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OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO SPME/GC-MS UTILIZANDO UNA
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA PARA LA
MONITORIZACION DE PESTICIDAS EN MATRICES ACUOSAS

Caceres Ferroni, Florencia B.!*; Pepino Minetti, Roberto!; Brito, Paulo?, Ribeiro, Anténio?;
Queiroz, Ana’
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Resumen. Los pesticidas son compuestos utilizados durante el proceso de produccion
agricola para el control de enfermedades, plagas y malas hierbas. Dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos, de los productos de degradacion y de las
caracteristicas de los suelos, estas sustancias se degradan a niveles trazas y nuevos
metabolitos. En algunos casos estas trazas afectan a todo el ecosistema contaminando el
suelo, el aire y los recursos hidricos, como asi también pueden ser transferidas a los seres
humanos al entrar en la cadena alimentaria, siendo potencialmente daninas para la salud.
Este trabajo presenta los avances obtenidos en el marco de un proyecto final de Maestria
en Ingenieria Quimica relacionado con la optimizacion de la micro extraccion en fase
solida (SPME), utilizando una metodologia de superficie de respuesta (RSM) basada en una
planificacion experimental definida mediante la herramienta Box-Behnken Design (BBD)
para el monitoreo de seis pesticidas (acetocloro, alacloro, dimetoato, heptacloro,
metolacloro y terbutilazina). Para la optimizacion, se seleccionaron cuatro parametros
influyentes en el proceso (temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, pH de la
muestra y fuerza ionica), y tras aplicar la metodologia mencionada anteriormente, se
determinaron los valores optimos.

Luego de la optimizacion del método analitico (SPME/GC-MS), se realizo el seguimiento
en agua superficiales de seis de los pesticidas mas utilizados en el noreste de Portugal.

Palabras clave: Pesticidas, SPME/GC-MS, Contaminacion del agua.
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1. INTRODUCCION

Para el afio 2050 se espera que la poblaciéon mundial crezca hasta casi 10.000 millones de
personas, lo que impulsara la demanda agricola, exigird cambios proporcionales en la
produccion y afiadira presion a los recursos naturales como el agua, un recurso limitado y crucial
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2017).
Para lograr este aumento en la produccion de alimentos derivados de la agricultura, se requiere
la sintesis de diversas sustancias quimicas. Junto con el incremento de estos productos, también
ha aumentado el nimero de compuestos considerados potencialmente peligrosos para el medio
ambiente y la salud (Patifio et al., 2014). Muchos de estos compuestos acaban en diferentes
recursos hidricos como lagos, rios y aguas subterraneas. Por lo tanto, el desarrollo y la
validacion de métodos adecuados para detectar, cuantificar y eliminar los contaminantes del
agua es crucial para el bienestar de la poblacion y los ecosistemas (Schwarzenbach et al., 2006).
El objetivo principal de este trabajo es la optimizacion de un método SPME/GC-MS para la el
analisis rapido de pesticidas en fuentes de agua.

La metodologia analitica incluye la optimizacion de la microextraccion en fase sélida (SPME),
utilizando una metodologia de superficie de respuesta (RSM) basada en una planificacién
experimental mediante un disefio Box-Behnken (BBD). Tras la optimizacion de la metodologia
analitica completa (SPME/GC-MS) se aplica el método desarrollado al seguimiento de seis de
los plaguicidas (acetocloro, alacloro, dimetoato, heptacloro, metolacloro y terbutilazina) mas
utilizados en Portugal cuyas propiedades se presentan en la siguiente tabla (Lewis et al, 2016).

Tabla 1. Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas

Solubilidad
Compuesto Estructura Peso en agua a
Pl Formula CAS N° | Molecular
quimico Molecular (g/mol) 20°C
. (mg/L)
e
Acetocloro EINW@Q Ci14H20CINO: | 34256-82-1 269.8 282
r g‘
Alacloro N‘g/\c' Ci14H20CINO2 | 15972-60-8 269.8 240
HSC\O—P/?
Dimetoato Hic—3 \S}—N’ﬁm CsH12NO3PS» 60-51-5 2293 25900
o
Heptacloro 7 Ci0HsCly 76-44-8 373.3 0.06
ci ci i
OCHs
Metolacloro @fq Ci5H22CINO; | 51218-45-2 283.8 530
)CL
Terbutilazina NN )V CoH16CINs 5915-41-3 229.7 6.6
TNy
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y materiales

Los plaguicidas utilizados en este trabajo fueron estandares analiticos de alta pureza (98%)
suministrados por Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).

Para preparar las soluciones estandar individuales se utilizd6 metanol de grado HPLC como
disolvente, suministrado por Carlo Erba (Val de Reuil, Francia). Se prepararon seis soluciones
madre individuales con las concentraciones presentadas en la Tabla 2, debido a la disponibilidad
de los estandares analiticos y se almacenaron en el congelador a -18 °C.

Se utilizé una microespétula para la manipulacion de los compuestos solidos y una micropipeta
para los compuestos liquidos.

Tabla 2. Concentracion de las soluciones stock individuales

Pesticida Concentracion (mg/L)
Acetocloro 45
Alacloro 50
Dimetoato 50
Heptacloro 22
Metolacloro 50
Terbutilazina 50

2.3. Equipamiento

La micro extraccion en fase solida (SPME), es una forma de extraccion simple, rapida con
buena sensibilidad, de facil automatizacion y tiene la ventaja con respecto a otros métodos de
extraccion tradicionales que no necesita solvente, ni grandes volumenes de muestra. La fibra a
utilizar estd compuesta por el adsorbente Poliacrilato (PA), 85 pm, marca Supelco.

Se realiza la extraccion por inmersion directa, donde la fibra se introduce directamente en la
muestra. Luego los analitos son desorbidos en el inyector del cromatografo.

Figura 1. Extraccion SPME utilizando un soporte manual, una placa de agitacion y calentamiento con un
termometro para controlar la temperatura y viales ambar de 4 mL

Para llevar a cabo el anélisis de deteccion y cuantificacion, se utilizd un cromatégrafo gasesoso
con detector de masas (GC-MS) marca Shimadzu, modelo QP2020, equipado con un
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automuestreador AOC-20i y una columna capilar Rxi-5ms Low Bleed (30 m de longitud x 0,25
mm de didmetro interior y 0,25 pm de grosor de pelicula) suministrada por Restek (Bellefonte,
EE.UU.); véase la Fig. 2.

Figura 2. Sistema GC-MS equipado con automuestreador
2.4. Método desarrollado

La metodologia experimental se basa en la optimizacion de la técnica de SPME, que permite la
extraccion y concentracion de los seis plaguicidas a partir de matrices acuosas. Tras la
extraccion, la deteccion y cuantificacion de los plaguicidas se realiza mediante GC-MS.

La etapa de extraccion se optimiza mediante el uso de una metodologia de superficie de
respuesta (RSM) basada en una planificacion experimental definida mediante un disefio Box-
Behnken (BBD), herramienta que requiere 3 niveles para cada factor seleccionado (-1, 0 y 1).
El RSM tiene la ventaja de que el numero de ejecuciones es minimo, lo que hace que la
optimizacién simultdnea de varios parametros consuma menos tiempo y sea mas rentable en
comparacion con las metodologias de una variable a la vez, que controlan la influencia de un
solo parametro a la vez mientras los demdas permanecen constantes.

Se estudiaron los factores independientes, temperatura y tiempo de extraccion en un intervalo
de 50 °C a 70 °C y 40 min a 80 min respectivamente, valor del pH en un rango entre 2 y 6 y
adicion de sal entre 0 % y 20 %, utilizando una mezcla standard de 250 pg/L y considerando el
valor del area total maxima (suma de las areas obtenidas para cada pesticida) como respuesta,
requiriéndose un total de 27 mediciones. El tratamiento de los datos se llevé a cabo utilizando
un modelo cuadratico representado por la siguiente ecuacion.

Y =08+ iﬁiXi + iﬂiiXiz +Z.3jinXi (1)
i=1 i=1

j<1i

Donde Y es la respuesta, en este caso el area total, S0 es el coeficiente de intercepcion, Si son
los términos lineales, Sii los términos cuadraticos, Sji los términos de interaccion y Xi y Xj son
los factores independientes. Los valores de cada coeficiente pueden obtenerse por regresion
lineal multiple y maximizando la ecuacion es posible obtener las condiciones 6ptimas para cada
una de las respuestas por separado.
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2.5. Determinacion de las condiciones de operacion del GS-MS

Tras una revision bibliografica y teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos por Raed
Ben Hmida (2019), que estudié diferentes programas de temperatura del horno, se decidio
operar el horno del GC utilizando la rampa de temperatura presentada en la Tabla 3:

Tabla 3. Perfil de temperatura del horno GC

Velocidad (°C/min) Temperatura final (°C) | Tiempo de mantenimiento (min)
- 120 2
15 190 4
10 227 2.33

Teniendo en cuenta que en los experimentos de SPME el disolvente utilizado fue agua para
HPLC, para mejorar la seguridad durante el analisis GS-MS, la temperatura inicial del horno se
fij6 en 120°C, para evitar la posibilidad de condensacion de agua residual dentro de la columna,
que podria danar la fase estacionaria.

Los parametros fijados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de operacion del GC-MS

Cromatégrafo Gaseoso (GC)

Temperatura inicial del horno 120 °C

Temperatura del inyector 250 °C
Volumen de inyeccion 2 uL
Modo Split 1:10

Espectrometro de Masas (MS)

Modo Full Scan
m/z 35-450
Temperatura de la trampa de iones 200 °C

Temperatura de la linea de

transferencia 270 °C

2.6. Identificacion de los tiempos de elucion de los seis pesticidas

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3, donde los numeros representan el orden
de elucion de los diferentes plaguicidas siendo el nimero 1 con el menor tiempo de retencidén y
correspondiente al dimetoato, el 2 para la terbutilazina, el 3 para el acetocloro, el 4 para el
alacloro, el 5 para el heptacloro y el de mayor tiempo de retencion el 6 es para el metolacloro.
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Figura 3. Analisis por GC-MS de la mezcla de los seis plaguicidas seleccionados

La identificacion de cada plaguicida se realiz6 comparando el espectro de masas experimental
con disponible en la base de datos de espectros de masas presente en el software del equipo
(NIST). En la Tabla 5 se presenta para cada compuesto el tiempo de retencion experimental y
el area total del cromatograma obtenido mediante el modo “total ion chromatography (TIC)”
reportado automaticamente por el software de tratamiento de datos del equipo.

Tabla 5. Identificacion del orden de elucion y de la intensidad de la sefial (TIC) para cada plaguicida

Ordefl, de Pesticida Tlemp(.) ’de Area Full Scan
elucion retencion

1 Dimetoato 10.012 164615
2 Terbutilazina 10.766 1017238
3 Acetocloro 12.684 1222580
4 Alacloro 12.988

5 Heptacloro 13.056 1416955
6 Metolacloro 14.050 1972617

Es posible observar una superposicion parcial entre los perfiles de elucion del alacloro y del
heptacloro. La superposicion de estos dos picos cromatograficos provoca problemas de
integracion para la cuantificacion individual. En este estudio, el objetivo es optimizar los
parametros de funcionamiento de la GC-MS que mejoren la deteccion de todos los plaguicidas,
es decir, encontrar los valores que permitan obtener el area total mayor (area total sumada para
los 6 plaguicidas). Asi, se considerd una tnica drea como la suma de las areas de estos dos
plaguicidas (alacloro y heptacloro).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Optimizacion mediante la metodologia de superficie de respuesta (RSM)

El modelo se construy6 estudiando cuatro parametros utilizando tres niveles, requiriendo un
total de 27 corridas. En la Tabla 6 se describen los tres niveles seleccionados para cada
parametro estudiado.
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Tabla 6. Resumen de los factores estudiados y de los niveles seleccionados en la BBD

Factor Codigo Nivel

-1 0 1

Temperatura de extraccion (°C) A 50 60 70
Tiempo de extraccidon (min) B 40 60 80
pH C 2 4 6

Adicién de NaCl (%) D 0 10 20

En la Tabla 7 se describen los pardmetros seleccionados y las condiciones aplicadas para cada
andlisis y la respuesta obtenida (4rea total), obtenida a partir de la herramienta de disefio Box-
Behnken.

Tabla 7. Resumen de los factores estudiados y de los niveles seleccionados en la BBD

Disefio experimental Respuesta
experimental
e s Temepratura | Tiempo de Adicion de
Analisis -, .
de extraccion | extraccion pH NacCl Area total
O (min) (%)
A B C D
1 60 80 2 10 16447081
2 60 60 2 20 18842103
3 60 40 4 20 13432733
4 60 60 4 10 12745574
5 50 60 4 0 4281965
6 50 60 6 10 4901716
7 60 40 6 10 7829340
8 60 60 4 10 13393704
9 50 40 4 10 7054733
10 60 60 6 20 6629241
11 60 80 4 0 12402834
12 60 60 4 10 8593632
13 60 60 6 0 5598822
14 60 40 2 10 6868399
15 50 60 2 10 4229305
16 70 60 4 0 9489513
17 70 60 4 20 35292617
18 60 80 4 20 29041252
19 50 60 4 20 12270951
20 60 80 6 10 13981297
21 60 60 2 0 5467626
22 70 60 6 10 15923133
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23 70 40 4 10 13418285
24 60 40 4 0 5088336
25 70 80 4 10 28275370
26 50 80 4 10 13622702
27 70 60 2 10 13729381

Los datos obtenidos fueron tratados aplicando un modelo cuadratico y mediante el andlisis de
la varianza (ANOVA), la cual permite determinar si un factor es estadisticamente significativo
y la importancia de cada uno de ellos. También es factible determinar si la regresion sugerida
es adecuada teniendo en cuenta los defectos experimentales relacionados con el proceso
(Bezerra et al., 2008).

Luego del analisis de las graficas obtenidas y de los valores de los coeficientes aplicando
ANOVA, se observd que tres puntos superaban los limites de la influencia de los valores
ajustados. Tras la identificacion, se decidid eliminar las experiencias nimero 10, 17 y 21,
obteniéndose asi un modelo significativo y los coeficientes de la ecuacion cuadratica la cual, al
maximizarla, permite determinar la mejor combinacion de valores de los parametros
seleccionados que entregan la mayor area (ver ecuacion a continuacion).

Y = 1.158E07 + 5.165E06A + 5.007E06B + 1.005E06C + 6.443E06D
+1.210E06A? + 2.805E06B% — 3.096E06C? + 6.043E05D? + 2.072E06A 2)
+3.803E05AC + 2.507E06AD — 8.567E05BC + 2.074E06BD — 3.135E06CD

Después de maximizar la ecuacion, la combinacion que permite obtener el area maxima fue: 80
min para el tiempo de extraccion, 70 °C para la temperatura de extraccion, pH 2 y adicion de
NaCl 20 %. En la Figura 4 se presentan diferentes graficos, donde las dos variables restantes se
fijaron en el nivel 0 para cada una.

Area Total Area Total

D, Adicion de NaCl (%)

40 50 60 70 80

B, Tiempo de Extraccion (min)
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Figura 4. Seis mapas de contorno para el area total fijando 2 variables en el nivel 0.

Se puede observar en la Figura 4 que a medida que aumentan los valores de las variables, el
valor de la respuesta aumenta, alcanzando su valor maximo cuando los parametros relevantes
estan en el nivel mas alto. También se puede observar que el valor del pH no tiene mayor
influencia en la respuesta.

3.2. Analisis de muestras de agua de rio

Aunque después de estimar las condiciones Optimas se deberia avanzar con el calculo del limite
de deteccion (LOD), el limite de cuantificacion (LOQ) y el porcentaje de recuperacion del
método analizando los blancos y soluciones enriquecidas cerca de la concentracion minima de
calibracion antes de analizar las muestras reales, este paso no pudo realizarse debido al contexto
pandémico durante el que fue desarrollado este trabajo de investigacion. Debido a la falta de
tiempo se decidi6 seleccionar para el andlisis de muestras reales, un tiempo de adsorcion de 60
min, un valor de pH de 2 y un contenido de NaCl del 20% para analizar tres muestras
procedentes de tres rios diferentes del noreste de Portugal: rio Sabor, Onor y Fervenca.

Los cromatogramas obtenidos se presentan en la Figura 5.
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Figura 5. Cromatogramas de los analisis de tres muestras de rio por SPME/GC-MS

No se detectd ninguno de los plaguicidas objeto de estudio en las muestras tomadas en los tres
rios, aunque los mismos podrian estar presentes en concentraciones por debajo del LOD. Sin
embargo, el pico mas alto es comun entre los tres anélisis e indica que la morfolina (fungicida)

esta presente en las tres muestras.
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4. CONCLUSIONES

Este trabajo proporciona los parametros optimizados de SPME para la determinacion de seis
pesticidas alacloro, acetocloro, dimetoato, heptacloro, metolacloro y terbutilazina en muestras
acuosas:

- Utilizando la RSM basada en el BBD, los valores 6ptimos de los cuatro parametros
estudiados se definieron como 70 °C para la temperatura de extraccion, 80 min para
el tiempo de extraccion, pH 2 y adicién de NaCl 20%;

- El valor del pH no afecta significativamente al area cromatografica total;

- Se analizaron tres muestras reales en las que no se detectaron los plaguicidas objeto
de estudio;

- En todas las muestras analizadas se encontrd un fungicida llamado morfolina,
utilizado en el control de plagas.

- Para evaluar completamente la idoneidad de la optimizacion de la metodologia
SPME mediante RSM, es necesario realizar mas investigaciones. A continuacion se
presentan algunas sugerencias para el trabajo futuro:

- Analizar las areas resultantes de cada compuesto por separado, con el fin de
identificar las condiciones Optimas para cada familia de compuestos.

- Estudiar el andlisis por espectrometria de masas utilizando el modo de
monitorizacion de iones simples (SIM).

- Estudiar la influencia de otros pardmetros que intervienen en el proceso de
extraccion como la velocidad de agitacion de la muestra y la extraccioén por espacio
de cabeza.

- Estudiar la eficacia en la extraccion de pesticidas de otros tipos de fibras diferentes
como el CAR-PDMS o el PDMS/DVB.

- Hacer un estudio preliminar para corroborar los resultados predichos obtenidos a
partir del disefio Box-Behnken para SPME con muestras estandar antes de aplicar el
procedimiento a muestras reales.

- Hacer un estudio de repetitividad.

- Ampliar la lista de pesticidas para un mejor control de la calidad del agua.
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