la determinacion de compuestos organicos, cuando se quieren aplicar a
muestras complejas como lo son las muestras medioambientales, suele ser necesaria
una etapa previa de pretratamiento o extraccion, por una parte, para limpiar la muestra
eliminando potenciales interferentes y, por otra, para preconcentrar el compuesto de
interés o analito, dadas las bajas concentraciones a determinar.



1.3.Sistemas de extraccién

Los principales objetivos de las técnicas de extraccion sonl19,

- Separar el o los analitos del resto de la matriz de muestra.

- Preconcentrar estos analitos, para que puedan ser cuantificables mediante
el proceso cromatogréfico.

- Adecuar el disolvente en el que se encuentra la muestra para que se pueda
aplicar el método cromatografico previsto.

1.3.1. Técnicas de extraccidn tradicionales

Las dos técnicas de extraccién tradicional mas utilizadas son la “Extraccion liquido-
liquido” o LLE (del inglés liquid-liquid Extraction) y la “Extraccion en fase sdlida”, o
SPE (del inglés, solid-phase extraction).

La extraccion liquido-liquido o LLE, consiste en que el analito se transfiera de un
disolvente a otro inmiscible con una mayor afinidad. Los principales inconvenientes
gue se encuentra en este tipo de técnica, es que el tiempo de extraccidon es
sumamente elevado, requiere grandes cantidades de volumen de muestra y de
disolventes organicos, que normalmente son téxicos.

La extraccion en fase sélida o SPE, se realiza mediante un sorbente sdélido que se
encuentra dentro de unos cartuchos de extraccion. La muestra se pasa por estos
cartuchos y el analito queda retenido en este material sorbente. Seguidamente se
realiza una fase de elucién, dénde se utiliza un disolvente organico con una gran
afinidad con el analito, el cual se hace pasar por los cartuchos y se recoge el
disolvente con el analito. Un inconveniente por considerar es que los sorbentes
muchas veces presentan efectos de memoria que provocan una baja
reproductibilidad. [OI1]

Las técnicas de extraccion actualmente presentan una linea de investigacion bastante
amplia, y en patrticular, en los ultimos afios, han ido ganando terreno las técnicas de
microextraccion, que ademas forman parte de la tendencia hacia una “quimica verde”.
Este tipo de técnica presenta una serie de ventajas sobre las técnicas clasicas de
extraccion y preconcentracion, entre las que destaca la disminucién del empleo de
disolvente organico durante todo el proceso de analisis. Por otra parte, también se
reduce el tiempo empleado para realizar todo el proceso en comparacién con otro tipo
de técnicas similares, y, por ultimo, las técnicas de microextraccion permiten
preconcentrar contaminantes organicos en muestras ambientales liquidas con una
gran eficacia. 12



1.3.2. Técnicas de microextraccion

Dos de las técnicas de microextraccion mas utilizadas hoy en dia son la
microextraccion en fase sdlida (SPME) y la extraccion por adsorcion con barras
agitadoras (SBSE por sus siglas en inglés, Stir bar Sorptive Extraction)i*3l.La
microextraccion en fase solida se basa en la adsorcién del analito o analitos de la
muestra mediante una fibra recubierta con un polimero o adsorbente, o en algunos
casos se utiliza una mezcla de estos dos. La fibra se encuentra dentro de un soporte
similar a una aguja quirargica, la cual se pone en contacto directo con la muestra. Una
vez transcurrido el tiempo de extraccion, se retira la fibra y se utilizan disolventes para
la desorcién del analito en una fase liquida.[*4

En el presente trabajo, se desarrollara un sistema de SBSE, por lo que se comentara
mas detalladamente su funcionamiento en el siguiente apartado.

1.3.3. Extraccion por adsorcion con barras agitadoras.

La extraccion por adsorcion con barras magnéticas agitadoras (SBSE) emplea imanes
recubiertos de una fina capa de material sorbente, normalmente un polimero, con gran
afinidad por el analito/s de interés, de modo que sea capaz de retenerlo por adsorcion.

Para este tipo de técnica, se sumerge la barra recubierta del sorbente en un volumen
de muestra, donde se quiere determinar uno o varios analitos. Se coloca el recipiente
gue lo contiene en un agitador magnético a una velocidad y tiempo determinado.
Estos factores vendran dados por el tipo de analito que se quiera adsorber y el
polimero empleado, entre otros factores.

Una vez ha transcurrido este tiempo, idealmente el sorbente que recubre los imanes
o0 barras agitadoras ha adsorbido todo el analito de la muestra. Finalizado este
proceso, se realiza un proceso de elucion, en el cual, es necesario utilizar un
disolvente adecuado para que se produzca la desorcion del analito retenido en el
sorbente.

En las imagenes del 2 al 5 se muestran las diferentes etapas que comprende el
empleo de estos dispositivos para llevar a cabo el proceso de extraccion [10],

- Etapa 1 o acondicionamiento: como se muestra en la imagen 2, la barra agitadora
es sumergida en uno o varios disolventes sucesivamente, con el fin de extraer
cualquier impureza que pueda contener y finalmente se limpia con agua para eliminar
los restos de disolventes. Se deja asi en el medio en que estara la muestra.
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Imagen 2. Proceso de acondicionamiento

- Etapa 2 o carga: a continuacion, el iman se sumerge en un volumen de muestra 'y
con ayuda del agitador magnético, se hacer girar a una velocidad y tiempo
determinado para adsorber el analito de la muestra. Durante este proceso, la barra
agitadora debe adsorber el analito de manera selectiva frente a los otros
compuestos presentes en la muestra. Normalmente quedan también absorbidos
otros compuestos que no interesan, como se muestra en la imagen 3.
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Imagen 3. Proceso de carga. Dénde: ® :4 son las diferentes substancias

que se encuentran una muestra hipotética, en este caso, 4 es el analito que se
quiere determinar.

- Etapa 3 o lavado: una vez finalizada la etapa 2, la disolucién es desechada y el
iman es sumergido en un disolvente que permita limpiar el iman sin provocar la
desorcion de los analitos (ver imagen 4), con el fin de eliminar otros compuestos
presentes en la muestra que puedan haber quedado parcialmente retenidos, pero
gue no son de interés para nuestro analisis.
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Imagen 4. Proceso de lavado

- Etapa 4 o elucién: la barra agitadora se sumerge a continuacién en un disolvente
adecuado para eluir o desorber el analito, como se muestra en la imagen 5, de
manera que se obtiene por una parte el iman limpio, y por otra una disolucién que
contiene al analito. Si el volumen de elucién es menor que el de muestra, ademas
de la limpieza de la disolucion se logra la preconcentracion del analito.
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Imagen 5. Proceso de elucion

El dispositivo de SBSE mas comun se compone de una pelicula de polidimetilsiloxano
(PDMS), recubierta sobre una cubierta de vidrio con un nicleo magnético incorporado
(151 Junto al PDMS, el empleo de polietilenglicol (PEG) y poliacrilato (PA) son los mas
habituales ya que son los disponibles comercialmente. Sin embargo, el interés que
estos dispositivos ha despertado ha llevado a que muchos autores centren su
investigacion en el desarrollo de otros sorbentes poliméricos y sistemas de SBSE
buscando en ellos una mayor estabilidad térmica y quimica y perfiles de selectividad
mas amplios. Por supuesto, dado que el polimero ha de adsorber al analito/s, es
necesario que tenga una gran afinidad por el mismo.



1.4.Polimeros monoliticos

Hoy en dia, las nuevas investigaciones, asi como las marcas comerciales de sistemas
de extraccibn y microextraccion, presentan una amplia variedad de polimeros
orgénicos e inorganicos que actiian como sorbente en este tipo de sistemas.

Los polimeros monoliticos constituyen un material continuo poroso, generalmente
creado por la polimerizacion in situ de monémeros. Su preparacion puede llevarse a
cabo en el laboratorio facilmente. Para ello se prepara una mezcla de polimerizacion,
constituida por monémeros, entre los que se encuentra un agente entrelazante o
crosslinker, una mezcla porogénica de disolventes y un iniciador radicalario para que
tenga lugar la reaccion. Variando la composicion de la mezcla anterior, es posible
controlar las propiedades del monolito resultante, en cuanto a porosidad y &rea
superficial. [L6IL7]

El mecanismo de polimerizacion es radicalario. Esto quiere decir, que la formacion
del polimero se basa en la adicion sucesiva de mondémeros provocado por la
reactividad de los radicales libres. Para obtener el radical libre que iniciara el proceso,
se pueden seguir diferentes estrategias: por calentamiento, mediante la accion de
iniciadores quimicos o mediante radiacion UV. La iniciacion térmica es la mas
habitual.
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Imagen 6. Primeras etapas del mecanismo de polimerizacién. Dénde “I-” hace
referencia al radical generado a partir del iniciador, “A” es un grupo terminal que
depende del mondmero empleado y “C-” es un mondémero generando un nuevo

radical.

En la imagen 6, se muestran las primeras etapas de la reaccién de polimerizacion.
Como se observa, una vez generado radical libre (“I-”), este ataca el doble enlace
terminal del monédmero generando un nuevo radical (“C-”) , repitiéndose el proceso
continuamente provocando un crecimiento de la cadena polimérica. Este proceso es
conocido como “propagacion”.

Al mismo tiempo , el mondmero reacciona con el agente entrelazante o “crosslinker”.
Esta union es provocada porque el agente entrelazante contiene dos 0 mas grupos



reactivos (dobles enlaces) que actlan como puente de union de las diferentes
cadenas de mondémeros. En la imagen 7 se muestra el proceso de polimerizacion
empleando etilen glicol dimetacrilato (EDMA) como agente entrelazante o crosslinker.
A medida que aumenta el tamafio de la cadena, la solubilidad del medio disminuye,
Yy, por otra parte, los nucleos generados se van separando.

La ultima etapa o “terminacién” ocurre cuando finaliza el crecimiento de las cadenas.
Esto es provocado cuando reaccionan dos radicales poliméricos.[18l19]

|/\c./ r~ X
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_ J /L J
Y 4 Y
MONOMero cross-lmker MONOMero

Imagen 7. Proceso de polimerizacion con EDMA como crosslinker

Al final del proceso, se obtiene un sélido monolitico de color blanco, y un liquido
porogénico que rellena los poros de la estructura. Esto se debe a que hay mondmeros
gue no reacciona, solvatando los ndcleos, de manera que hacen crecer la
concentracion de estos, formando microglébulos. 91201

Los polimeros monoliticos obtenidas a partir de monémeros de metacrilato presentan
muchas ventajas frente a otros sorbentes, ya que presentan una gran estabilidad
frente a un amplio rango de pH (1-14) y su sintesis es rapida y sencilla 21, Ademas,
si se utiliza glicidil metarilato (GMA) como mondémero base, el monolito puede
derivatizarse facilmente debido a la gran reactividad del grupo epoxi que presenta en
su estructura. Esta modificacion del polimero obtenido permite incrementar su
selectividad hacia el analito/s de interés.
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1.5.Nanomateriales: nanoparticulas de oro

Hoy en dia, los nanomateriales presentan un gran interés en investigacion en una
gran variedad de ambitos, tales como salud, electrénica, proteccion del medio
ambiente, entro otros.

Las nanoparticulas de oro han sido una fuente de investigacién importante en las
Ultimas décadas, lo que ha permitido conocer diferentes caracteristicas como una baja
toxicidad, estabilidad quimica, propiedades fototérmicas, etc.

En este estudio, se ha propuesto la utilizacion de nanoparticulas de oro (AuNPSs) para
la modificacién del polimero monolitico empleado como sorbente sobre la barra
agitadora. Esta modificacion mejorara previsiblemente la selectividad de la absorcion
de compuestos que contengan los grupos funcionales “tiol” (-SH), “ciano” (-C=N) y
“amino” (-NH2), por los que el oro tiene gran afinidad.[?2

2. Objetivos

El objetivo principal del presente estudio es conseguir preparar un nuevo sistema de
extraccion por absorcién con barras agitadoras (SBSE), basado en el empleo de
polimeros monoliticos orgénicos, modificados con nanoparticulas de oro (AuNPS), y
la realizacibn de un estudio de su viabilidad como sistema de limpieza y
preconcentracion selectiva de plaguicidas conteniendo los grupos funcionales tiol y/o
ciano, en muestras acuosas.

Para ello, el estudio constara de dos etapas:

- La primera etapa es la preparacion del dispositivo SBSE partiendo de un
iman comercial de 1.5 x 1 mm recubierto de politetrafluoroetileno (PTFE).
Mediante el tratamiento adecuado, el iman se recubrird de un sorbente
polimérico de glicidil metacrilato (GMA) y etilen glicol dimetacrilato (EDMA).
La composicion de la mezcla sera optimizada para proporcionar las
propiedades fisico-quimicas adecuadas. Los imanes se modificaran con
AuNPs.

- La segunda etapa, consistira en testar las barras agitadoras preparadas
con diversos plaguicidas conteniendo los grupos tiol o ciano, dada la
afinidad de las AuNPs por estos grupos funcionales, y determinar asi la
viabilidad de los dispositivos desarrollados como sistemas de extraccion
de los plaguicidas en presentes en muestras acuosas medioambientales,
tales como aguas de riego, rios, océanos, etc. muestras de gran
complejidad y en las que los plaguicidas pueden estar presentes en bajas
concentraciones. Para poder realizar la evaluacion del funcionamiento
como SBSE, se empleara un equipo de HPLC que permitirh determinar la
concentracion de los contaminantes retenidas y eluidas.

11



3. Materiales y métodos
3.1.Instrumentos

Cromatografo

Imagen 8. Cromatdgrafo HPLC empleado durante el estudio

EL cromatégrafo HPLC utilizado para realizar el andlisis es de la marca Jasco y esta
compuesto por los siguientes elementos:

Bomba de pistones PU-2089.

Automuestreador AS-2055/2057.

Horno de columna CO-2065.

Detector de fila de fotodiodos MD-2018.

El sistema se controla mediante la interfaz de LC-NETII / AFC también
suministrada por Jasco y la adquisicion de datos y el tratamiento se realiz6
utilizando el software ChromNAYV (version 1.17.01).

o O O O O

La columna cromatografica empleada fue una Eclipse plus C18 de 4.6x100 mm de
3.5 um de la casa comercial ZORBAX.

12



- Sistema de purificacion de agua

Imagen 9. Sistema de purificacion de H20

El agua empelada en todas las experiencias se obtuvo mediante un sistema de
purificacion Puranity TU 3/6, de la marca VWR, provisto de un filtro de 0.2 um.

- Camara de nitrégeno

Imagen 10. Camara de nitrégeno

La camara de nitrogeno es empleada para realizar el tratamiento con FluoroEtch®.
Para ello, la cAmara se llena de nitrdgeno expulsando el aire de su interior y creando
una atmosfera inerte que no reaccione con el FluoroEtch®, para impedir que se
estropee o que algin compuesto que este en el aire reaccione con este provocando
algun tipo de dafio.

- Oftros instrumentos empleados: crondmetros, pH-metro, agitadores con/sin
calefactor, bafio de agua, bafio de ultrasonidos, estufa, etc.

13



3.2.Reactivos y materiales

Para la preparacion de las barras agitadoras (SBSE), se han utilizado los siguientes
reactivos y materiales:

- Glicidil metacrilato (GMA) de la casa comercial SigmaAldrich

- Etilen glicol dimetacrilato (EDMA) de la casa comercial SigmaAldrich

- Cyclohexanol de la casa comercial Alfa Aesar

- 1-dodecanol de la casa comercial Alfa Aesar

- Azobisisobutironitrilo (AIBN) de la casa comercial Fluka

- Perdéxido de lauroil (LPO) de la casa comercial Alfa Aesar

- Trietilamina (TEA) de la casa comercial Alfa Aesar

- Dimetilformamida (DMF) de VWR Chemicals

- Nanoparticulas de oro, 20 mm en 0,1 mg/L de citrato sédico de Alfa Aesar

- FEP, tubo de etileno propileno fluorado con diametro interno de 3,6 mmy 6 mm
de externo de la casa comercial Bohlender GmbH

- Los imanes empleados para este estudio fueron de 15 mm de longitud y 1,5 mm
de diametro, y estaban recubiertos de politetrafluoroetileno. Se adquirieron a la
casa comercial VWR Chemicals. Como se observa en la imagen 11 son de color
blanco.

Imagen 11. iman de politetrafluoroetileno

Los plaguicidas seleccionados para testar los sistemas de SBSE desarrollados fueron
de la casa comercial SigmaAldrich;

Ciantraniliprol (CYN)
Tiacloprid

Ditianon
2-mercptobenzotiazol (MBT)

Para la preparacion de los patrones de plaguicidas, se pesé en balanza analitica la
cantidad de s6lido necesaria para obtener una disolucion de 1000 ppm en ACN. Estas
disoluciones se conservaron en viales de topacio en una nevera para preservarlas.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico, excepto el acetonitrilo
(ACN) (adquirido a VWR) y el metanol (Panreac), que fueron de calidad HPLC.
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3.3.Preparacion de los dispositivos de SBSE

Para la preparacion de los imanes, el primer paso que ha de realizar es el lavado los
imanes. Para ello se sumergen en etanol y se mantienen en agitacion a 400 rpm
durante unos 5-10 minutos. A continuacion, se repite el proceso empleando acetona,
y finalmente se secan en estufa.

Una vez limpios, se procede a modificar su superficie por hidroxilacion y posterior
vinilizacion, antes de recubrirlo con el polimero adecuado, y finalmente se procede a
la inmovilizacion de las AuNPs. A continuacion, se detalla el procedimiento
seleccionado.

3.3.1. Hidroxilacién de la superficie del iméan

Para la modificacién de la superficie del iman se tratan con 12 mL del reactivo
comercial FluoroEtch® a 60°C durante 30 min. El tratamiento y manipulacion del
reactivo se debe realizar en un ambiente exento de humedad y oxigeno para evitar
su degradacion. Durante la investigacion se ha realizado este proceso en una cdmara
de nitrégeno preparada en el laboratorio, pero se podrian utilizar otros gases inertes.

Una vez trascurrido el tiempo de reaccion, se lavan los imanes con metanol, seguido
de un lavado con agua a 60-70°C y finalmente con una disolucion acuosa de &cido
acético al 1% a 60-70°C. Una vez terminado el proceso se secan los imanes a 70°C
en la estufa. Los imanes resultantes presentan un color negro como se muestra en la

C\S‘

Imagen 12. Imanes después de ser modificada con FluoroEtch® su superficie.

3.3.2. Vinilizacion

Para el proceso de vinilizacion, los imanes se introducen durante 2 h a 60°C en una
disolucion a pH 8 de GMA 2 M en dimetilformamida (DMF) conteniendo trietilamina
(TEA) 5 mM, tal y como se muestra en la imagen 13.
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Imagen 13. Procedimiento de vinilizacion

3.3.3. Preparacién del polimero y recubrimiento del iman

Para realizar el recubrimiento del iman con el polimero, el primer paso es preparar la
mezcla de polimerizacion, cuya composicién se muestra en la Tabla 1.

Mezcla de polimerizacion
Compuesto %
peso
GMA 32
EDMA 8
Cyclohexanol 52
1-dodecanol 8
AIBN 1*

* Gporespecto de mondémeros (GMA+EDMA)
Tabla 1. Composicion de la mezcla de polimerizacion de la mezcla

La mezcla de polimerizacion se introduce durante 5 minutos en un bafio de
ultrasonidos para homogeneizarla y a continuacién se burbujea nitrdgeno a su través
durante 10 minutos para eliminar el Oz disuelto. Esto es necesario para minimizar la
formacion de burbujas, ya que se quiere obtener una capa de polimero lo mas
homogénea y lisa posible.

A continuacion, se introduce el iman en posicion vertical en el interior de un molde
consistente en un tubo de FEP (etileno propileno fluorado) de 3.6 mm de diametro,
sellado térmicamente por uno de los extremos, y se llena el tubo con la mezcla de
polimerizacién hasta que el iman queda completamente cubierto. Para mantener el
iman centrado, se emplean dos protectores de plastico, tal y como se muestra en la
Imagen 14. De este modo, cuando se forme el polimero, quedara una capa
homogénea de 1 mm de sorbente entorno a toda la superficie del iman.
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Molde de FEP

Iman con los
protectores
de plastico

Imagen 14. Iman colocado en el molde con el polimero

Seguidamente, se introduce el soporte con el iman en una estufa a 60°C durante 5h.
Transcurrido el tiempo, los imanes se desmoldan, presentando el aspecto mostrado
en la imagen 15 A y se les pone unas mancuernas de polipropileno (Imagen 15 B),
obtenidas fundiendo puntas de pipeta.

Imagen 15 A. Iméan desmoldado recubierto del polimero. 15 B. Iméan con las
mancuernas de polipropileno.

Para finalizar, se sumergen en metanol durante 24 horas en agitacion constante,
renovando el metanol periddicamente, para eliminar los disolventes porogénicos y los
restos de monémeros que no hayan reaccionado.

3.3.4. Adicién de las nanoparticulas de oro

Para realizar este proceso se sumergen los imanes en 20 mL de NHs 4,5 M durante
2 horas a 60°CI23l, Una vez transcurrido el tiempo indicado, se debe de lavar con agua
hasta conseguir que los imanes estén a pH neutro.

Una vez conseguido, se retira el agua y se adicionan las nanoparticulas de oro
(AuNPs) por un total de 15 dias, manteniendo los imanes en agitacion a 200 rpm.
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Como se observa en la Imagen 16, el color rojo de la disolucion de AuNPs claramente
va desapareciendo conforme transcurre el tiempo, a la vez que el imén va adquiriendo
una tonalidad rojiza, lo que confirma que se esta produciendo la inmovilizacién de las
AuNPs en la superficie del polimero. Cuando el color rojo de la disolucion era casi
inapreciable, se retiraba el liquido y se reponia un nuevo volumen de AuNPs. Una vez
transcurrido este tiempo, se debe de lavar con citrato sédico 38.8 mM a pH 6.6.

Imagen 16. Imanes sumergidos en la disolucion de nanoparticulas de oro antes
(derecha) y después (izquierda) de la inmovilizacion de las AuNPs sobre la superficie
del polimero.

En la imagen 17, se muestra el dispositivo de SBSE obtenido al finalizar el proceso,
donde se pueden observar las mancuernas de polipropileno y el polimero modificado
con las AuNPs de color rojo-rosado oscuro.

Imagen 17. SBSE resultantes
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3.4.Procedimiento de extraccion

Para la del proceso de extraccidon se siguieron los siguientes pasos:

- Etapa 1 o acondicionamiento: Se sumerge el iman en 3 mL de metanol durante
10 minutos a 400 rpm. Se repite este paso con 3 mL de ACN durante 10
minutos a 400 rpm y finalmente con 5 mL de H20 en las mismas condiciones.

- Etapa 2 o carga: Se introduce el iman en 5 ml de muestra que contiene el
analito a 400 rpm durante 90 minutos.

- Etapa 3 o lavado: En el caso de nuestro estudio, esta tercera fase se elimino,
ya que se trabajé con patrones de los plaguicidas en agua ultrapura.

- Etapa 4 o elucion: En esta fase, se aflade un extractante adecuado para el
analito en estudio. Para ello, se emplean 3 mL de ACN a 400 rpm durante 30
minutos, excepto en el caso del MBT, para el que se utiliza acido tioglicélico
(ATG) 500 mM.

4. Resultados y discusion

4.1.Preparacion de los dispositivos de SBSE

4.1.1. Modificacion de la superficie del iman

Como se ha comentado en la introduccion, la mayoria de los sistemas de SBSE
propuestos emplean un nucleo magnético recubierto de vidrio como nucleo al que
anclar el sorbente. Esto es debido a la facilidad que presenta el vidrio para ser
vinilizado, lo que facilita el anclaje del polimero. Sin embrago, el empleo de vidrio
confiere fragilidad al sistema. Por ello, en nuestro caso decidimos emplear imanes
comerciales recubiertos de politetrafluoroetileno (PTFE).

Dada la inercia quimica del PTFE, su modificacion y anclaje del polimero encierra
cierta dificultad. Para ello, se llevd a cabo un tratamiento con FluoroEtch®, tal y como
se ha descrito en la seccién anterior, lo que permitié la formacion de grupos hidroxilo
(-OH), entre otros, sobre la superficie del iman (primera etapa de la Imagen 18)24,
En la etapa de vinilizacion estos grupos hidroxilo, se hacen reaccionar a continuacion
con el grupo epoxi del GMA, empleando trietilamina (TEA) como catalizador (ver la
segunda etapa de la Imagen 18). De este modo se introducen dobles enlaces en la
superficie del iman, que durante el proceso de polimerizacion podran reaccionar para
integrarse en la red polimérica, quedando de ese modo el polimero anclado al iman
mediante enlaces covalentes.
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Imagen 18. Proceso de modificacion de la superficie de PTFE.

4.1.2. Seleccion del polimero

La seleccion de la mezcla de polimerizacion es de especial relevancia para obtener
un SBSE con las caracteristicas adecuadas para poder ser empleado como sistema
de extraccion. El monolito obtenido debe presentar una alta porosidad, pero también
una elevada resistencia mecéanica, de modo que soporte, sin sufrir deterioro alguno,
las largas horas de agitacion. Basandonos en una revision bibliografica y en la
experiencia previa del grupo de investigacién, se seleccioné un polimero de GMA
(monémero) y EDMA (agente entrelazante o crosslinker), empleando como
disolventes porogénicos cyclohexanol y 1-dodecanol y, como iniciador térmico, AIBN
o Peroéxido de lauroil (LPO). Sin embargo, la proporcion de estos componentes en la
mezcla de polimerizacién es clave para obtener un monolito con las propiedades
indicadas, por lo que se realiz6 un estudio conducente a la seleccién de la mezcla
Optima.

- Mezcla 1 de polimerizacién

La primera mezcla en estudio se baso en un trabajo de I. Ten-Doménech y coll?% con
algunas modificaciones. Esta mezcla contenia un 25% de mondémeros y un 75% de
disolventes porogénicos. Esta elevada proporcién de disolventes se selecciond
buscando un polimero con una elevada porosidad que facilitara la penetracion de los
analitos y, por tanto, la adsorcion de estos. La composicion de la mezcla se muestra
en la Tabla 2.
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Mezcla de polimerizacion 1

Compuesto p;/go
GMA 20
EDMA 5
Cyclohexanol 70
1-dodecanol 5
AIBN 1*

* Oprespecto de mondmeros (GMA+EDMA)
Tabla 2. Composicion del polimero 1

Una vez relleno el molde, con el iman y la mezcla indicada, tal y como se ha descrito
en la seccién 3.3.3, se introdujo este en una estufa a 60°C durante 24 horas.

El SBSE obtenido fue demasiado blando y propicié el desprendimiento total o parcial
del polimero con su uso, por lo que fue descartado.

- Mezcla 2 de polimerizacion

Con el fin de incrementar la dureza del polimero, se seleccion6 una mezcla basada
en el trabajo de B. Fresco-Cala y coll?8], en la que el contenido de monémeros totales
se incrementa hasta el 50%, manteniendo constante la relacion GMA:EDMA. La
composicion de esta nueva mezcla se muestra en la Tabla.

Mezcla de polimerizacion 2
Compuesto p(:/;o
GMA 40
EDMA 10
Cyclohexanol 46.4
1-dodecanol 3.6
LPO 0.3*

* Yorespecto de mondmeros (GMA+EDMA)
Tabla 3. Composicion del polimero 2

La polimerizacion térmica se llevo a cabo a 70°C durante 24 horas. La dureza del
polimero obtenido fue elevada, proporcionando un SBSE robusto que no se dafio
durante el proceso de agitacion. Sin embargo, al modificar el iman con las AuNPs, no
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se obtuvo una superficie homogéneamente coloreada, probablemente debido a la
falta de porosidad del monolito.

Con el fin de incrementar la porosidad del monolito, sin que la dureza se viera
disminuida de manera importante, se prepararon mezclas de polimerizacion con
relaciones monomeros:pordgenos intermedias, en concreto con una relaciéon 40:60
(mezcla 3) y 30:70 (mezcla 4).

- Mezcla 3 de polimerizacion:

En la Tabla 4 se muestra la composicion de la mezcla de polimerizacion conteniendo
una relacién 40:60 de monomeros:disolventes porogénicos. Las condiciones de
polimerizacion no se variaron respecto a la mezcla 2, es decir, 70°C durante 24 h.

Mezcla de polimerizacion 3
Compuesto p;/;o
GMA 32

EDMA 8
Cyclohexanol 55.7
1-dodecanol 4.3
LPO 0.3*

* Ohrespecto de mondmeros (GMA+EDMA)
Tabla 4. Composicion del polimero 3

Una vez transcurrido el tiempo de polimerizacion, y constatado que la dureza era
adecuada, se procedi6 a la modificacion con las AuNPs, obteniéndose un
recubrimiento uniforme.

- Mezcla 4 de polimerizacién

En este caso, la relacibn mondmero: disolvente porogénico fue de 30:70 como se
muestra en la Tabla 5, llevandose a cabo la polimerizaciéon de nuevo a 70°C durante
24 h.

En las condiciones descritas la mezcla no polimerizo, por lo que se preseleccioné una
relacion 40:60 monomeros:porogenos.

22



Mezcla de polimerizacion 4

Compuesto %
peso

GMA 24

EDMA 6

Cyclohexanol 65

1-dodecanol 5
LPO 0.3*

* Oprespecto de mondmeros (GMA+EDMA)
Tabla 5. Composicion del polimero 4

- Mezcla 5 de polimerizacion

Con el fin de reducir el tiempo de polimerizacion, y basandonos en el trabajo de A.
Monzo 271, se ensayé la mezcla de polimerizacién descrita en la Tabla 6 que,
manteniendo la relacion 40:60 mondémeros: pordgenos seleccionada, emplea AIBN
como iniciador e incrementa el porcentaje de reactivo entrecruzante. La
polimerizacion se realizé a 60°C durante tan so6lo 5 h.

Mezcla de polimerizacion 5
Compuesto %
GMA 22

EDMA 18
Cyclohexanol 52
1-dodecanol 8
AIBN 1*

* Ohrespecto de mondmeros (GMA+EDMA)
Tabla 6. Composiciéon del polimero 5

De nuevo, la dureza del SBSE obtenido fue adecuada vy, tras la inmovilizacion de las
AuUNPs, el iman presento una coloracion uniforme.

- Mezcla 6 de polimerizacion

Aunque la mezcla anterior presentd buenas caracteristicas y un tiempo de
polimerizacion reducido, la disminucion del contenido de GMA implica una cantidad
menor de grupos epoxi, lo que podria llevar a una disminucion de la cantidad de
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AuNPs que puede retenerse en la superficie. Por ello, se ensayd la mezcla de
polimerizacion que se muestra en la Tabla 7 que combina algunas de las
caracteristicas de las mezclas 3 y 5. La polimerizacién se llevo a cabo durante 5 h a
60°C.

Mezcla de polimerizacion 6
Compuesto p;/go

GMA 32

EDMA 8

Cyclohexanol 52

1-dodecanol 8

AIBN 1*

* Oorespecto de monémeros (GMA+EDMA)
Tabla 7. Composicién del polimero 6

La dureza y permeabilidad obtenida fueron adecuadas, ya que la coloracion del iman
tras su modificacion con las AuNPs fue uniforme, siendo esta la mezcla finalmente
seleccionada

Una vez recubierto el iman con el polimero, el siguiente paso fue su modificacién con
la incorporacion de las AuNPs, con el fin de incrementar su selectividad hacia los
grupos funcionales de interés, esto es, tiol y ciano. Para ello, como se ha descrito en
la seccién 3.3.3 se sumergi6é el iman en una disolucion de amoniaco, de modo que
los grupos epoéxido del polimero formando un grupo amino. Este tiene afinidad por el
oro, de modo que cuando se sumerge el iman aminado en una disolucion de AuNPs,
estas quedan retenidas sobre la superficie del iman(23l,

Finalmente, siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 3.3.3. se incluyeron
unas mancuernas para evitar el desgaste y deterioro del iman durante el proceso de
agitacion, debido al roce continuo con la base y las paredes del recipiente empleado
para llevar a cabo la extraccion. Las mancuernas permiten crear un espacio entre la
base del recipiente y el sorbente.

4.2.Estudio del comportamiento de los SBSE frente a diferentes compuestos

4.2.1. Ciantraniliprol

El ciantraniliprol o como se conoce con el nombre quimico (3-bromo-1-(3-cloro-2-
pyridinil)-N-[4-cyano-2metil-6-[(metilamino)carbonil]-1H-pyrazol-5-carboxamida), es
un insecticida perteneciente al grupo 28, segun la clasificacion IRAC (del inglés,
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Insecticide resistance action committee). Este grupo, son moduladores del receptor
de rianodina, es decir, desactiva estos receptores, provocando un agotamiento de las
reservas de calcio, bloqueando la contraccion muscular. Esto provoca que los
insectos entren en una fase de letargo por paralisis muscular.®!

Este plaguicida esta permitido en la UE, segun el reglamento de Ejecucién (UE)
2016/1414 de la Comisién de 24 de agosto de 2016 por el que se aprueba la sustancia
activa, con arreglo al Reglamento (CE) n°® 1107/2009 del Parlamento Europeo y del
Consejo, relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios y se modifica el
anexo del Reglamento de Ejecucion (UE) n° 540/2011 de la Comision.[?8l
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Imagen 19. Estructura quimica del ciantraniliprol

Como se observa en la Imagen 19, el ciantraniliprol (CYN) presente un grupo cinao (-
C=N) en su estructura, grupo que, como se ha comentado, presenta afinidad por las
AuNPs, lo que lo hace susceptible de poder ser retenido por nuestros SBSE. Su
solubilidad en agua es de 14.24 mg/L, por lo que es bastante soluble en agua y se
puede encontrar en el medio acuatico en concentraciones importantes.

El primer paso fue poner a punto el método cromatografico a emplear para llevar a
cabo la cuantificacion del CYN extraido y recuperado al aplicar el SBSE. Una revision
bibliografica mostr6 que el CYN es susceptible de ser determinado por
espectrofotometria, ya que absorbe en la region UV. Ademas, se comprobé que podia
ser determinado mediante cromatografia liquida empleando como fase movil mezclas

de acetonitrilo: agua o metanol: agua y una columna de C18 como fase estacionaria
[29][30]_

A partir de esta informacion, se selecciono una mezcla de ACN: agua como fase movil
y se realiz0 una pequefia optimizacién para determinar la relacion de disolventes
adecuada, buscando un pico con un tiempo de elucion bajo, pero suficientemente
separado del frente del eluyente. Se partié de una fase mavil con un 50% de ACN,
siendo las condiciones finalmente seleccionadas como Optimas las siguientes: fase
movil de ACN:agua 60:40, a un caudal de 0.8 mL/min, manteniendo la columna
termostatizada a 32°C, con el fin de evitar fluctuaciones debidas a las variaciones de
temperatura.
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La determinacion se realizara a 210 nm, donde la absorbancia fue mayor, aunque
presenta un segundo pico de menor intensidad a 268 nm.

En el Grafico 1 se muestra un cromatograma correspondiente a la inyeccion de 40 pL
de una disolucion de CYN 0.5 ppm en ACN puro.
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Grafico 1. Cromatograma CYN preparado en ACN 100%. El pico a los 2.46 min
corresponde al ciantraniliprol

En este cromatograma, se puede observar que el frente del eluyente aparece desde
el minuto 0.75 y 1,25, mientras que el pico del ciantraniliprol aparece a los 2.46 min.

Dado que un incremento en el volumen de inyeccion puede llevar a un incremento de
la sensibilidad del método, pudiéndose determinar asi concentraciones mas
pequefias, se ensayaron volumenes mayores de muestra. Sin embargo, se observo
un ensanchamiento y distorsién del pico, lo que hace desaconsejable esta estrategia.

La inyeccion en agua, por el contrario, proporciond un pico de mayor eficacia (méas
estrecho), como se refleja en la Gréfica 2, incluso para un volumen de inyeccién de
100 pL (volumen méximo permitido por el automuestreador empleado).
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Gréfico 2. Cromatograma CYN preparado en agua

Dado que la elucion del CYN del SBSE se va a realizar en ACN, se ensayaron
disoluciones del analito en una composicién préxima a la de la fase mévil (en concreto
se prepararon en un 70% de ACN en agua) observandose que se obtenia un pico con
buena simetria al inyectar disoluciones de 1 ppm en volimenes de inyeccién variables
entre 20 y 100 pL, existiendo ademas una relacion directa entre el area del pico y el
volumen de muestra inyectado, tal y como se muestra en el Gréfico 3. A lo largo de
todo el trabajo, como sefial analitica se empled el area del pico cromatogréfico,
proporcionado por el programa informético.
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Grafico 3. Relacion Area de pico — Volumen de inyeccién empleando CYN preparado
en 70% ACN

No obstante, dado que la eluciéon se realizara con ACN puro, la preparacion de
extractos en ACN al 70% implicaria una dilucion del extracto obtenido. Para simplificar
el proceso, inicialmente se decidid trabajar con ACN puro e inyectar 40 pL de la
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disolucién de elucion. Asi pues, se prepararon disoluciones de CYN en ACN y se
inyectd 40 pL de estas en el cromatografo, con el fin de determinar el intervalo de
concentraciones en el que se podria llevar a cabo la determinacion.
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Gréfico 4. Relacion Area — Concentracion en CYA preparado en ACN

Como se observa en el Grafico 4, la recta de calibrado que relaciona la concentracion
y el &rea de pico presenta una buena linealidad en el intervalo comprendido entre 0.1
y 0.7 mg/L. El coeficiente de correlacion es superior al 99%, lo que significa, que los
resultados obtenidos seran fiables.

Se prepard también un calibrado en agua (ver Grafico 5), con el fin de poder
determinar la concentracion de CYN remanente en la disolucién de carga (disolucién
acuosa) tras realizar el proceso de extraccion, es decir, la cantidad de analito que no
se ha retenido en el SBSE. En la gréfica 5 se observa que se obtuvo una buena
relacion lineal para concentraciones comprendidas entre 0.04 y 0.56 ppm, con un
volumen de inyeccion fue de 100 pL.
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Gréfico 5. Relacion Area — Concentracion de CYN preparado en H20
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Con esta informacion, se procedio a realizar la siguiente experiencia, con el fin de
testar la capacidad de los SBSE desarrollados para extraer y preconcentrar el
ciantraniliprol.

Una vez establecidas las condiciones cromatogréficas, se paso al estudio del proceso
de extraccion. El ciantraniliprol presenta propiedades &cido base, con un “pKa” de 8.8,
lo que indica que a pH inferiores a 8.8 presentara una carga positiva al protonarse el
grupo amino, y a pH superiores se encontrard como una molécula neutra. El pH, por
tanto, puede ser decisivo en como interacciona con el sorbente. Sin embargo, a pH 9
o superior sufre hidrdlisis, por lo que no es posible trabajar con pH elevados.

Parallevar a cabo la experiencia se utilizaron 9 imanes, 3 para cada uno de los valores
de pH gue se ensayaron, y que fueron: pH 4; pH 6.6, correspondiente al agua
desionizada; y, por ultimo, pH de 8.5. Para el ajuste de los pH se utilizo HCI o NaOH.

En el siguiente diagrama se muestran las condiciones empleadas para llevar a cabo
la experiencia:

3 mL MeOH 3 mLACN 5 mL H,0 CYN 0.3 ppm, 5 mL Secar 3 mLACN

. » [ - [ »
» >

10 min-400rpm 10 min-400rpm 10 min-400rpm 90 min a 400 rpm 30 min-400rpm
\ J \ J
Y !

Acondicionamiento Carga Elucién

Imagen 20. Diagrama conceptual de la extraccién de CYN con los SBSE

Como se muestra en el diagrama, la etapa de lavado o acondicionamiento comenzé
tratando los imanes con metanol durante 10 minutos a 400 rpm para eliminar cualquier
impureza que puedan contener, seguido de ACN por ser el eluyente que se va a
emplear, y finalmente agua para eliminar los restos del disolvente organico.

A continuacion, se pasa a la etapa de carga. Para ello, se introducen los imanes en 5
mL de una disolucion acuosa de CYN 0.5 ppm a los distintos pHs ensayados. En esta
etapa, se pretende que los imanes absorban todo el CYN presente en la muestra.
Transcurridos los 90 minutos de agitacion, los imanes son secados para eliminar los
restos de disolucion de carga.

Por ultimo, en el proceso de elucion, los imanes se sumergen en 3 mL de ACN durante
30 min a 400 rpm. En esta etapa, los imanes deberian liberan el analito en el
disolvente.

En la tabla 8 se muestran las recuperaciones en masa obtenidas a los diferentes pH.
Los valores mostrados corresponden a la media de las tres réplicas realizadas.
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Recuperacion
(%masa)
pH 4 4.83
pH6.6 (agua) 5.23
pH8.5 5.19

Tabla 8. Recuperaciones obtenidas de CYN en el proceso de SBSE

Como se puede observar, las recuperaciones obtenidas fueron muy bajas a todos los
pH estudiados.

Para determinar si el problema se encontraba en la etapa de carga o en la de elucion,
se determin6 también la concentracion del plaguicida remanente en los 5 mL de
disolucién de muestra que se habian empleado en la etapa de carga, encontrandose
gue unicamente se habia retenido entorno al 7,6% del plaguicida. Aunque hay
muchos pardmetros implicados en el proceso que habria que optimizar, tales como
tiempo y velocidad de agitacion en la etapa de carga y elucién; volumen de muestra
o eluyente; fuerza iénica de la muestra, naturaleza del eluyente, etc, variables todas
ellas que pueden condicionar las bajas recuperaciones obtenidas, dado que nuestra
finalidad era Unicamente testar la potencialidad de los dispositivos desarrollados, no
se procedié a dicha optimizacién, y se paso a testar otras compuestos.

4.2.2. Tiacloprid

El tiacloprid o como se conoce con el nombre quimico ((Z)-N-{3-[(6-cloro-3-piridinil)-
metil]-1,3-tiazolan-2-iliden}cianamida), es un insecticida pertenece al grupo 4A 0 mas
conocidos como neonicotinoides segun la clasificacién IRAC (ver Imagen 21). Este
grupo pertenece al grupo de moduladores competitivos del receptor nicotinico de la
acetilcolina, es decir, actia sobre el receptor nicotinico de la acetilcolina del sistema
central paralizando la conduccion nerviosa que esta relacionada con los impulsos
nerviosos. En este caso, este plaguicida actda al entrar en contacto y/o ingestion

sobre insectos chupadores y masticadores. !

Este insecticida esta actualmente prohibido en la UE, por el Reglamento de Ejecucion
(UE) de la comision de 13 de enero de 2020. Por el que no se renueva la aprobacion
de la sustancia activa tiacloprid con arreglo a lo dispuesto en el Reglamento (CE) n.°
1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, relativo a la comercializacion de
productos fitosanitarios, y se modifica el anexo del Reglamento de Ejecucion (UE) n.°
540/2011 de la Comision. 342
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Imagen 21. Estructura quimica del tiacloprid

Como se ha mencionado con anterioridad, el polimero modificado con AuNPs tiene
afinidad por el grupo ciano, que de nuevo esta presente en la estructura del tiacloprid,
motivo por lo que este compuesto fue seleccionado.

Basandonos en la informacion bibliografical®®, y tras una reoptimizacion de los
pardmetros para lograr una buena separacion del tiacloprid, las condiciones
cromatograficas seleccionadas fueron:

- Fase moévil: 0.8 mL/min; 45% ACN; 32°C
- Absorbancia: 244 nm

En los graficos 6 y 7 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar una
disolucién de tiacloprid de 0.5 ppm preparada en ACN y en agua respectivamente.
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Gréfico 6. Cromatograma de tiacloprid 0.5 ppm en ACN
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Gréfico 7. Cromatograma de tiacloprid 0.5 ppm en H20

Se prepararon calibrados de tiacloprid en ambos medios empleando un volumen de
inyeccién de 40 L en el caso del ACN y de 100 L en el caso de emplear agua como
medio de preparacion del tiacloprid. Los resultados se muestran en las graficas 8 y 9.
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Gréfico 8. Relacion Area — Concentracién de Tiacloprid preparado en H20
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Grafico 9. Relacion Area — Concentracion de Tiacloprid preparado en ACN

Como se observa, en ambos casos hubo una buena relacién lineal entre la sefal (area
de pico) y la concentracidn, en los intervalos estudiados.

Para testar los sistemas de SBSE desarrollados, se emplearon las mismas
condiciones que en el caso del CYN , pero empleando Unicamente agua como medio
de la muestra, ya que el tiacloprid carece de propiedades acido-base. En la tabla 9 se
muestra la recuperacion obtenida, que es bastante prometedora, teniendo en cuenta
gue el sistema no se ha optimizado y se trata de un resultado preliminar.

%recuperacion
Agua 30.6

Tabla.9. Porcentaje en masa recuperado en el proceso de extraccion mediante los
SBSE desarrollados

4.2.3. Ditianon

El ditianon o (5,10-dioxo-5,10-dihidronafto[2,3-b]ditina), presenta grupos ciano en las
posiciones 2 y 3 (ver Imagen 22). Es un fungicida que se utiliza para el control de
enfermedades fungicas que pueden aparecer en el cultivo. Este compuesto organico,
tiene como funcién principal la inhibicion de la germinacién de esporas, crecimiento y
blogueo de los mecanismos respiratorios de los hongos(34.

Hoy en dia este fungicida esta permitido en la UE, ya que se encuentra incluido en el
Anejo | de la Directica 2011/41/UE de la Comision de 11 de abril de 2011. Reglamento
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de Ejecuciéon (UE) n® 540/2011 de la Comisién de 25 de mayo de 2011 por el que se
aplica el Reglamento (CE) n° 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo
que respecta a la lista de sustancias activas autorizadas(®°.

O

Imagen 22. Estructura quimica del ditianon

Las condiciones cromatograficas seleccionadas para la determinacion del ditianon
fueron las siguientes:

- Fase movil; 0.8 mL/min; 70% ACN — 30% disolucion acuosa de acido acético
al 0.1%
- 32°C
- Absorbancia: 232 nm
En las gréficas 10,11 y 12 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar el
ditianon preparado en diversos medios.
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Grafico 10. Cromatograma de ditianon 0.16 ppm preparado en 0.05%HAc

34



15000
pico ditianon

10000 ~
= 5000
=
m Y
‘S 0 —
o
©
2 5000
[e]
wv
o)
<< -10000
-15000
-20000
o n o n o n o n o n o wn o wn o
S N m N & & ’m N & & ;N S & 0
o o o o i - i i o o (9] o on ™ o

Tiempo (min)

Gréfico 11. Cromatograma de ditianon 0.2 ppm preparado en agua
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Gréfico 12. Cromatograma de ditianon 0.25 ppm preparado en ACN

En las gréaficas 13 y 14 se muestran las rectas de calibrado obtenidas empleando
patrones de ditianon preparados en agua y en ACN respectivamente. Se observa que
el coeficiente de correlacién es cercano al 0.99, en ambos casos, por lo que los
resultados serian muy fiables en ambos casos.
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Grafico 13. Relacion Area — Concentracion de ditianon en H20
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Gréafico 14. Relacion Area — Concentracion de ditianon en ACN

Para testar los sistemas de SBSE desarrollados, se emplearon las mismas
condiciones que en los casos anteriores, pero usando disoluciones de 100 ppb de
ditianon preparado en agua o en acido acético al 0.05%, ya que en este medio la
estabilidad del ditianon es mayor. En la tabla 10 se muestran las recuperaciones
obtenidas que, como se, fueron bastante bajas, especialmente en acido acético,
medio en el que no se pudo detectar el plaguicida.

%recuperacion
Agua 8.7
Acido acético )
0.05%

Tabla 10. Porcentaje en masa recuperado en el proceso de extraccion mediante los
SBSE desarrollados.
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4.2.4. 2-mercaptobenzotiazol

Por ultimo, se testd el 2-mercaptobenzotiazol (MBT). Este compuesto es muy utilizado
como acelerante de vulcanizacion de caucho de tiazol, y también actla
proporcionando mayor resistencia frente a la oxidacion y corrosion. Este uso puede
ser una fuente de este compuesto contaminante en las aguas naturales, pero no la
Unica, ya que también se emplea en otros usos. Entre ellos, cabe destacar que el
MBT presenta actividad fungicida. En la imagen 23, se muestra la estructura quimica
del MBT, que como se puede observar presenta un grupo tiol (-SH), el grupo funcional

con mayor afinidad por las AuUNPs[36,
N
S—SH
S

Imagen 23. Estructura quimica del MBT

Tras un proceso de optimizacion para encontrar las condiciones cromatogréaficas mas
adecuadas para llevar a cabo la determinacién de MBT, se seleccionaron las
siguientes condiciones:

- Fase moévil: ACN 45% a 0.8 mL/min
- 32°C
- Absorciéon: 322 nm

En la Gréfica 15 se muestra el cromatograma de una inyeccién de MBT preparado en
agua en las condiciones indicadas. El pico en torno a 3.75 min corresponde al MBT,
tiempo adecuado para llevar a cabo la determinacién. En este caso, no se realizaron
inyecciones en acetonitrilo, ya que este eluyente no es adecuado para realizar la
extraccion del MBT de los dispositivos de SBSE desarrollados. Esto es debido a que
la afinidad de las AuNPs por el grupo tiol es tan fuerte, que los disolventes organicos
no son capaces de romper dicha unién. Por tanto, la elucién se realizara con otro tipo
de extractantes como se comentard mas adelante.
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Gréfico 15. Cromatograma de MBT 100 ppb preparado en H20

En la Gréfica 16 se muestra un calibrado de MBT, preparado en agua. Se observa
una buena linealidad y sensibilidad, ya que se pudieron medir concentraciones del
orden de las ppb (ug/L).
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Gréfico 16. Relacién Area — Concentracion de MBT preparado en agua. Volumen de
inyeccion 100 pL

Para testar los dispositivos de SBSE, se modificé el proceso respecto de los estudios
anteriores, ya que, como se haindicado, el ACN no resulta adecuado como eluyente.
De acuerdo con la informacion bibliografica, la forma de poder desplazar los
compuestos tiolados tras su union a las AuNPs es por desplazamiento con otro
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compuesto tiolado en mayor concentracion. En este sentido el 4cido tioglicélico (ATG)
ha demostrado su eficiencia en trabajos anterioresl®’l. Tras la elucién, el ATG se
puede eliminar mediante un tratamiento con agua a 80°C.

El proceso de extraccion se llevo a cabo en las condiciones mostradas en la Imagen
24. En la etapa de acondicionamiento se elimind el ACN y en la de carga la
concentracion de MBT fue de 50 ppb.

Para la elucion se emplearon 3 mL de ATG 200 mM, manteniendo el tiempo y
velocidad de agitacién como en los procesos anteriores.

Por ultimo, una vez realizada la elucion, se lavaron los imanes con agua a 80°C
durante 90 minutos con una agitacion de 400 rpm y reponiendo el agua
periodicamente. Sin embargo, se comprobo que este procedimiento no fue capaz de
eliminar completamente el ATG, lo que invalidé los imanes para su posterior uso. Es
necesario buscar métodos alternativos o testar el empleo de concentraciones
menores de ATG para facilitar la posterior limpieza de los imanes.

MBT 50 ppb, 5 mL 3mLATG200mM | 3yado 90 min

»- » »
» »

3 mL MeOH 5mLH,0

10 min-400rpm 10 min-400rpm 90 min a 400 rpm 30 min-400rpm agua 802C
J\ J
| | Y

Acondicionamiento Carga Elucién

Imagen 24. Diagrama conceptual del procedimiento de extraccion con las
SBSE para el MBT

En la tabla 11 se muestra la recuperacion obtenida en el proceso de extraccion, que fue de
un 66%, lo cual es un resultado muy bueno teniendo en cuenta que el proceso no ha sido
optimizado.

Medio %recuperacion
Agua 66.0

Tabla 11. Recuperacion en masa (%) obtenida para el MBT con el dispositivo de
SBSE desarrollado.
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4. Conclusiones y futuras lineas de investigacién

Como se ha comentado anteriormente, los sistemas de microextraccion resultan de
gran interés hoy en dia, no simplemente por las ventajas que proporcionan estos
meétodos, sino también por la gran versatilidad que pueden llegar a tener.

En este trabajo se ha puesto a punto un método de preparacion por primera vez un
dispositivo de SBSE basado en un polimero monolitico de GMA-EDMA en el que se
han inmovilizado AuNPs, dispositivo que ha mostrado ser suficientemente robusto y
apto para el trabajo durante largas horas de laboratorio, ya que no sufrieron deterioro
apreciable tras su uso. Ademas, la inmovilizacion de oro fue homogénea en toda la
superficie.

Los dispositivos se han testado empleando cuatro plaguicidas que presentaban en su
estructura los grupos funcionales ciano (ciantraniliprol, tiacloprid y ditianon) y tiol (2-
mercaptobenzotiazol).

En el caso de los plaguicidas con el grupo ciano, los resultados han sido variables,
con recuperaciones entorno al 4-9 % para ciantraniliprol y diatinon, pero mas elevadas
(30.6%) para el tiacloprid. Teniendo en cuenta que el método no se ha optimizado,
resulta una recuperacion muy prometedora para poder desarrollar futuros trabajos.
Por supuesto, una optimizacién de todas las variables implicadas en el proceso cabe
esperar que permita una mejora significativa de esta recuperacion. Variables tales
como el volumen y fuerza idnica de la muestra, la velocidad y tiempo de agitacion en
la etapa de carga, la naturaleza del eluyente empleado, asi como la velocidad y tiempo
de agitacion en la etapa de elucién, son de vital importancia y pueden variar de un
analito a otro.

Por otra parte, con el MBT, que presenta el grupo tiol, la retencion fue muy buena,
alcanzando el 66%, también en un sistema sin optimizar. Sin embargo, la dificultad
para eliminar el ATG empleado como eluyente es un reto importante, ya que, de no
completarse este proceso, los imanes quedan inutilizados para posteriores usos.

Este trabajo abre futuras lineas de investigacion. Ademas de la posible optimizacion
y aplicacién de sistemas para la determinacion de plaguicidas concretos, como
pueden ser el tiacloprid y el MBT, quedan muchos factores que se pueden estudiar
para tratar de mejorar los dispositivos de SBSE.

Por ejemplo, el tamafio de los imanes es un factor que puede determinar la cantidad
de analito que se puede absorber, ya que, a mayor tamafio del iman, mayor superficie
polimérica y capacidad adsorbente. Por contraposicion, se necesitaria una mayor
cantidad de disolvente a la hora de realizar la elucidn, ya que el eluyente debe cubrir
todo el iman, aspecto que podria resultar contraproducente.

El polimero y el tamafio de las nanoparticulas de oro también son factores que tiene
influenza a la hora de realizar la extraccion. En este trabajo se han empelado AuNPs
de 20 nm de diametro, pero en el comercio se pueden encontrar AUNPs de diversos
tamafios y su eficacia en el proceso de retencidn es una variable mas a estudiar.
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