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Resumen

Actualmente la poblacion humana se encuentra expuesta al contacto y a la
ingestion de plaguicidas, localizados en los alimentos y directamente en el ambiente. Las
consecuencias para la humanidad a largo plazo, pueden ser alarmantes. En México, el
mercado de estos productos ha ido expandiéndose continuamente. Como consecuencias
por el uso, se mencionan problemas como la disminucion de la fertilidad, aumento de
tipos de cancer, malformaciones congénitas, diversos tipos de alergias, mutaciones
genotipicas, problemas graves en el sistema nervioso central, desérdenes del sistema
inmunolégico humano, entre otros. Por la gran variedad de sustancias quimicas no
naturales existentes en el ambiente, asi como el gran nimero de plaguicidas utilizados,
durante un analisis puede presentarse una variedad de ellos, interfiriendo de manera
cualitativa y cuantitativa en la determinacion. Por lo tanto, es necesario estandarizar
métodos analiticos para la determinacién de plaguicidas, principalmente considerar
aquellos que determinen en breve tiempo la presencia y el nivel del contaminante. La
presencia y nivel del contaminante plaguicida es requerido para la evaluacion de los
riesgos inmediatos hacia la salud y el ambiente (agua, suelo, sedimento, aire, vegetacion
y fauna, principalmente). Es prioritario realizar investigaciones para estandarizar los
métodos para determinar residuos de plaguicidas, considerando principalmente aquellos
que presenten un menor precio, rapidez en la determinacion, condiciones constantes de
adsorcion, los que mantienen una buena purificacién de los extractos de las muestras,
entre otros. Siendo necesario un acuerdo entre instancias de gobierno y laboratorios

particulares, para trabajar con un mismo propdsito.

Palabras clave: Metodologias, impacto, contaminantes, plaguicidas.
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Abstract

Methodologies for study of the impact of pollutant pesticides.

Nowadays the human population is exposed to the contact and to the ingestion of
pesticides located in the food and directly in the environment. The consequences for the
long-term humanity, can be alarming. In Mexico, the market of these products has gone
expanding constant. As consequences for the use, there are mentioned problems like the
decrease of the fertility, increase of types of cancer, congenital malformations, diverse
types of allergies, mutations genotipicas, serious problems in the nervous central system,
disorders of the immunological human system, between others. For the great variety of
chemical substances no existing natives set in, as well as great the number of used
pesticides, during an analysis one can present a variety of them, interference in a
qualitative and quantitative way in the determination. Therefore, it is necessary to
standardize analytical methods paragraph the determination of pesticides, principally
consider those that should determine shortly time the presence and level that of the
pollutant. The presence and level of the pollutant pesticide is needed for the evaluation of
the immediate risks towards the health and the environment (water, soil, sediment, air,
vegetation and fauna, principally). It is priority to realize investigations to standardize
the methods to determine residues of pesticides, considering principally those who should
present a minor price, rapidity in the determination, constant conditions of adsorption,
which support a good purification of the extracts of the samples, between others. Being
necessary an agreement among instances of government and particular laboratories, to

work with the same intention.

Keywords: Methodologies, impact, pollutants, pesticides.
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Introduccion

En las ultimas dos décadas, numerosos investigadores han venido denunciando la
problematica que existe por el uso masivo y mal manejo de plaguicidas en el campo
mexicano; asi como, la contaminacion del agua, suelo y en especial de los alimentos
(Villa, 2004). Sin embargo, poco se sabe de lo que pasa con aquellos plaguicidas para el

control de plagas domésticas y de jardin.

Dependiendo de las circunstancias, el contacto con plaguicidas puede dafiar a la
poblacion humana. Por ejemplo, si el contacto es con dosis altas, puede producir hasta la
muerte; pero dosis bajas con largos periodos de contacto u exposicion pueden provocar
enfermedades como algunos tipos de cancer u otras poco conocidas y por lo tanto,

dificiles de diagnosticar.

El nUmero de personas que mueren por exposicion directa a los plaguicidas es
bajo; sin embargo, la mayoria de los plaguicidas no muestran un efecto inmediato, ya
que su toxicidad queda latente y actia paulatinamente. Decenas de miles de personas se
envenenan con ellos todos los afos padeciendo sintomas mas o menos graves. La
mayoria son agricultores u otras personas que trabajan con éstas sustancias. (Jimeno-
Diestro, 2008; Loépez y Gallardo, 2001). Villa (2004), menciona que la mitad de los
envenenamientos y el 90% de las muertes en el mundo relacionado con plaguicidas,
ocurren en los paises en desarrollo. Los principales factores son: etiquetas inadecuadas,
analfabetismo, nula asistencia técnica y vigilancia; asi como el uso indiscriminado y la

mala asistencia médica.

Actualmente la poblacion humana se encuentra expuesta diariamente al contacto
y a la ingestion de pequefiisimas cantidades de plaguicidas, localizados en los alimentos y
directamente en el ambiente. Algunos autores sugieren que las consecuencias para la
humanidad a largo plazo, pueden ser serias. Se mencionan problemas como la

disminucion de la fertilidad, aumento de tipos de cancer, malformaciones congénitas,
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diversos tipos de alergias, mutaciones genotipicas, problemas graves en el sistema

nervioso central, desdérdenes del sistema inmunolégico humano, entre otros (Baldi et al.

2003; Douwes, et al. 2003; Mills y Yang, 2003; Shaw, et al. 2003; Loffredo, et al. 2001).

En México, el mercado de estos productos ha ido expandiéndose continuamente.
En 1990 la Asociacion Mexicana de Estudios para la Defensa del Consumidor ha
identificado alrededor de 50 productos diferentes para uso en interiores, huertos
familiares y jardines, en una gama de diferentes presentaciones (aerosoles, polvos,

humos, collares, pelets, etc.).

La Asociacion de Quimicos Analiticos Oficialaes de EUA (AOAC), publica
periddicamente las referencias consideradas como oficiales y de calidad para poder
realizar estudios analiticos de residuos de plaguicidas. Por la gran variedad de sustancias
quimicas no naturales existentes en el ambiente, asi como el gran nimero de plaguicidas
utilizados, durante un andlisis puede presentarse una variedad de ellos, interfiriendo de
manera cualitativa y cuantitativa en la determinaciéon. Por lo tanto, es necesario
estandarizar métodos analiticos para la determinacion de plaguicidas, principalmente
considerar aquellos que determinen en breve tiempo la presencia y el nivel del

contaminante.

La presencia y nivel del contaminante plaguicida es requerido para la evaluacion
de los riesgos inmediatos hacia la salud y el ambiente (agua, suelo, sedimento, aire,

vegetacion y fauna, principalmente).

Consideraciones en la determinacion de plaguicidas.
Tipo de muestra

Es importante mencionar el procedimiento para tratar las muestras de diversos
productos alimenticios, tejidos de animales y en el ambiente, para realizar el analisis de
residuos de plaguicidas. Por ejemplo en las frutas y las verduras se analizan para

determinar agua, proteinas, grasas, extracto libre de nitrégeno, fibra y cenizas; en la
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leche se determinan principalmente las proteinas; en la carne solo fibra y el extracto libre

de nitrégeno que contiene carbohidratos y acidos organicos. Los constituyentes
fundamentales para tratar en los andlisis de residuos de plaguicidas son agua, grasa y
fiora en las muestras de poca humedad. Aunque la fibra y las macroproteinas del
musculo no son removibles por los solventes organicos utilizados en la extraccion, es
necesario considerarlas por su potencial de retener los residuos de plaguicidas que se
pueden adsorber o ser incorporados por estas estructuras. El extracto de una muestra
puede contener cierta cantidad de agua, proteinas, grasas, carbohidratos o &acidos
organicos. La cantidad relativa de cada uno de ellos varia segun el tipo de muestra, el
solvente utilizado en el proceso de extraccidon y el tipo de proceso de extraccion. Los
parametros de un andlisis se escogen de acuerdo con las siguientes clasificaciones de las

muestras para procesar:

Preparacion de la muestra

De acuerdo a Waliszewski (2001), Cooper et al. (1988) y Vega (1985), cada grupo
necesita su procesamiento especifico para prepararlo; se trituran para obtener una
muestra representativa y uniforme para el proceso analitico subsiguiente. Con excepcion
de las muestras liquidas, siempre es necesario mezclarlas y triturarlas para que la parte
tomada para el andlisis sea representativa de la muestra total. El tamafo final de las
particulas de una muestra triturada debe ser adecuado para que el solvente extractor
pueda interactuar con facilidad en ellas. Las particulas de muestras humedas pueden
llegar hasta unos milimetros, ya que reaccionan con los solventes que se mezclan con el
agua y se rompen con facilidad durante el proceso de extraccion. Las muestras de baja
humedad presentan matrices rigidas, a la cual debe penetrar el solvente extractor para
liberar los residuos de plaguicidas. Las muestras de poca humedad y ricas en grasa,
requieren el tamario final de las particulas menores de 0.5 mm obtenidas de la muestra
durante el proceso de ultra homogenizacion. Los procesos de homogeneizacion de la

muestra pueden iniciar la degradacion del plaguicida expuesto a la variedad de

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
sustancias reactivas naturales. Al mismo tiempo, las muestras sometidas al proceso de

secado pueden perder la mayor parte de los residuos por su volatilizacion.

Los estudios sobre procesos de extraccion conducidos por Luke y Masumoto
(1987), observaron degradacion en las primeras seis horas después de una
homogeneizacion, hasta de 50% de clorotalonilo en muestras de guisantes. Como
resultado de este estudio se confirmé que, durante la trituracion de la muestra, empieza
el proceso de degradacion de los plaguicidas, lo que depara resultados menores. Para el
fendbmeno de iniciacion del proceso de degradacion de los plaguicidas durante la
homogeneizacion de la muestra, se deben considerar las propiedades fisicoquimicas de

los plaguicidas al preparar la muestra para su analisis.

Extraccién de la muestra

Los métodos antiguos empleados en el andlisis de residuos de plaguicidas para
productos humedos y poco grasosos, utilizan el proceso de extraccidn con una licuadora
de gran velocidad y solventes no polares, como hexano o benceno. El uso de licuadoras
tipo Waring en la extraccion se aceptdé por su gran eficacia y buena recuperacion. El
proceso de licuacion reduce las particulas de la muestra e incrementa la interaccion entre
ésta y el solvente de extraccion. Los problemas de emulsificacion que se presentaban
durante la extraccién con solventes no polares, han sido resueltos por la aplicacion de
isopropanol como segundo solvente o al saturar el extracto con cloruro de sodio o sulfato
de sodio.

Las determinaciones tratadas con insecticidas demostraron que con dos solventes
de polaridad diferente se obtienen mejores resultados, comparado con la extraccion
realizada con un solo solvente no polar. Los resultados superiores obtenidos con dos
solventes indican que el solvente penetrd a la matriz de la muestra. Como consecuencia
de varios estudios, los analistas de plaguicidas seleccionaron el acetonitrilo como el
mejor solvente polar para la extraccion, el cual proporciona un extracto bastante limpio y
con recuperacion cuantitativa de los plaguicidas; este solvente de extraccion se extendio
para casi todos los plaguicidas determinados en productos humedos y poco grasosos. De

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
ésta manera, su uso elimind la necesidad de extracciones multiples para obtener la

recuperacion cuantitativa de los residuos; el factor de recuperacion depende del volumen
de acetonitrilo utilizado en la extraccion (Mills et al. 1963). Técnicas similares de un solo
paso de extraccion se han desarrollado con acetona (Luke et al. 1988) y acetato de etilo
(Waliszewski et al. 1988, 1997) como solventes de extraccion. La razén del uso de estos
solventes es la capacidad de disolver agua, grasa, proteinas y otros compuestos de la
matriz de la muestra, ademas, pueden romper los enlaces entre el plaguicida y la matriz
de la muestra, con lo que la extraccion se define como el proceso de particion entre el
contenido de la muestra y el solvente.

El analisis de las muestras ricas en agua y grasa (p. €j., carne y productos
lacteos) requiere de solventes que se mezclan con el agua para desnaturalizar la
muestra. Por lo general, en el analisis se emplean mezclas de solventes polares con no
polares (p. ej., éter etilico y éter de petréleo) para extraer la grasa de la muestra. Los
meétodos analiticos disefiados para productos ricos en agua y grasa limitan el tamafo de
la muestra, de la cual no se debe extraer mas de 2 g de grasa. Las tolerancias
establecidas para este tipo de productos estan disefiadas con base en los lipidos
extraidos y no en la muestra fresca o total. El analisis de productos ricos en grasa se
limita principalmente a los plaguicidas liposolubles que se acumulan en ella; la menor
parte y la de menos interés la constituyen los plaguicidas polares que se pueden
encontrar basicamente en la fase acuosa de la muestra, después de la extraccion de los
plaguicidas no polares Waliszewski (2001).

El andlisis de productos poco humedos (como heno o paja), requiere que el
solvente orgéanico (p. ej., acetonitrilo) utilizado en la extraccién se mezcle con agua, en
cantidad aproximada 65 + 35 (Waliszewski et al. 1985). La acciéon del agua en este tipo
de extraccion consiste en la desactivacion de los centros activos y de los grupos
hidroxilos presentes en la fibra de celulosa que adsorben con gran fuerza a los
plaguicidas (Waliszewski y Rezepczynski, 1980). Aparte de la desactivacion, el agua
utilizada rompe la estructura de celulosa, lo que permite una migracion mucho mas facil
de los residuos de plaguicidas hacia la fase orgéanica del solvente.
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Valoracion del proceso de extraccion

Para precisar la exactitud de un método analitico, se realiza siempre un estudio de
fortificacion afadiendo una cantidad conocida del plaguicida a la muestra y mas tarde se
siguen todos los pasos que incluye el método. El porcentaje de recuperacion, aunque no
necesariamente proporciona las medidas de exactitud del método, puede indicar datos
sobre la eficacia del paso de extraccion de la muestra; esto sefiala que los plaguicidas,
cuando se adicionan a la muestra, son adsorbidos de inmediato por la matriz de ésta. El
error de los estudios de recuperacion comienza en la extraccion, cuando la muestra
entera es licuada con el solvente. La recuperacion alrededor de 100% se logra cuando la
manera de fortificacion consiste en rociar, por encima de la muestra, una solucidon de
testigos y después se adicionan los solventes de extraccion. Al contrario, se esperan
resultados bajos al inyectar la solucion de testigos dentro de la muestra y después de
varias horas se procesa la extraccion. Los resultados de los estudios sobre la extraccion
de algunos plaguicidas con solventes de diferente polaridad, ilustran la dificultad de
disefiar un proceso de recuperaciéon que refleje con exactitud la eficiencia de la
extraccion. Cuando las muestras de carne y leche fortificada con insecticidas han sido
extraidas por la mezcla de hexano y éter etilico, la recuperacion aumenta de 10 a 92%, a
pesar de que so6lo se extrajo 10% de las grasas de la carne y la leche. Las recuperaciones
mayores de 10% indican que los insecticidas de la solucion de testigos no penetraron a la
matriz del glébulo de grasa. Las recuperaciones bajas indican que los plaguicidas fueron
adsorbidos por compuestos hidrofébicos e hidrofilicos de la superficie del glébulo de
grasa. Al utilizar etanol en la extraccion para destruir la membrana del glébulo graso de
1,1, la recuperacion de los plaguicidas aumenta de 77 hasta 92%. La recuperacién menor
de 100% se debe a las fuerzas de enlace en la fase acuosa de la muestra (Waliszewski et
al. 1997; 1988; 1985 y Waliszewski y Rezepczynski, 1980).

Los estudios de fortificacion, por tanto, deben revelar una evaluacion de la
exactitud del método analitico, de acuerdo con la cantidad del plaguicida agregado a la
matriz de la muestra, antes de su extraccion y el nivel de fondo que puede interferir en el
porcentaje de recuperacion.
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Luke y Masumoto (1987), realizaron estudios con insecticidas marcados con C* y
les indicaron una buena recuperacion al utilizar la homogeneizacién de la muestra con
licuadora y una mezcla de solventes isopropanol y hexano. La radioactividad de C ** se
recuperd cuantitativamente cuando a la extraccion inicial con licuadora siguié la
extraccion completa en el aparato de Soxhlet utilizando la mezcla de metanol con
cloroformo (Gorbach, 1977 citado por Waliszewski, 2001).

En una muestra de suelo se logr6é la extraccion completa con una mezcla de
solventes isopropanol y hexano. y se recuperd hasta 92% de los insecticidas, mientras
que la extraccion con acetato, de etilo o cloruro de metileno sin el paso de desactivacion
de los centros activos de la muestra de suelo, recuperd 77 y 65% de los plaguicidas,
respectivamente (Burke et al. 1966). Al repetir los pasos de extraccion, la recuperacion
de los plaguicidas de la muestra de suelo aumentd 85%. La desactivacion de la muestra
de suelo con agua, la cual disminuye las fuerzas de enlace, aumenta la recuperacion de
los plaguicidas, alcanzando hasta 98% (Waliszewski et al. 1985 y Waliszewski y
Rezepczynski,1980). El proceso de extraccion con acetonitrilo desarrollado por Mills et al.
(1963), present6 alrededor de 100% de recuperacion de los plaguicidas, lo que dependid
de la relacion entre la cantidad de la muestra y el volumen de acetonitrilo utilizado, asi
como del nimero de extracciones.

Los resultados indican que la recuperacion suficiente se logra cuando se utiliza la
proporcion del solvente y la muestra en cantidad de 2 a 1. Algunos autores seflalan la
obtenciéon de valores bajos en los estudios de recuperacion, originados por la
imposibilidad del plaguicida para reaccionar con la matriz de la muestra al dejarlo en
contacto por un corto tiempo. En los estudios de Szymczynski y Waliszewski (1982), las
muestras fortificadas se dejaron por 24 horas para que el plaguicida penetrara a la
matriz de la muestra o reaccionara gquimicamente con la muestra, estimulando las
condiciones normales del ambiente, antes de pasar a la extraccion. En estas condiciones,
al alcanzar la recuperacion mayor de 80%, justifican los resultados de concentraciones
de plaguicidas determinados, ya que reflejan las concentraciones verdaderas de
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contaminacion. Cuando los resultados de extraccion oscilan alrededor de 100% para una

variedad de productos y plaguicidas, esto indica que la relacion entre la matriz
constituida por agua, proteinas, grasa y fibra de la muestra ha sido rota por la accion del
solvente.

El método de Luke et al. (1988) sustituyo el acetonitrilo del método de Mills et al.
(1963) por la acetona, y obtuvo valores parecidos. La extraccion triple con acetona
rompié en su totalidad los enlaces con la matriz de la muestra, dejando al final de la
extraccion un polvo blanco de celulosa. El método de Waliszewski y Waliszewski (1986a y
1997) reveld los resultados compatibles de recuperacion con los métodos de Mills et al.
(1963) y de Luke et al. (1988), y ademas, una elevada recuperacion para los insecticidas
polares, solubles en agua, como el Metamidofos.

Por lo tanto, y con base en los estudios mencionados, se pueden recomendar los
tres solventes (acetonitrilo, acetona y acetato de etilo) como los mas apropiados en la
determinacion de residuos de plaguicidas, tomando en cuenta la cantidad de agua
contenida en la muestra para desactivar con agua los centros activos de una muestra
seca.

Aunque es posible extrapolar el valor de la extraccidon entre las muestras pobres
en grasa, el problema se complica con las muestras grasosas. Los estudios de
fortificacion antes mencionados, que proporcionaron la recuperacion desde 77 hasta
92%, constituyen hasta la fecha el método reconocido y recomendado por la Asociacién
de Quimicos Analiticos Oficiales de EUA (AOAC) para la extraccion de grasas. Es
importante mencionar que la (AOAC), publica peridédicamente las referencias
consideradas como oficiales y de calidad para poder realizar estudios analiticos de

residuos de plaguicidas (Waliszewski, 2001).

Residuos enlazados y conjugados

Los términos residuos enlazados y residuos conjugados provienen de estudios con
plaguicidas marcados con elementos radioactivos que se aplicaron a plantas, animales y
suelo; los cuales fueron no extraidos por métodos convencionales. Los plaguicidas y sus
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metabolitos obtenidos de la matriz como resultado de la interaccion con los productos

naturales de las plantas, animales o suelo, se denominan residuos conjugados. El
material radioactivo atrapado y que no se extrajo durante las extracciones con solventes,
se denomina residuos enlazados. Hasta ahora, no se ha definido con exactitud qué parte
de un plaguicida es atrapada por la estructura de la matriz, por un tipo desconocido de
enlaces, o déonde los metabolitos de los plaguicidas son quimicamente enlazados por un
fragmento insoluble (Waliszewski, 2001; y Szymczynski y Waliszewski 1982).

Las investigaciones realizadas en el campo con plaguicidas marcados con el
carbono C'* para comparar la eficacia de varios solventes orgéanicos, indican al metanol
como el solvente con mayor capacidad de recuperar el plaguicida marcado (Gorbach,
1977 citado por Waliszewski, 2001; y Wheeler et al. 1983). La mayor potencia del
metanol en recuperar el plaguicida marcado con C ** se explica por su participacion en
reacciones solvoliticas, que liberan los plaguicidas enlazados de las matrices insolubles,
asi como por la mayor polaridad que permite competir con los enlaces electroestaticos
entre el plaguicida y la matriz de una muestra.

Las tolerancias establecidas por las autoridades sanitarias no incluyen en sus
normas a los residuos enlazados y conjugados (esto en Estados Unidos; para México se
desconocen). Su grado de toxicidad en forma de un complejo se considera como baja,
pero al liberarse en el tracto digestivo con los alimentos, en sus condiciones hidroliticas,
pueden presentar un valor toxico que no se ha considerado; por ello, se recomienda el
uso de condiciones hidroliticas durante la extracciéon o un solvente de gran polaridad, que
permita liberar a los plaguicidas atrapados por los enlaces de las sustancias naturales,
para lograr la extracciéon completa de los residuos contenidos en una muestra estudiada

(Gorbach 1977 citado por Waliszewski, 2001; y Szymczynski y Waliszewski, 1982).

Seleccioén del solvente y la concentracién del extracto

La propiedad mas importante es su temperatura de ebullicion (t. eb.), que
determina el tiempo necesario para concentrar el extracto a un grado requerido para
alcanzar la sensibilidad de la técnica analitica. El uso de un solvente con temperatura de
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ebulliciébn baja, reduce significativamente el tiempo requerido para su concentracion.

Como ejemplo se puede citar uno de los métodos antiguos que utilizé una columna
cromatografica con carbono en la purificacion del extracto de acetonitrilo. EI método
contempld la recuperacion de los residuos de plaguicidas utilizando acetonitrilo (t.eb.
81.6'C), benceno (t. eb. 80.1 'C) y después acetato de etilo (t.eb. 77 'C). Al evaporar la
mezcla de los solventes hasta 1 ml, se agrego6 isopropanol (t.eb. 82.5 'C) y se concentro
dos veces, para remover los restos de acetonitrilo. Luke et al. (1988), en su método
consider6 el paso de purificacion del extracto acetdnico recuperando los residuos de
plaguicidas de la columna con cloruro de metileno (t.eb. 39.8' C) y acetona (t. eb. 56.3
'C). Los residuos de cloruro de metileno que disuelven las fases de las columnas y
afectan a los detectores de cromatégrafos de gases fueron removidos por éter de
petréleo. El tiempo necesario para la concentracion de los solventes en el método de
Luke et al. (1988) fue de 15 min, en comparacién con 1 a 3 horas necesarias para la
concentracion de los solventes pesados (Waliszewski, 2001; y Szymczynski vy
Waliszewski, 1982).

Las técnicas analiticas que utilizan hexano (t.eb. 69 'C) como solvente se pueden
modificar si se sustituye por la fraccion de éter de petréleo 40-60 'C o mejor por la
fraccion de 40-50 'C (Waliszewski y Rezepczynski, 1980). En comparacion con el tiempo
requerido para concentrar 100 ml de un solvente en el concentrador de Kuderna-Danish,
el éter de petréleo necesita s6lo 5 min, mientras el hexano demora hasta 20 min. Por
ello, el éter de petrdleo se puede utilizar en lugar de benceno (que ademas es muy
toxico), y el cloruro de metileno en vez de cloroformo o tetracloruro de carbono.

El uso de acetona en la determinacién de residuos de plaguicidas presenta
ventajas sobre el acetonitrilo, el cual afecta y se considera como un veneno para los
detectores selectivos de cromatdgrafos de gases; por ello es necesario un cambio de
solvente eliminando los residuos de acetonitrilo antes de realizar una corrida
cromatografica. El metanol, cuya molécula es parecida a la de la acetona, no esta
permitido en el andlisis residual por su propiedad solvolitica. Los estudios comparativos
de la respuesta de un cromatégrafo de gases en soluciones de carbarilo en metanol y en

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
acetona, revelaron picos grandes y reproducibles en la solucion aceténica, mientras que

en la solucion metandlica los picos apenas fueron detectados. Estos resultados indican
una gran reactividad solvolitica del metanol. En otros estudios se han comparado las
respuestas cromatograficas de las soluciones de clorotalonilo, preparadas en metanol,
acetona e isooctano, y hay una respuesta de 70% en la solucibn metandlica en
comparacion con 100% de los otros solventes. Ademas, los estudios de concentracion de
los extractos en el aparato de Kuderna-Danish revelaron que el metanol practicamente
estaba destruyendo a los plaguicidas, razén por la que sélo se usa como participante de
las mezclas de extraccién para romper los enlaces entre el plaguicida y la matriz de una
muestra (Waliszewski et al. 1997; y Waliszewski y Rezepczynski, 1980).

Para la concentracion de extractos voluminosos hasta unos mililitros, algunos
analiticos inclinan su preferencia al aparato de Kuderna-Danish, el cual con algunas
modificaciones permite evaporar, en paralelo, varias muestras. El rotavapor con una baja
presion requiere mucho cuidado para no perder los residuos de plaguicidas cuando el
extracto se esta evaporando casi hasta sequedad. Los estudios sobre la recuperaciéon de
plaguicidas durante la concentraciéon de extractos con el rotavapor, indicaron que las
mayores pérdidas de plaguicidas son causadas por el chorro de aire que entra y pasa por
la muestra para equilibrar la presiéon. La modificacion del aparato consistio en la
eliminaciéon de la manguera que conduce el aire hacia el matraz que contiene la muestra,
y se elimind asi el paso directo de aire por la muestra; lo que proporcioné resultados
sorprendentes durante el proceso de concentracion, logrando hasta 100% de
recuperacion para los plaguicidas muy volatiles, como el Diclorfés y Aldicarb (Waliszewski
y Waliszewski, 1992).

El chorro de nitrégeno se utiliza con frecuencia para reducir el volumen final de la
muestra antes de analizarla por cromatografia de gases o liquidos. Se han detectado
grandes pérdidas de la mayor parte de los residuos de plaguicidas, ya que son volatiles,
y especialmente cuando el volumen del solvente se aproxima a sequedad. Las pérdidas
bajo estas condiciones pueden ser menores cuando la solucidon se concentra antes del
paso de purificacion, ya que los residuos estan protegidos por las sustancias coextraidas
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procedentes de la muestra. El uso de la microcolumna de Snyder permite concentrar

rapidamente la cantidad del extracto hasta 0.1 a 0.3 ml en bafio maria y bajo un chorro
de nitrégeno, sin tener pérdidas significativas de los plaguicidas. Esta técnica se
recomienda so6lo para las soluciones relativamente limpias, ya que los extractos crudos
por la presencia de sustancias de origen natural, pueden causar pérdidas por proyeccion

rapida del solvente (Waliszewski y Waliszewski, 1992).

Principios de purificacion

Durante el analisis de residuos de plaguicidas, de ser posible, se debe evitar el
paso de purificacion del extracto que siempre origina pérdidas de los plaguicidas o sus
metabolitos. Hasta el proceso cromatografico de permeacion por geles que separa los
compuestos quimicos de acuerdo con su peso molecular, causa algunas pérdidas
inexplicables, ya que tedéricamente el plaguicida deberia recuperarse en forma
cuantitativa. El desarrollo de los detectores especificos de cromatografos de gases,
redujo la necesidad del paso de purificacion de los extractos, disminuyendo el fondo de la
muestra, que no fue posible de lograr con el detector de captura de electrones (ECD)
(Drescher et al. 1983 citados por Waliszewski, 2001; Waliszewski y Waliszewski 1986a;
1986b). Las muestras grasosas siempre requieren el paso de separacion de las grasas,
las cuales, por ser poco volatiles, se acumulan en el inyector del cromatégrafo y afectan
el proceso de cuantificacién y separacion de los compuestos determinados, e interfieren
también en la inyeccion subsiguiente. La purificacion del extracto durante el analisis de
plaguicidas a veces es indispensable, cuando en la determinacién de una muestra no
purificada se obtienen resultados irregulares con un gran fondo o el pico del plaguicida es
deformado o sobrepuesto por otra sustancia procedente de la muestra. El proceso de
purificacion también resulta benéfico por el hecho de que el plaguicida se recupera de
una columna con absorbentes que tienen un volumen caracteristico y previamente
establecido para un plaguicida, confirmando asi su identidad (Drescher et al. 1983

citados por Waliszewski, 2001; y Waliszewski y Waliszewski 1986a; 1986b).
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Particion

Se utiliza para remover el agua y otras sustancias polares, solubles en agua como
azUcares o almidones, de los extractos de la muestra. Esta técnica suele identificarse
como la parte integra que sigue después de la extraccion de una muestra. Mills et al.
(1963), en su método utilizan la particibn con agua para remover los solventes
hidrosolubles utilizados en la extraccion cuando su presencia no es deseada y pueden
interferir en el proceso de purificacion. Durante este paso, los plaguicidas con mayor
grado de hidrosolubilidad (por ejemplo el Metamidofés) pueden presentar grandes
pérdidas en su recuperacion (Waliszewski y Waliszewski, 1986a). El método de Luke y
Masumoto (1987) no contempla la adicibn de agua, por lo que revela una buena
recuperacion de los plaguicidas polares y no polares.

El contenido de grasa en el extracto se puede reducir por la particiéon entre el
acetonitrilo y el éter de petréleo (Waliszewski, 1981; Waliszewski y Waliszewski, 1986b).
El principio de esta técnica consiste en la poca solubilidad de las grasas en el acetonitrilo
y una muy buena solubilidad en el éter de petrdleo. Una muestra que contiene hasta 3 g
de grasa en su extracto, por medio de la particién reduce su contenido a 0.2 g 0 menos,
cantidad aceptable para la cromatografia de columna. Si se repite tres veces la particion
entre el acetonitrilo y el éter de petréleo, muchas veces se habilita una muestra grasosa
para su inyeccion inmediata al cromatégrafo de gases. Esta particion remueve solo las
grasas, y a veces es necesario realizar la purificaciéon en la columna cromatografica para
separar los plaguicidas de los compuestos procedentes de la muestra que interfieren en

la determinacion final.

Cromatografia de adsorcion
Florisil

Antes de su uso, el Florisil se activa en el laboratorio por un tiempo minimo de 5
horas a 130'C. Su fuerza de adsorcion se verifica por la elucion de 1 ml de una mezcla de
testigos de plaguicidas para identificar el porcentaje de recuperacidon, asi como para
establecer las mezclas de solventes idoneas para la recuperacion cuantitativa de los
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plaguicidas y la recuperacion menor posible de sustancias que interfieren en la

determinacién cromatogréfica.

Szymczynski y Waliszewski (1982), desactivaron el Florisil previamente activado a
una temperatura de 130'C, pasando por la columna una mezcla de éter de petréleo y
éter etilico con 2% de etanol (70 + 30) y los residuos de plaguicidas se recuperaron con
una mezcla de éter de petroleo y éter etilico con 2% de etanol (94 + 6), lo que
disminuydé de manera significativa el volumen de los solventes con una recuperacion
cuantitativa de los plaguicidas estudiados.

Para mejorar la separacion de los plaguicidas de los carotenos y los sulfatos
orgéanicos procedentes de las muestras, cubrieron la superficie del Florisil con nitrato de
plata (Beyer, 1981 y Thier, 1981 citados por Waliszewski, 2001 y Suzuki et al. 1979).

La purificacion de los extractos en las columnas empacadas con Florisil se
recomienda para los plaguicidas no polares o moderadamente polares (Viersino et al.
1971). Por ello, la estandarizacion del Florisil se realiza con compuestos relativamente no
polares. Los plaguicidas polares, como el Metamidofds, debido a su fuerte enlace con el
adsorbente, son casi imposibles de recuperar. Cierta variacién en la fuerza adsorbente
del Florisil entre los lotes diferentes puede afectar la elucion de los plaguicidas
estudiados, lo que indica cambios importantes en el volumen de elucién, especialmente
para los plaguicidas mas polares. Al cambiar a un lote nuevo, se recomienda realizar un
estudio de elucion para determinar el volumen de retencién para los plaguicidas
estudiados y evaluar el porcentaje de recuperacion durante el proceso de purificacion de

la muestra.

Oxido de alumnio

El 6xido de aluminio se introdujo en el analisis de residuos de plaguicidas
sustituyendo al Florisil, con la ventaja de su menor precio y condiciones constantes de
adsorcion. Para recuperar los residuos de plaguicidas de una columna de oOxido de
aluminio se utilizan los mismos solventes organicos recomendados para el Florisil; para
mejorar la recuperacion de los plaguicidas de una columna de Oxido de aluminio, se
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procede a la desactivacion previa con una determinada cantidad de agua. Asi, para el

analisis Greve et al. (1974) citados por Waliszewski (2001), utilizaron 6xido de aluminio
Woelm bésico desactivado con 9% de agua.

Steinwandter et al. (1975 y 1979) citados por Waliszewski (2001), seleccionaron
el 6xido de aluminio basico Merck Art. 1061 desactivado con 3 o 4% de agua como el
idoneo, y que permitié obtener picos angostos de volumen de_elucion durante el analisis
de residuos de plaguicidas. Para obtener mejores resultados de purificacion de los
extractos de plaguicidas en comparacion con el Florisil, Wells et al. (1977) y Kveseth y
Brevik (1979) desactivaron el 6xido de aluminio con 5% de agua antes de su uso;
mientras que Telling et al. (1977) lo desactivaron hasta con 10% de agua para mejorar
la recuperacion de los plaguicidas de una columna cromatografica, manteniendo una

buena purificacion de los extractos de las muestras.

Gel de silice

Desactivado previamente con una determinada cantidad de agua introdujo en el
analisis de plaguicidas por la fuerte y selectiva adsorciéon de algunos plaguicidas por el
Florisil y el 6xido de aluminio, que causé una disminucién significativa de recuperacion,
asi como por un mayor precio de ambos adsorbentes. Lo anterior recomendd al gel de
silice desactivado con 0.5 hasta 30% de agua para la purificacion de los extractos
durante el analisis con una recuperacion cuantitativa de los plaguicidas estudiados.
Kveseth y Brevik (1979), han recomendado para el analisis de plaguicidas el gel de silice
Woelm 0.063-0.2 mm activado durante 24 horas en el horno a 130'C y después
desactivado con 0.5% de agua. Sin embargo, Steinwandter (1982) y Steinwandter
(1980) citado por Waliszewski (2001), han recomendado como idéneo el Kieselgel 60,
70-230 mesh de MerckArt. 7734, activado durante 16 horas en el horno a 130°C y
desactivado después con 10% de agua. El proceso de miniaturizacién del analisis de los
plaguicidas llevé consigo a una drastica disminucion de la cantidad del adsorbente
utilizado hasta 1 g, lo que en consecuencia redujo el volumen de los solventes organicos
necesarios para la recuperacion de los residuos de plaguicidas (Specht y Tillkes, 1980;
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Lores et al. 1987 y Cetinkaya 1988). Este procedimiento permitié reducir

significativamente hasta en 80% el costo durante el analisis de residuos de plaguicidas.

Carbén

El objetivo de los métodos analiticos que utilizan el carbon es remover de los
extractos las sustancias organicas de peso molecular mayor, como los pigmentos de
plantas y grasas. Normalmente, el carbdn se mezcla con 6xido de magnesio o con Celite
545, y después de pasar el extracto por la columna, los residuos de plaguicidas se
recuperan con acetona o con cloruro de metileno. El carbén tiende a adsorber con mayor
fuerza los compuestos clorados y los que contienen el anillo de benceno en su estructura
quimica. Si el uso del carbén es indispensable para purificar un extracto que contiene un
plaguicida con el anillo bencénico, para recuperarlo se necesita una mezcla de solventes
muy polares, como benceno y acetonitrilo. Los plaguicidas polares (como Metamidofos)
han reaccionado con el carbén disminuyendo drasticamente la recuperacion. El uso del
carbon y sus derivados en el analisis de residuos de plaguicidas se recomienda para las
muestras que contienen compuestos de azufre y que interfieren en la determinacion
cromatogréfica. Los estudios de Luke y Masumoto (1987) sobre el poder de purificacion
del carbén de origen distinto, no indicaron diferencias en la capacidad de detener los
plaguicidas entre los diversos lotes de carbén ni en la capacidad de purificar los extractos
estudiados. La mezcla de carbon con acido no revelé su influencia para detener los
plaguicidas ni tampoco en la calidad del eluato. En el desarrollo de métodos analiticos de
plaguicidas, el carb6n no es de gran importancia, y encuentra su uso sélo en algunos

casos especificos.

Diatomitos
Para purificar los extractos acetonicos de vegetales fortificados con 24 insecticidas
organofosforados, Hopper (1988) ha introducido los diatdmitos desactivados con

fosfatos. Los resultados de recuperacion indicaron valores excelentes de 100% de los
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plaguicidas, y hasta 80% de recuperacion del Metamidofés, conocido por ser muy dificil

de recuperar de los demas adsorbentes.

Permeacion por geles

Otro método en la purificacion de los extractos vegetales y animales durante el
analisis de los residuos de plaguicidas es la cromatografia sobre geles. Este proceso
consiste en una filtracion fraccionada a través de resinas colocadas en una columna
cromatografica que separa los compuestos quimicos de acuerdo con su peso molecular.
Como fases estacionarias se utilizan geles granulados, y como medio de elucién, mezclas
de solventes orgéanicos. En el analisis de los residuos de plaguicidas, la permeacion por
geles fue utilizada por primera vez por Stalling et al. (1972) citados por WaliszewskKi
(2001), para purificar un extracto de aceite de pescado que pasaron por una columna de
27 cm de longitud empacada con resina Bio-Beads SX-2. La elucién de los plaguicidas se
realizé con ciclohexano. Los estudios subsiguientes realizados por Stalling (1974) citado
por Waliszewski (2001), Griffitt y Craun. (1974), Johnson et al. (1976) selecciona-en la
resina Bio-Bead SX-3 y una mezcla eluyente de tolueno y acetato de etilo (1 + 3), como
los mas apropiados para el andlisis de residuos de plaguicidas. Meemken et al. (1977)
citados por Waliszewski (2001), ocuparon una columna mas larga de 35 cm de longitud
empacada con resina Bio-Bead SX-3 en el analisis, y eluyeron los plaguicidas con una
mezcla tolueno y acetato de etilo (1 + 3). Posteriormente, varios estudios (Fuchsbichler,
1979; Specht et al. 1979; Ault et al. 1979; Beyer, 1981; citados por Waliszewski, 2001),
utilizaron la permeacion por geles sobre la resina Bio-Bead SX-3 y una mezcla de
ciclohexano y cloruro de metileno en proporcion (85 + 15) como eluyente en la
recuperacion de los plaguicidas para purificar las muestras ambientales contaminadas
con éstos. Al investigar el comportamiento de 90 plaguicidas durante el proceso de
purificacion de los extractos, Specht y Tillkes (1980), Sandmeyer (1981) y Hopper et al.
(1988), obtuvieron mejores resultados de purificacion y recuperacion al realizar la
permeacion sobre la resina Bio-Bead SX-3 y recuperar los plaguicidas con una mezcla de
acetato de etilo y ciclohexano (1 + I). En la purificacion de los extractos de alimentos en
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la determinacion de 85 plaguicidas, Hopper (1981) obtuvo muy buenos resultados de

purificacidon y recuperacion con la resina ORPVA-2000, al utilizar la mezcla de cloruro de
metileno y acetona (30 + 70) como eluyentes.

Waliszewski (2001), hace referencia a la compafiia ABC Laboratory que ha
desarrollado un sistema automatico para procesar sobre una columna empacada con
resina Bio-Bead SX-3 23 muestras de extractos vegetales o animales en la determinacion
de los residuos de plaguicidas. Durante la noche, en el tiempo de descanso del personal
del laboratorio, el sistema realiz6 la etapa de purificacion de los extractos, y recolectd
para el dia siguiente los eluatos limpios y listos para la determinacion cualitativa y
cuantitativa por cromatografia.

Cole et al. (2002), mencionan los métodos analiticos para determinar el nivel de
contaminantes organoclorados en peces depredadores de los Grandes Lagos, a
continuacion se describen:

Para la determinacion en lipidos, se obtuvieron muestras de suero de 9.5-ml, se le
agrego el rojo-cima, se utiliz6 como separador el gel de silice. Se centrifugaron los tubos
con la muestra a varios volumenes y se pusieron en refrigeradores. Un nivel o perfil del
lipido (el colesterol total, colesterol de lipoproteina de alta densidad, colesterol de
lipoproteina de baja densidad y triglicéridos) se determinan con varios meétodos,
sefialados por Cole et al. (2002). Los fosfolipidos se aislaron mediante cromatografia de
capa delgada y cromatografia de gases (Ferrier et al. 1995 y Holub y Skeaf, 1987).

Para la determinacion de contaminantes organoclorados, las muestras se pone en
biphenyls del polychlorinated (PCBs) y en 10-ml de lavanda-cima Vacutainer® que
contiene el acido ethylenediaminetetracetico, para realizar el analisis de los pesticidas
organoclorados. La muestra se centrifuga y se colecta el plasma el cual se transfiere a
una pipeta de vaso de Teflon®-rayado, se refrigera posteriormente. Son determinados
los plaguicidas organoclorados como diclorodifenildicloroetileno (por ejemplo el DDE) y el
diclorodifeniltricloroetano (por ejemplo el DDT) al 0.03 pg/l; y hexaclorobenzeno (HCB),

hexaclorociclohexano (HCH), mirex, oxiclordano, y trans-nonacloro, al 0.02 nug/I.
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Es prioritario realizar investigaciones para estandarizar los métodos para

determinar residuos de plaguicidas, considerando principalmente aquellos que presenten
un menor precio, rapidez en la determinacién, condiciones constantes de adsorcion, los
que mantienen una buena purificacion de los extractos de las muestras, entre otros.
Siendo necesario un acuerdo entre instancias de gobierno y laboratorios particulares,

para trabajar con un mismo propésito.
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