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1.1 Plaguicidas en el medio forestal 

 

El uso de plaguicidas está muy extendido, tanto en el medio forestal como en el medio 

agrícola, debido a la necesidad de combatir plagas animales y vegetales. Sin embargo, la 

sobreutilización de los mismos conlleva graves problemas medioambientales, como la 

aparición de resistencias en las plagas. Además, los plaguicidas son compuestos muy 

tóxicos y no siempre selectivos, afectando a otras especies a las que inicialmente no 

estaban destinados y desequilibrando los sistemas biológicos.  

El uso reiterado de plaguicidas y en concentraciones más elevadas de lo establecido, 

puede producir que la planta no absorba el compuesto, y termine acumulándose en el 

suelo y en los vegetales, siendo arrastrado por la lluvia y contaminando tanto aguas 

superficiales como subterráneas, así como los organismos que viven en ella. 

El análisis de plaguicidas en muestras medioambientales es un requisito imperativo para 

asegurar la calidad de los recursos naturales. Sin embargo, dada la complejidad de este 

tipo de muestras y las bajas concentraciones a las que se encuentran los plaguicidas en 

las mismas, es necesario el desarrollo de métodos cada vez más selectivos y sensibles 

para su análisis. 

Habitualmente el análisis de los plaguicidas en muestras medioambientales se lleva a 

cabo empleando métodos de cromatografía líquida o gaseosa acoplada a diferentes 

sistemas de detección, especialmente la espectrometría de masas (MS). Sin embargo, 

estos equipos no están disponibles en cualquier laboratorio, dado el elevado coste de los 

mismos. Es por ello que resulta de gran interés el desarrollo de métodos alternativos 

más sencillos y económicos. En este sentido, la combinación análisis por inyección en 

flujo-quimioluminiscencia (FIA-CL), empleada como sistema de detección en el 

presente Proyecto Final de Carrera, aporta una elevada sensibilidad y selectividad con 

unos límites de detección muy bajos y amplios intervalos de aplicación. Anteriormente, 

este tándem ha sido aplicado con éxito en el análisis de alimentos1, fármacos2-4 o 

plaguicidas5-8 
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1.2 Dimetoato en el medio forestal 

 

1.2.1 Características generales 

 

El dimetoato es un plaguicida organofosforado sistémico, esto es, un compuesto que es 

absorbido y transportado por el interior de la planta, siendo frecuentemente 

transformado en su interior en productos menos tóxicos o productos metabólicos con 

propiedades insecticidas y acaricidas. El nombre asignado por la IUPAC para el 

dimetoato es O,O-dimetil S-metilcarbamoilmetil fosforoditioato y su estructura química 

se presenta en la figura 1. 

 
Figura 1: Estructura química del dimetoato. 

 

Este plaguicida se usa contra insectos: áfidos, trips, saltamontes y moscas blancas en 

plantas ornamentales, aunque también se ha utilizado para la lucha contra la mosca del 

olivo9, además de en otros cultivos como cítricos. 

El dimetoato es estable a la hidrólisis en medio ácido o neutro, con una vida media de 

156 y 678 días a pH 5 y 7 respectivamente. Sin embargo, a pH 9, la vida media es de 

4,4 días10. La degradación del dimetoato da lugar a O-desmetil-dimetoato y ácido O,O-

dimetil hidrogeno fosforotioato11. 

Por regla general, la velocidad de hidrólisis de los pesticidas organofosforados es mayor 

en condiciones alcalinas, lo que sugiere que la reacción es más efectiva catalizada por 

radicales OH- que por H2O o H3O
+ 12. 

 

 

1.2.2 Toxicidad en el ser humano 

 

La toxicidad en el ser humano10 puede ser: 

a) Aguda: La exposición durante breves periodos de tiempo causa los 

siguientes síntomas: entumecimiento, descoordinación, dolor de cabeza, 

H3C 

N 
H 

  O 

    S 

    P(CH3O) 2 

  S 
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vértigo, dolores abdominales, visión borrosa, dificultad respiratoria, 

bradicardia. En dosis muy altas: inconsciencia, incontinencia, convulsiones y 

muerte. 

b) Crónica: En exposiciones largas, se produce: daño en la memoria, problemas 

de concentración, desorientación, depresión severa, irritabilidad, dolor de 

cabeza, dificultad al hablar, adormecimiento, náuseas, debilidad, pérdida del 

apetito y malestar. 

 

 

1.2.3 Métodos de análisis del plaguicida dimetoato 

 

El método más habitualmente empleado para llevar a cabo la determinación del 

dimetoato es la cromatografía gaseosa (GC) acoplada con detector de nitrógeno-

fósforo13,14, espectrómetro  de masas (MS) de impacto electrónico15,16 o con un detector 

de fotometría de llama17,18. 

Sin embargo, la cromatografía líquida (LC) acoplada a la MS resulta más ventajosa 

cuando se trata de analizar compuestos polares, no volátiles o inestables térmicamente. 

Así, la combinación de la LC con la MS con ionización por electrospray19-23 ha sido 

ampliamente utilizada por diversos autores en la determinación de dimetoato. Por otra 

parte, la combinación del análisis por inyección en flujo (FIA) con este sistema de 

detección, llevada a cabo por H. John y col.19 permitió incrementar la velocidad de 

inserción del método. Además, el elevado grado de dilución que el método desarrollado 

requirió, permitió que los potenciales interferentes presentes en la matriz de la muestra 

también se vieran diluidos, de modo que la selectividad del sistema FIA desarrollado 

fue comparable a la del método cromatográfico. 

Aunque con menor frecuencia, la electroforesis capilar (EC) con detección por MS 

acoplada a una fuente de ionización de plasma (ICP) o con detección UV también ha 

sido empleada para la determinación de dimetoato24-25. Y. Chen y col.26 han desarrollado 

un método de EC con detección por electroquimioluminiscencia. El sistema se basa en 

un electrodo eléctricamente calentado de tris(2,2’-bipiridina)rutenio(II)/nanotubo de 

pasta de carbón de pared múltiple. El empleo de un electrodo calentado, proporcionó 

algunas ventajas frente al convencional electrodo a temperatura ambiente, tales como un 

incremento de sensibilidad, menor desviación estándar relativa y menor anchura de 
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pico. De hecho, el límite de detección pasó de 230 a 80 g/l cuando la temperatura se 

incrementó desde 22 a 49ºC. 

También se han propuesto algunas estrategias no separativas para la determinación de 

dimetoato, tales como métodos polarográficos27, voltamétricos28 o amperométricos29. 

El único método quimioluminiscente previamente desarrollado se basa en la reacción 

entre ozono y el óxido de nitrógeno producido por pirolisis, a 1050ºC, de dimetoato, así 

como de otros compuestos que contienen nitrógeno. El proceso de pirolisis se llevó a 

cabo sobre el efluente de un equipo de cromatografía supercrítica30. La gráfica de 

calibrado obtenida por los autores fue lineal entre 2,96 y 850 ppm de nitrógeno y el 

límite de detección fue de 60 pg. 

Por otra parte, la determinación de plaguicidas, incluso con técnicas separativas, 

habitualmente implica etapas previas tales como procesos de extracción y eliminación 

de interferencias. La extracción de los plaguicidas organofosforados de muestras de 

agua se lleva a cabo habitualmente mediante extracción líquido-líquido (LLE), 

extracción en fase sólida (SPE), microextracción en fase sólida (SPEM) o con 

extracción por absorción en fase sólida usando barra agitadora (SBSE)31. 

No obstante, las propiedades físico-químicas, tales como solubilidad en agua y 

coeficiente de reparto octanol-agua (Kow), de los diferentes compuestos 

organofosforados varían significativamente. Así, aquellos que presentan una elevada 

polaridad, y por tanto una gran solubilidad en agua, no se pueden extraer del agua con 

los procedimientos habituales basados en LLE, SPE, SPEM o SBSE.  

Sin embargo, para la mayoría de los plaguicidas organofosforados, la SPE es la técnica 

de preconcentración y limpieza más habitual. Para mejorar la eficiencia en la retención 

de los compuestos más polares, se han desarrollado diversos adsorbentes hidrofílicos: 

Amberlite XAD-7 (resina polimérica adsorbente), Oasis HLB (copolímero macroporoso 

de divinilbenceno-co-N-vinilpirrolidona) o Porapak RDX (Copolímero de DVB–N- 

vinilpirrolidona), entre otros. No obstante, los adsorbentes más empleados son el C18, 

carbono negro grafitizado y PS-DVB (polímero de poli(estireno-divinilbenceno)) 

macroporoso. 

En el caso del dimetoato, diversos adsorbentes han sido empleados con éxito en su SPE. 

Así, algunos autores han optado por empleo de cartuchos de C1832-36, mientras que otros 

han usado cartuchos Oasis HLB37-39 o Isolute ENV+40,41. 

 

 



7 
 

1.3 Análisis por inyección en flujo 

 

Como se ha comentado, el Análisis por Inyección en flujo (FIA) es una interesante 

alternativa para llevar a cabo la determinación de plaguicidas. Se trata de una técnica de 

automatización de las operaciones de laboratorio que fue desarrollado por los daneses 

Ruzicka y Hansen42 y simultáneamente por el americano Stewart43 en 1975. Es un 

método en flujo continuo, lo que implica que la circulación de los analitos y reactivos 

no se detiene en ningún momento, impulsada por una unidad de propulsión 

(habitualmente una bomba peristáltica). Un volumen controlado de muestra es 

introducido en un portador que la transporta hasta el detector donde se mide una señal, 

que da un registro en forma de pico, de manera análoga a los métodos cromatográficos, 

cuya altura y área está relacionada con la concentración del analito. A esta 

representación gráfica, señal frente a tiempo, se le denomina fiagrama. 

 

1.3.1 Elementos del sistema FIA 

 

Los elementos básicos de cualquier sistema FIA son: 

 

a) Elemento de propulsión: Encargado de proporcionar el caudal deseado al flujo 

de disoluciones, lo que determinará el tiempo de reacción y la dispersión de la 

muestra. Es importante que el caudal suministrado por el sistema de propulsión 

sea muy reproducible. El sistema de propulsión más habitual es la bomba 

peristáltica, que consta de un tambor con rodillos sobre los que se acoplan unos 

tubos de teflón por los que circularán las disoluciones necesarias. 

 

b) Sistema de inyección: Inserta en el portador un volumen conocido, variable y 

reproducible de muestra, sin alterar el flujo. Para controlar el volumen de 

muestra, se puede variar el diámetro y la longitud del bucle utilizado. 

 

c) Zona de reacción: La muestra, los reactivos y el portador, circulan por el interior 

de unos tubos de teflón de diámetro conocido y cuya longitud se puede variar. 

En su interior, no solo se produce el transporte, sino también la reacción química 

de los analitos. 

 



 
8 

d) Detector: La metodología FIA se puede acoplar a cualquier tipo de detector, 

siempre que la celda pueda adaptarse al trabajo en flujo continuo. 

 

 

1.3.2 Características de los métodos FIA 

 

a) Sensibilidad 

La sensibilidad de los métodos FIA puede ser menor a la alcanzada con otros 

métodos en estático, debido a la dispersión de la muestra y a que los tiempos de 

reacción son menores, lo que conlleva rendimientos parciales de reacción. 

Además, los factores que favorecen la reacción, aumentan la dispersión y 

viceversa. 

 

b) Selectividad 

Al ser un sistema dinámico, la selectividad generalmente es mayor en estos 

sistemas que en los de tipo estático, ya que se logra un mayor control cinético 

gracias al control del caudal y de la longitud del reactor (que determinan el 

tiempo de reacción). Además, se pueden medir productos intermedios, que 

debido a la velocidad de reacción, no se podrían medir o reproducir en un 

sistema estático. 

 

c) Precisión 

El FIA es un sistema con unos valores de reproducibilidad y repetitividad muy 

elevados, debido a que se elimina el factor humano. De este modo la fiabilidad 

aumenta. 

 

d) Rapidez 

Se trata de sistemas rápidos, en los que habitualmente el mayor consumo de 

tiempo se debe a la preparación de las muestras y los reactivos. La puesta a 

punto del sistema oscila entre 5 y 10 minutos para estabilizar el flujo, y la 

velocidad de inserción puede alcanzar 200 h-1. 
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e) Sencillez y versatilidad 

Los elementos que conforman un sistema FIA son muy sencillos (tubos de 

teflón, conexiones, bifurcaciones) y de fácil montaje. Además la metodología 

resulta muy versatil, ya que se puede acoplar a cualquier sistema de detección. 

 

f) Bajo coste 

Los componentes del sistema FIA tienen un precio asequible que permite que el 

propio operador prepare y modifique la configuración del sistema tantas veces 

como desee, para adaptarse a las necesidades de cada análisis. Además, el 

consumo de reactivos es reducido, entre 20 y 100 veces menor a otras técnicas 

analíticas, minimizando de este modo el volumen de residuos de laboratorio. 

 

 

1.4 Quimioluminiscencia 

 

La quimioluminiscencia se puede definir como la emisión de radiación electromagnética 

producida por una reacción química. Esta modalidad de análisis se ha aplicado en 

diversos campos, tales como análisis químico, biológico, farmacéutico, biomédico y 

alimentario, control de calidad y otros. También ha sido utilizada en combinación con 

otras técnicas, como métodos electroforéticos, cromatográficos y sistemas FIA44. 

En el detector de quimioluminiscencia (luminómetro) no hay una fuente de excitación 

externa, por tanto, no hay dispersión de la señal, ni problemas de inestabilidad de la 

lámpara, y las interferencias por procesos de excitación no selectivos se ven reducidas. 

Así se consigue una instrumentación simple junto con una mejora clara de los límites de 

detección gracias a la ausencia de ruido. 

La selectividad y linealidad dependen de la reacción quimioluminiscente, de la 

absorción o emisión de radiación por el analito y el producto o coofactores. En general 

los métodos quimioluminiscentes proporcionan una elevada sensibilidad y amplios 

rangos dinámicos. 

Además, cuenta con una gran versatilidad, pudiendo ser utilizado en la determinación de 

una gran variedad de especies, entre las que se encuentran substratos, precursores de la 

quimioluminiscencia o reactivos para la reacción o catalizadores. 

Sin embargo, como todo sistema, tiene sus limitaciones, ya que depende de factores 

ambientales y del tiempo de reacción. 
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Las reacciones quimioluminiscentes son de dos tipos: directas e indirectas. Las directas 

se producen como consecuencia de la reacción entre dos reactivos, un substrato y un 

oxidante, que forman un producto excitado que se relaja emitiendo un fotón. En las 

reacciones indirectas, la energía se transfiere a un fluoróforo que es el que emite el 

fotón. 

 

Los factores que afectan a la emisión de la radiación quimioluminiscente, son aquellos 

que influyen en el rendimiento cuántico y en la velocidad de reacción: 

- La estructura química de la sustancia que promueve la quimioluminiscencia. 

- Catalizadores. 

- Temperatura. 

- pH y fuerza iónica. 

- Hidrofobicidad del disolvente y la composición de la disolución. 

- Presencia de aceptores de energía trasferida. 

- La presencia o no de sustancias interferentes, y que no producen 

quimioluminiscencia. Por eso es importante la adición de un método que sea capaz 

de eliminar estos interferentes de la muestra, aumentando la selectividad del método. 

 

 

1.5 Combinación FIA - quimioluminiscencia 

 

Dado que las reacciones quimioluminiscentes suelen ser muy rápidas y los productos 

generados muchas veces tienen periodos de vida muy cortos, la combinación con las 

modalidades en flujo continuo, tales como el FIA, resulta altamente interesante, ya que 

estas permiten un estricto control de las condiciones de trabajo, proporcionando una 

elevada reproducibilidad. La distancia entre la confluencia de los reactivos 

quimioluminiscentes y el analito hasta la celda de detección, y el caudal al que circulan 

las disoluciones, determinará el tiempo de reacción. 

La celda de detección debe permitir el flujo continuo de las disoluciones. Habitualmente 

se emplean una celda en espiral plana, generalmente de cuarzo o de tubo de teflón, 

situada cerca del tubo fotomultiplicador, situada en frente del tubo fotomultiplicador, 

para que este recoja la máxima cantidad de luz emitida. 
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Por otra parte, la combinación análisis por inyección en flujo-quimioluminiscencia 

(FIA-QL), aporta una elevada sensibilidad y selectividad, con unos límites de detección 

muy bajos y amplios intervalos de aplicación, además de una elevada reproducibilidad. 

 

 

1.6 Pretratamiento de la muestra: Sistemas de extracción en fase sólida 

 

Para lograr la sensibilidad y selectividad que los métodos analíticos requieren, es 

habitual que estos se complementen con alguna técnica de extracción, tal como 

extracción líquido-líquido (LLE), extracción en fase sólida (SPE), microextracción en 

fase sólida (SPME) o extracción con fluidos supercríticos (SFE). 

Estos métodos se encargan de separar los analitos de la muestra original, consiguiendo 

gracias a ello una mejor selectividad, al eliminar los posibles interferentes que podamos 

encontrar en la muestra. Así mismo, pueden contribuir a mejorar la sensibilidad del 

método analítico, ya que si el volumen de muestra tratado es mayor que el volumen de 

extractante, el analito se concentra. 

A pesar de las ventajas y desventajas de las diferentes alternativas, la comodidad y 

sencillez del empleo de la SPE hace que sea este sistema de extracción el preferido por 

muchos autores, siendo la técnica más usual para efectuar preconcentraciones de 

analitos en muestras ambientales45,46.  

En el presente Trabajo Final de Carrera, se ha utilizado la extracción en fase sólida 

como sistema de pretratamiento en la determinación del plaguicida dimetoato, por lo 

que esta sección se centrará principalmente en dicho sistema de extracción. 

La SPE se basa en la partición selectiva o distribución de uno o más compuestos entre 

dos fases. La primera es un sólido adsorbente; la segunda fase suele ser un líquido, pero 

también puede ser una emulsión, un gas o un fluido supercrítico. El objetivo principal 

de la SPE es separar selectivamente los analitos de interés de una muestra y la 

eliminación de la matriz interferente. Estos analitos pueden ser adsorbidos por el sólido, 

o bien permanecer en la otra fase siendo en este caso los compuestos interferentes los 

que quedarían retenidos en la fase sólida. En el primer caso, posteriormente los analitos 

podrán ser recuperados empleando un disolvente adecuado para su elución. 

El adsorbente puede estar dispuesto en cartuchos o en discos (Figura 1). En los 

cartuchos el adsorbente está recubriendo un soporte mientras que en los discos está 
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inmovilizado en una membrana de microfibras. Los discos son de 0,5 mm de espesor y 

permiten flujos más elevados que los empleados con los cartuchos47. 

 

 
Figura 2: Tipos de presentaciones de los adsorbentes. 

 

La selección del adsorbente es un factor muy importante, que dependerá del analito y de 

sus grupos funcionales, del tipo de muestra y de cómo interacciona esta con el 

adsorbente. En general, cuanto mayor sea el área superficial específica, mayor será el 

contacto con las especie a retener y por tanto mayor grado de retención48. 

 

 

1.6.1 Interacción analito-adsorbente 

 

Se puede introducir selectividad en el proceso de extracción en fase sólida utilizando 

distintos absorbente y variando la naturaleza del eluyente49. 

Las interacciones entre el sólido adsorbente y los analitos de una muestra pueden ser de 

tres tipos: apolares, polares e iónicas50. 

 

a) Interacciones apolares 

Este tipo de interacción se produce entre las cadenas hidrocarbonadas del sólido 

adsorbente y los analitos de la muestra. Dado que la mayoría de los compuestos 

orgánicos posee una estructura apolar, estos pueden ser fácilmente adsorbidos mediante 

fuerzas de Van der Waals. La excepción la constituyen aquellos compuestos que poseen 

un gran número de grupos polares o iónicos, que pueden enmascarar el carácter apolar 

del esqueleto carbonado. 

Adsorbentes típicos con un pronunciado carácter apolar son las sílices modificadas C18 

y C8. Estas resinas muestran, no obstante, una baja selectividad, debido a que sus 



13 
 

grupos funcionales, los sustituyentes alquilo, pueden interaccionar con casi todos los 

analitos apolares. En general, los compuestos apolares presentes en una disolución polar 

son fácilmente adsorbidos en adsorbentes apolares y eluidos con disolventes apolares. 

La C18 es, en la actualidad, la fase más ampliamente utilizada. 

 

b) Interacciones polares 

Las interacciones polares incluyen la formación de puentes de hidrógeno, interacciones 

dipolo - dipolo e interacciones π - π que pueden ocurrir entre el sólido adsorbente y los 

grupos funcionales de los analitos. Algunas de esas interacciones son posibles entre 

grupos amino, hidroxilo y carbonilo, al igual que anillos aromáticos, dobles enlaces y 

grupos con heteroátomos como el nitrógeno, el azufre, el fósforo y el oxígeno. 

Adsorbentes típicos de este tipo son la sílice no modificada, o las sílices modificadas 

con grupos -CN, -NH2 y -OH. En general, los compuestos polares presentes en una 

disolución apolar son fácilmente adsorbidos en adsorbentes polares y eluidos con 

disolventes polares. 

 

c) Interacciones iónicas 

Las interacciones iónicas se producen entre un analito con carga positiva o negativa, y 

un sólido adsorbente con grupos funcionales de carga opuesta. La retención se ve 

favorecida si los analitos se encuentran presentes en una matriz de poca fuerza iónica, 

mientras que, para la elución de los analitos, lo más adecuado es utilizar un disolvente 

de elevada fuerza iónica. Algunos adsorbentes típicos para interacciones iónicas son las 

resinas Chelex-100 y Metpac CC-1. 

 

 

1.6.2 Características de los sistemas SPE 

 

Los métodos SPE presentan un gran número de ventajas frente a otras técnicas de 

extracción. Se trata de una técnica que utiliza una instrumentación económica, sencilla y 

con un consumo de disolventes relativamente bajo comparado con los habituales en los 

métodos LLE. Por otra parte, el SPE es rápido y proporciona elevados factores de 

recuperación.  
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Se puede automatizar el proceso e incluso acoplarlo a sistemas cromatográficos. 

Además, se puede usar en combinación con otros sistemas de extracción. La 

selectividad dependerá de la correcta selección del adsorbente y del eluyente empleados. 

Cabe resaltar que la extracción del analito, además de eliminar potenciales interferentes, 

permite preconcentrar la muestra: el volumen de muestra que se trata suele ser superior 

al volumen empleado en la etapa de elución. 

El principal inconveniente estriba en la posibilidad de que otros componentes de la 

matriz afecten a la interacción del analito y el adsorbente. En otras ocasiones, 

compuestos oleosos y/o sólidos pueden obstruir el cartucho impidiendo la retención del 

analito. Ambas situaciones se traduce en una baja recuperación del analito de interés. 

Otro inconveniente de la técnica reside en las variaciones que se pueden dar entre lotes 

del mismo adsorbente, lo que se traduciría en una falta de reproducibilidad. Finalmente, 

indicar que esta técnica únicamente se puede aplicar a compuestos semivolátiles y no 

volátiles con temperaturas de ebullición muy por encima de la temperatura de trabajo, 

para evitar pérdidas de los analitos51,52. 

 

1.6.3 Procedimiento de extracción  

 

La metodología para llevar a cabo la extracción consta de cuatro etapas53, que se 

esquematizan en la figura 2 y que se resumen a continuación:  

Primera etapa: Acondicionamiento del cartucho. Se emplea un disolvente adecuado para 

equilibrar, solvatar y limpiar el lecho. 

Segunda etapa: Adición de la muestra. Se hace pasar la muestra líquida a través del 

cartucho donde se retienen tanto los analitos como algunas sustancias interferentes. La 

muestra se introduce por gravedad, presión positiva o vacío, a una velocidad de flujo 

controlada, que permita la completa retención de los analitos. 

Tercera etapa: Etapa de lavado. Se eluyen las sustancias interferentes mediante un 

disolvente selectivo, mientras que los analitos permanecen en el lecho adsorbente. 

Cuarta etapa: Elución de los analitos mediante un disolvente selectivo. La elución de los 

analitos, una vez purificados y concentrados, puede llevarse a cabo por gravedad o con 

ayuda de una fuente de vacío, mediante presión o por centrifugación. La velocidad del 
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flujo debe ser adecuada para permitir que se alcance el equilibrio y la extracción sea 

próxima al 100%. A veces el extracto se evapora para concentrar el analito o para 

redisolverlo en un disolvente compatible con la técnica analítica que se vaya a emplear a 

continuación. 

 

Figura 2: Proceso de SPE 

 

La efectividad de la separación mediante SPE dependerá principalmente de la elección 

del sólido adsorbente y de los disolventes empleados para la elución54,55. Tras 

considerar la naturaleza química y la polaridad de los componentes de la muestra, y del 

disolvente en el que se encuentran, se elige un adsorbente sólido, de actividad y tamaño 

de partícula adecuado, y se empaqueta la columna fabricada con un material inerte. El 

lecho debe ser homogéneo y estar libre de huecos y canales, para asegurar la eficiencia 

del contacto con la muestra.  

 

 

1.6.4 Empleo de SPE en la determinación de plaguicidas 

 

Como se ha comentado, las concentraciones de plaguicidas en las muestras 

medioambientales son, habitualmente, muy bajas. Esto, unido a la complejidad de este 

tipo de muestras, hace que, incluso cuando se emplean técnicas separativas como la 

cromatografía, y de elevada sensibilidad, sea necesario llevar a cabo algún 

pretratamiento previo de la muestra que suele implicar la extracción del plaguicida o 

plaguicidas de interés del resto de la matriz.  
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La aplicación de la SPE para llevar a cabo el proceso implica el paso de la muestra a 

través de un cartucho o una columna empaquetada con un adsorbente que sea capaz de 

retener los plaguicidas, seguido por la elución con un disolvente orgánico (generalmente 

los plaguicidas presentan baja polaridad), para obtener un extracto orgánico concentrado 

(que suele ser bastante limpio) y puede ser analizado por cromatografía de gases o 

cromatografía líquida, u otras técnicas analíticas suficientemente sensibles.  

Los adsorbentes más usados en la extracción de plaguicidas son las alquilsílicas (C8 y 

C18) y, más recientemente fases poliméricas como Oasis HLB, formada por un 

copolímero de vinil benceno y de vinil pirrolidona56. También son muy empleadas las 

tierras de diatomeas o columnas de intercambio catiónico para los compuestos iónicos. 

En la sección dedicada al análisis de dimetoato, se comentaron algunos de los sistemas 

SPE descritos en la bibliografía para su extracción. 



 

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 



 

 



19 
 

2.1 Objetivos 

 

El presente Trabajo Final de Carrera tiene como objetivo principal poner a punto una 

estrategia basada en la extracción en fase sólida (SPE) del plaguicida dimetoato presente 

en muestras medioambientales de naturaleza acuosa. Dicha extracción deberá permitir 

la eliminación de interferentes y la preconcentración del dimetoato presente en las 

muestras, proporcionando la selectividad y sensibilidad necesaria para poder llevar a 

cabo la determinación del plaguicida. Esta se realizará mediante un sistema de análisis 

por inyección en flujo (FIA) con detección quimioluminiscente previamente 

desarrollado. 

Así pues, los objetivos desglosados del proyecto son los siguientes: 

 Puesta a punto del sistema de SPE para la extracción del plaguicida 

dimetoato presente en muestras acuosas.  

 Estudio de la eficacia del método de SPE desarrollado en la eliminación 

de interferentes. 

 Aplicación del sistema de SPE a muestras de agua de diferente 

procedencia y determinación del dimetoato mediante un sistema de análisis por 

inyección en flujo (FIA) con detección por quimioluminiscencia (CL) 

previamente desarrollado. 

 

2.2 Plan de trabajo 

 

A continuación se detalla el plan de trabajo que se ha seguido en la realización del 

Trabajo Final de Carrera:  

1. Revisión bibliográfica, con la finalidad de obtener información sobre los 

sistemas de SPE previamente empleados con el plaguicida dimetoato. 

2. Estudio del efecto de diferentes disolventes orgánicos en el sistema FIA-CL. 

Los disolventes orgánicos, habitualmente empleados como eluyente en los sistemas 

SPE, a menudo afectan a la respuesta quimioluminiscente, especialmente cuando 

esta se basa en el empleo oxidantes fuertes. Para determinar si este es el caso del 

sistema FIA-CL seleccionado para llevar a cabo la determinación del dimetoato, se 
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estudiará el efecto de los disolventes orgánicos más habituales, tales como metanol, 

acetonitrilo, etanol o acetona. En caso de que los disolventes orgánicos no fueran 

compatibles con el sistema de detección, sería necesario llevar a cabo tediosos 

procesos de eliminación del mismo y redisolución del plaguicida en un medio 

adecuado.  

3. Estudio comparativo de diversos sistemas de SPE. 

Para seleccionar el adsorbente más adecuado para llevar a cabo la extracción del 

dimetoato, se ensayarán diversos cartuchos de adsorbentes comerciales y se 

determinará el factor de recuperación proporcionado por cada uno de ellos.  

4. Puesta a punto del sistema de SPE. 

Una vez seleccionado el adsorbente más adecuado, en función de los resultados del 

punto anterior, se estudiarán las variables más importantes que pueden afectar a la 

recuperación del dimetoato, tales como volumen de elución y caudal al que se pasa 

la muestra en la etapa de carga o al que se realiza la elución. En caso de que fuera 

necesario eliminar el disolvente empleado en la elución, se estudiarían las 

condiciones más adecuadas para ello. 

5. Estudio de interferentes en el sistema SPE-FIA-CL. 

Se estudiará la capacidad de la estrategia de SPE desarrollada para eliminar las 

especies que interfieren en la determinación del dimetoato mediante el sistema FIA-

CL. 

6. Aplicación del sistema de SPE-FIA-CL a la determinación de dimetoato en 

muestras de agua. 

El método desarrollado se aplicará a la determinación del plaguicida dimetoato en 

diversas muestras de agua natural de diferente procedencia, con el fin de comprobar 

la aplicabilidad de la estrategia desarrollada.  



 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 Reactivos 

 

Todas las disoluciones empleadas en la realización de este Trabajo Final de Carrera se 

realizaron con agua desionizada mediante un equipo MilliQ (Millipore, Bedford, MA, 

USA) provisto de un filtro de 0.22 μm. 

En la tabla 1 se indican los reactivos utilizados junto con la casa comercial que los 

suministró. 

 

Compuesto Casa comercial 

NaOH Panreac 

Dimetoato (99,4%) Fluka 

Acetonitrilo J.T. Baker 

Etanol Scharlau 

Acetona Panreac 

Metanol Scharlau 

HCl Scharlau 

Ce(NH4)2(NO3)6 Fluka 

Cloruro de headecilpiridinio (CHP) Sigma 

Na2SO4 Scharlau 

NaCl Scharlau 

KIO4 Scharlau 

CaCl2·2H2O Panreac 

MgSO4·7H2O Scharlau 

NH4SCN Panreac 

H2SO4 Panreac 

CH3COONa Sigma-Aldrich 

H3PO4 JT Baker 

NaHCO3 Panreac 

NaNO2 Panreac 

NaNO3 Panreac 

Urea Scharlau 

Clorpirifos (99,9%) Sigma Aldrich 

Tabla 1: Reactivos utilizados y casa comercial. 
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3.2 Cartuchos de SPE 

 

En la tabla 2 se detalla la información referente a los cartuchos comerciales ensayados 

en el presente Trabajo Final de Carrera. 

 

Cartucho Casa comercial 

BOND ELUT-ENV 3ml/200mg Varian 

CHROMABOND 

(resina adsorbente de poliestireno-divinilbenceno) 6ml/500mg 
Macherey-Nagel

BOND ELUT C18 3ml/200 mg Varian 

Tabla 2: Cartuchos utilizados y casa comercial. 

 

 

 

3.3 Aparatos 

 

 

3.3.1 Instrumental del trabajo experimental 

 

Los equipos utilizados a lo largo del estudio se indican a continuación: 

 Balanza analítica PI214 de la serie Pinchale de Denver Instruments 

 Bomba de vacío Supelco 

 Bomba de vacío PSelecta. 

 

 

3.3.2 Elementos del sistema FIA-CL 

 

Los equipos que conformaron el sistema FIA-CL empleado para la detección del 

dimetoato fueron los siguientes: 

 Válvula de inyección de seis puertos de presión media (Upchurch 

scientific, Modelo V450) 

 Bomba peristáltica (Wilson, Modelo Miniplus 3) 

 Tubos de PVC-Standard (Restec) 
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 Tubo de teflón de 0,8 mm de diámetro interno (Omnifit) 

 Confluencias en forma de Y y de T, tuercas y roscas (Omnifit) 

 Luminómetro: de fabricación propia. Consta de: 

o Celda: Inmediatamente antes de esta, se mezclan los reactivos y la 

muestra en una confluencia en forma de T. La celda está situada frente a 

la ventana del tubo fotomultiplicador y consta de un tubo de vidrio de 1 

mm de diámetro interno, enrollado con un diámetro total de 3 cm. 

o Tubo fotomultiplicador: es el P30CWAD5F tipo 9125B de 

Electron Tubes, operando a 180 V. Está conectado al ordenador que 

recibe la señal procesándola con el programa suministrado por la misma 

casa comercial. 

  

 

3.4 Determinación del dimetoato: sistema FIA-CL 

 

El método de detección del plaguicida empleado en el presente Trabajo Final de 

Carrera, fue desarrollado previamente en los laboratorios de química de la Escuela 

Politécnica Superior de Gandía. Dicho método se basó en la combinación de la 

metodología de Análisis por Inyección en Flujo con la detección por 

quimioluminiscencia (FIA-CL) del dimetoato. 

El esquema del montaje FIA desarrollado, así como todos los parámetros tanto 

físicos como químicos implicados, se resumen en la figura 3. 
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Figura 3: Sistema FIA. Oxidante: Ce(IV) 1,8·10-3 M, medio de oxidación HCL 2,2 M, NaOH 0,34 M, CHP 

(cloruro de hexadecil piridinio) 0,4%. Volumen de inserción: 659l.  

 

Como se esquematiza en la figura 3, la muestra de dimetoato se introdujo en el sistema 

circulando a un caudal de 1,6 ml/min. Por un segundo canal se introdujo hidróxido 

sódico 0,34 M que dio lugar a la hidrólisis alcalina del plaguicida, y por un tercer canal 

circuló una disolución de 0,4% de cloruro de hexadecil piridinio que actuó como 

sensibilizador de la reacción quimioluminiscente. Ambos reactivos circularon a un 

caudal de 0,8 ml/min, confluyendo con la muestra y recorriendo un reactor de 4 m antes 

de llenar un bucle de 659 l de la válvula de inserción.  Dicho volumen fue insertado en 

un portador de agua a 14,3 ml/min, para confluir con el sistema oxidante inmediatamente 

antes de alcanzar la celda de detección. El sistema oxidante estuvo formado por una 

mezcla, realizada in situ, de Ce(IV) 1,8·10-3 M y HCL 2,2 M, ambos circulando a 2,2 

ml/min. Una vez el producto de la reacción de oxidación alcanzó la celda de detección se 

registró la luz emitida como consecuencia de la misma mediante un tubo 

fotomultiplicador, generándose el fiagrama. 

El sistema FIA-CL desarrollado presentó dos intervalos de linealidad, entre 0,5 y 100 

g/l el primero y entre 100 y 800 g/l el segundo. La reproducibilidad entre días del 

sistema FIA propuesto, se determinó a partir de la Desviación Estándar Relativa (DSR) 

de las pendientes de cinco rectas de calibrado, y tuvo un valor de 4,5 y 4,6%, para el 

primer y segundo intervalo lineal respectivamente.  

El límite de detección del método se determinó experimentalmente, estableciéndose 

como la mínima concentración de dimetoato que dio una señal igual a la del blanco más 

Muestra 

NaOH 

CHP 

H2O 

Oxidante 

Medio de 
oxidación 

Q4=0,8 ml/min 

Q4=0,8 ml/min 

Q3=14,3ml/min 

Q2=2,2ml/min 

Q2=2,2 ml/min 

Q1=1,6 ml/min 

4 metros 

Válvula 
Luminómetro 

Desecho 
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tres veces la desviación estándar absoluta del mismo. La concentración así establecida 

como límite de detección fue de 0,05 g/l.  

La repetitividad del método propuesto se determinó a partir de dos series de 21 

inserciones de dimetoato de 10 g/l y de 400 g/l. Las desviaciones estándar relativa 

obtenidas para cada serie fueron de 2,8 y de 1,5% respectivamente. La frecuencia o 

velocidad de inserción se determinó a partir de esta misma serie de picos, quedando 

establecida en 86 h-1. 
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Y RESULTADOS 
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4.1 Efecto de los disolventes orgánicos en el sistema FIA-CL 

 

El sistema FIA-CL seleccionado para la llevar a cabo la determinación del dimetoato, y 

que ha sido descrito en la sección 3.4, se basó en la reacción de un oxidante fuerte, cerio 

(IV) en medio ácido clorhídrico, con el producto de la hidrólisis alcalina del dimetoato, 

actuando el cloruro de hexadecil piridinio como sensibilizador de la reacción 

quimioluminiscente.  

Con frecuencia los disolventes orgánicos afectan a la señal quimioluminiscente en este 

tipo de sistemas, pudiendo provocar una inhibición o una exaltación de la misma, y por 

tanto una interferencia en la determinación. Así pues, en caso de emplearse un 

disolvente orgánico para la elución del plaguicida en el proceso de SPE, serían 

necesarios tediosos procesos para la eliminación del mismo por evaporación y la 

posterior redisolución del residuo sólido obtenido en un medio compatible con el 

sistema FIA-CL. 

Con el fin de determinar el efecto de algunos de los disolventes orgánicos habitualmente 

empleados en los procesos de SPE sobre el sistema FIA-CL, se prepararon calibrados 

del plaguicida en presencia de: metanol, etanol, acetonitrilo y acetona. Se consideraron 

dos porcentajes distintos de cada disolvente orgánico, 10 y 20%, y además se preparó 

un calibrado de dimetoato en agua para emplearlo como referencia. Los resultados 

obtenidos se presentan a continuación en la tabla 4 y los gráficos 1, 2 y 3, siendo las 

concentraciones de dimetoato utilizadas: 0, 1, 5, 15, 35 y 70 g/l. En el caso de la 

acetona, las señales de blanco obtenidas fueron tan elevadas que su uso fue descartado, 

por lo que no se ha reflejado en las tablas y gráficos. 

 

[Dimetoato], 
g/l 

Referencia ACN 10% ACN 20%
Etanol 
10% 

Etanol 
20% 

Metanol 
10% 

Metanol 
20% 

0 1610 2090 3150 3040 3890 6900 6300 

1 2110 2470 3160 3120 3700 7900 6600 

5 3650 4060 5090 4500 4970 8800 7300 

15 7480 8080 9220 7690 8070 10100 8400 

35 15700 16800 18400 14800 13200 12840 11500 

70 30500 33100 34400 25400 21360 18500 14540 

Tabla 4: Señales (Hz) obtenidas para diferentes concentraciones de dimetoato en diferentes medios. 
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Gráfico 1: Efecto del acetonitrilo en el sistema FIA-CL. I es la intensidad de la señal corregida restando el 

blanco. 
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Gráfico 2: Efecto del etanol en el sistema FIA-CL. I es la intensidad de la señal corregida restando el blanco. 
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Gráfico 3: Efecto del metanol en el sistema FIA-CL. I es la intensidad de la señal corregida restando el blanco. 
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Como se observa en los resultados mostrados en los gráficos anteriores, la presencia de 

metanol (gráfico 3) y etanol (gráficos 2) supuso un descenso importante en las señales 

obtenidas, una vez corregidas por el blanco. Las señales obtenidas para las 

concentraciones más bajas de dimetoato ensayadas fueron difícilmente detectables y la 

pendiente de la recta de calibrado sufrio un importante descenso, especialmente 

acentuado en el caso del metanol. En la tabla 5 se muestran las ecuaciones de las rectas 

de calibrado obtenidas, así como la variación experimentada por la pendiente de la recta 

tomando como referencia el calibrado preparado en agua.  

Sin embargo, en el caso del acetonitrilo el efecto diferió considerablemente de los 

anteriores disolventes. Como se observa en el gráfico 1 y la tabla 5, la pendiente de la 

recta incluso se incrementó ligeramente respecto de la obtenida en agua, en concreto un 

8,0 y un 9,7% para acetonitrilo al 10 y 20% respectivamente.  

Aunque el incremento de la pendiente fue algo superior al aumentar el porcentaje de 

acetonitrilo, se descartó ensayar concentraciones más altas por diversos motivos. Por 

una parte se observó un aumento de la señal de blanco, lo que habitualmente se traduce 

en un incrementio en el límite de detección. Por otra parte, se deseaba minimizar en la 

medida de los posible el empleo de disolventes orgánicos, para desarrollar un método lo 

más límpio posible. 

 

Medio Ecuación de la recta de calibrado Δ pendiente, % 

Agua (referencia) I = 0.412·C – 0.108; r2 = 0.9997 - 

Acetonitrilo 10% I = 0.445·C – 0.394; r2 = 0.9992 +8.0% 

Acetonitrilo 20% I = 0.452·C – 0.497; r2 = 0.9999 +9.7% 

Etanol 10%: I = 0.324·C – 0.111; r2 = 0.9989 -21,4% 

Etanol 20%: I = 0.254·C + 0.039; r2 = 0.9969 -38.3% 

Metanol 10% I= 0.151·C + 0.928; r2 = 0.9981 -63.3% 

Metanol 20%: I = 0.116·C + 0.445; r2 = 0.98 -71.8% 

Tabla 5: Donde I representa la señal corregida por el blanco, medida en kHz, y C la concentración, en g/l. 

 

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se deduce que la presencia de 

pequeños porcentajes de acetonitrilo (en torno al 10%) no suponen una alteración 

significativa en la respueta del sistema FIA-CL, de manera que el empleo de este 

disolvente como eluyente en el proceso de SPE sería perfectamente compatible con el 

mismo. 
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4.2 Selección del sistema del adsorbente para la SPE 

 

Como resultado de la búsqueda bibliográfica realizada, se encontró que existe una gran 

variedad de sistemas de SPE que han sido empleados para extraer dimetoato de 

muestras acuosas, que incluyen tanto cartuchos con rellenos apolares tipo C18 y C8 y de 

diferentes polímeros.  

En el presente estudio se incluyeron tres cartuchos comerciales diferentes, que fueron: 

 Cartuchos BOND ELUT-ENV con 200 mg de relleno, comercializados por la 

casa Varian para la extracción de plaguicidas. La composición del adsorbente no 

es facilitada por la casa. 

 Cartuchos CHROMABOND con 500 mg de una resina adsorbente de 

poliestireno-divinilbenceno, comercializado por la casa Macherey-Nagel. 

 Cartuchos BOND ELUT-ENV de C18 con 200 mg de relleno, comercializados 

por la casa Varian. 

 
En todos los casos, el procedimiento seguido para llevar a cabo la SPE fue el mismo y 

se resume a continuación:  

Primera etapa: Acondicionamiento del cartucho.  

Se pasaron a través del cartucho 3 ml de metanol, 3 ml de acetonitrilo y de nuevo 3 ml 

de metanol. Finalmente se pasaron 9 ml de agua para eliminar los restos de disolvente 

orgánico. 

Segunda etapa: Adición de la muestra.  

Se pasó a través de los cartuchos acondicionados 50 ml de 6 disoluciones patrón de 

dimetoato en agua, de concentraciones comprendidas entre 0,1 y 12 g/l, además de una 

disolución blanco (0 g/l de dimetoato). El caudal al que pasó cada disolución a través 

del cartucho se mantuvo entre 2-3 ml/min. 

Tercera etapa: Etapa de lavado.  

A continuación se procedió al lavado del cartucho empleando 9 ml de agua y finalmente 

se secó el cartucho dejando pasar aire a su través durante 20 minutos con ayuda de la 

bomba de vacío.  
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Cuarta etapa: Elución.  

Finalmente se empleó 1 ml de acetonitrilo para eluir el dimetoato retenido en el 

cartucho. La elución se realizó por gravedad y cuando ya no se observó líquido se aplicó 

vacío para recoger el máximo disolvente. Finalmente se pasaron a través del cartucho 2 

ml de agua, para arrastrar cualquier resto de acetonitrilo que pudiera haber quedado 

retenido en el sistema y se completó hasta un volumen de 10 ml con agua en un matraz 

aforado. 

Teniendo en cuenta que el volumen final tras la elución fue de 10 ml y el volumen 

tratado de cada patrón fue de 50 ml, las concentraciones obtenidas despues del proceso 

de SPE deberían ser 5 veces superiores a las de partida, situándose entre 0,5 y 60 g/l, 

dentro por tanto del intervalo de linealidad del método FIA-CL. Además, cada una de 

las disoluciones de dimetoato obtenidas contenía un 10% de acetonitrilo. 

Para comprobar la efectividad de cada cartucho en las condiciones ensayadas, las 

disoluciones obtenidas se insertaron en el sistema FIA-CL, junto con un calibrado de 

dimetoato preparado en acetonitrilo al 10%. En las tablas 6, 7 y 8 se muestran la 

concentración de dimetoato encontrada tras aplicar la estrategia SPE-FIA-CL con cada 

uno de los cartuchos ensayados, así como los porcentajes de recuperación obtenidos en 

cada caso. 

 

[Dimetoato]preparada, g/l [Dimetoato]encontrada, g/l Recuperación, % 

0,5 1,925 385 

1,5 4,625 308 

5 16,196 324 

15 36,884 246 

30 66,338 221 

60 113,324 189 

Tabla 6: Resultados obtenidos al aplicar la estrategia SPE-FIA-CL con los cartuchos BOND ELUT-ENV. 

 

Como se observa en la tabla 6 las concentraciones encontradas para el cartucho de 

BOND ELUT-ENV fueron significativamente superiores a las reales, con factores de 

recuperación situados entre 189 y 385%. Esto probablemente pueda deberse al 

desprendimiento de algún compuesto del relleno del cartucho por efecto del acetonitrilo, 

ya que la señal del blanco obtenida también fue unas 2.5 veces mayor a la 
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proporcionada por un blanco con el mismo porcentaje de acetonitrilo pero que no pasó a 

través del catucho.  

 

[Dimetoato]preparada, g/l [Dimetoato]encontrada, g/l Recuperación, % 

0,5 - - 

1,5 - - 

5 - - 

15 0,783 5,2 

30 5,750 19,2 

60 17,596 29,3 

Tabla 7: Resultados obtenidos al aplicar la estrategia SPE-FIA-CL con los cartuchos CHROMABOND. 

 

Como se muestra en la tabla 7, el empleo de los cartuchos de Chromabond, rellenos de 

una resina adsorbente de poliestireno-divinilbenceno, proporcionó factores de 

recuperación muy bajos. De hecho, las concentraciones de dimetoato más bajas fueron 

indistinguibles de la señal de blanco. Los motivos pueden ser varios, ya que es posible 

que el plaguicida no sea retenido en el cartucho o bien que este no sea completamente 

eluido con 1 ml de acetonitrilo.  

 

[Dimetoato]preparada, g/l [Dimetoato]encontrada, g/l Recuperación, % 

0,5 0,507 101,4 

1,5 1,648 109,9 

5 4,311 86,2 

15 15,014 100,1 

30 29,815 99,4 

60 68,593 114,3 

Tabla 8: Resultados obtenidos al aplicar la estrategia SPE-FIA-CL con los cartuchos C18. 

 

Según los datos obtenidos, mostrados en la tabla 8, podemos observar que los resultados 

con el relleno de C18 fueron satisfactorios en todo el intervalo de concentraciones 

ensayado, siendo la recuperación promedio obtenida del (10210)%.  

Teniendo encuenta los resultados anteriores, se decidió seleccionar los cartuchos de C18 

para llevar a cabo la etapa de SPE. Se mantuvo en todas las experiencias el volumen de 

muestra en 50 ml, de modo que el factor de preconcentración fue de 5. Tratando 
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volúmenes mayores sería posible incrementar aun más la sensibilidad del método, 

aunque a costa de incrementar el tiempo de análisis. 

 

4.3 Optimización de variables del SPE 

 

Una vez seleccionado el adsorbente y eluyente a emplear, una de las variables más 

importantes que pueden afectar al proceso de SPE es el caudal al que la muestra 

atraviesa el cartucho, ya que este debe ser tal que permita la interacción efectiva del 

analito con el adsorbente. Otras variables igualmente importantes son el volumen de 

eluyente y el caudal al que este atraviesa el cartucho, que debe permitir la desorción 

completa del analito. 

El volumen empleado de eluyente en las experiencias anteriores fue de 1 ml, valor de 

por sí lo suficientemente bajo, teniendo en cuenta el volumen del cartucho, como para 

evitar el estudio de valores inferiores. Por otra parte, se descartó el empleo de 

volúmenes mayores para no incrementar el consumo de acetonitrilo, disolvente de 

elevada toxicidad.  

La elución se llevó a cabo por gravedad para asegurar que el tiempo de contacto fuera 

suficiente, y dado el pequeño volumen de disolvente empleado, se consideró innecesario 

estudiar el empleo de caudales mayores que no habrían repercutido en una mejora 

significativa en la velocidad del proceso. 

Así pues, la única variable que fue necesario estudiar fue el efecto del caudal o 

velocidad a la que la muestra atraviesa el cartucho. Para ello se repitió la experiencia 

anterior pero modificando la etapa 2, para emplear un caudal mayor que permitiera 

reducir el tiempo necesario para procesar las muestras. En este caso el caudal se 

mantuvo entre 5-6 ml/min, mostrándose en la tabla 9 los resultados obtenidos.  

 

[Dimetoato]preparada, g/l [Dimetoato]encontrada, g/l Recuperación, % 

0,5 0,303 60,6 

1,5 1,246 83,1 

5 3,871 77,4 

15 16,029 106,9 

30 19,954 66,5 

60 51,560 85,9 

Tabla 9: Resultados obtenidos con los cartuchos C18 usando 5-6 ml/min como caudal de la muestra. 
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La recuperación promedio obtenida en esta experiencia fue de (8016)%, valor muy 

inferior al obtenido en la experiencia anterior, para un caudal de muestra entre 2-3 

ml/min (tabla 8), probablemente debido a que el tiempo de interación muestra-

adsorbente no fue suficiente para una efectiva retención del dimetoato. Teniendo 

encuenta los resultados obtenidos, se decidió mantener el caudal de la muestra en un 

valor en torno a 2,5 ml/min. 

 

 

4.4 Estudio de interferentes  

 

Como se ha comentado anteriormente, el principal objetivo del presente Trabajo Final 

de Carrera fue el desarrollo de una estrategia que permitiera incrementar la selectividad 

del sistema FIA-CL propuesto en un trabajo anterior para la determinación del 

dimetoato en muestras de agua de diversa procedencia. En dicho trabajo, se realizó un 

estudio del efecto sobre la señal de algunos de los iones mayoritarios presentes en las 

aguas naturales encontrándose que algunos de ellos podrían suponen una seria 

interferencia en el método propuesto. En la tabla 10 se muestran los resultados 

obtenidos en dicho estudio, en el que también se incluyó la urea y el plaguicida 

clorpirifos, ya que este a menudo acompaña al dimetoato en las formulaciones 

comerciales. Para llevar a cabo la experiencia se preparó una disolución de 10 g/l de 

dimetoato como referencia y se comparó su señal con la proporcionada por una 

disolución de igual concentración en presencia de la especie cuya potencial  

interferencia se estaba estudiando. La concentración de interferente se fue 

disminuyendo hasta obtener un error relativo respecto a la señal de referencia inferior al 

5%. 
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Interferente Concentración, mg/l Er (%) 

Na+ 1000* -1,2 

Cl- 1540* -1,2 

K+ 1000* -3,4 

Ca2+ 600 -2,9 

Mg2+ 10 +4,5 

NH4
+ 100* -2,6 

SO4
2- 1000* -5,0 

CH3COO- 100* +0,9 

H2PO4
- 10 +4,9 

HCO3
- 500* +1,3 

NO2
- 1,5 +2,6 

NO3
- 100* -4,3 

Urea 15 +4,6 

Clorpirifos 0,0035 +2,8 

*Concentración máxima ensayada 

Tabla 10: Estudio de interferentes en la determinación de dimetoato por FIA-CL. 

 

El catión magnesio, el ion fosfato y la urea, fueron los principales interferentes del 

método FIA-CL, ya que estos se pueden encontrar en las muestras de agua en 

concentraciones superiores a las máximas toleradas por el mismo. El ion nitrito 

reacciona con el oxidante y por ello también afectó a la señal quimioluminiscente. Sin 

embargo, habitualmente se encuentra en concentraciones muy bajas en las aguas dada 

su inestabilidad. 

Por otra parte, el clorpirifos también supuso una seria interferencia en el método, 

especialmente si se tiene encuenta que las fromulaciones comerciales contienen un 

27,8%p/v clorpirifos junto con un 22,2%p/v dimetoato57. 

 

Para comprobar si el proceso desarrollado basado en la SPE empleando cartuchos de 

C18 permitía eliminar estas especies interferentes, incrementando así  la selectividad del 

método final SPE-FIA-QL, se prepararon disoluciones de dimetoato de 2 g/l en 

presencia de las concentraciones mostradas en la tabla 11 de las especies que se habían 
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detectado como potenciales interferentes en la experiencia anterior. Tras el proceso de 

SPE la concentración del dimetoato sería de 10 g/l, la misma concentración empleada 

en el estudio anterior. Una disolución de igual concentración de plaguicida en agua se 

trató del mismo modo para emplearla como referencia.  

 

Interferente Concentración, mg/l Er (%) 

Ca2+ 1000 +2.5 

Mg2+ 200 +3.8 

H2PO4
- 500 +4.9 

Urea 200 +4.8 

Clorpirifos 2.5 g/l -1.4 

Tabla 11: Estudio de interferentes en la determinación de dimetoato por SPE-FIA-CL. 

 

Para todas las especies estudiadas, el error relativo obtenido al aplicar la estrategia SPE-

FIA-CL fue inferior al 5%, por lo que se puede decir que el sistema de extracción 

permitió eliminar eficazmente las especies interferentes, incrementando de este modo la 

selectividad del método analítico. 

 

 

4.5  Resumen del sistema optimizado de extracción en fase sólida 

 

El procedimiento de SPE seleccionado para llevar a cabo la limpieza y preconcentración 

del plaguicida dimetoato presente en muestras de agua se resume a continuación:  

Primera etapa: Acondicionamiento del cartucho 

El cartucho seleccionado contuvo un relleno de C18 (200 mg). A su través se pasaron 3 

ml de metanol, 3 ml de acetonitrilo y de nuevo 3 mL de metanol para acondicionarlo. 

Finalmente se pasaron 9 ml de agua para eliminar los restos de disolvente orgánico. 

Segunda etapa: Adición de la muestra  

Un volumen de 50 ml de la muestra acuosa conteniendo dimetoato se pasa a través del 

cartucho previamente acondicionado a un caudal entre 2-3 ml/min. 

Tercera etapa: Etapa de lavado 



41 
 

A continuación se procede al lavado del cartucho empleando 9 ml de agua y finalmente 

se seca el mismo dejando pasar aire a su través durante 20 minutos con ayuda de una 

bomba de vacío.  

Cuarta etapa: Elución 

Finalmente se emplea 1 ml de acetonitrilo para eluir el dimetoato retenido en el 

cartucho. La elución se realiza inicialmente por gravedad y cuando ya no se observa 

líquido se aplica vacío para recoger el máximo disolvente. Finalmente se pasan a través 

del cartucho 2 ml de agua, para arrastrar cualquier resto de acetonitrilo que pudiera 

haber quedado retenido en el sistema y se completa hasta el aforado de 10 ml con agua. 

 

Para determinar la concentración de dimetoato en cada muestra, se compara la señal con 

la obtenida en el sistema FIA-CL descrito en la sección 2.4 empleando un calibrado de 

dimetoato en presencia de un 10% de acetonitrilo. 
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5. MUESTRAS REALES 
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Para comprobar la eficacia de la estrategia SPE-FIA-CL propuesta, se procedió a 

aplicarla a muestras de agua naturales de diferencia procedencia. 

En la tabla 12 se muestra la procedencia de cada una de ellas. Las muestras se recogieron 

en una botella de plástico y se mantuvieron a 4ºC para ser analizadas en menos de 48 

horas. Con el fin de eliminar arena y otros sólidos en suspensión, a su llegada al 

laboratorio fueron filtradas empleando un filtro de membrana de 0,45 m. 

 

Tipo de agua Localidad 

Mar Playa de Gandía 

Fuente Balconchán, Zaragoza 

Pozo Huesca 

Grifo Grau de Gandía 

Mineral Bezoya Ortigosa del Monte (Segovia) 

Tabla 12: Procedencia de las muestras de agua estudiadas. 

 

Se tomaron alícuotas de 50 ml de cada muestra y se doparon con el volumen necesario 

de una disolución patrón de 100 mg/l de dimetoato para obtener concentraciones de 

plaguicida de 0,2, 0,5 y 1,0 g/l. Se prepararon tres réplicas de cada concentración. Se 

trataron a continuación tal y como se ha descrito en el apartado anterior para llevar a 

cabo la SPE, de modo que las concentraciones de dimetoato obtenidas tras la elución 

fueran: 1,0, 2,5 y 5,0 g/l. Finalmente se determinó la concentración de dimetoato 

mediante el sistema FIA-CL. Los resultados obtenidos se muestran a continuación en las 

tablas de la 13 a la 17. 
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[Dimetoato] 
adicionada, g/l 

[Dimetoato] 
encontrada, g/l 

Recuperación, 
% 

Error relativo, 
% 

1,0 

0,391 39,1 

(6030) 0,866 86,6 

- - 

2,5 

2,634 108,5 

(1072) 2,713 105,3 

- - 

5,0 

4,269 85,4 

(11030) 6,486 129,7 

- - 

Tabla 13: Determinación de dimetoato (SPE-FIA-CL) en una muestra de agua de mar 

 

La recuperación promedio en la determinación de dimetoato en la muestra de agua de 

mar fue del (9030)%. En los tres casos una de las réplicas se perdió por errores 

aleatorios. 

 

[Dimetoato] 
adicionada, 

g/l 

[Dimetoato] 
encontrada, 

g/l 

Recuperación, 
% 

Error relativo, 
% 

1,0 

0,921 92,1 

(9314)% 1,072 107,2 

0,791 79,1 

2,5 

2,434 97,4 

(977)% 2,586 103,4 

2,233 89,3 

5,0 

5,517 110,3 

(1082)% 5,423 108,5 

5,298 106.0 

Tabla 14: Determinación de dimetoato (SPE-FIA-CL) en una muestra de agua de fuente 

 

La recuperación promedio en la determinación de dimetoato en la muestra de agua 

procedente de fuente fue del (9911)%.  
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[Dimetoato] 
adicionada, 

g/l 

[Dimetoato] 
encontrada, 

g/l 

Recuperación, 
% 

Error relativo, 
% 

1,0 

0,990 99.0 

(965)% 0,990 99.0 

0,909 90,9 

2,5 

2,449 98.0 

(11011)% 2,930 117,2 

2,877 115,1 

5,0 

5,696 113,9 

(1133)% 5,797 115,9 

5,520 110,4 

Tabla 15: Determinación de dimetoato (SPE-FIA-CL) en una muestra de agua de pozo 

 

La recuperación promedio en la determinación de dimetoato en la muestra de agua de 

pozo fue del (10710)%. 

 

[Dimetoato] 
adicionada, 

g/l 

[Dimetoato] 
encontrada, 

g/l 

Recuperación, 
% 

Error relativo, 
% 

1,0 

1,014 101,4 

(1039)% 1,120 112.0 

0,946 94,6 

2,5 

2,569 102,8 

(939)% 2,126 85,0 

2,253 90,1 

5,0 

4,798 96.0 

(906)% 4,225 84,5 

4,509 90,2 

Tabla 16: Determinación de dimetoato (SPE-FIA-CL) en una muestra de agua de grifo 

 

La recuperación promedio en la determinación de dimetoato en la muestra de agua de 

grifo fue del (959 )% 
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[Dimetoato] 
adicionada, 

g/l 

[Dimetoato] 
encontrada, 

g/l 

Recuperación, 
% 

Error relativo, 
% 

1 

1,000 100,0 

(1008)% 0,924 92,4 

1,076 107,6 

2.5 

2,368 94,7 

(965)% 2,520 100,8 

2,292 91,7 

5 

5,067 101,3 

(983)% 4,801 96,0 

4,839 96,8 

Tabla 17: Determinación de dimetoato (SPE-FIA-CL) en una muestra de agua mineral 

 

La recuperación promedio en la determinación de dimetoato en la muestra de agua 

mineral comercial fue del (985)%. 

 

En resumen, los resultados obtenidos muestran recuperaciones promedio entre el 90 y 

107% empleando concentraciones entre 0,2 y 1,0 g/l de dimetoato y cinco matrices 

acuosas de diferente procedencia.  



 
 

6. CONCLUSIONES 
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El sistema de extracción en fase sólida (SPE) desarrollado ha permitido una eficaz 

limpieza y preconcentración del dimetoato presente en muestras de agua de diferente 

naturaleza. 

Las concentraciones en las que se encuentran los plaguicidas en las muestras de aguas 

naturales son muy bajas, lo que hace necesario el desarrollo de métodos analíticos con 

una elevada sensibilidad. Aunque la estrategia FIA-CL previamente desarrollada fue 

altamente sensible, permitiendo la determinación de dimetoato en concentraciones del 

orden de partes por billón, la Unión Europea ha establecido un valor máximo en 

muestras de consumo humano de 0,1 g/l para plaguicidas individuales y de 0,5 g/l 

para plaguicidas totales58. Es por ello que la preconcentración mediante técnicas de 

extracción es necesaria. La estrategia de SPE desarrollada a permitido la determinación 

eficaz de concentraciones de dimetoato entre 0,2 y 1,0 g/l, tratando 50 ml de muestra 

de agua. Incrementando el volumen de muestra, fácilmente se podría llegar a determinar 

las concentraciones máximas fijadas por la legislación para muestras de agua de 

consumo humano. 

Por otra parte, un problema habitual en la mayoría de los métodos analíticos es la falta 

de selectividad, ya que las muestras medioambientales presentan una elevada 

complejidad. La estrategia de SPE desarrollada ha demostrado su eficacia al eliminar 

aquellos iones, además de la urea y el clorpirifos (plaguicida formulado junto con el 

dimetoato), que fueron cauda de interferencia en el método FIA-CL. 

Así pues, los objetivos planteados en el Trabajo Final de Carrera han sido alcanzados 

con éxito, habiéndose desarrollado una estrategia SPE-FIA-QL que podría resultar de 

interés en el control de los niveles de dimetoato en muestras de agua de diferente 

procedencia.  
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