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1. INTRODUCION

Los pesticidas son sustancias quimicas
destinadas a combatir plagas en el mas amplio
sentido. El uso de pesticidas se generaliz6 tras la
segunda guerra mundial y su utilizacion esta
vinculada al cambio en los modelos de produccion
y cultivo que supusieron un importante aumento en
la productividad agricola. Hoy los pesticidas tienen
acciones muy variadas: insecticidas, herbicidas,
fungicidas, rodenticidas, acaricidas, y reguladores
del crecimiento entre otros.

Estos compuestos han beneficiado e
incrementado la produccién agricola y combaten
enfermedades humanas y animales; no obstante,
su uso de manera continuada y descontrolada hace
gue se produzcan efectos negativos sobre la salud
humana, la supervivencia de multitud de especies y
el medio ambiente en general.

La resistencia quimica a la degradacién de
los pesticidas favorece la contaminacion de aguas,

la incorporacion a suelos, vegetales y animales que



al ser consumidos actdan como transportadores de
los pesticidas facilitando su acumulacion en
organismos vivos. Los factores mencionados
forman un ciclo cerrado que se retroalimenta y
refuerza profundizando los efectos adversos
(Figura 1). Del mismo modo, mediante los
residuos y desechos producidos, los plaguicidas o
sus metabolitos vuelven al agua, al suelo, a la flora
y fauna provocando el reforzamiento del ciclo, la
pérdida de biodiversidad y la degradacién de todos
los recursos.

Los pesticidas que nos ocupan pertenecen al
grupo de los fungicidas, que son empleados en el
control de atagues de hongos sobre los cultivos.
Representan alrededor de un 20% del total de los
pesticidas usados en la mayoria de los paises,
siendo su wuso ampliamente extendido en
comunidades agricolas. En paises como Espafia y
Estados Unidos este porcentaje se eleva hasta el
25%.
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Los fungicidas bencimidazdlicos  son
pesticidas sistémicos, es decir, que la sustancia se
activa dentro de la planta y su uso esta
ampliamente extendido en agricultura para el
tratamiento pre- y post-cosecha de un amplio rango
de patdgenos. Presentan caracteristicas muy
definidas en cuanto a su comportamiento frente a
los hongos de tipo Ascomicetos (Figura 2) que es

un grupo de hongos muy numeroso y heterogéneo.

Figura 2.- Planta afectada por una variedad de hongo Ascomicetos



Estas sustancias son aplicadas directamente
al suelo o pulverizadas sobre el campo de cultivo, y
de aqui pasan al medio ambiente. Estos
compuestos penetran rapidamente en la planta a
través de las raices y las hojas, pudiendo
directamente a flujos de aguas naturales o ser
drenados a través del terreno. Algunos de ellos
actian como sustancias activas de diferentes
formulaciones. La mayoria son realmente
persistentes en el medio, pudiendo permanecer en

él algunos afos tras su aplicacion.

Algunos de los principales pesticidas de la
familia de los bencimidazoles son el benomilo (BN),
la carbendazima (MBC), el tiabendazol (TBZ), y el
fuberidazol (FB). Varios actian como sustancias
activas de diferentes formulaciones comerciales [1]
de gran efectividad. A continuacién se describen
sus principales caracteristicas, asi como su

estructura (Figura 3).



BENOMILO

[metil 1-butilcarbamoil-bencimidazol-2-ilcarbamato]

Este compuesto actia por contacto, y es
aplicado sobre el suelo de cultivo para controlar un
gran numero de enfermedades en frutales. Es
rapidamente degradado a carbendazima, siendo
éste ultimo su principal producto de degradacion.
Por este motivo las caracteristicas que vamos a
describir en el siguiente apartado para la

carbendazima son aplicables también al benomilo.

CARBENDAZIMA

[metil bencimidazol-2-ilcarbamato]

Es el ingrediente activo mas extendido de los
fungicidas del grupo de los carbamatos
bencimidazolicos [2]. Este compuesto presenta una
doble accion curativa y de proteccion frente a
multitud de enfermedades por hongos. Es toxico en

humanos, animales y plantas, ademas de ser



sumamente persistente en aguas naturales, aguas

residuales, suelo cultivos y alimentos.

FUBERIDAZOL

[2-2-furil-bencimidazol]

Este es uno de los bencimidazoles menos
estudiados, aunque su consumo como pesticida, es
muy importante en numerosos paises. A esta
caracteristica hay que afadir que es el mas
peligroso para el medio acuatico, de los cuatro que

abarca este estudio.

TIABENDAZOL
[2-tiazol-4-ilbencimidazol]

Se emplea en el control de enfermedades
como la roya, el moho o la putrefaccion en frutales
y vegetales; ademas evita la aparicion de hongos
en el proceso de almacenamiento de frutas,
hortalizas y frutos secos. Su uso farmacoldgico

como antihelmintico estd muy extendido tanto en el



tratamiento de seres humanos, como en el de

ganaderias o0 animales domésticos.

No existen suficientes datos en cuanto a la
presencia de estos compuestos en el medio marino
aunque gracias a experiencias de laboratorio se
evidencia que algunos de ellos son muy téxicos
para los organismos marinos, como peces 0 algas
[3-5].

10



H

£
/\\J\/ I - /H
| P
. K-- . \(\

A
7 Kl =0

-

4
CH,—0Q
CARBENDAZIM

H
CH,—CH—CH—CH— N,
P
e
N H
L & N'\
\\%,/ - r((;::_)
CH—F
BENOMYL
H

. {
/\| _/N\ r//\_s
| ]
Sy N I
THIABENDAZOLE

esne

FUBERIDAZOLE

Figura 3 .- Estructura molecular de fungicidas bencimidazolicos.

11




2. OBJETIVOS

El estudio que se plantea tiene como objetivo
principal el establecer y desarrollar un nuevo
método sensible y preciso para la determinacion
simultanea de fungicidas bencimidazolicos en
muestras medioambientales acuosas, mediante el
acoplamiento de la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y la microextraccion en fase
sélida. Para ello se evaluarad la eficiencia de la
extraccién de los compuestos en estudio, usando
distintos tipos de fibras y optimizando las variables
del procedimiento SPME como son el tiempo de
extraccion, la fuerza i6nica, la temperatura de
extraccion y el tiempo de desorcion. El método
optimizado se aplicara posteriormente a la
determinacién de dichos compuestos en distintas
matrices liquidas ambientales: agua de mar, agua

depurada y agua subterranea.
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3. METODOS CONVENCIONALES PARA
LA EXTRACCION Y DETERMINACION DE
FUNGICIDAS BENCIMIDAZOLICOS

Los métodos usados con mas frecuencia

para determinar bencimidazoles son:

» Espectroscopia de fluorescencia [6-8]

» Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)
con deteccion por fluorescencia, absorcion UV o

espectrometria de masas [9,10]

En este punto hemos de destacar que el
benomilo es un compuesto altamente inestable, por
lo que en todas estas técnicas es casi
inmediatamente convertido a carbendazima durante
el proceso analitico siendo éste Ultimo el

compuesto usado para su determinacion.
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En cuanto a los métodos de extraccion y
preconcentracion en muestras liquidas, podemos
citar:

» Extraccion en fase solida (SPE) [6,7]
» Extraccion liquido-liquido (LLE) [10,11]

« Extraccion por “punto de nube” (CPE) [12]

e Extraccion liquido-liquido con membrana

microporosa [13]

» Extraccion con fluidos supercriticos (SFE) [14]
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4. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

La microextraccion en fase sélida (SPME) es
una nueva variacion de las técnicas de extraccion
que han sido aplicadas para el analisis de
compuestos organicos en muestras ambientales
[22-25]. Esta técnica permite realizar la extraccion y
preconcentracion de los analitos presentes en una
muestra de manera simultanea. En SPME
distinguimos varias etapas (Figura 4): una primera
etapa de separacion de los analitos desde la
muestra a la fibra de silice fundida, y una segunda
fase de desorcion de los analitos en el vial con
disolvente organico.

La microextraccion en fase solida tiene
muchas aplicaciones en el andlisis de pesticidas
seguido de una determinacién por GC o HPLC [26-
32]. Debido a la inestabilidad térmica de los
bencimidazoles, éstos no pueden ser analizados
por cromatografia de gases, a menos que hayan
sido transformados previamente a derivados

térmicamente estables [14]; este uno de los
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motivos por lo que frecuentemente se emplea

HPLC con deteccién fluorescente para su

J N J
Y Y

Absorcion Desorciéon

determinacion.

Figura 4 .- Esquema del proceso en SPME
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5. ASPECTOS EXPERIMENTALES

5.1. REACTIVOS

Los estandares de carbendazima (metil
bencimidazol-2-ilcarbamato), benomilo (metil 1-
butilcarbamoil-bencimidazol-2-ilcarbamato),
tiabendazol (2-tiazol-4-ilbencimidazol) y fuberidazol
(2-2-furil-bencimidazol) fueron obtenidos de Riedel
de Haén (Seelze, Alemania) con una pureza
minima del 99%. Los compuestos estudiados
aparecen listados en la Tabla 1 y sus estructuras

en la Figura 3.

Tabla 1.- lista de fungicidas bencimidazdlicos, longitudes de onda de
excitacién/emision y tiempos de retencion
Abreviatura  Compuesto A Excitacion A Emision Tr

(nm) (nm) (min)

MBC Carbendazima 280 320 35
BN Benomilo 280 320 35
TBZ Tiabendazol 300 350 53
FB Fuberidazol 300 350 59
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Las soluciones de los fungicidas individuales
fueron preparadas en metanol, a una concentracion
de 100 pg-mL* y almacenadas en botellas de color
ambar a una temperatura de 4°C. El agua Milli-Q
ultrapura (Millipore, Espafia) se utilizé en la
preparacion de las disoluciones estandar acuosas
(200 ng-mL™* de MBC y BN, 50 ng-mL™ de TBZ y
ing-mL* de FB). El metanol empleado para
disolver los estandares, preparar la fase moévil y
desorber los analitos fue de calidad (grado) HPLC
de Scharlau (Barcelona, Espafa). La fase movil se
filtré a través de un filtro de membrana de acetato
de celulosa con un tamafio de poro de 0.22 um y

sometida a ultrasonidos antes de su utilizacion.

5.2. FIBRAS SPME
Las fibras ensayadas en este trabajo, con el
fin de escoger la que mejor se adaptara a las
caracteristicas de nuestros pesticidas fueron:
Polidimetilsiloxano  Divinilbenceno (PDMS-DVB)
65um, Carboxen Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS)
75um y Poliacrilato (PA) 85um; todas ellas
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suministradas por Supelco (Bellafonte, PA,
EE.UU.). Fue necesario un acondicionamiento y
estudio previo de la fibra para garantizar una buena
selectividad y sensibilidad en los resultados. Las
fiboras fueron acondicionadas con metanol de
acuerdo con las instrucciones dadas por el

proveedor.

5.3. INSTRUMENTACION Y SEPARACION
CROMATOGRAFICA
El sistema cromatografico (Figura 5)
consistio en una bomba de la marca Varian
adaptada con un automuestreador Varian 410, con
un selector de volumen, un moddulo valvulas-
columnas con horno interno, y un detector de
fluorescencia Varian de longitud de onda variable.
El sistema y el manejo de datos fueron controlados
por el programa Star de Varian (Varian Inc., Madrid.

Espana).
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Figura 5 .- Sistema cromatografico (Varian) utilizado en el estudio

La columna de separacion fue Simmetry C-
18, 3.9x150mm, con un diametro de particula de
8um. Durante los estudios, la columna se mantuvo
a una temperatura de 30+0.2°C en el
correspondiente moédulo.

La composicion de la fase movil fue
optimizada para conseguir la mejor separacion y
determinacion de los fungicidas bencimidazélicos,

resultando como mas idonea una proporcion
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metanol:agua 45:55 (v/v) y usando un régimen
isocratico con un flujp del.0 ml-min®. En estas
condiciones el benomilo es totalmente convertido a
carbendazima, realizandose su cuantificacion como
tal (véase pico MBC/BN).

En la Tablal se muestran los tiempos de
retencion y las longitudes de onda de excitacion-
emision empleadas en la determinacion de estos

pesticidas.

5.4. PROCEDIMIENTO DE SPME

Todas las extracciones se llevaron a cabo en
disoluciones acuosas de MBC (200 ng-mL™), BN
(200 ng-mLY), TBZ (100 ng-mL™Y) y FB (1 ng-mL™Y)
en viales con tapa y septum de 4mL. La
concentracion de sal fue ajustada a un 15% (m/m)
de NaCl. Las muestras fueron calentadas vy
agitadas a una velocidad constante de 600 r.p.m.
durante el proceso de extraccion. La fibra de SPME
se sumergio en la muestra acuosa durante 40
minutos a 60°C. y la desercion de los compuestos
se realiz6é en un vial de cristal de 200 pL contenien-
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do 50uL de metanol y durante 10 minutos. Todas
las medidas se llevaron a cabo por duplicado,
siendo calculados los valores medios.

Después de cada andlisis, la fibra se lavo
con agua Milli-Q para evitar que su deterioro a
causa de la cristalizacion de la sal. Tras este paso
se sumergio la fibra en metanol durante 15 minutos
y luego se secd antes de comenzar la siguiente

extraccion.

5.5. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se us6 una columna de extraccion Cig que
se acondicioné previamente haciendo pasar por ella
sucesivas eluciones de 6 ml de metanol y 6 ml de
agua obtenida del sistema Milli-Q. Luego se pasoé
una alicuota de 50 ml de muestra de agua que
contenia MBC (200 ng-mL%), BN (200 ng-mL™),
TBZ (100 ng-mLY) y FB (1 ng-mL™Y), con el fin de
gue estos quedasen retenidos en la columna. Antes
de la elucion de los fungicidas, la columna se secé
haciendo pasar aire a través de ella. Los fungicidas

fueron finalmente eluidos con 5 ml de metanol y 20
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uL del extracto se inyectaron en el sistema
cromatografico.

5.6. ANALISIS ESTADISTICO
El disefio experimental para la optimizacion
de las condiciones de SPME se llevo a cabo
utilizando el programa Statgraphics Plus, version
5.1 (Manugistic, Rockville, MD, EE.UU.). Las
correlaciones parciales y divariadas se obtuvieron
con el programa SPSS 11.0 (Chicago, IL, EE.UU.).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para asegurar una alta eficiencia de la
extraccion de analitos de una muestra por SPME,
se optimizaron aquellos parametros que tienen
mayor influencia en la extraccion. Entre ellos se
encuentran el tipo de fibra, la fuerza idnica, el
tiempo de extraccion, la temperatura y el tiempo de
desorcion.

6.1. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE
EXTRACCION

Se realizdé un estudio para escoger la fibra
que extrajera mejor los fungicidas bencimidazolicos.
La eleccion de esta fibra se hizo teniendo en cuenta
la respuesta relativa a estos pesticidas. Se usaron
tres tipos de fibra: Polidimetilsiloxano Divinil-
benceno (PDMS-DVB) 65um, Carboxen
Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) 75um y
Poliacrilato (PA) 85um. La extraccion se realizo a
temperatura ambiente durante 40 minutos. Las

fibras fueron acondicionadas como se describe en
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la seccion experimental. La Tabla 2 muestra las
areas relativas obtenidas para cada fibra. Los
mejores resultados se obtuvieron con la fibra CAR-
PDMS, siendo ésta la fibra seleccionada.

Tabla 2.- Comparativa de la respuesta relativa de los distintos tipos de
fibras sumergidas en una muestra de fungicidas bencimidazolicos

AREA RELATIVA
FIBRA MBC/BN TBZ FB
Carboxen-PDMS 75 pm 384305 1885692 3780452
PDMS-DVB 60 ym 66245 95256 232833
PA 85 um nda nda nda

a) nd: no detectado

6.1.1. Optimizacion del proceso de absorcién

Para obtener las mejores condiciones de
extraccion se estudio el efecto de la temperatura de
absorcion, el tiempo de absorcion y la adicion de
sal en el procedimiento de microextraccion en fase
sélida. Para estudiar estos tres factores se realizo
un disefilo factorial multivariable  [33,34].

Inicialmente se estudiaron las variables con un
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disefio factorial de orden 2° para obtener la
influencia que tenia cada variable en la extraccion y
la correlacion entre las mismas. Las correlaciones
parciales y divariadas obtenidas a travées del disefio

gue hemos adaptado se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.- Variables relevantes y correlacion de las variables @

Correlacion MBC/BN TBZ FB
Tiempo de Absorcién 0177 0.399 0.563
Temperatura 0.325 0.507 0.598
Concentracion de NaCl 0.862 0.648 0.347
Timp.Abs. x Temp. -0.062 -0.256 -0.495
Timp.Abs. x NaCl -0.305 -0.375 -0.246
Temp. x NaCl -0.583 -0.500 -0.276

al as maximas correlaciones corresponden a los valores +1'y -1

La temperatura (°C) y la adicion de sal (%,
m/v, NaCl) son las variables que mas afectan a la
recuperacion, y a su vez, el tiempo de absorcién
(min.) estd altamente correlacionado con la
concentracion de sal. Por este motivo estas
variables se estudiaron en dos disefios factoriales

3% tiempo de absorcién con temperatura y tiempo
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de absorcion con porcentaje de sal. El experimento
incluye nueve series por duplicado, pudiéndose
incluir otras variables en el proceso de extraccion
manteniéndolas constantes, como es el caso de la
agitacion (600 r.p.m.) y el tiempo de desorcién (10
min).

Para asegurar la eficiencia del proceso de
extraccion de los analitos de una muestra, uno de
los pasos mas importantes en el desarrollo de éste
método es determinar el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio entre la matriz de la muestra y
la fibra. En este sentido, la temperatura de
extraccidbn juega un papel fundamental en el
proceso de extraccidon, ya que ésta influye en las
tasas de transferencia de masa y en los
coeficientes de particion de los analitos.

Para la optimizacion de estas variables, se
estudié la eficiencia de extraccion (representada
por las areas relativas de los picos del
cromatograma) de los analitos a distintos tiempos
de extraccion, en un intervalo de 20-60 minutos, y

en un rango de temperatura de 20-60°C. En este
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estudio se mantuvo la concentracion de sal
constante al 30% (m/v) de NaCl. La Figura 6
muestra la superficie de respuesta relativa para las
variables tiempo de absorcién y temperatura para el
caso del TBZ. Se observa en ella un gran
incremento de la eficiencia de extraccion con el
aumento del tiempo de absorcion hasta los 40
minutos, a partir del cual el aumento no es
significativo, produciéndose una estabilizacion
progresiva de las areas relativas, a pesar de
obtener valores ligeramente superiores para un
tiempo de absorcion de 60 minutos. Por este motivo
se eligi6 un tiempo de 40 minutos como tiempo
optimo.

Por otra parte, la eficiencia de la extraccion
se incrementa con la temperatura, obteniendo las
areas maximas a 60 °C. Los resultados obtenidos
para el resto de los fungicidas estudiados son
similares a los encontrados para el TBZ.

De acuerdo los resultados anteriores, se
escogié un tiempo de absorcion de 40 minutos y

una temperatura de extraccion de 60 °C con un
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compromiso razonable entre una alta sensibilidad y
un tiempo de analisis aceptable para los fungicidas
bencimidazolicos

El efecto de la fuerza ionica es de gran
importancia en SPME. Esto se comprobd usando
distintos tiempos de extraccién (20-60 min.) con
concentraciones de NaCl que oscilaban entre O-
30% (m/v), calculando las areas relativas obtenidas.
Los resultados indican que los incrementos de las
areas de los picos en presencia de NaCl son
maximas en la franja del 15-30 % (m/v) de sal.
Finalmente seleccionamos una concentracion del
15 % (m/v), en un tiempo de absorciéon de 40
minutos. Un valor superior en la concentracion de
sal, ademas de no producir un incremento
significativo en el area de pico, podria estropear
con mayor celeridad nuestra fibra. La Figura 7
muestra la superficie de respuesta relativa para el
efecto del tiempo de absorcion y la concentracion
de NaCl para el TBZ. Resultados similares se
obtuvieron para el resto de los bencimidazoles
estudiados.
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Figura 6.- Superficie de respuesta temperatura / tiempo de
absorcion para TBZ
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Figura 7 .- Superficie de respuesta concentracion de NaCl / tiempo
de absorcién para TBZ
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6.1.2. Optimizacion del proceso de desorcién

En el proceso de desorcién es importante
hacer un analisis del tiempo necesario para que se
lleve a cabo dicho proceso. Para este estudio se
seleccion6 el metanol como disolvente para la
desorcion. Tras el proceso de absorcién de una
disolucion de analitos en condiciones optimas (40
min., 60 °C y 15% (m/v) de NaCl), optimizamos la
desorcion sumergiendo la fiora CAR-PDMS en 50
pL de metanol en un vial de cristal durante tiempos
que oscilaron entre los 4 y los 12 minutos. Si la tasa
de desorcion de los analitos es baja, un incremento
en el periodo de desorcion podria elevar la
eficiencia de extraccion de los mismos. La Figura 8
muestra los resultados obtenidos para los distintos
benzimidazoles en el intervalo de tiempo estudiado
para la optimizacién de la desorcion. Se advierte
gue las areas de los picos de los analitos aumentan
a medida que lo hace el tiempo de desorcion hasta
los 10 minutos, tiempo después del cual las areas

comienzan a disminuir. Por tanto, seleccionamos
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como oOptimo un periodo de desorcion de 10

minutos.

OFRNWAU O~ ®

04— — A — = — g — - =T — - — -y
4 6 8 10 12
Tiempo de
— - m k- desorcion
MBC/BN TBZ FB

Figura 8 .- Optimizacion de los tiempo de desorcion para
MBC/BN (), TBZ (m) y FB (e).

En resumen, los parametros optimos de
extraccion que se escogieron finalmente para los
fungicidas bencimidazélicos fueron: 40 minutos de
tiempo de absorcion, 60 °C de temperatura de
absorcion, 15 % (m/v) de NaCl y 10 minutos de

tiempo de desorcién en metanol.
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6.2. PARAMETROS ANALITICOS

La linealidad del método ha sido investigada
para rangos de 2-300 ng-mL' de MBC, 2-300
ng-mL* de BN, 0.5-300 ng-mL* de TBZ y 0.05-5
ng-mL™* de FB. Cada punto de la curva de calibrado
corresponde a la media de los valores obtenidos de
dos medidas de éareas de pico y todos los
coeficientes de correlacion fueron superiores a
0.9920. La reproducibilidad, expresada como la
desviacion estandar relativa (RSD), se obtuvo del
analisis de un grupo de seis réplicas de muestras
con 200 ng-mL* de MBC, 200 ng-mL* de BN, 100
ng-mL* de TBZ y 1 ng-mL™ de FB. Los valores de
RSD obtenidos se encuentran en un intervalo entre
el 79 y el 9 %. Los limites de deteccion se
calcularon a partir de la sefial de ruido de los picos
individuales, asumiendo una relacion sefial/ruido
igual a 3, como el minimo detectable [35]. Los
valores de este parametro para los distintos
fungicidas fueron 1.3 ng-mL™ para el MBC/BN, 0.04
ng-mL* para el TBZ y 0.03 ng-mL* para el FB.
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Los coeficientes de correlacién lineal (R?),
reproducibilidad (RSD) y los limites de deteccion

(LODs) obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.- Parametros analiticos para la determinacion de fungicidas
bencimidazdlicos con SPME-HPLC

Compuesto R2a LOD (ng-ml*)>  RSD (%)¢
MBC/BN 0.9920 1.30 9.0
TBZ 0.9996 0.04 6.6
FB 0.9942 0.03 79

a Rango de calibrado descrito en el texto

b limites de deteccion calculados como la sefial de ruido de los tres tiempos de
retencion

¢ n=6

6.3. APLICACION A MUESTRAS REALES
La combinacion SPME-HPLC con detector
de fluorescencia optimizada se aplic6 a la
determinacion de los fungicidas bencimidazélicos
en seis muestras liquidas enriquecidas con
caracteristicas  distintas para demostrar la
aplicabilidad y las posibilidades del método
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desarrollado en él analisis de estos compuestos. Se
analizaron cuatro muestras de agua de mar
tomadas en distintos puntos de la costa de la isla
de Gran Canaria (Figura 9): San Felipe® y Las
Canteras®, localizadas al Norte de la isla, Taliarte®
y Castillo del Romeral®, situadas al Este; una
muestra de agua subterranea y una muestra de
agua residual de una planta depuradora .

Las muestras se recogieron en botellas de
cristal de 1L, filtradas a través de un filtro de
celulosa de 0.45 um y almacenadas en la oscuridad
hasta el momento del analisis.

Previamente al andlisis se realizdé un blanco
de la muestra real para verificar la ausencia de
picos en los tiempos de retencibn que ocupan
nuestros pesticidas. Se comprobd que
efectivamente no aparecian picos que interfirieran
en los cromatogramas de las muestras
enriquecidas. Posteriormente, a las muestras reales
se afiadieron concentraciones de 200 ng-mL™ de
MBC, 200 ng-mL* de BN, 100 ng-mL™* de TBZ y
1ng-mL* de FB para comprobar la influencia de la

35



naturaleza de la matriz en el método. En la Figura
10 se puede observar el cromatograma de una
muestra no enriquecida de San Felipe (a) y el
cromatograma de la misma muestra una vez la

hemos enriquecido con nuestros fungicidas (b).

Gran Canaria

g =

Islas
Canarias

L

i

Figura 9 .- Localizacion de las muestras de agua de mar. San
Felipe, Las Canteras®®, Taliarte®® y Castillo del Romeral®.
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Figura 10 .- Cromatograma de un blanco de una muestra de agua
de mar (San Felipe, GC) (a), y un extracto de la misma muestra
enriquecida (b) 200ng-mL™* de MBC, 200 ng-mL™ de BN, 100 ng-mL*
deTBZy1 ng-mL'l de FB en condiciones optimas.
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La Tabla 5 resume los porcentajes de
recuperacion obtenidos en la extraccion de los
compuestos en las muestras de agua enriguecidas,

a las que se les aplicé el método optimizado.

Tabla 5.- Recuperaciones (%) y RSDs obtenidos para diferentes muestras liquidas
enriquecidas usando SPME-HPLC"

Compuesto San Las Taliarte Castillo Agua Agua
Felipe Canteras (3) del Subter. depurada
(1) (2) Romeral (5) (6)

(4)

MBC/BN  106.9+2.9 107.5+0.1 1024431 1155+0.6 80.9+6.0 88.0+5.8
TBZ 1157+15 111.9+3.3 108.1+1.1 103.0+0.2 96.9+2.9 106.7+0.9
FB 118.9+54 1122419 119.6+1.0 119.5+6.3 96.8+1.4 82.8+2.8

* media de dos determinaciones

Los mismos resultados se pueden observar
en la Figura 11 en forma de diagrama de barras.
Estos porcentajes se determinaron como la relacion
entre la cantidad extraida, calculada a partir de la
curva de calibrado, y la cantidad inicial afiadida a la
muestra real. Cada valor corresponde a la media de

los valores obtenidos a partir de dos medidas.
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Los resultados obtenidos para las muestras
de agua de mar son ligeramente mayores (aunque
muy satisfactorios) de los esperados inicialmente.
Esto puede ser debido a la presencia de distintos
tipos de sales, a parte del NaCl, que no fueron
incluidas a lo largo del desarrollo de nuestro
estudio, pudiendo haber influido en el proceso de
absorcion. Para el caso de las muestras de agua
subterranea y agua depurada los valores de
recuperacion que se obtienen también son muy
satisfactorios. Esto nos muestra que la
determinaciéon de estos fungicidas con SPME
acoplado a HPLC con deteccion fluorescente es

segura y viable.

140

120
100
80
60
40
20

Recuperacion %

San Felipe Las Canteras Taliarte Castillo del Agua Agua Depurada
Romeral Subterranea

® MBC/BN O TBZ @ FB

Figura 11 .- Porcentajes de recuperacion de las muestras de agua
enriquecidas con 200 ng-mL* de MBC, 200 ng-mL" de BN, 100
ng-mL* de TBZy 1 ng-mL™ de FB
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Finalmente y con objeto de comprobar la
validez de los resultados obtenidos con el método
optimizado, éstos fueron comparados con los
obtenidos aplicando el procedimiento de extraccion
en fase solida (SPE) a las mismas muestras reales,
usando un cartucho C;g, en las condiciones
especificadas en la Parte Experimental. En las
Figuras 12-16 aparecen ilustrados los resultados
obtenidos para las distintas muestras de agua
analizadas, observando que los resultados
obtenidos con ambos procedimientos son
comparables. SoOlo en algunos casos las
recuperaciones son ligeramente mas bajas usando
SPE.
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Figura 12 .- Comparacién de los resultados obtenidos para la
aplicacion de SPE y SPME para muestras de agua de mar de San
Felipe enriquecidas con 200 n -mL? de MBC, 200 ng-mL™ de BN,
100 ng-mL~ de TBZy 1 ng-mL~ de FB.
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Figura 13 .- Comparacién de los resultados obtenidos para la
aplicacién de SPE y SPME para muestras de agua de mar de Las
Canteras enriquecidas con 200 ng-mL™ de MBC, 200 ng-mL™ de BN,
100 ng-mL™ de TBZy 1 ng-mL™" de FB.
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Figura 14 .- Comparacién de los resultados obtenidos para la
aplicacion de SPE y SPME para muestras de agua de mar de
Taliarte enriquecidas con 200 ng-mL™* de MBC, 200 ng-mL™ de BN,
100 ng-mL™ de TBZ 'y 1 ng-mL™" de FB.
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Figura 15.- Comparacién de los resultados obtenidos para la
aplicacion de SPE y SPME para muestras de a%ua de mar de
Castillo del Romeral enriqluecidas con 200 ng-mL~ de MBC, 200
ng-mL™ de BN, 100 ng-mL™* de TBZy 1 ng-mL" de FB.
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Figura 16 .- Comparacion de los resultados obtenidos para la
aplicacién de SPE y SPME 1para muestras de agua subterranea
enriquecidas con 200 ng-mL~ de MBC, 200 ng-mL’1 de BN, 100
ng-mL* de TBZy 1 ng-mL" de FB.
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7. CONCLUSIONES

Queda demostrado el potencial del
acoplamiento SPME-HPLC con deteccion
fluorescente para el analisis de fungicidas
bencimidazodlicos en muestras liquidas ambientales.
La fibra CAR-PDMS tiene el recubrimiento éptimo
para la extraccion de estos compuestos. EI método
optimizado presenta una buena reproducibilidad y
limites de deteccion bastante bajos para todos los
fungicidas. Por otra parte, es simple, rapido, preciso
y sensible para la determinacién simultanea de
MBC/BN, TBZ Y FB en distintas muestras de agua.

Este método se podria emplear en el
monitoreo y deteccién rapida de fungicidas
bencimidazolicos en muestras liquidas ambientales
contaminadas como una buena alternativa a los
procedimientos tradicionales de extraccion y

preconcentracion.
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