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1. INTRODUCCICN



La alimentacién humana ha sido siempre una preoccupacién
fundamental del hombre, de ahi surge la necesidad de optimizar la
obtencién de alimentos en cantidad y calidad. Los productos
agricolas, como fuente principal de alimentos, requieren del uso
de pesticidas, que se emplean para el control de plagas que los
atacan; presentan una gran variedad de estructuras quimicas, sin
embargo aGn cuando contribuyen al logro de mejores cosechas
presentan un peligro potencial para 1la salud por su posible
presencia residual y toxlcidad en los productos finales de consumo
humano.

La Organizacién de las Naciones Unidas ha venido trabajando
en la revisién de los productos quimicos agrotéxicos, a través de
la Oficina Internacional del Registro de Productos Quimicos
Potencialmente Téxicos y la Organizacién Internacional del
Trabajo, dando como reaultado la prohibicién o restriccién de un
gran nGmero de compuestos. En 1986 se informd en México del uso de
por lo menos 35 productos quimicos agrotéxicos denunciados por la
ONU, (114). De lo cual se ve la necesidad de llevar a cabo un
control eobre los productos agricolas para consumo humano, tanto
de produccién nacional como de importacidén tal como se realiza en
los paises Lnduatrl.a]..t;ados; por ejemplc Estados Unidos y Canadi
entre otros, lo que implica una investigacién de los métodos
analiticos aplicadoas a la determinacién de residuos de pesticidas
en alimentos. Tomando en cuenta lo anterior los objetivos del

trabajo son los siguientes:

1)Realizar wuna revisién bibliogrifica de los métodos
cromatogrdficos para la determinacién de residuos de

peaticidas en alimentos agricolas para consumo humano.

2)Analizar la metodologfia utilizada en la determinacién de
residuos de pesticidas en alimentos, resaltando el tipo de
técnica empleada, sus aplicaciones y los resultados

obtenidos.

La revisién bibliogridfica se realizé en el Chemical
Abstracts, Analysis Abstracts y Food Science and Technology
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Abstracts, de 1970 a 1991. El trabajo ee enfoca a ‘lon artfculos
publicados sobre andlisis de residuos de pesticidas en alimentos
de origen agricola, ésto es por la gran cantidad de literatura

publicada en el &rea de residuos de peeticidas y porque estos

compuestos se aplican di tamente a los p agricolas, que
son donde principalmente se presentan problemas de residuos; si
bien la contaminacién puede darse en diferentes .niveles,
incluyendo aire, agua, suelos y animales comestibles.

Respecto a las técnicas analiticas aplicadas a la
determinacién de residuos de pesticidas, en la década de los 40s,
se emplecarén mé&todom grawimétricss, postariormente surge la
espectrofotometria como técnica auxiliar en este tipo de an&lisis,
lon métodos eran laboriosos y de poca sensibilidad, el uso de la
cromatografia en capa fina y en papel para fines cualitativos y
semicuantitativos proporciond l;uenoa resultados, sin embarge el
campo del anélisis de residuos de pesticidas se revolucioné con la
aplicacién de la cromatografia de gases; método muy utilizado en
la actualidad y que estd en constante desarrollo y bilaqueda de
detectores cada vez mis selectivos y sensibles.

Al principio del trabajo se presenta la terminologia,
clasificacién y toxicidad de los pesticidas, a continuaclién se dan
los fundamentos de las técnicas analiticas empleadas para el
anélisis de residuos de pesticidas en alimentos, y en la tercera

parte se revisan las técnicas especificas aplicadas a los grupos

quimicos lorados, rgancfccforados, carl s asi como
los métodos analiticos desarrollados para la determinacién
simulténea de pesticidas de diferente estructura quimica,

conocidos como métodos multiresiduales.



2. PESTICIDAS.



2.1 DEFINICION.

La Organizacidn para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y
la Organizacién Mundial para la Salud (OMS) definen el término

pasticida como:

.Cualquier sustancia o mezcla de ellas utilizada para
prevenir o controlar cualquier especie de plantas o
animales indeseables, incluyendo también cualquier otra
sustancia o mezcla de ellas destinadas a utilizarse como
regulador del crecimiento de las plantas, defoliantes o

desecantes. (1}.

En nota explicativa a esta definicién, .se dice que el

término pesticida incluye cualquier sustancia usada para controlar

pestes durante la P &n al je, te,

alizacién o p iento de loo ali t. y también

cualquier otra sustancia que pueda administrarse a los animales
para controlar insectos o ar&cnidos en su cuerpo. El vocablo
pesticida no es aplicado a los antibidticos ni a otros productos
quimicos administrados a los animales con objetivos diferentes,
como estimular su crecimiento o el comportamiento de reproduccién,
ni tampoco se aplica a los fertilizantes.. (1).

Los pesticidas se utillzan principalmente en agricultura,
silvicultura y ganaderia; en la industria, para la preservacién de
numercosos materiales como maderas, textiles y pinturas, en la
salud pGblica para control de ectopardsitos y en el &mbito
doméstico (1).

Su extensa utilizacién representa un riesgo potencial por la
presencia de residuos:

.Se considera como residuo de pesticida toda sustancia o
mezcla de sustancias presentes en los alimentos
resultante del uso de un pesticida e incluye derivados
especificos, productos de degradaci6én y conversién,
metabolitos, productos de reaccién e impurezas, los

cuales pueden ser considerados téxicos.. (1).



El término .residuo de pesticida. incluye residuos de origen

desconocido, asi como los residuos quimicos conocidos (1).

2.2 CLASIFICACION.

La figura 1 muestra la clasificacién general que se da a los
pesticidas.

FIGURA 1
CLASIFICACION GENERAL DE LOS PESTICIDAS

Por su uso Por su modo de Por estructura
accién

Insecticidas Sistémicos Organoclorados
Herbicidas Contacto Organofasforados
Fungicidas Carbamatos
Acaricidas Piretroides
Moluscocidas Dinitroalquil fenoles
Rodenticidas Ditiocarbamatos
Defoliantes Amidas
Fumigantes Ureas

Triazinas

Uracilos

Sales de bipiridilo

2.2.1 Por su uso y tipo de organismo que afectan.

INSECTICIDAS:
Tipo de pesticida empleado para controlar la vida de los
insectos que son dafiinos para el hombre, ya sean
indirectamente como destructores de cosechas, de

productos alimenticios o de materiales textiles (3).

HERBICIDAS:
Producto quimico wutilizado para eliminar vegetacién

indeseable, especialmente diversos tipos de hierbas (4).




FUNGICIDAS:
Producto quimico empleado como medio de control del
crecimiento de los hongos. Sao reconocen en general dos
tipos de fungicidas, aguellos que impiden el crecimiento
de hongos y agquellos que eliminan los ya presentes {3).

ACARICIDAS:
Pesticida que es efectivo para matar al menos algunos
miembros del orden Acarina, &caros y garrapatas. Pueden
ser biol6gicamente efectivos en contra de los

huevecillos, larvas o estados adultos (4).

MOLUSCOCIDAS:
Producto quimico empleado para exterminar caracoles y
babogas (4).

RODENTICIDAS:

Pagticida usado para matar ratas, ratones y topillos (3).

DEFOLIANTES:
Producto gquimico que elimina las hojas de 4&rboles y
plantas en crecimiento (3).

FUMIGANTES:’
Comprende aquelios agentes toxicos que se emplean en fase
vapor para combatir plagas. Cualquier téxico Qque sea
suficientemente volétil para dispersarse o vaporizarse se
puede emplear como fumigante (3).

2.2.2. Por su modo de accibni

SISTEMICOS:
Pueden ser . definidos como aquellos pesticidas que
absorbidos por la savia ejesrcen su accién sobre patbgenos
a través de la misma, llegando de este modo hasta partes
no tratadas direct. te. Act a 68 del aistema

I vegetativo., Ejm. aldicarb, amifos, dimetoato y
digulfoton (2}.



CONTACTO:
Matan por contacto directo, est&nincluidos aguellos guo

actuan por penetracibn directa a través de la parec

celular del ingecto. Son solubles en aceites
ceras y grasas animales, caracteristica indi ble
para su  accién por contacto. Ejm. pirecrinas,

hexaclorchenceno y DDT (2)}.

2.,2.3. Por su estructura quimica:

Los pesticidas orginicos tienen en general estructuras y
nombres quimicos muy complicados, por lo que se han asignada
nombres genéricos aungue su nombre comercial cambie segan lof
fabricantes y los paises. Se clasifican en varios grupos

quimicos,de los cuales los m&s importantes son los siguientes:

ORGANCCLORADOS : Son los compuestos orgdnicos que contienen cloro

en la molécula.

Ejemplo:
Dicofol 4-cloro--({4-clorofenil)~=-(tricl o~
rometilbenceno-metanol.
ot
v
ecly
Endosulfan 6,7,8,9,10,10,-hexacloro-1,5,53,~

6,9,%-~| idro-6,9 2,4,~

3-benzodioxatiepin-3-&xido.

ol
ot [N °\
0
o R,0°
el

ORGANOFOSFORADOS : Generalmente son &sBteres orxg&nicos del &cldo
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fosférico,

Ejemplos:
Malatién Acido butanodioico-[dimetoxifos-
finotiol)-tio}~dietil &ster.
i
(oe, )-F - s- cH, c00 Cy My
. :l_u‘,_ cooC,y Hy
Diazinén .. S Acido fosforotioico,0,0-diet 'l

0-{6-metil-2-(l-metiletil)-4-~
pirimidinil,1] &ster.
s

cu_,\[/\ro'é - Cocaly),
O

L N

~

CH(em,),

CARBAMATOS: Compuestos que contienen el grupo funcicnal: =-OCONR, &-m
generalmente N— metilcarbamatos.
Ejemplos:

Carbarilo l-naftalenol N~ metil carbamatc.
OLONHCH,

O

PIRETROIDES: Estan incluidoe algunos productos naturales con
accién pesticidas y algunos productos quimicos con

el grupo especifico,

’Rl_



Ejemplos:
Cinerolona:

Parmetrina:

>
—_ N
L0 —¢
DITIOC 081t de su 1 contienen al
grupo funcional, ‘s‘
R = NHC-S-R
Ejemplos
Habham N-metilditiocarbamato de sodio
dihidratado.
3
CHNHC = da* L 24,0
Zineb Etilenbisditiocarbamato de zinc.
s
.
eH, AL~ 5 ~
Zn
rd
cHaNHE =S

"
2

DINITROALQUIL FENOLES :Compu€stos con una estructura general da2)
tipo:

10



Hee

NG,
Ejemplos e

Dinoseb 2-gec-butil-4,6-dinitrofenol.

A

bnoc Dinitro-o-cresol 2-metil-4,6-
dinitrofenol

no,

£t

o
J
AMIDAS: Compuestos gque contienen al grupe funcional: -C-NR,
Ejemplos:

Propanil 3,4-dicloropropionanilida.
NAEOHy
ot
el
Difenamida Dimetil difenil amida.
o, N/c".a
€77 Ny

-0

©ORe



-0

]
UREAS: Con el grupo funcional:-NHCNR pueden ser sustituidas o

simples.
Ejemplos:
Monouron 3-(p-clorofenil)-1,1-dimetil-
tiourea).
NHEON (EH,),
Cloroxuron 3-{p-({p-clorofenoxi)fenil )-1-

dimetilurea.

el
Jore
[J] \@\NHCN(CH,').,_
g

.TRIAZINAS : Son compuestos con una estructura general de la forma:

X
N/

IN
BN §

Ha-"

Ejemplos:
simazina 2~-cloro-4,6-bis(etilamino )=3-

atrazina.

12



Atrazina 2-cloro-4-etilamino-6-isopropil
amino~-g-atrazina.

cl
A

N

|
CaH, N“JQ“/L"HCJHW

URACILOS : Compuestos con una formula generals:

Y
R N0
X
x NSR,
g

Ejemplos:
Bromacil 5,bromo~3-sac-butil-6~metil
uracilo.
H
'
(LA N\ro
| cHy
N, 2 N
-1 W CH - CH, - CHy
[+
Terbacil 3~-ter-butil«5-cloro~6-metil

uracilo.

SALES DE BIPIRIDILO: Son sales de bipiridilic de amonio

cuaternario

13



Ejemplos:

Paraquat ién 1,1-dimetil-4, 4-b1pi.rlu£-

lio, cloruro del

+
enn/ N Nylca,

" Diquat 1,1-etileno-2,2 16n bipiridi-
1io.

Nen teng

2.3. TOXICIDAD:

Un agente téxico es cualquier sustacia capaz de producir
un efecto nocivo en un organismo vivo, desde el dafio er
sus funciones hasta la muerte; el efecto es proporcional
a la dosis, siendo ésta, la cantidad de sustancia

administrada a un organismo (44).

La poblacién en 1 se 3e ta a residuos de

pesticidas por la contaminacién del aire, agua, alimentos; en
tanto que la exposicién ocupacional se presenta durante 1la

@laboracién, formulacién, envasado, al ento, t te y

aplicacién de los pesticidas; en ambos casos se debe considerar no
solo la formulacién del producto, sino su presentacién, loEe
disolventes, las sustancias tensocactivas y las impurezas que
puedan contener.

La gran variedad de estructuras quimicas de los pesticidas
determina que para cada grupo quimico exista un cuadro clinico m&s
o menos definido, como resultado de una exposicién al producto. En

estos cuadros ge distinguen:

a) la intoxicacién aguda y : que se pr a d =3
14



de 1a absorcién de cantidades elevadas de pesticidas y que
generalmente se debe a exposiciones accidentales; la intoxicacién
aguda por pesticidas se puede atribuir a varias causas, como: la
carencla de medidas de sequridad, niveles educacionales
insuficientes, el uso de productos prohibidos o restringidos en
paises industrializados, la ingesta de alimentos contaminados,
etc.. y

b) la intoxicacién crénica, que se produce por la exposicién
repetida, de larga duracién y en cantidades pequefas de

pesticidas. Este tipo de exposicién generalmente es ocupacicnal.

Para medir el grado de toxicidad de un producto se utilizan
diferentes tipos de expresiones, siendo la mis importantes la
dosis letal SO ( DLS0), que es la cantidad calculada de un agente
quimico necesario para producir la muerte del 50% de los animales
en estudio. El tiempo de observacién varfa de 1 a 4 semanas. Esta
cantidad se expresa en mg de la sustancia/Kg de peso corporal (44).

Los pesticidas presentan toxicidad diferente por lo que la
Organizacién Mundial de la Salud establece una clasificacién da
acuerdo al grado de peligrosidad para el ser humano, refiriéndolos
a la doslis letal media de cada pesticida (45). Con base en esto la
clasificacién es la mostrada en la tabla 1.

El 1limite méximo de residuos (LMR), es la méxima
concentracién de residuo de un pesticida resultade de su uso. Es

expresado en mg de residuo por kilogramo de muestra” (1)

TABLA 1
CLASXYFICACION DE PESTICIDAS DE ACUERDO A SU TOXICIDAD,
EXPRESADA COMO DLS50.

Clase DL50
s6lidos liquidos
1.Extremadamente peligroso <5 < 20
2.Altamente peligroso 5-50 20-200
3.Moderadamente peligroso 50-500 200~2000
4.Ligeramente peligroso > 500 > 2000

El término sélido o liquido se refiere al estado fisicoc del

15



ingrediente o formulacién que se clasifica.
FUENTE: Henao, S. H. y G. Carey O. ,Plaguicidas orgafosforados y

carbamicos. p. 8

La tabla 2 muestra algunos de los pesticidas utilizados en

México, de acuerdo son su grado de toxicidad:

TABLA 2
ALGUNOS PESTICIDAS EMPLEADOS EN MEXICO CLASIFICADOS
DE ACUERDO CON LA OMS.

Extremadamente Altamente Moderadamente
peligrosc peligrosoc peligroso
DL50 < 40 DLS0 >40-400 DLS50 400-2000
Nombre DL50 Nombre DL50 Nombre pLSsO
Aldicarb 1 Dieldrin 46 Fenvalerato 451
Paratién 3.6 Diclorvos 56 Malatién 1000
Oxamil s Paraquat 125 Amitraz 160
Hetamidofos 25 Diazinén 250 Atrazina 750
Discretamente
peligrosos
DLSO >2000
Nombre DLSC
Captafol 2500
Folpet 000
Dicamba 3500

La DLS0 varia segin la forma de presentacién y las vias de

ingreso.

El LMR para cada pesticida depende de su grado de toxicidad‘y
varia en algunos casos con el tipo de muestra tratada,
en la tabla 3 se da una breve lista (60, 75):

16



TABLA 3
VALORES DE LMR PARA ALGUNOS VEGETALES.

Manzana Haranja Tomate Zanahoria Pera
Pesticida LMR LMR LMR LMR LMR
Bromofos 2.0 1.5 0.6 1.0 0.1
Malatién 2.0 4.0 3.0 0.5 0.5
Tetraclorvinfos 3.0 - 0.5 0.5 0.5
Metil pirimifos 2.0 - - -
Carbarilo 5.0 - 2.0 - 5.0
Propoxur 3.0 - 0.5 - 3.0

Las unidades de LMR estan dadas en mg/Kg .

2.4. LEGISLACION.

Varios paises particularmente de América del Norte y Europa,
han establecido elevadas normas y criterios gque aseguran la
eficiencia y gseguridad en el uso de pesticidas; existen leyes
generales y procedimientos para el cumplimiento de las mismas, que
reglamentan el uso de pesticidas; con el fin de proteger al hombre
y al medio ambiente.

2.4.1. Reglamentacidén mundial de los pasticidas.

La Comisién Alimentaria Codex, organizacién patrocinada por
la FAO y la OMS, establece normas mundiales para alimentos y
determina los nivelen miximos permitidos (LMR) de reslducs de
pesticidas; cada afio se establecen valores de LMR para distintos
productos agricolas (110).

De la miema forma los expertos de la FAO en residuca de
pesticidas se reunen cada afio para establecer los lfimites
permitidos para distintos alimentos; asi come sue  propledades

téxicas.

2.4.1. Reglamontacién en Estados Unidos.

En la actualidad son muchos los pafses qua reglamentan la

17



venta y uso de pesticidas, valiendose de procedimientos de
registro que exigen pruebas de su eficiencia y seguridad. Estas
leyes varian de un pais a otro; en Estados Unidos el registro y
etiquetado de los pesticidas es responsabilidad de la Agencia parz
la Proteccién del Medio Ambiente (EPA); de acuerdo con las
disposiciones de la Ley Federal de Alimentos, Drogas y Cosméticos,
secclén 408 y 409. Antes de que un pesticida pueda emplearse
deberi de establecerse un limite de tolerancia, el cual es 1la
concentracién méxima permitida legalmente en la que un residuo
puede estar presente en un alimento, las cuantificaciones se
realizan en el laboratorio de la Administracién para los Alimentos
y los Medicamentcs (FDA).

La Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas
administrada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, indica que para el registro de un nuevo pesticida debera
presentarse el método analitico correspondiente para los residuos
obtenides en productos agricolas, el método debera permitir la
determinacién de los limites de tolerancia, y ser de fécil

utildlizaciédn por la FDA (62).
2.4.2. Reglamentacidn en México.

En Néxico la Secretaria de Agricultura y Recurscs Hidrallicos
{SARH), através de la Direccién General de Sanidad y Proteccién
Agropecuaria y Forestal (DGSPAF), es la directamente responsable
del registro, venta, uso y fabricacién de pesticidas vy
formulaciones de eatos; esta facultads para prchibir la wventa y/c

uso de pr gque

P an riesgo a la salud humana, fauna
sllvestre o dafios al ecosistema. En 1986 esta Direccién contaba
con un total de 12 laboratorios, en las principales zonas
agricolas del pais, para controlar y verlficar la callidad de las
formulacivnes de los pesticidas y sus residuos en los vegetales
tratados (78, 104). En Méxice no se han logrado ecstablccer limites
de tolerancia, por lo que se utilizan los establecidos en Estados
Unidos.
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3. METODOLOGIA GENERAL EN EL ANALISIS DE RESIDUOS DE PESTICIDAS.



La metodologfa utilizada en el anilisis de residucs de
pesticidas en alimentos toma en cuenta varios factores, como: el
tipo de muestra (su contenido de humedad, lipidos y aziicares), las
propiedades fisicoquimicas de los productoa a analizar (polaridad,
pesco molecular, etc..) y de manera especial el hecho de que los
residuocs ae ran pr en raciones muy bajas,

generalmente partes por millén (ppm), © partes por billén (ppb).
La seleccién y tratamiento de las muestras se realiza de
acuerdo con los objetivos de la investigacién, asl como de laa
técnicas utilizadas en la determinacién analitica. El objetivo mis
frecuente de este tipo de andlisis es comprobar que los productos
de consumo humano no exceden los limites mé&ximos permitidos y/o
detectar el uso de productos no autorizados.
El andlisis de residuos de pesticidas se lleva a cabo
desarrollando las siguientes etapas b&sicas:
1.-Preparacién de la muestra.
2.-Extracci6n de los residuos de pesticidas de la muestra.
3.-Procesc de purificacién, para eliminar la materia que
interfiere.
4.-Determinacién cualitativa y cuantitativa de los residuos
de pesticidas presentes.
En la figura 2 se resume la metodologia utilizada en las

diferentes etapas de anilisis de residuos de pesticidas.

FIGURA 2
METODOLOGIA UTILIZADA PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS
DE PESTICIDAS EN ALIMENTOS.

Preparacién de la muestra -Seleccibn

~Corte y macereracién

Proceso de extraccién - Extraceidén liquido-~liquido

~Liguido-liguido
-Extraccién

-Con fluidos supercriticos
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-CCF

Purificacién -Métodos =-C. columna
ficos -C. i6n en gel
-HPLC
~Saponificacién

~Destilacién con flujo de nitrdgeno

~Precipitacidn

~Cromatografia en capa fina

Doterminacién -Cromatografia gas-lfquido
cuantitativa ~-Cromatograffa liquida de alta
y cualitativa resolucién (HPLC)

-Espectrofotometria

A continuacién se da el fundamento de la metodologia
utilizada para el anélisis de residuos de pesticidas.

3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez seleccionada la muestra; se debe de conservar de tal
manera que no se contamine y que los pesticidas contenidos en ella
no se volatilicen, lo que viene a alterar los resultados del

anilisis. La parte o partes a analizar deberan de separaree

1l ¥y h izar la mucctra por cortc y molicada, para
obtener una muestra representativa, ademas de facilitar la

extraccién de los residucs de pesticidas presentes.
3.2. EXTRACCION:

consicte on la seoparacidén fisica de los residuos de
pesticidas presentes en una muestra, emplendo disolventes,
generalmente se separan con una serie de coextractos (lipidos,
pigmentos, etc...). La recuperacién de los residuos debe ser lo
mé&s completa posible.

La extraccién depende de la solubilidad especffica del
pesticida y de las caracteristicas de la muestra. Generalmente se
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lleva a cabo por mezclado y agitacién de la muestra con un
disolvente adecuado para una extraccién continua (6, 26, 106).
Entre los disolventes mis comunmente utilizados encontramos:
acetona, acetonitrilo, acetato de etilo (20), y metanol (8),
también se han utilizado mezclas acetonazagua (9, 11) agua-
acetonitrilo (7), acetona-cloruro de metileno y hexano-cloruro de
metileno, en distintas proporciones.

Otros disolventes menos comunes en la extraccién de residuos
de pesticidas son cloroformo, &cido fosférico, isocianato (13).
También se ha empleado solucién saturada de hidréxide de calcio
como extractante (15); en un procedimiento nuevo ensayado para la
extraccién de residuos en vegetales é€stos se someten a altas
presiones (16).

Algunos otros métodos de extraccién se basan en la hidrélisis

de los residuos para su posterior determinacién indiraecta.
3.3. PURIFICACION:

La determinacién de trazas de pesticidas y sus metabolitos,
que pueden ser contaminantes de alta téxicidad en muestras de
alimentos requieren del uso de un procedimiento de purificacién
del extracto de la muestra, se le elimina, en lo posible,
pigmentos, grasas y otros coextractantes.

En esta etapa las muestras con alto contenido en grasa son de
particular interés por que acumulan muchos de estos contaminantes.
Los lipidos de origen vegetal y animal consisten principalmente de

mezclas complejas de &cidos grasos de cadena larga, las

isticas de estos constituyentes son los grupos
polares, ido de d hidro das, su alto peso

molecular y muy baja volatilidad. Los procedimientos para la

separacién de pesticidas estan basados en estas propiedades
fisicas y gquimicas (19).

3.3.1.1. Extraccién liquido-liquido

La ién es un de i6n y purificacién que
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se basa en la diferencia de solubilidad de un soluto en dos
1fquidos inmiscibles entre 8i. La particién liquido-liquido con
hexano-acetonitrilo se ha usado para la scparacién de pesticidas
organoclorados en alimentos grasos. Los pesticidas se extraen en
la fase polar de acetonitrilo, mientras los lipidos presentes en
la muestra se solubilizan en los disolventes utilizados (8, 20,
38).

3.3.1.2. Extraccién con fluidos supercriticos:

Es una técnica recientemente desarrollada, basada en la
fuerza de disolucién de los analitos en un fluido supercritico,
slendo éste un fluido cuya temperatura y presidn estan arriba de
su valor critico, exhibe propliedades fisicogquimicas intermedias

entre un liquido y un gas, alta densidad y buen poder de

disolucién; estas propi d han ado ser utiles en 1la
separacién de solutos de acuerdo a las variaciones de temperatura
y/o presién en el sistema, se utiliza para la extraccién total de
pesticidas en los productos con alto contenido en grasa (93), los
pesticidas ljipo-solubles también se recuperan. En este caso el
disolvente libre de 1lipidos se purifica para andlisis por
cromatografia de gases (25, 19 ).

3.2.2. Métodos cromatogri&ficos:

La cromatografia comprende un grupo de métodos que permiten
separar, identificar y cuantificar compuestos presentes en mezclas
complejas que no podrian separarse de otra manera. Todos estos
métodos utilizan una fase estacionaria y una fase mévil., Los
componentes de la mezcla son arrastrados a través de la fase
estacionaria mediante un flujo de la fase m6vil. Las separaciones
se basan en la diferencia de velocidad de migracién de los
componentes a través del sistema (6).

Los cr gr&ficos clasificarse de acuerdo
a la naturaleza de la fase estacionaria; la fase mévil puede ser
liquido o gas. Existen cuatro subdivisioneas de los procesos de

cromatografia que se muestran en el siguiente figura 3.
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FIGURA 3
CLASIFICACION DE LOS P DE IA

CROMATOGRAFIA

Fase estacionaria

SOLIDA LIQUIDA
adsorcién particién
Fage mévil Fase mévil
Liquida Gaseosa Liquida Gaseosa
C. lig-s6l. C. gas~86l. C.lig-1lfq. c. gas-1l{q.

FUENTE: R. Stock y B. F. Rice, Chromatographic methods. p.6

3.3.2.1., Cromatografia en columna:

Técnica en la cual la fase estacionaria es la superficie de
un B6lido finamente dividido y la fase mévil es un disolvente. En
este material el gpoluto compite por los sitios activos sobre la
superficie del s6lido. Fl gel de sflicc oz ol mis cmplsade cowo
adsorbante, aunque también e usan otros tales como el florisil
{mezcla de silicatos de magnesio activado y tierra de
diatomaceas), silicatos de magnesio, alGmina, 6xido de magnesio:
celita entre otros (17, 29,).

Las propiedades de la fase mévil que se emplea depende de
la naturaleza de la muestra a analizar y dea la polaridad del
adsorbente (39, 107). Para el caso de pesticidas é&ste método
generalmente se usa para analitos de baja polaridad, como son los
pesticidas organcclorados {19, 38, 17). Algunos autores
recomiendan el uso de una columna empacada con florisil para esta

etapa de purificacién, eluyendo con isooctano (21). Para 1la
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eliminacién de pigmentos presentes en vegetales -y frutas se
emplean columnas empacadas con carbén vegetal y celita (1i1), (27),

6 con carbén activado solamente (20, 38, 106).
3.3.2.2. Cromatografia de permeaciSén por gel

Es una técnica en la que el fraccionamiento se basa en el
tamafio y forma molecular de las especies de la muestra. Se han
dado varios nombres a este procedimlento: cromatograffa de
permeacién en gel, de exclusién y de tamizado molecular. El grado
de retardo depende del grade con que las moléculas o icnes de
soluto pueden penetrar en aquella parte de la fase de la solucién
que se mantiene dentro de los poros del material empleado. (39).

Las moléculas o iones cuyo tamailo son mayores que los poros
del gel son excluldos completamente, mientras que las especies de
menor tamafio pueden penetrar en estas regiones mis & menos
libremente, retrasando su movilidad en mayor o menor grado, segin
su tamafio, su forma y a veces su tendencia a ser adsorbidas por el
gel.

El gel consiste de particulas esféricas de un polimero poroso
que absorbe f&cilmente agua y se hincha a consecuencia de ello.
Estos geles se venden con el nombre comercial de Sephadex (39).

Asfi 1la afia de ién en gel {CPG), usada

generalmente para separar polimeros de alto peso molecular ha sido
adoptada para la purificacién de muestras de lipidos para la
separacién de pesticidas organoclorados. La mayoria de log
pesticidas sinteticos tienen pesos moleculares entre 200 y 400,
g/mol mientras en los lipidos es de 600 a 1500 (19, 12, 38).

Se ha desarrollado un aparato de CPG automitico para el

ento de as eluy con cicloh Y tat de

etilo (9). El sistema comercial desarrollado para la purificacién
de 85 pesticidas y productos quimicos industriales en grasas y
aceites de origen vegetal y animal requiere de una etapa adicional

de cromatografia en columna de florisil (24). Cuando se utiliza
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esta técnica en la purificacién de muestras que no contienen grasa
© con bajo contenido, en una misma fraccién se separan compuestos
polares y no polares de peso molecular semejante (19).

otra de las técnicas utilizadas es la cromatografia en capa
fina, la cual es una técnica de separacién, identificaciédn y semi-
cuantificacién.

3.2.3. saponificaci6n:

Es una reaccién guimica en la cual un é&ster se hidroliza con
un alcali, comunmente hidréxido de sodio & potasio, para formar
glicerol y la sal de sodio & potasio correspondiente al é&ster. De
esta manera los lipidos presentes en las muestras a purificar se
hidrolizan formando el respectivo jabén el cual se pepara de la
muestra a analizar (39). La saponificacién con KOH/etanol o bien
NaOH/ etanol para formar productos solubles facilmente extraidos
con éter de petrSleo se usa en estas técnicas junto con la
cromatografia de adsorcién como etapa complementaria. El limite de
este método es la estabilidad del residuo a analizar (19, 17). El
método AOAC 29.017 de la 14a., edicién , reporta su usc para
alimentos con materia lipida, usando hidréxide de potasio al 2% en
medio alcoch6lico (17).

3 3.4. Destilacién con flujo de nitrégeno:

Corresponde al término en inglés .Sweep co-distillation..
(19). Es un método empleado para la purificacién de residuos de
pesticidas presentes en muestras con alto contenido de grasa y se
basa en la .volatilizacién forzada. (23). La muestra se funde y se
introduce en un tubo de fraccionamiento empacado con perlas de
vidrio sllanlzado {7 a 1.5 mm de diamétro), cl tubc sc manticne a
una temperatura de 200 a 300 l,c; se forza el paso de la muestra a
través del tubo por un arrastre de nitrégeno (300 a 600 ml/min);
de esta manera los lipidos quedan atrapados en la superficie de
las perlas de vidrio, miestras 1los pesticidas presentes se
volatilizan y colectan en una trampa de sulfato de sodio anhidro y
florisil, para su posterior elucién con un disolvente apropiado y
analisis por CGL (19,11, 23 ,108, 106). Este método se emplea para
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aislar los pesticidas mis volitiles de muestras complejas (65).

En un método reportado en 1987 por Forbes (11) emplea el
sistema unitrex, (Universal trace residues extractor), el cual
hace posible el tratamiento simultineo de 10 muestras, con este

sistema se han obtenido rendimientos aceptables.
3 3.5. Precipitacién:

Esta técnica se basa en la diferencia de solubilidad de las
impurezas en un disolvente, con lo que Be precipitan y eliminan
por filtracién. La precipitacién por baja temperatura en bafio de
hielo-metanol a -78 °C se desarrollé para gseparar pesticidas
polares y no polares de lipidos. La materia precipitada se filtra
y 1la solucién se analiza por cromatografia de gases, esta técnica
no es muy comGn por los problemas que se presentan en la
pracipitacién, adsorcién y filtracién (19).

Se ha reportado el usc de acetato de zinc para remover las
grapnas presentes en extractos de arroz, por formacidén de
carboxilatos de =zinc con los &cidos grasos 1los cuales 6on
productos insolubles. Se emplea una etapa adicional de
purificacién a través de una columpna empacada con carbén activado,
eluyende con una mezcla de acetona-hexano, para la eliminacién

final y total de los pigmentos presentes en la muestra (29).
3.3.6, Cromatografia liquida de alta resolucidnt

También se emplean columnas de cromatograffa liquida de alta
resolucién (HPLC) por su alta eficiencia y su bajo consumo de
disolventes, para separar lipidos de residuos organoclorados y
bifenilos policlorados (28, 11).
3.4. IDENTIFICACION Y CUANTIPICACION:

Los métodos de identificacidn y cuantificacién de residuos de

pesticidas son los que generzlmente se emplean para otras
sugtancias.

27



3.4.1. sficom:
3.4.1.1. Cromatografia de capa fina (CCF):

La CCF permite alslar fracciones puras a partir de una mezcla
de solutos. La fase sstacior;aria es un s6lido finamente dividido
que se aplica scbre una placa de vidrio. La fase m6évil se desplaza
a través del s6lido por acclén capilar. Dentro de este método
existe una repetida transferencia de soluto entre la fase
estacionaria y la fase m6vil. La velocidad de movimiento de un
soluto depende de ou coeficiente de partlcidn; su trayectoria se
describe en funcién de su factor de retardo Rf el cual ae define

con la siguiente relacidn:

distancia recorrida por el soluto

£ distancia recorrida por el disolvante

Para las propi d no controladas, el Rf para un

aoluto se compara con el de una sustancia patrén en idénticas

condiciones. Dentro de las fases estaclonarias en CCF, desde el
punto de vista de su composicién quimica y tamaifo de particula,
los absorbentes utilizados son semejantes a los que se describen
para cromatograffa en ceclumna. La sustancias que se utilizan son
el gel de silice y &xidos de aluminio.

La seleccién de los disolventes utilizados para el desarrollc
de los cromatogramas dependen de 2 £potoras: 1) la naturaleza de
la mezcla de sclutos a separar y 2) el tipo de fase estacionaria
empleada. En general se eligen en base a la serie elutrépica de
disolventee mostrada a continuacién, la cual esta ordenada de
acuerdo al descenso de la polaridad de loa disolventes (6, 113).

Las placas se desarrollan generalmente en forma ascendente y
temperatura ambiente. Muchas de las sustancias pueden observarse
directamente en la superficie del adsorbente o bien requieren de

algun método especial de én. Los de revelado

mostrados en la tabla 4 son los mis comunmente utilizados,
sensibles, y que permiten la visualizacién de la mayoria de los

compuestos (103).
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Serie elutrépica de disolventes

Agua > metanol > etanol >propanol > acetona > acetato de etilo >
éter etilico > cloroformo > diclorometano > benceno > tolueno >

tricloroetilenc > tetracloruro de carbono > ciclohexano >hexano.

FUENTE: A. BRAITHWAITE and F. J. Smith. Chromatographic methods
p. 87
TABLA 4
SISTEMAS DE DETECCION PARA CCF.

Reactivo Color Componentes detectados
Observacién directa varios Compuestos coloridos
Luz UV (245-366 nm) h flor C aromiti-

cos y heterociclicos
Agua Manchas blancas y en| Sustancias hidréfo-

2°,7-diclorofluores-
ceina al 0.2\ en
etanol.

~Vapores de yodo

algunos casos obecu-
ras.

Amarillo-verde y en
algunos casos obhacu-
ras.

Amarillo.

bicas de alto peso
molecular
la mayoria de los

campuestos orginicos.

Compuestos insatura-

dos.

3.4.1.2. Cromatografia

En la

a en stad

cromatografia gas-liquido,

en gas-liquido (CGL)?

, se

los componentes de

separan como consecuencia

una
del

reparto entre la fase mévil gaseosa y la fase liquida estacionaria

contenida en una columna,

(6, 39).

La fase mévil debe ser quimicamente inerte. Entre lom gaspes

transportadorea utilizados se encuentran argén, helio, nitrégeno e

hidrégeno.
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est&n comprendidas generalmente entre 10 y 50 psi (lb/an).

Para lograr una buena eficiencia en la columna se requiere
que la muestra sea de tama~o adecuado y se introduce como un gas,
se utiliza una jeringa para introducir las muestras a través de ur
diafragma de caucho o silicon dentro de una entrada para muestras
pravl‘amente calentada. Los tamafios de las muestras varian deade
unas décimas de 1 x4l hasta 10 41l. La figura 4 muestra un diagrama

da los r de un & fo de gases y después se da una

breve explicacién del principio de funcionamiento b&sico.

FIGURA 4

DIAGRAMA DE UN CROMATOGRAFO DE GASES

1.-TANQUES DE GAS TRANSPCRTADOR 6.-COLUMNA

2.-REGULADOR DE PRESION 7.-ENTRADA PARA LA INYEC-
3, -NARCHETRO CION DE LA MUESTRA
4.-MEDIDOR DE FLUJO 8.~ HORNOD TERMOSTATADO
5.-DIVISOR DE FLUJC 9.-DETECTOR

10.-REG1 STRADOR
PUENTE: SKOOG, and West. Quimica analitica. p.750

Como fase estacionaria se han usade muchos tipos de liquidos,

para conseguir un tiempo de retencién razonable. La muestra

tendrd que mostrar al menos clerto grado de compatibilidad
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(solubilidad ) con la fase estacionaria, por lo tanto la polaridad
de las dos sustancian deben ser similares. Los solutos con puntos
de abullicién semejantes pero con diferentes polaridades
requieren con frecuencia de una fase estacionaria que retenga a
uno o mis de los componentes de manera sgelectiva, ya sea por

interacclones de dipolo ¢ formacién de un aducto.

TABLA 5
FASES ESTACIONARIAS KAS COMUNES PARA CGL.

Nombre comercial Composicién quimica

Escualenc <:30H62

ov-1 . polimetilsiloxano

DC 710 polimetilfenilsiloxano

QF ~ 1 politrifluoropropilmetil-
silano

Carbowax 20 M polietilenglicol

SE ~60 metil silicona

FUENTE: SKOOG, and West. Quimica analitica. p.756

Se utilizan dos tipos generales de columnas: a) de relleno y

b) tubulares o capilares:

a) Las columnas de relleno se fabrican con tubo de vidric o
metal; generalmente tienen 2 6 3 metros de largo y un diamétro de
2 a 4 nm, los tubos suelen ir enrrollados en espiral con un
diamétro aproximado de 15 cm. de modo que se pueden colocar dentro
de un horno termostatado. El relleno de la columna mantiene fija
la fase estacionaria liquida de forma que el &rea superficlal,
expuesta a la fase mévil, sea mixima. Los soportes m&e usados son
conocidos con el nombre comercial de cromosorb P, W 6 G.

b} Las columnas capilares se fabrican con acerc inoxidable,
vidrio o silice fundida, tienen diamétros de 0.25 a 0.50 mm. y

longitudes de 10 a 100°m. Su superficie interna est& recubierta
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con una pelicula de fase estacionaria.

Los detectores, en general, son dispositivos que tienden a

rasp. rapi e a bajas ionea de los solutos a
medida que salen de la columna. Dan respuesta lineal, uniforme y
establlidad para una gran variedad de compuestos quimicos o bien
una respuesta predecible y selectiva a una o més clases de
solutos, pero, ningun detector cumple con todos estos requisitos.

En general es un aparato por el cual pasa el gas acarreador y
que genera una sefial eléctrica cuando cambia la composicién del
gas. Entre los detectores utilizados en el andlisis de residuos de
pesticidas se encuentran:

3.-Conductividad térmica.

2.~Ionizacién de llama.

3.~Captura de electrones.

4.-Fotometria de llama.( emisién de llama )

5.~Termoiénico. (llama alcalina)

6.-Hall de electroconductividad.

7.-Espectrometrfa de masas acoplada a la cromatografia de

gases.
A continuacién se da un panorama general de la utilidad y el

fundamento de cada uno de estos detectores:
1.- Detector de conductividad térmica:
Es un detector carente de selectividad; estd construido de

tal manera que dentro de un recinto metdlice hay un filamente que

ge calienta con corriente. La ura del fil es

resultado de tres factores principales: 1) la corriente que pasa,

2) la resistencia del filamento y 3) el régimen de pérdida de

calor al medio que lo rodea. Los £{l méas

empleados son el de tungsteno, o una aleacién de tungsteno y
renio, de niquel, de platino-iridio, teflén y tungsteno recubierto
de oro para muestras que son corrosivas.

La detaccién se basa en cambios de la conductividad térmica
de la corriente del gas. Su elemento sensitivo es una fuente
calentada eléctricamente cuya temperatura depende de la
conductividad t&rmica del gas circundante. El circuito que se usa
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an el detector de CT es el puente de conductividad térmica. Es el
detector con menor sensibilidad (S0}.

2.-Detector de ionizacién de llama:

cuando se queman compuestos orgénicos en una llama  de
hidrégeno-aire, se obtienen particulas cargadas o iones. Un par de
electrodos con un voltaje polarizado aplicado recoge eatos iones y
la corriente resultante se amplifica con un electrdémetro. Asi la

muestra que sale de la columna llega a la llama y se mezcla con el

hidrégeno y aire que la ali tan. Este d se.emplea en dos
formas, simple y doble: el detector doble consta de 2 detectores
completos en una sola unidad, puede funcionar como dos detectores

independientemente o como un de ién en cuyo caso

la seflal de una parte se resta a la generada por la otra. Este
detector es aproximadamente 1000 veces mas sensible que el
detector de CT, para la mayoria de los materiales, pero hay
algunos compuestos con los que tiene una respuesta baja © nula.
Con excepclén de estos pocos, la cantidad minima detectable es

aproximadamente de 1 ng. La resp de este varfa con

las caracteristicas de la llama y por tanto debe determinarse para
una serie especifica de condiciones (50).

3.-Detector de captura de electrones:

Detector sensible con campo de aplicacién limitado debido a
su alta selectividad. La aplicacién més importante es en 1la
deteccién de residucs de pesticidas organoclorados. El principio
de operacién de este detector se basa en que algunos isétopos
radioactivos liberan particulae durante el proceso de
desintegracién. Si se les hace chocar con las moléculas del gas
acarreador, estas particulas producen un gran nGmerc de electrones
secundarios de baja energia. Si se colocan electrodos con un
voltaje apropiado en la cavidad del ae d

estos electrones y convertirloe en una corriente pequefia, pero que
se puede medir, a la que se le denomina ‘‘corriente permanente’’
del detector.
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Algunas moléculas de muestra, especi<lmente las que contienen
4tomos de halbgenos, tienen facilidad de capturar electrones de
baja energia para formar lones de carga negativa, este proceso de
captura reduce ‘la cantidad de electrones que se pueden recoger y
por tanto disminuye la corriente de la celda por debajo del valor
de la corriente permanente, cuando la muestra sale de la celda del
detector la corriente vuelve a su valor original. los isStopos min
comunmente empleados son el de tritio (SH) y de niquel ( 63Ni.) .

Es un detector muy sensible y puede detectar cantidades de
Picogramos (10-129) lo que para una inyeccién de 1 Al representa
una parte por billén (ppb}. :

El detector de captura de electrones es muy selectivo, no da
pricticamente ninguna respuesta a la mayoria de los productos

quimicas mis comunes, pero tiene una gran sensibilidad a los

16 d

« Los hal6genos dan una respuesta que

aumenta del cloro al bromo. Emplea nitrégeno, mezcla de argbn con
5% de metano como gas acarreador, dependiendo de las condiciones

de anilisis, (50).
4.-Detector fotométrico de llama

Conocido también como detector de emisién de llama. Es un
detector egpecifico para compuestos que contienen fésforo o
azufre. Usa la llama de hidrégeno-aire. Cuando una muestra pasa a
través de la llama la emisién de luz causada por la excitacidén de
algunoe &tomos en el proceso de combustién puede colectarse y
medirse en un tubo fotomultiplicador y con las condiciones
adecuadas de la llama (mezcla de gases) y un filtro &pticc
apropiado se puede obtener una alta selectividad para compuestos
que contienen azufre o fésforo.

El detector consiste en una secci6én de combustidén y una
seccién de filtro y el fotomultiplicador. El nivel minimo
detectable de compuestos azufrados es de 200 picogramos, 1o que
equivale aproximadamente de 2 ng de paratién; las cifras
correapondientes a los fosforados son de 40 pg del elemento o 375
pg de paratién.

Los flujos de gas acarreador &ptimos para los compuestos
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or zufrados y fos son di y estos ‘valores no se
pueden obtener simultineamente en un detector de cabeza dual.

El detector fotométrico alcanza una selectividad notable para
compuestos azufrados y fosforados, se han obtenido valores que
exceden 50,000 a 1 la respuesta del azufre y fésforo relativa a
los compuestos que no contienen este elemento. La selectividad
entre el azufre y el fésforo se distingue en la eleccién de un
filtro de longitud de onda de 394 nm para el azufre y de 526
nm para el fésforo, ambos elementos emiten en las dos frecuencias.
El azufre produce una respuesta a 526 nmde 5 a 10 % (50).

5.-Detector termoiénico:

Conocido con diferentes nombres entre los cuales se
emcuentran: detector de i{onizacién de 1llama especifico para
fésforo, 1llama alcalina, termoiénico de sodio y detector de
nitrégeno-fosfSfa (NPD).

Este tipo de detector funciona con base en el principio de
que la conductividad de la llama producida por una sal de sodio,
cuando =8se volatiliza, se ve L ada en pr ia de
compuestos organofosforados, este incremento es una funcién de la

concentracién. Consiste de un alambre impregnade con una sal
alcalina comprimida, en contacto con una llama rica en hidrégeno.
La llama sirve para volatilizar la sal, la cual experimenta una
reaccién de transferencia de electrones con los hetercdtomos gque
contiene la muestra analizada (N, P).

La sal alcalina ha sido reemplazada por silicato de rubidio
fundido sobre un alambre de platino, ésta incrementa la
reproducibilidad y el tiempo de vida del detector; otras de las
sustancias empleadas son de bromuro de cesio (CeBr) y de sulfato
de rubidio (szsoL) en lugar de NaOH o Nazsol..

Este detector puede ser manejado de un modo selectivo para
nitrégeno o para féeforo solamente. En el modo N-P se tiene una

atmésfera de hidrégeno y se trabaja con un potencial negativo,

calent

d el d con una fuente de corriente constante, la
llama tiene un voltaje negativo y el electrodo conector ae

*‘conecta a tierra‘’‘. En el modo selectivo para fésforo, el flujo
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de hidrégeno se incrementa para sostener la llama, la cual sirve
para calentar la fuente termoiénica; nuevamente se tiene un
potencial negativo.

Para cualquiera de estas dos formas de manejo Be observa

estabilidad a concentraciones de pi . Estos son
amplliamente usados en el anilisis de residuos de pesticldas y
aditivos para gasolinas. Son sensibles y selectivos con una
estabilidad adecuada y una buena linealidad, y requleren de urn
£lujo controlado de hidrSgeno y aire.

La selectividad del detector es una funcién de las
proporciones de flujo de gas, do la 3al utilizada y su poéLcLér.
respecte a la llama, la cual controla la temperatura y por lo
tanto el grado de volatilizacién de la sal (76).

6.-Detector Hall de electroconductividad:

Esta basado en la medida de incrementos de conductividad

producidos por la formacién de amonio durante la pirdlisis de los

tos itr en agua des-ionizada. Un detector de
conductividad eléctrica puede modificarse para determinar
el 1 dos, con un tratamiento especial de niquel

catalitico y electrolitos dilufidos en lugar de agua, esta
modificaclién incrementa la sensibilidad y es capaz de detectar
compuestos que contienen azufre o nitrégenc de acuerdo a las
:cndlcionéa especificas de trabajo.

En el funcionamiento de este seistema, las fracciones
efluentes que salen de la columna de cromatografia, pasan a través
de un pirolizador con una atméefera de hidrégeno y un catalizador
de alambre de niquel que convierte el nitrbégeno orginico en
amoniaco. Los productos que interfieren son eliminados por el
s:(oa)z, para detectar los iones amoniacales se mide el cambic en
la conductividad entre dos electrodos de platino. Tienen una alta
sensibilidad y una selectividad excelente. En el proceso oxidante,
en la celda se mide la conductividad de los jones clorurc (70).

36



. 7.-Espectrometria de masas acoplada a la CGL

La combinacién de 1la espectrometria de masas con la
cromatograffia de gases (EM-~CG) ea una técnica utilizada en el
andlisis de residuos de pesticidas. La espectrometria de masas se
considera como el detector m&s especifico disponible para la
identificaciédn de compuestos quimicos. Su especificidad se basa en
gue las molé&culas al ser bombardeadas con electrones de una
energfa particular, al vaclo, se fragmentan sigulendo reglas
estrictas. Los patrones de fragmentacién resultantes reflejan la
estructura molecular individual en un espectro de masas que se
considera como ‘‘huella digital’’ de la sustancla particular, de

esta manera es posible identificar . E1 p ro

de masas resultante es independiente del instrumento utilizado
para su obtencién, depende de las condiclones particulares de
fonizacién (9).

El espectro de masas se obtiene convirtiende los compuestos
que {ntegran una muestra en iones que se mueven ré&pidamente y
resolviéndolos en base a su relacién de masa a carga.

El principio de funcionamiento y la descripcién del
espectrométro de masas sale de los objetivos de este b:abuio. para
mayor informacién revisar las referencia 39, 11, 112, y 113.

El problema principal del acoplamiento de EM a CGL es’ la
presencia del gas acarreador, que diluye los componentes eluidos

de la columna cromatogrdfica y tiende a inundar el sistema de

del D! de masas. En estos casos los gases de
salida fluyen a travée de un tubo de vidrio poroso situado en una
climara al vacfo, los &tomos o moléculas del gas transportadoe
difunden f&cilmente a través de las paredes del tubo y se bombean

hacia afuera dejando las moléculas de la muestra eluida, estas se

d dir hacia la a del espectrémetro de masas,
{109). En la tabla 7 se resumen los detectores utilizados para el
andlisis de residuos de pesticidas en alimentos.
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3,4.1.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC):

Es una cromatografia en columna con una fase estaclonaria
constituida de pequehas particulas s6lidas y una fase mévil
1fquida. La eficiencia de 1la separacién aumenta cuando se
disminuye el diamétro de la particula de la fase estacionaria. La
figura namero 6 muestra un diagrama de los componentes de un

cromatégrafo de liquidos de alta resolucién.

TABLA 7
DETECTORES UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE RESIDUOS
DE PESTICIDAS EN ALIMENTOS.

Detector Sensibilidad Pesticidas detectados
g/ml ejemplos
Conductividad 10_5 General
Ionizacién de llama 107"? General
Captura de electrones 10-‘0 Organoclorados
Fotométrico 10-‘ ! Fosforados
Termoidnico 10” 12 Nitrogenados
Halll 10 13 Organoclorados
Espectrometria de masas 10'” Universal

Para conseguir un flujo aceptable se emplean rellenocs con
particulas de tamafios comprendidos entre 3 y 10 Am, usados
normalmente en la cromatografia liquida moderna, se requieren
presiones do bombes de cientos de atmésferas. Como consecuencia de
estas altas presiones, el equipo para cromatografia liquida de
alta resolucién tiende a scr mis complejo y caro que otros equipos
de cromatografia.

Sistema de Inyeccién: la muestra se coloca dentro de una
jeringa, y se mueve de manera que quede colocada en la corrienta
dal disolvente o bien por inyeccidn directa.

Las columnas se fabrican generalmente con tubos de acero
inoxidable, o tubos de vidrio de pared gruesa cuando se aplican

presiones bajas ( 600 psi). Con longitudes comprendidas entre 3 y
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150 cm. y diamétros internos de 1 a 4 mm. Los rellencs t{picos son
de 3 a 10 Am; El empaque lo constituyen gel de silice, alGmina a
celita, también se utilizan polimeros porosos y resinas de
intercambio iénico (6, 39).

FIGURA 6

DIAGRAMA DE UN APARATO DE HPLC.

1.-ENTRADA PARA LA INYECCION OE B.-DESGAS! FICADOR 1
LA BUESTRA 9.-DESGAS! FICADOR 2

2.-0IVISOR DE FLUJO 10.-DISOLVENRTE 1

3.-MANOME 7RO T1.-DISOLVENTE 2

4. COLUMNA ANALITICA 13.-60M8A DE VACIO

5.-PRECOLUMNA 14.-AEGISTRADOR

6.-B0MBA DE ALTA FRESION 15.-SALIDA DE DESECHOS

7.-CAMARA DE MEZCLADO

FUENTE: SKOOG, and West. Quimica analitica, p. 723

Sistemas de bombeo: s8son bombas que, 1) proporcionan

presiones superiores a 6.000 psi (l.b/inz), 2) salidas libres de
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impulsos, 3) velocidad de flujo de 0.1 a 10 ml/min, 4) reproduci-
bilidad de flujo de 0.5 por 100 o mejores, S) resistencia a la
corrosidn por efecto de los disolventes.

El equipo consta de depositos de fame mévil y sistemas de
tratamiento del disolvente: uno o més depositos de vidrio o acerc
inoxidable para una capacidad de 500 ml. o mis de disolvente.
Adem8s de un deposito para eliminar los liquidos, los gases
disueltos o particulas de polvo (112).

Ne existe un sistema de deteccién universal de gran
sensibilidad para este tipo de cromatografia; asi el detector
dependora de la naturaleza de la muestra. Los detactores mis
usados emplean la absorcién de radiaciones ultravioleta o de
la regién visible, o bien fuentes de filamento de deuteric o
tungsteno con filtros para eliminar las interferencias posibles.
También se emplean detectores basados en los cambios de indice de
refraccién del disolvente debido a las moléculas del analito, esté
Gltimo es el mias general que responde a la presencia de todos log
Bolutos. También se ha utilizado la espectrometria de masas como
detector especifico y sensible (39). La tabla 8 muestra loas
detectores mis comunues para el anilisis de residuos de pesticidas
por HPLC.

TABLA 8
DETECTORES USADOS EN HPLC.

Deteccién basada en Tipo sensibilidad
méxima g/ml.
Absorcién UV s 2 x 1070
Absorcién IR s 1078
Fluorometria s 10"
Indice de refraccién G 1 x 1077
conductividad eléctrica s 1078
Espectrometria de masas s 10710
Electroquimica s 1(:!‘| 2
Radioactividad s -—=
G = general s = selectivo.
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FUENTE: SKOOG, and West. Quimica analftica. p. 727

3.4.2.-Espectrofotometria:

Loe métodos espectrofotométricos de an&lisis se basan en la
medida de la radiacién electromagnética emitida o absorbida por la
materia. Los métodos de emisién utilizan la radiacién emitida
cuando un analito se excitan por energla térmica, eléctrica o
radiante. Los métodos de absorcién se basan en la disminucién de
la potencia de la radiacién electromagnética como conaecuencia de
la absorcién que se produce en su interaccién con el analito.
Estos métodos 8e clasifican segin la regién del espectro
electromagnético que esté implicada; siendo las mis importantes
las regiones de rayos X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo y
microondas (112).

Dentro de los objetivos del trabajo no se contempla la
descripcién de esta técnica analitica, para lo cual ee sugiere
revisar las referencias, 39, 111, 112.

como método analitico, la espectroscopia @8 de gran interés
en la determinacién de residuos de pesticidas del grupoc de los
carbamatoa.
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4. METODOS ESPECIFICOS PARA LA DETERMINACION DE RESIDUOS DE
PESTICIDAS EN PRODUCTOS AGRICOLAS.



En este capitulo se revisan los métodos especificos aplicados
a la determinacién de residuos de pesticidas en alimentoas
agricolas, reportados en la literatura en el periédo comprendido
de 1970 a 1990. Para su presentacién se clasifican en 4 grupos:
a)Métodos analiticos para la determinacién de residuos de
pesticidas organoclorados.
bjMétodos analiticos para la determinacién de residuos de
pesticidas organofosforados.
c)Mé&todos analiticos para la determinacién de residuos de
pesticidas carbamatos.
d)Métodos analiticos multiresiduales

Para cada grupo mencionado, 108 métodos se subdividen,
de acuerdo a la técnica analitica empleada como paso determinante
(de identificacién y cuantificacién) en: cromatografia de capa
£ina, cromatografia gas-liquido, cromatograffia liquida de alta
resolucién y espectrofotometria; en todos los casos 8@e presentan
los productos guimicos que se determinaren, los alimentos a los
cuales se les aplicé el método, la metodologia general (en forma

resumida) y los resultados obtenidos por cada autor.

4.1 HEIODCS ZSPECIFICOS PARA LA DETERMINACION DE RESIDUOS
DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

Los métodos desarrollados en el andlisis de residuoa de
pesticidas organoclorados, comprenden analisis especificos de

algunos compuestos, asfi como la deteccién en conjunto de este tipo
de pesticidas.

4.1.1. Ccromatografia en capa fina (CCF}.
Los pesticidas captan, captafol y folpet, compuestos organo-

clorados con actividad fungicida han sido determinados de forma

simultdnea por varios métodos, incluyendo CCF (semicuantitativo) y
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cromatografia gas-liquido; para su determinaci6én en manzanas y
papas por CCF y fluorometria in situ, Francoeur y Mallet (52) en
1977, extraén los residuos con acetonitrilo, para posterior
particién en cloruro de metileno-éter de petrdleo (20:80 )y
adicién de solucién saturada de cloruro de sodio, deacartéandose la
fase acuosa, el disolvente se concentra y se lleva a un volumern
conocido.

Las placas se prepararan con silica gel y solucién de cloruro
de alGminio 0.1 M., 8e colocan las muestras y desarrollan
utilizando una mezcla de clorura de metileno-hexano (9:1), al
secarse las placas se rocian con solucién de clorato de sodio 0.1
M y se calientan a 100°. El clorurc de alGminio es un catalizador
que ayuda a fragmentar las moléculas de los pesticidas durante la
etapa de calentamiento, mientras el clorato de sodio es un agente
complejante que produce las especies fluorescentes.

Los derivados fluorescentee de captan y captafol preparados
con esta técnica tienen una excitacidén maxima a 355 nm y una
emisién mixima a 465 nm. Los porcentajes de recuperacién son
mayores al 90%, la cantidad minima detectable es aproximadamente
de 0.02 ppm. Los autores comparan los resultados obtenidos con
los reportados para CGL y colorimetrfa, concluyende que los
porcentajes de recuperacién son cercanos, 98% para CGL, utilizando
un detector de captura de electrones, 99% para colorimetrfa, con
la desventaja para CGL de que se requiere la etapa de purificacién
on columnz de sflica qel.

4.1.2. Cromatografia gas-liquido.

Las muestras con un alto contenido en grasas gson de especial
interés, por que en ellas se acumulan los pesticidas lipo-solubles
lo cual requlere que el proceso de extraccién de dichos residuos
sea eficiente, en 1970 Porter y Burke (40) ) describen 1la
determinacifén de residuos de pesticidas organoclorados en muestras
con alto contenido en grasa, por CGL utilizando un detector de
captura de electrones; las gracas y aceltes analizados se
distribuyen en una columna empacada con florisil, los residuos se

eluyen con agua al 10% en acetonitrilo. Para una etapa final de
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purificacién se emplea una columna de florisil .eluyendo con
acetona y hexano, de esta manera los extractos quedan 1lo
suficientements libros de grasas para inyectarse en el sistema de
CGL. E) objetivo de este estudic es encontrar un método de
purificacién que permita analizar muestras con un alto contenido
en grasas, manteniendo la sensitividad y seensibilidad del
detector. Entre los pestlcidas analizados estan: dieldrin, DDT y
sBua metabolitos, araclor, mirex, entre otros; los porcentajes de
recuperaci6én son de B85~108% para muestras en general, por lo que
el método puede emplearse para la purificacién de todo tipo de
muestras.

Uno de los métodos por CGL para la determinacién de captan,
captafol y folpet fue propuesto en 1970 por Pomerantz (48) usandc
un detector de captura de electrones, la extraccién se realiza con
acetonitrilo, particién en diclorometano-éter de petrdleo y
purificacién en columna de florisil. Con este procedimiento el
limite de deteccién para captan y folpet es de 0.1 mg/Kg y para
captafol es de 0.8 mg/Kg. En este anilisis se observaron cambios
en la gensibilidad del detector, los cuales se deben a problemas
de adsorcién descomposicién de los pesticidas durante el proceso
cromatogr&fico. El porcentaje de recuperacién en las muestras es
de 80 a 110s.

Para inar la pr ia de residuos de pesticidae
organoclorados por CGL, otro de los métodos utilizan el detector

de espectrometrfa de masas y el detector fotométrico de llama

aplicado a muestras de queso, cocoa y pescado por Bellman y Barry
en 1971 (41). La preparacién de la muestra involucra la extraccién
de los lipidos presentes con una mezcla de éter de petrdleo y éter
etilico, para una muestra previamente macerada en metanol, se
procede a la particién de los pesticidas aisladeos, con éter de
petrSleoc y se eluyen a través de una columna empacada con
florisil; el eluato final se concentra y se inyecta a la columna
omatogrifica. se identifican residucs de p,p’-DDE, los isoméros
« B, 9, . de HCH, (1,2,3,4,5,6-hexacloro hexano).

Los problemas presentes en el anadlisis por CGL de los
residuos de captan, captafol vy folpet (descomposicién o

degradacién dentro de la columna cromatografica ) y su aplicacién
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en diversos cultivos de vegetales hacen que en 1984 Barbina y
colaboradores (58) realicen un estudio para su determinacién
simulténea por CGL empleando columnas capllares, con detector de
captura de electrones. Las cantidades minimas detectadas en
muestras de manzanas y peras es de 0.0010 mg para captan y folpet
y 0.020 mg para captafol, los cuales son menores a los reportados
por Pomerantz (4B8) en 1970, el porcentaje de recuperacién varia
entre 72.0 y 83.8% para captan, 73.0 y 93.0% para folpet, para
captafol es de 70.8 a 91.8% La extraccién se realiza con
accteonitrilo, se purifica por particién en hexano-éter dietilico
{1:1) y posterior extraccion con solucién saturada de sulfato de
sodio. La capa orgénica se emplea en la determinacién de los
residuos, las columnas de vidrio se lavan para remover posibles
residuos y se calientan a 110 DC, previo tratamiento con mezcla
silanizada, preparada inmediatamente antes de ugarse con volumenes
iguales de trimetilcloro silano y hexametildisilazano, ambos en
tolueno al 5%; en estas condiciones el tiempo de retencién en
minutos (Tr) obtenido para los compuestos es de 4.46, 5.1 y 11.22;
para captan, folpet y captafol respectivamente, de esta misma
forma se preparan curvas patrén para cada pesticida. Entre las
columnas de trabajo se probaron varias encontrando que las columna
8 SE-52 al 1% en chromosorb no permiten la separacién de estos
tres residuos, La silinizacién de la columna capilar es para
obtener reproducibilidad de los picos.

Para la determinacidén de endosulfan, sulfato de endosulfan y
sug metabolitos, en 1981 Wilkes (49) propone el uso de CGL-
espectrometr{a de masas, desarrolla el método aplicandelo a la
determinacién de estos residuos en manzanas y zanahorias, por
adicién de 0.1 ppm de muestras patrén, (50% de la tolerancia de
catos pesticidas en zanahorias). La extraccién y purificacién se
realiza siguiendo la metodologia propuesta en el AOAC (17), en
tanto gque la conflrmacién de la p a de estos se

lleva a cabo usando CGL-EM. En estas condiciones, los tiempos de
retencidén para endosulfan I y II y sulfato de endosulfan son de
3.3, 4.6 y 6.2 minutos respectivamente.

Dentro de la clasificacién general de los pesticidas ge

mencionan a los fumigantes, por Bus caracteristicas quimicas y
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téxicas, entre los compuestos més empleados estan cloruro de

metileno, cl + 1,2-dicl et , metilcl + tricloro

etileno, tetraclorure de carbono y tetracloro etilenc. Heikes y
Hopper en 1986 (51), describen un do para la inacidén

simultanea de estos pesticidas; presentes en cereales y productos
a base de cereales. Las muestras se maceran Y agitan con agua para
despues purgarlas con nitrégeno; los pesticidac ge colectan en una
trampa que contiene una mezcla de las resinas tenax TA y XAD-4,
eluyendo con hexano para la extraccién de los pesticidas de la
reaina. La determinacién se realiza por CGL usando un detector de

captura de electrones, o bien un dete r de elect ividad

Hall. Utilizando éste método se pueden cuantificar concentraciones
de ppb o sub-ppb, esto requiere de un control riguroso de los
disolventes, reactivos y material empleados durante el anAlisis,
adem&s del uso de un patrén para validar los resultados. Los
percentajes de recuperacién obtenidos son de 82 a 102%.

La determinacién de clorotalonil y Bus metabolitos,
4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrio, (HTCN), hexaclorobencenoc y
pentacloro benzonitrileo en aréndanos por extraceién, metilacién,
purificacién en columna de florisil y determinaciém por CGL con
detector de captura de electrones los reportan El-Nabarawy y
Carey, en 1988 (54) ; la extraccién se realiza con acetona-&cido
sulfrico y posterior purificacién en columna de florisil, nueva
extraccién con una mezcla de éter de petrSleo-éter etflico (1:1).
Para la reaccién de wmetilacién se utiliza una solucién de
HiCl-metanol (1:1) comc reactivo de catalizacién; el reactivo de
metilacién que consiste de una mezcla de 3-metil-1-p-toliltriazeno
en &ter cotflico, dejando que la reaccién de metilacién se lleve a
cabo. Despies de lo cual se eluye a través de una columna empacada
con florisil, utilizando hexano como eluyente, seguido de éter de
petréleo-éter etilico (1:1), los residuos e concentran y se

determinan por CGL con un detector de captura de electrones; los

P jes de i6n son de 85.7 a 92.3%\ para clorotalonil,
75.0 a 78.4% para hexacloro benceno, 76.3 a B3.5 % para pentacloro
benzonitrilo y de 95.9 a 99.5 % para HTCN.
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En 1988 Martindale (59) analiza muestras de papa para
determinar residuos de hexaclorohexano, captafol, ciclorofen, DDT,
dieldrin, clorpirifos, metil pirimifos y algunos de Bus
metabolitos. Se emplea acetona como disolvente de extraccién,
particién en hexano y purificacién por elucién a través de una

i6én ge

columna empacada con aldmina eluy con La

realiza con el detector de captura de el Lo8 px jes
de recuperacién son de 75 a 99 %, la concentracién limite
detectada es de 0.00lppm para los metabolitos de HCH.

Tomando en cuenta que los compuestos quimicos empleados como
fumigantes son solubles en grasas, se espera que ios alimentos con
un alto contenide en grasa, tratados con estos productos,
contengan este tipo de residuos, de acuerde a lo reportado
anteriormente por Daft en 1988 (21), por lo tanto el método
utilizado para su determinacién debe de ser capaz de analizar todo
tipoc de alimentos incluyendc los de alto contenido en grasa; en un
estudio realizado por Daft en 1989 (14) se emplea una extraccién

de 1la con e i , para la posterior

determinaci6én por CGL; 1los cromatogramas resultantes de las
muestras con un contenido menor al 20% en grasa estan libres de
los efectos de distorclén por impurezas grasas, ademis de que no
requieren de la etapa de purlficacién; pero esta etapa si es
necesaria para las muestras con un alto contenido en grasa
(21-70v) permitiendo de esta manera un analisis semicuantitativo.

Las muestras se clasifican y tratan de acuerdo a su
consistencia y contenido en grasa; as{ se extraén directamente con
isooctano o bien se funden y diluyen con isooctano; las muestras
eSlidas o con consistencla pulposa se coextraen con acetona al 20%
-NaCl al 5 % en 4icido fosférico al 25 t-isooctano. Los extractos
de alimentos con un alto contenido en grasa (21-70 %) se purifican
por elucién a través de una columna de florisil (21}. La
determinarién se lleva a cabo por CGL usando dos detectores, el de
captura de electrones y el de electroconductividad.

Los porcentajes de recuperacién de los 22 fumigantes
analizados a partir de las muestras de alimentos de diversas
clases fue en promedio de 73% para alimentos grasos, 78% para no

grasocs, bajando el porcentaje para ambos tipos de muestras cuando
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los extractos se purifican por elucidn a través de'la columna de
florisil; aplicando este procedimiento a 5549 muestras se encontro
que 372 de ellas contenian algunc de los aiguientes residuos:
cloroformo, cloruro de metileno, tetracloruro de carbono, 1,1-
diclorometano, propilen dicloro, entre otros; en cantidades que
variaban de 7 a 799 ng/g: de estos resultados el 78.% de lam
muestras correspondian a alimentos con un contenido an grasa de 1%
© mis, mientras productos no grasos como frutas y vegetales
estuvieron pré&cticamnete libres de residuos de pesticidas
organoclorados.

Con lo revisado hasta este punto podemos ver que unc de las
métodos de deteccién mis adecuados es el detector de captura de
electrones, que ha comprobado ser de gran utilidad en 1la
determinacién de residucs organoclorades. Newsome (55), lo utiliza
aplicindolo a un método gque involucra la extraccién con
acetonitrilo, una coextraccién con acetona, la etapa de
purificacién se realiza por la elucién a través de una fase
estacionaria aélida de C18, se eluye con metanol al 40% en agua y
posteriormente con metanol. Para el andlisis por CGL una alicuota

se extrae con tolueno y se jnyecta directamente al cromatogrifo,

el m6todo permite inar raciones de 20 a 80 ng/ml. Los
pesticidas determinadoes son dicloran, clorotalonil, captan, folpet
y captafol; de esta manera la acetona es el disolvente de
extracclén mis efective para muchos de los reslducs do posticidaz

y tipos de muestras con un buen je de P cién, ademfis

de aumentar el efecto de la adsorcién de los pesticidas en la fase
estacionaria. El problema que se tiene es la descomposicién
parcial de captafol; por lo que la determinacién estd limitada a 1
ppm para este pesticida, para el cual se emplea la HPLC. El
porcentaje de recupecracidn es de 74% a 119% en manzana, tomate,
pera, naranja, papa, fresa, pepino, y uva. El uso de la fase
estacionaria €18 permite aislar y purificar répidamente estos
residuos con un ahorro de disolventes.

Los residuos de pesticidas organoclorados en la Indla en
muestras de vegetales fueron determinados por Lal y colaboradores
en 1989 (56); la extraccién se realiza con acetona y se pasa a

través de una columna empacada con carbén activado y sulfato de
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eodio anhidro. el eluato se concentra y analiza por CGL,
utilizando el detector de captura de electrones, se analizan
residuos de hexacloro ciclo hexano (HCH), heptacloro, aldrin, DDT
y sus metabolitos. El 90% de las muestras analizadas contenian al

menos alguno de estos residuos en iones que r loe

iimites méximos permitidos (57). Este estudio demuestra el uso
irracional de loe pesticidas organoclorados no permitidos por la
FAO/OMS , dado su alto grado de toxicidad, discutido en la seccidn
2.3, en la India el uso de DDT esta restringido a el control de
mosguito, por lo que no es directamente aplicado a los vegetales,
pero su presencia en las muestras analizadas se debe en pa:t:.e a
posibles transferencias del sitio de aplicacién.

En un an8lisis realizado en 1990 a 244 muestra de
alimentos en la India, que incluyen cereales, frutas, aceites y
leguminosas, Kaphalia (26) detecta residuos de HCH y DDT, en el
85% de las muestras analizadas. La extraccién se realiza con
acetonitrilo y los pesticidas son reextralidos con hexano; Jlos
pigmentos se separan del extracto en una columna empacada con
carbén activado y la purificacién se realiza por tratamiento con

&cido sulfiirico concentrado y una columna empacada con florisil.

Los p ajes de i6n son mayores a B85%, excepto para
,S-ucu, el cual se recupera en un 79%, para productos secos,
aceites y grasas.

La tabla 8 resume la metodologia utilizada, por cada unc de
los autores, en el andlisis de residuos de pesticidas srganc-
clorados en alimentos. Al final del capftulo se muestra la tabla
12 que resume las condiciones generales empleadas en el an&lisis
cromatografico de estos residuos.
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TABLA 8

DPE LA /00TA EMPLEADA PARA EL ANALISIS
DE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS.

EXTRACCION REFERENCIA
Disolventes:
Acetonitrilo 48, 49, S0, 55, 58, 51
Acetona 55, 56, S9
Metanol 31
Isooctano 14, 22
PURIFICACION
Extraccién liquido-liquido
Disolventea : Hexano_ 49, 51, 59, S8
Eter de petrdleo 50, 48, 53
Cloruro de metileno 48, 50
Eter etilico 41
Cromatograff{a en columna -
Adsorbentes Alamina 59
cis 55
Carbén activado 56
Florisil 48, 41, 49, ss8
DETERMINACION
ccr 50
CGL
1 C de el 48, 49, 51, s8, 59, 14,
22, s6

Hall de electroconduct. 14, 22
Ionizaclén de llama 41
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4.2. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE RESIDUOS DE
ORGANOFOSFORADOS .

4.2.1, Cromatografia de capa fina:

Entre los métodos reportados para la determinacién de

residuos de pesticidas g, ados por CCF p mencionar
el que pr Wood y K hy en 1983 (60), los residuos

se determinan en muestras de manzanas, naranja, tomate y pera. La
muestra se macera en hexano-acetona (4:1), y ee extraé con
solucién saturada de sulfato de sodio, la fase orgénica se ‘eluye

a través de una columna empacada con 6xido de alGminio empleando:

1) Yy 2) (98:2), se concentra y analiza por
CCF, las placas se preparan con silica gel, el sistema se
desarrolla en mezcla de h 1 (75:20:5); para

detectar los residuos organotiofosforados la placa se rocia con
clorurc de magnesio y una solucién de 2,6-dicloro-p-benzoquinona
cloroimida (DCQ}, los residuos se observan en manchas de color
amarillo y/o naranja-rosa, dependiendo de 1la naturaleza del
compuesto.

En otro sistema de deteccién, las placas se rocian con una
solucién de 4-{4-nitrobencil) piridina (NBP), se calientan a
100% y se rocian con una soluclén de 3,6,9-triazaundecametildia-
mina (TUMD), los residuos presentes se observan en manchas de
color azul. Empleando estos sistemas de deteccién se analizan los
reaslducs de bromofos, malatién y tetraclorvinfos en cantidades
minimas de 0.4 mg/kg para cada una de las muestras analizadas; los
resultados jes de ién del 50%.

En un método ~4pido aplicado a muestras de frutas y vegetales
Kumar y Sharma en 1987 (61), determinan residucs de malatidn,
forato, dimetoato y metil azinfos; se utilizan placas de sflica

gel impregnadas con p-cresol al 0.5%. Los residuos se extraen por

ién de la con etil metil cetona-ciclo hexano (3:2),
se realiza una particién con ciclo hexano, ase concentra y aplica a

las placas, que se desarrollan en una mezcla de hexano-xileno-

tat de etil (50:16:5:10), se secan a temperatura

ambiente y 8e exponen a los vapores de yodo. El limite de
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deteccién es de 1 a 2 jig, la ldentidad de los. residuos sa
comprueba por espectrometria de infrarrojo.

4.2.2. Cromatografia gas-liquido:

En 1971 Storherr y col (67),

P un para
la determinacién de residuos de pesticidas en alimentos no grasos.
El paso de extraccién variia de acuerdo al contenido de azicares
en las muestras; asi para alimentos con 5% o menos de azficares se
extraé con acetonitrilo, em tanto gque para productos con un
contenido de azfcares del S al 15% él digolvente es una mezcla de
acetonitrilo-agua (4:1), después de lo cual, en ambos tipos de
muestras se procede a la particién con cloruro de metileno, los
extractos se eluyen a través de una columna empacada con carbén
activado-6xido de magnesio-celita {1:2:4), ge eluye con
acetonitrilo~-benceno (1:1), los eluatos se recogen y los residuos
se determinan por CGL, utilizando el detector termoiénico de KCl.
El método se aplica a muestras de manzana, lechuga, fresa y ejote

para 41 residuos organofosforados y sus pr de acién,

obtenléndose p ajes de r i6n del orden del 82 al 110%.

bentro de 1a cuantificacién de residucs de pesticida:
organofosforados en 1974 se reporta la determinacién de seis
pesticidas y sus productos de oxidacién; Laski (62)‘, analiza
muestras de manzana y ejote. La extraceién y purificacién =se
realiza de acuerdo a o reportado por Storherr (67), 1la
determinacién se realiza por CGL utilizando el detactor
termoiénico de KCl; loa p ajes de i6én en manzana y

ejote son de 86.5 y 92% de paratién respectivamente, 99.3 y 103.7%
de paraoxén, 125.1 y 112.9% de dimetoato, 96.7 y 100% para los
anllogos oxigenadoa de carbofenotidn, finalmente para EPN son de
90.8 y 98.3%. Lo relevante de este trabajo es el estudio
comparativo que realiza el autor con respecto al uso del detector
termoiénico de KCl y el detector fotométrico de flama especifico
para fésforo, el an&lisis estadistico de los resultadoe obtenidos
indica que los dos sistemas de deteccién, son adecuados para la
cuantificacién de residuos de pesticidas organofosforados.

Para el andlisis de algunos pesticidas, por las propiedades
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quimicas que presentan, no es posible su determinaclién directa por
CGL, por lo que se requiere de la formacién de productos derivados
con propiedades cromatogrdficas adecuadas. Singh y Lapointe (63)
en 1971 describen la determinacién de residuos organotiofosforados
por oxidacién con hipoclorito de sodio, para su posterior anilisis

por CGL, utilizando el detector fotométrico de flama. Se analizan

muestras de pera, and ¥y lech se extraé con
acetonitrilo para la posterior particién con hexano, las muestras
se fortifican con 0.25 1lg de cada uno de los siguientes
pesticidas; malatién, paratién, ronnel, metil paratldn, diazinén y
fenicrotidébn. para la oxidacién se toma la muestra y se diluye con
acetona, se hace reaccionar con hipoclorito de sodic y se inyecta
directamente al cromatégrafo de gases equipado con una columna
DEGS y detector fotométrico de flama. Los tiempos de retencién
para los patrones de diazinén, ronnel, malatidn, paratién, metil
paratién, y fenitrotién son de 0.15 y 0.23 min, 0.41 y 0.54, 0.7%9
y 1. 07, 1,00 y 1.71, 1.08 y 1.43 min respectivamente para las
nuestras analizadas, el primer valor corresponde a tiempo de
retencién antes de la oxidacién y el segundo valor corresponde al
producto de oxidacién.

Al continuar el estudio en 1979, vLaski (64) utiliza el
procedimiento ya descrito (63}, excepto en las caondiciones de CGL
donde se varian la temperatura de la columna de 175 a 185 °c,
dependiendo del pesticida y el derivado. Ademds de introducir el
sistema acoplado de CGL-EM y el anilisis infrarrojo, en este
método ee procede a la preparacién de los derivados de 10
pesticidas: forato, metidatidén, clorpirifoam, fenclorfos, malatién,
paratién, entién, DMPA, leptofos, diazinén; en muestras de papa,
lechuga, manzana y apio; se obtienen p ajes de r ién
de 0.0, 67.3, 98.5, 97.1, 82,5, 97.6, 63.4, 93.1, B82.4 y 93.7%

para cada uno da los pesticidas i . el

no se

oxida a su cor iente p de oxidacién

de lo cual se
propone que la reaccién para forato se debe de realizar con

permanganato de potaslo; los resultados se comprueban por EM e
infrarrojo, ei método es ripido y wsensitivo, ayuda a la
determinacién de eatos pesticidas a y algunos de sus metabolitos
correspondientes.
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Se ha mencinnadc‘ que la extraccién es parte fundamental de la
metodologfa del an&lisis de residucs de pesticidas, por lo que
algunos autores han comparado los diferentes procesoa de
extraccién para lograr mejores rendimentos; es el caso de Aokl y -
colaboradores (65) en 1975, analizan muestras de arroz y utilizan
cuatro fases estacionarias distintas para la determinacién por
CGL, el método me aplica a 11 pesticidas. el tratamiento de la
muestra se inicia con la maceracién de la muestra para después
aplicar alguno de los procesos sigulentes: a) con acetona, por
agitacién mec&nica por una hora, particién en benceno y
reconcentraccién de la muestra, b) Benceno o hexano por agitacién
mecénica por una hora, © bien extrayendo en un eguipo sgoxhlet
durante 6 horas. ¢} Con -] (1:2),

por agitacién mec&nica y particién en una solucién de NaCl al 5%.
En cada una de las muestras tratadas con alguno de estos
procedimentos, se procede a la particién en acetonitrilo saturado
con hexano y posterior extraccién con sulfato de sodio y

reextraccién con b D és de rar la fase orginica,

8e hace eluir a través de una columna empacada con carbén
activado, eluyendo cada muestra con 5 sistema de 1) metanol=-
benceno (3:7), 2) metancl-benceno (1:1), 3) acetona-hexano (1:4),
4) acetona-hexano (3:7) y 5) acetona-hexano (1:1); se colecta el
eluato y se concentra para su determinacién por CGL. Para las
muastra donde la extraccién se realizo con acetona los
porcuntajes de recuperacion son del orden del 47 al 76.7%; con
benceno son de 42.9 a 75.4%; con hexano de 44 a 65.5%; para el
sistema acetona-hexano (1:2) ea de 45 a 82,.% para acetona- benceno
{1:2) es de 63.0 a 85.7% y realizando la extraccién con el
aparato soxhlet es 44.7 a 90.3% 57.5 a 89.3% y 75.6 a 100.5% para
acetona, benceno y hexano respectivamente; se observa que la

extraccidn soxhlet produce los mejores p ajes de i6n

utilizando hexano como disolvente extractante. Los porcentajes de
recuperacién en el proceso de particién son de 85 a 100%; excepto
para diclorvos. En los disolventes de elucién para la columna de
adsorcién con las mezclas de acetopa-hexano (3:7) y (1;1) se
obtienen los mejores porcentajes de recuperacién. Todas las
columnas utilizadas en la CGL son adecuadas para este tipo da
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anfilisis, las cantidades detectadas bajo estas condiciones son da
un rango de 0.010 ng para diclorves, 0.08 ng para malatidén. Este
estudio lleva a proponer un métode para la extraccién simultanea
de residuos de clnofos, fentoato, IBP, malatién y paratién en
arroz, soya Yy otros cultivos similares., se propone que en la
extraccién se utilice un aparato soxhlet con hexano, para una
extraceién continua de 6 horas, particién en acetonitrilo saturado
con hexan’r.r y reextraccién con benceno, purificando en una columna
empacada con carb6n activado, eluyendo con acetona-hexano al 50%,
concentrar v determinax por CGL.

En 1980 Ferreira y Silva (66), proponen un método pa;ra 1n
determinacién de 18 pesticidas organofosforados y 7 de sug
metabclitos en frutas y vegetales; los residucs se extraen con
acetona, la particién se realiza con hexano y/o acetato de etilo,
de acuerdo con la polaridad de los residuos. Los extractos de
hexano se purifican por elucién a través de una columna empacada
con florisil, mientras los extractos de acetato de etilo no
requieren de esta etapa. LoB porcentajes de recuperacién son
mayores al 80%, el método no se aplica al andlisis de la sulfona
de fentién en naranjam, por los bajos intervalos de recuperacién
obtenidos (58-68%), lo mismo sucede con diclorvos; en otros casos
algunos pesticidas no se detectan, como sucede con diazinén,
entién y fentio6n en uvas, asi como metidatién en durazno. EL
método es adecuado para el andlisis de residuos organofosforados
en frutas y vegetales, ademis de ser rdpido y emplear disolventes
relativamente econémicos. Una desventaja es la inyeccidén de dos
extractos distintos (hexano y acetato de etilo), en las columnas

de CGL. Pero finalmente esto ayuda a la inacién de un

mayor de residuos presentes en las muestras; algunos compuestos
andlogos del oxigeno son dificiles de separar entre si por estos

métodos, sobre todo 6i estan en aciones muy

diferentes para una muestra particular. El método tiene una
eensibilidad de 0.1 mg/kg.

Para la determinacién de residuos de malatidn, paratién,
paraox6n, monocrotofos, forato y dimetoato en papas, vegetales,
cereales y frutas; Carson en 1981 {68), reporta un método el cual

es una modificacién al d por h (67), ¥y

S
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permite la cuantificacién de ppb y utiliza todo el extracto de la
muestra; la cual se concentra con un sistema de vacio en
comparacién con el bafoc maria empleado por Storherr (67). Se
utilizan los detectores fotométrico de flama y el termoiénico de
KCl. Para la extraccién de los residuos en cereales ee emplea una
mezcla de acetonitrilo-agua al 35%, con esta excepcién la
extraccién y purificacién es la misma que utiliza Storherr.

Permitiendo la cuantificacién de concentraciones menores a las

nadas por S (67); de esta manera se logra detectar
un minimo de 2 ppb de malatién, mientras Storherr cuantifica un
minimo de 32 ppb. Este aumento en la sensibilidad se debe en parte
a que ge inyectan volumenes gue contienen una cantidad de extracto
equivalente a 30 1g de muestra y Storherr inyecta una muestra
equivalente a 100lg; en general el método aumenta la amensiblilidad
y el rango de xecuperacién de 82 a 110% a un intervalo de 92 a
125%.

Con la finalidad de observar la persistencia de dimetoato,
dimetoxén y malatién en plantas, se realizo un estudio de campo,
las muestras se recogen durante 30 dias consecutives para su
posterior andlisis. Lee en 1981 (69}, describe un método donde la
extracién se realiza con cloroformo, la etapa de purificacién
consiste en la elucién a través de una columna empacada con silica
gel utilizando hexano (1:4} y para d

afadir
un patrén interno de malatién y analizar por CGL. Los tiempos de

6n para di . a én y malatién son de 5.2 min, 8.0
Y 1.0 min respectivamcnte, 1a minima cantidad detectada en las
muestras analizadas es de 0.01 ppm de dimetoxén, y los porcentajes
de recuperacién son de 92% y 89% para dimetoato y dimetoxén
respectivamente el estudio realizado permite observar que los
repiduos de este tipo de pesticidas aplicados a los vegetalen
persisten después de un mes de su aplicacién.

La determinacién dc fenamifos y sus derivados asulféxido y
sulfona correspondiente en zanahorias y frambuesas la describe
Brawn en 1981 (81). La extraccién se realiza con acetona y una
reextraccién con solucién saturada de NaCl y cloroformo, el
extracto se concentra y disuelve en hexano-acetona (1:1), para su

purificacién se utilizan dos columnas; 1) empacada con silica gal
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Y .2) con mezcla de carbén activado-celulosa, 1‘; columna 1 ee
coloca de tal manera que el eluato 1 pase a la columna 2, ambas
columnas se eluyen con hexano-acetona (1:2). Después de recoger
esta fracclén las columnas se separan y la columna 1 se eluye con
acetona, esta fraccién contiene el sulféxido de fenamifos, 1los

extractos 1 y 2 se concentran y redisuelven en acetato de etilo

para su inacién gréfica, las porcentajes de
recuperacién para los tres residuos son en promedio del 75%. Los
limites de deteccidén para estos residuos son de 0.01 ppm de
acuerdo al método ya indicado.

Para la determinacién de residucs organcfosforados en
aceitunas Ferreira y Tainha en 1983 (82), reportan la extraccién
con acetonitrilo, particién con hexano, de acuerdo con el método
AOAC (17), para su purificacién los extractos se eluyen a través
de una columna preparada con florisil desactivado con 2% de agua,
la élucién se realiza con &ter etilico-hexano (2:3), Be repite la
operacién utilizando florisil desactivado con 1% de agua. Para la

o nacién de di y fosfamidén el eluyente que se emplea
es acetona, la determinacién de los residuos se realiza por CGL.
Los peaticidas determinados en estas condiciones son: etil

£ dén dén, di metidatién, paratién y

diazin6n, con porcentajes de recuperacién de 78 a 101%. El método
es capaz de detectar estos residuos con una sensibilidad promedic
de 0.1 mg/kg, comprobindose el uso de diazinén en concentraciones
mayoras al LMR astablecido por la TAQ/CNS, ol cual oS do 2 mg/kg
para aceitunas, lo mismo ocurre con metidatién (1 mg/kg) y
paratién (0.5 mg/kg) en las primeras semanas después de que los
pesticidas se aplicarén a los frutos.

otro método de determinacién de residuos organofosforados es
el gue reporta Rdachi y colaboradores en 1984 (24), se extraé con
agua y acetonitrilo (i:1), la remocién de las grasas se realiza
adicionando acetato de zinc, para que de epta manera los
carboxilatos de zinc se precipitan y separan por filtracién. La
soluci6én me eluye a través de una columna empacada con carbén
activado empleando diclorometano y acetona-hexano {1:1) para la
elucién de los residuos, para el posterior anilisia por CGL. El

método de extraccién se prueba para diferentes concentracliones de
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acetonitrilo-agua; 30, 40 y 50%, en la mezcla al 30% se obtienen
los porcentajes de recuperacién més altos, 84 a 104%, en
comparacién con los porcentajes obtenidos para la solucién al 40%
(81 al 100%) y 50% (60 al 89%). Para una muestra de 50 g, 2 ml de
solucién final y una inyeccién de 5 11 los limites de deteccién en
pb para los pesticidas organofosforados que se analizaron son:
diazinén, 4; fenitrotién 6.4; paratién, 4.8; malatlén, 163
dimetoato, 8; s-bencil-diisopropil fésforoticato (BIF), 6.4:
fentoato, 8 y EPN, 32 ppb. El mStodo es r&pido e involucra unz
sola etapa para la remocién de las grasas, ademis de que puede ser
aplicado a todo tipo de muestras vegetales. V

El Comitd de Métodos Analfticos de Londres para el andlicis
de residucs de pesticidas informa en 1985 (71), de un método para

la determinacién de residuos organofosforados en granos, 1la

16n emplea g para posterior particién en
diclorometano, la capa orgéinica ee purifica por elucién a través
de una colunma empacada con carbén activado-afilica gel; eluyenda
con acetona-tolueno-diclorometano (1:1:5), y posterior an&dliein
por CGL, empleando los detectores termoibénico y fotométrico dr

£flama, con jes de i6n que van del 68 al 94%.

El método de Storherr (67), fue utilizado por Blaha y Jackson
en 1985 (12), como un pardmetro de comparacién para el método
propuesto por ellos. Se analizaron muestras con alto contenido de

grasas y muestras sin grasa, dentro de los que encontramos;

frutas, vegetales, granos, cacahuatas, a ntos para bebé, entre
otros; este trabajo intenta desarrollar un método que logre 1in
recuperacién total de todos los residuos de pesticidas organo-
fosforados en tc‘n:la tipo de alimentos, los pesticidas se separan e:.
base a su polaridad con un minimo de interferencias; de este
manera se extraen y analizan 17 residuos: para muestras con bajo
contenido en agua (25% 0 menos) se extraé con acetona-agua (2:1),
para muestras con mis del 25% en agua se extraé con acetona.
Después de esto el extracto se filtra y se procede a la particién
con cloruro de metileno-hexano {1:9), se colecta la fase orgdnica
{eluato 1), la fase acuosa se extraé con cloruro de metileno-
acetona (3:1) (eluato 2); se repite ‘la operacién y se obtiene el

eluato 3. Los tres eluatos anteriocres se purifican por
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cr grafia de p i6n en gel (CPG), eluyendo con cloruro de

metileno-hexano (1:1). se emplea la CPG por ser el mé&todo més
adecuado para la purificacién de residuos de polaridades
diferentes, mientras la columna de florisil se emplea solamente
para residuos polares. La determinacién por CGL utiliza el
detector de captura de electrones y el fotométrico de flama.

La acetona como disolvente de extraccién ha sido empleada por
Luke, (30, 31), Sawyer (32), Stan (9), entre otros, por su gran
capacidad para extraér loe residuos de las muestras de alimentos,
en este método se incrementa la polaridad de 'la mezcla de
particién {cloruro de metileno-hexano), para que de é&sta forma los
residuos se separen de acuerdo a su polaridad. la primer etapa de
particién con mezcla (1:9) extraé los residuos menos polares, la
sequnda etapa extraé los residuos moderadamente porales, mientras
los residuos mis plares se extraen con acetona y cloruro de
metileno (3:1), los p jes de ién estan en el

intervalo de 80 a 118s.

El anflisis de Blaha y Jackson (12) se realiza por duplicado
aplicando el método de Storherr (67), por el cual se determinan

concentraciones mayores, esto es por el método propuesto (12)

nan iones de 0.005 ppm de metamidofos y por el
método de Storherr {67) de 0.032 ppm para metamidofos, en muestras
de ejotes; de acuerdo con estos resultados el métode de Blaha y
Jackson (12) da mejores porcentajes de recuperacién y mejor
sensibilidad que el método de Storherr (67).

La determinacién directa por CGL para alimentos grasos no es
préctica de realizar utilizando el detector fotométrico de flama o
el detector termoiénico, ya que los extractos contienen cantidades
considerables de grasa que interfieren en los sistemas de
deteccién de los residuos, también afectan a las columnas y en
general a la resolucién de los sistemas. Para aislar los residuos
de los pesticidas organofosforados de los lipidos coextraidos se
utilizan diferentes té&cnicas para su purificacién y determinacién
final por CGL con alguno de los detectores mencionados, por lo que
Di HMuccie y colaboradores (72) en 1987, proponen utilizar una
particién en una columna empacada con extrelut, un material poroso

del tipo del carbén activado, eluyendo con hexano-acetonitrilo, el
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sistema proporciona un método de purificacién sencillo y efectivo
para aislar 9 residuos. A los extractos finales se les determinan
los reeiduos presentes; se¢ compara con los resultados obtenidos
por particién liquido-liquido, siendo de esta manera factible de
sustituir en el procedimiento utilizado por Luke (30, 31).

Algunos pesticidas organofosforados tales como el dimetoato,
malatién, fenltrotidén y quinalfos se utilizan en las plantaciones
de té por su baja toxicidad relativa, baja persistencia y su alto
porcentaje de pérdida durante el proceso de manufactura del té.
para su determinacién se utiliza el &cido sulffrico como reactivo
de purificacién de acuerdo a lo reportado por Wan (77) en 1990, la
muestra se macera y extraé con tolueno-metanol (3:1), y una
porcién del extracto se trata con “2504 agitando vigorosamente
hasata separacién total de las fases, la capa de tolueno se eluye
a través de una columna empacada con florisil utilizando tolueno-

acetona (98:2), el eluato final se concentra y analiza por CGL.

Los porcentajes de r P ién son: di r 21.9%; malatién,
94.4%; fenitrotién 97.2% y quinalfos 96.1%; por los reaultados
obtenidos me observa que el método no resulta adecuado para la

de nacién de di . la funcién del &cido es la destrucciér.

de la materia lipida que interfiere en la determinacién de estos
residuos de pesticidas organofosforados.

La tabla 9 resume la metodologia utilizada por cada autor en
el andlisis de residuos de pesticidas organofoasforados en
alimentos agricolas de consumo humano. Al final del capitulo se
muostra la tabla 13 gue resume las condiciones generales empleadas

en el an&lisin cromatogri&fico de eatos residuos,
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TABLA 9§

DE LA LOGIA EMPLEADA PARA LL ANALISIS
DE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

EXTRACCION REFERENCIA

Disolventea

Acetonitrilo 12, 60, 65, 66, 71, 12,
74, B1

Acetona 12, 60, &5, 66, 71, 72,
74, 81 .

Cloroforme 63, 81

Benceno 65

PURIFICACION

Extraccidn lfquido-liquido:

Disolventes: Hexano 66, 82
Acetato de etilo &6
Cloruro de metileno 12, 62, &7, 71

Acetonitrilo 65
Cromatograffa en columna:
Adsorbentes: Gel de silice 69, 73, 81
Carb6n activado-
Mgo-celita 62, 67, 68, 60
Permeaclén en gel 12
Carbén activado 65
Florisil 66, 49, 53, 58, 82
DETERMINACION
cer 60, 61
CGL
Detector de captura de electrones 13
Fotometrico de flama 12, 63, 64, 29, 68, 69
71
Termoidnico 62,64, 66, 67, 68
Tonizacién de llama 65
Espectrometria de masas 64
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4.3 MKETODOS ANALITICOS ESPECIFICOS PARA LA DETERMINACION DE
RESIDUOS DE PESTICIDAS CARBAMATOS

Dentro de este grupo de métodos se revisan las técnicas
aplicadas a residuos de pesticidas de los grupos ° N-metil

b y diti b os, de d a la clasificacién
quimica de estos productos.

4.3.1 Cromatografia en capa fina:

La CCF es una técalca gque c©3 répida y no requicre de
procedimientos extensos de purificacién; en 1974 Lawrence y Laver
(79) describen la determinacién de estos residuos por la formacién
de sus derivados fluorescentes y su eeparacién por CCF; el
proceso de extraccién se realiza con metanol y cloroforma, para la
posterior formacién de las corespondientes anilinas por hidrélisis
con KOH, calentando a 110 ’C, estos derivados se extraen con
hexano y se aplican a las placas preparadas con gel de silice y
clorure de dansil (cloruroc de 1l-dimetildiaminonaftaleno-5-
sulfonilo); el sistema se desarrolla en cloroformo-hexano (3:1),
se rocian con trietanolamina hasta que las manchas son totalmente
visibles. Para el anilisis cuantitativo cada mancha se separa y
extraé@ el residuo con acetona midiendo la intensidad de la
fluorescencia a 350 y 510 nm; comparando los valores obtenidop con
los de un estandar tratadc con el procedimienco de reaceién
explicado; el método se aplica a la confirmacidén de monourén y
linurén en extractos de papa, betabel, zanahoria y nabos. L&
presencia de residuos de pesticidas carbamatos es fécil de
confirmar a concentraciones de 0.5 ppm aplicando esta técnica.

Para la determinacién de residuos de carbarilc y propoxur er
vegetales y frutas Wood y Kanagasapathy en 1983 (60) proponen un
método donde la extraccién se realiza con diclorometano; las
muestras se aplican en placas preparadas con gel de silice y se
desarrollan en hexano-acetona-cloroformo (75:20:5), después de lo
cual se rocian con solucién de KOH y tetraflucrato de 4-nitro-
bencen-diazonioio (FHBD); el limite de deteccién es de 50 a 100 ng

y los porcentajes de ién son

y al 707 para
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carbarilo, en tanto para propoxur es un método adecuado siempre y
cuando no se requiera conocer la concentracién Jde cada uno de sus

metabolitos.
4.3.2. Hétodos por CGL:

Existen dogs problemas en el desarrolle de los mé&todos de CGL
para el anflisis de residuos de pesticidas carbamatos: 1l)los
métodos no son lo suficlentemente sensibles y selectivos para

este tipo de p os; 2)la cién de los residucs a sus

correspondientes fenoles dentro de las columnas cromatogriaficas;
la primera dificultad se ha eliminado desarrollando nuevos métodos
de deteccién que involucran la determinacién selectiva de un
elemento especifico, tal como N, § o Cl; la smegunda dificultad ha
decrecido por el uso de derivados bles o los
hidrélisis.

P de

Los pesticldas carbarilo, mesurol, promecarb, zectran y
productos fanblicos de degradacién de zeccran, se analizan por
Lorah y Hemphill en 1974 (B5) en muestras de tomate y lechuga con
el detector termoiénicc, dada su respuesta a nitrégenoc y azufre.
Al analizar se extraen y purifican por el método de Holden (89),
el pesticida zectran no se recupera, en tanto que los otros
pesticidas se recuperan hasta en un 90%; loB cromatogramas, el
porcentaje de recuperacién y la curva de calibracién demuestran
que utilizando este método no se 1lleva a cabo la degradacidn
adicional en las columnas, por lo tanto se considera adecuado para
la cuantificacién de N-metil carbamatos.

Para la cuantificacién de residuce de pesticidas carbamatos
basado en su conversién a sus derivados 2,4-dinitrofenoles (DNF) o
2,6-dinitro-trifluorometilos (DNTM) y su determinacién con un
detector de captura de electrones, Ernest y colaboradores (80)
describen un método en 1975; los compuestos estudiados son
carbarilo, propoxur y mesurol; los cuales se extraen con cloruro
de metileno, la hidr6lisis se realiza con NaOH y MgsoL, se destila
y agrega HZSO‘ Y KOH, finalmente se agrega solucién de
1-fluoro-2,4~dinitrobencenoc o 4-cloro-a-a-a-trifluoro-3, 5-dinitro-

anilina. Los derivados se extraen con isooctano y se inyectan al
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sistema de CGL. El método es aceptable para la determinacién de N-
metil carbamatos arométicos que no contienen grupos nitro; low
derivados DNF y DNTM de los pesticidas carbamatos analizados son

estables y el detector de captura de electrones es muy.sensible a

estos P o8, los p ajes de

P i6n son de 90-95%.
Los derivados de pesticidas carbamatos fueron analizados por

Lawrence {(86) en 1976, utilizando un procedimiento de alquilacién

con hidruro de sodio-yoduro de metilo. La ventaja de la

alquilacién esta en que se pr ables que

pueden ser analizados en un amplic rango de condiciones utilizando
un detector de conductividad electrolitica. ElL método evalua
residuos de clorprofam, profam y swep presentes en muestras de
papa, naranja, =zanahoria, maiz, espinaca y pifa, La muestra se
macera con celita y metanol; los residuos se extraen con
agua-cloroformo (10:1), la capa orgdnica se separa y se agrega
dimetil sulfdxido:benceno {1:1), yoduro de metilo e hidruro de
sodio, para su posterlor anilisis por CGL. Se obtienen porcentajes
de recuperacién de 65 a 100% dependiendo del tipo de muestra.

El tiabendazol, benomil y metil-2-benzamidazol (MBZ) son tres
pesticidas carbamatos usados en el control de plagas en vegetales
y frutas, de lo cual surge la necesidad de un método para su
determinacién simulténea. Tjan y Jansen en 1979 (88) extraen estos
residuocs con acetato de etilo, y purifican por pat‘ticién con HCL
0.1 N. El benomil es un pesticida inestable en solucién acuosa en
donde se hidroliza a MBZ, los residuos se extraen y reflujan con
acetona, carbonato de sodioc al 30%, bromuro de pentafluorobencilo,
purificando por elucién en una columna empacada con aldmina
utilizando benceno al 5% en hexano y cloruro de metileno. Los
limites da detecci6n son de 0.01 y 0.05 ppm para tiabendazol y MBZ
respectivamente, 1la estructura de los derivados se confirma
utilizando CGL-EM, en conclusién el método demuestra Bsexr muy
sensible al detector de captura de electrones por formacién de los
derivados de estos productos.

Holden en 1975 (89) propone la formacién de compuestos
2,4-dinitroéter para la determinacién de residuos de pesticidas
carbamatos en cultivos, el método emplea un detector de captura de

electrones. Los residuos de estos pesticidas 8se extraen con
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acetonitrilo, procediendo a una particién con éter de petrdlec y
diclorometano, para una segunda fase de purificacién se agrega una
solucién de cloruro de amonioc y &cido fosférico para precipitar
las impurezas oresenta, sc extrae con diclorometano y KOH, a la
fase orgénica se le agrega solucién de 1-fluoro-2,d4-dinitrobenceno
para formar los correspondientes fenil éter de los carbamatos
presentes en la muestra, después se afiade solucién de borato de
sodio y se extraé con iscoctano y analizan por CGL. Para la
preparacién de las curvas estandar los pesticidas de andlisis de
dividen en 3 grupos: )Propoxur, landrin, carbanalato; 2)captién,
hercules 5727, bay 78537 y mobam; 3) captidén, promecarb, box y
mesurol; las soluciones se prepararon en benceno y los derivados
se obtienen de acuerdo a lo ya indicado, con porcentajes de
recuperaclén de 90 a 98%, detectandose concentraciones limite de
0.05 ppm para todos estos residuos de pesticidas carbamatos.
Continuando con sus inveastigaciones Holden en 1975 (90)
estudia la posibilidad de 4 inar simulté 4 residuos de

carbamatos en vegetales: propoxur, carbofuran, carbanolato vy
carbarué, de acuerdo al método reportado en 1973 (89); se
obtienen porcentajes de recuperacién de 77 a 102% en un estudio
colaborativo (8 laboratorios), se utiliza un detector de captura
de electrones; los resultados de este estudio demuestran gue el
método de Holden (89) es lo suficientemente sensible y preciso

para ser utillzado en la determinacién de residuos de pesticidas

N-metil en ali de tipo agricola, por lo
cual ee incluye dentro de los métodos oficiailes del ACRC (1990)
para la determinacién de 1los cuatro residuos de carbamatos
mencionados en manzanas, ejotes, col entre otros vegetales (97).
Los pesticidas carbamatos se emplean en el control de plagas
en frutas y vegetales; el LMR establecido por la FAO/OMS para
estos pesticidas, expresado como csz, es de 0.1 mg/Kg, 5 y 1 para
papa, apio y 1lechuga; algunos de 1los procedimiantos para la
deoterminacién de estos residuos involucra la espectrofotometria
para la cuantificacién del CSz liberado durante la digestién que
Be realiza con HCl (B3). En 1981 el panel para la determinacién de
reeiduos de pesticidas ditiocarbamatos en Londres (91) emplea este

pr imiento para el método de espacio de cabeza, el
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matraz de digestién se sella y después de un tiempo adecuado Be
obtiene una muestra de los gases gue existen en el espacio
superior del matraz inyectandose direct te en el & fo

de gases, el contenido de t:sz se determina por comparacién con
una curva estandar. El métocdo se aplica a muestras de lechuga, la
cual se macera y coloca dentro de la botella de reacci6én con sm:!.z
al 1.5% en HCI. 5 M, la botella se sella y calienta a Bouc, depiles
de 1o cual se toma una alicuota y analiza por CGL utilizando un
detector fotométrico de 1llama sqleccivo para azufre. Loz
porcentajes de recuperacién obtenidos son de 81% para zineb, 87%
para maneb, 78% para mancozeb y 93% para thiram, por lo cual el
método se aplico al an&lisis de muestras de tomate, fresa, lechuga
y frambuesa. En 1987 McGhie y Holland (95), ratifican estos
resultados.

4.3.3. Métodos de EPLC:

La cantidad de pesticidas carbamatos wutilizados en 1la
agricultura se incrementa, reemplazando a los pesticldas organo-
clorados, los cuales son mas téxicos., El trabajo reportado en 1980
por Krause (96), emplea cromatografia liquida de alta resoluciédn
{HPLC) para la determinacién de metil carbamatos presentes en
cultivos, se estudia el efecto de los diferentes sistemas de
extraccién y purificacién en los porcentajes de recuperacib6n, la
extraccién de los residuos se realiza con metano, acetonitcllc y
éter de petrdleo y una reextraccién con cloruro de metileno, el
extracto final se eluye a través de una columna empacada con
carb6n activado y celita utilizando tolueno-acetonitrilo (3:1) y
metanol; para la determinacién se inyecta al sistema de HPLC. Se
utiliza una mezcla de acetonitrilo-agua como sistema de
disolventes y una solucién de reaccién de NaOH, o-ftalaldehido en

metanol-tetraborato de sodio y 2-mercaptoetanol para la formacién
de las especies £l s el d

trabaja a 340 y 445 nm.
Entre los disolventes de extraccién evaluados ee encuentran:
acetonitrilo, acetona y metanol; siendo este Gltimo el que

proporciona mayor p aje de

cién de los residucs de
carbamatos (97.8%); para la fase de purificacién se emplea la
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extraccién liquido-lfiquidoe, CPG, 1la precipitacién con NHLCL Y
8cldo foeférico (89, 90) columnas empacadas con florisil, carbén
activado-&xido de magncsio-celita (67), carbén activado-celita; se
prefiere esta Gltima por ser mas sencilla y se obtienen los mis
altos porcentajes de recuperaciédn. la técnica de HPLC utilizada
tiene una buena resolucién, es selectiva y senslble an la
determinacién de este grupo de pesticidas, se detectan 27 residuos
de este grupo en cantldades de nanogramo. El método se reporta en
el AOAC 15a. ed de 1990 (97) como oficial para la determinacién de
residuos de aldicarb, bufencarb, carbarilo, carbofurano, metomilo,
metiocarb y oxamil en uvas y papas.

En 1983 Krause y August (98) estudian la posibilidad de
aplicar el método desarrollado (96) al an&lisis multiresidual de
pesticidas presentes en frutas y vegetales; para la etapa de
detecclén se trabaja a 288 y 366 nm, estos valores dependen de los
residuos a cuantificar, se determinan 22 residuos en un intervalo
de recuperacién de 93 a 115%; es un método selectivo para residuos
de pesticidas con propledades fluorescentes.

El método de Krause (96) involucra la extraccifn con cuatro
disolventes y purificacién con carbén activado; por lo cual Chaput
en 1987, (27) considera que el método es muy largo y propone
utilizar la CPG con elucién a través de una columna de carbén

activado~celita para la purificacién de residuos de pesticidas

en as con un alto contenido en
plgmentos y posterior cuantificacion por HPLC, la extraccién
inicial se realiza con metanol, una posterior particién en
diclorometano, elucidn en columna de CPG y cuantificacién por

HPLC. Los ajes de acién son de 80-97 %; excepto para
el sulféxido de aldicarb, el cual es muy soluble en agua, el
limite de deteccién varfa de 5 a 10 ppm dependiendo del compuesto;
el método se aplica al analisis de 300 muestras distintas de
manzanas, papas, brocoli y col.

En 1989 Bicchi y colaboradores {102) presentan un método para
el andlisis de residuos de tiofanato de metilo, tiabendazol {TBZ)
y carbendazin (CBZ) en manzanas y peras. La muestra se macera con
HCl-metanol (4:1) a pH de 7.5 y se eluye a través de extrelut 20
con diclerometano y se analiza por HPLC, se utiliza deteccién UV a
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285 nm y fluorometria, como fase mévil se utiliza hexano-
isopropanol (85:15), bajo estas condiciones las cantidades minimas
detectadas son 100 ng/ml para CBZ, 140 ng/ml TBZ y 500 ng/ml para
tiofanato de metilo con porcentajes de recuperacién de 83.8, 82.9
Y 68.8% respectivamente; es un método Qque no se aplica
satisfactoriamente al anflisis de tiofanato de metilo dado los

bajos porcentajes de recuperacién obtenidos.

4.3.4. Gtodi t icost

El anilisis de los residuos de pesticidas del grupo de los
carbamatos generalmente se realiza por espectrofotometria visible,
’es\:a técnica requiere de varios dias para la obtencién de
resultados, ademis de etapas muy largas para la purificacién del
extracto.

Los residucs de pesticidas ditiocarbamatos se cuantifican por
tratamiento de la muestra con un &cido caliente, el Cs2 formado se
remueve por una corriente de nitrégeno haciendolo reacclonar con
una solucidén de acetato de cobre y una amina para formar el
correspondiente dietil ditiocarbamato «ciprico, el cual ase
cuantifica midiendo la absorbancia de la solucién resultante. En
una modificacién a este principio general Keppel (83) en 1971
utiliza HCl y sn(:!.z en la etapa inicial, adem&s de una trampa de
N2OH y benceno para eliminar el st y otras interferencias
presentes. El cs2 producido se hace reaccionar con acetato de
cobre y se mide la absorbancia a 435 nm, obteniendose porcentajes
de recuperacién de 75.4 a 101% para zineb, terbam y maneb en
diferentes cultivos.

El pesticida carbarilo es un insecticida de contacto con
bucnas propiedades en el control de plagas en los paises
tropicales, por lo cual es importante su determinacién; en 1974
Rangaswamy y Majumder (84) en la India reportan el anflisis de
estos residuos, se extraen con metanol para la posterior reaccién
con o-toluidina-HCl, nitrito de sodio y KOH para la formacitén del
compuesto colorido, la abgorbancia se mide a 520 nm; con

recuperacién del 80 al 90%; el método se considera aceptable para

la inaci6n de raciones de 0.1 Ag/ml en muestras de
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granos y cacahuates tratados con carbarilo.

El carbofurano es uno de los pesticidas organofosforados
menos téxico que se emplea en la India; por lo que Rangaswamy (87)
desarrolla en 1976 un método para su determinacién en jitomate,
tomate y otros cultivos, los residuos se extraen con cloroformo
para posterior particién con hexano, el color se desarrolla
utilizando anilina y NaNO,, la absorbancia se mide a 460 nm con
recuperacién del 90 al 100%, siendo sensible a concentraciones de
0.025 ppm y no involucra la etapa de purificacién, por lo tanto es
un método r&pido y adecuado para el andlisis de residuos de este
pesticida. ’

Sastry y colaboradores en 1987 (94) reportan la determinacién
de carbarilo y propoxur en muestras de granos, los cuales se
maceran y extraen con cloroformo; las muestras se analizan con los
tres procedimientos siguientes; 1)la muestra se trata con NaOH 1 M
y solucién de p-aminofenol al 0.09%, se mide la absorbancia a 600
nm durante los 15 min siguientes; mediante este procedimiento se
cuantifica propoxur y carbarilo de manera global. 2)La muestra se
trata con NaOH 0.05 M, solucién de hidrocloruro de p-dimetilfenil-
amina (DMFA) al 0.1% y solucién de m-periodato de sodic 0.001 ¥,
los compuestos coloridos se extraen con butanol y se mide la
absorbancia a 600 nm para la determinacién global de carbarilo y
propoxur. 3})A la muestra se agrega NaOH 0.25 M y solucién de &cido
1-amino-2-naftol-4~sulfénico (ANS) al 0.1% y la absorbancia se

mide a 700 nm; este Gltimo procedimiento es exclusivo para la

cuantificacién de carbarilo, 1los pi ajes de re cién
obtenidos son de 95 a 96 % para muestras de granos; el método es
rdpido, simple, sensible, econémico y no requiere de una etapa de

purificacién.

La tabla 10 resume la metodologfa utilizada, por cada uno de
los autcres, en el andlisis de residucs de pesticidas
carbamatos en alimentos. Al final del capitulc se muestra la tabla
14 que resume las condiciones generales empleadas en el anilisis

cromatogréfico de estos residuocs.
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TABLA 10

DE LA .OGIA EMPLEADA PARA EL ANALISIS
DE RESIDUOS DE PESTICIDAS CARBAMATOS.

EXTRACCION REFERENCIA

Disolventes:

Acetonitrilo 85, 89, %0,

Metanol 48, 79, 86, 96, 98, 101
Acetato de etilo [:1:)

Cloroformo 87, 94

Diclorometano 60

PURIFICACION

Extraccidn liquido-liquido

Disolventes : Hexano 88, 87
Eter de petréleo 85, 89, 90, 96
Diclorometanc 80, 88, B9, 90, 85, 101
Cloroformo 79, 86
Acetonitrilo . 96

Cromatograffa en columna
Adsorbente: AlGmina a8

Carb6n activado-celita 89, %0, 85, 96

Extrelut 20 102
Floriail ) 96
Ctrocs: ITrocipltazién con:
NH4C1-H3PO4 96, 98, 89
DETERMINACION
CCF 60, 79
CGL
Detector: Captura de electrones 80, 88, 90, 89
Fotométrico de llama 83, 91
Termoiénico 85, 89, 90
Espectrometria de masas 88
HPLC 96, 98, 101, 102
ESPECTROFQTOHETRIA uv: 83, B4, B7, 94
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4.4 METODOS MULTIRESIDUALES

Los anilisis do residuos de pesticidas que se realizan en

productos agricolas, p an f te, el problema de que

se desconoce el tipo de compuestos quimicos utilizados como
pesticidas, asi como las concentraciones a las cuales fueron
aplicados; en este caso, las muestras deberdn de analizarse para
todos los residucs posibles. Otro factor que complica el problema
es la din&mica existente en el uso de pestlcidas, o sea el hecho
de algunos productos tienen la tendencia a ser reemplazados por

otros con mayor potencia y/o menor toxicidad, de manera que varia

el tipo de jel a de nar. La posibilidad de realizar
andlisis individuales para cada residuo, no es practica, ni
posible, por la gran cantidad de pesticidas probables para cada
muestra, por lo que se han desarrollado métodos multiresiduales.
Un método multiresidual es un procedimiento que detecta
varios residuos de pesticidas a la vez, en un anilisis simple y
répido para los pesticldas mis significativos o comunes usados hoy
en dia, debe proporcionar la identificacién y cuantificacién
confiable de un gran namerc de compuestos a muy bajas
concentraciones. El anilisis se inicia, como ya se ha observado,
con la extraccidn, seguido de una sgerie de procedimientos de

purificacién para reducir o minimizar los tes p

en la muestra.
De los métodos multiresiduales dasazrcllades 8se  puaeder
mencionar los procedimientos descritos en el AOAC de 1984, (17) en

la seccién 29 y en el Manual de Andlisis de Pesticidas (PAM) de

la FDA, que P jes de i6n de hasta el 80% o
mis para 80 compuestos quimicos analizados (30).
En el método del AOAC (17, 97), especifjico para pesticidas

ados  y lorados, la extraccién ge realiza de
acuerdo a1 contenide de grasa y humedad de la muestra, el
acetonitrilo es para muestras con un alto contenidec de agua (mas
del 75%), la mezcla de acetonitrilo-agua para muestras con menos
del 75% en agua y un alto contenido de azicares, para muestras que
contienen grasa, se extraé con éter de petrélec seguido de

particién con acetonitrilo. Para todas las muestras se continGa
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con una etapa de extraccién con éter de petrdleo, seguido de la
purificacién a través de una columna empacada con ﬂlorhall, usando
una mezcla de éter de petrSles y étar etilico como eluyente.
Después de esto la determinacién se realiza por alguno de los
métodos cromatogréficos, CCF o CGL.

En la determinacién por CCF se utiliza 6xido de aliminic como
soporte, en el caso de compuestos organoclorados Be utiliza
acetona al 2% en heptano como eluyente y una mezcla de nitrato de

plata, 2-fenoxietanol y per6xido de hidrégeno como agente de

revelado; mientrés para los P organofosH se emplea
el éster de la dimetilformamida en éter y metil ciclohexano como
eluyente y tetrabromo fenolftalefna, nitrato de plata y &cido
citrfco en solucién come sistema revelador. Para la cromatografia
de gases se emplea el detector de captura de electrones. Este
método permite detectar y cuantificar mas de 200 compuestos
quimicos empleados como pesticidas.

Es importante hacer notar que en este procedimiento los
pesticidas que son solubles o parcialmente solubles en agua se
pierden por dilucién del extracto de acetonitrileo-agua, es por
esto que el método esta limitadc a compuestos relativamente no
polares (17).

En 1975, Luke y colaboradores (30) proponen un método
multireaidual para la determinacién de residuos de pesticidas en
vegetales y frutas frescas, el cual pretende minlmizar o eliminar
las etapas de purificacién, comin a los métodos multiresiduales
que usan la cromatografia de gases para la etapa de determinacién.
Las ventajas de este método es el decremento del tiempo de trabajo
y un incremento de la éficiencla y del porcentaje de recuperacién
para toda clase de pesticidas orgédnicos presentes.

En relacién a los métodos multiresiduales que se proponen
hasta antes de 1975, el método de Luke (30), introduce dos
modificaciones; la primera es el uso de acetona en lugar de
acetonitrilo, como disolvente de extraccién; la acetona tiene un
punto de ebullicién menor y por tanto es mis f&cil de concentrar y
remover. La segunda modificacién consiste en la eliminacién de la
etapa de purificaci6n para la determinacién de residuos organo-

forforados y organonitrogenados, dado que el uso de la columna de
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florisil resulta invariablemente en la pérdida de algunos de
estos residucs., Para minimizar la pérdida de residuos la técnica
analitica propone que la columna de florisil se utilice después de
que el extracto da la muestra se ha analizado para residuos que
contienen nitrégeno y fésforo. El método se aplica a compuestos
polares y no polares, con excepcién de compuestos con una carga
iénica permanente y compuestos que son dificiles de analizar por
cromatograffa gas-liquido.

La deteccién para la CGL se realiza utilizando el detector

termoiénico, para P osforados y nit : para
compuestos organsclorados se omplea un detector de captura de
electrones. Sigulendo este método se analizan 15 residuos organc-
fosforados, 9 organoclorados, 2 organonitrogenados y 2 hidrocarbo-
nados; con un intervalo de recuperacidn del 83 al 113%.

En una modificacién al método propuesto en 1975 se sustituye
el de cap de ele por un Hall de elec-

troconductividad selectivo para halégenos (HECD-X). Para los
compuestos organofosforados se reemplaza el detector termoidnico
por un fotométrico de llama selectivo para fésforo, (31), el uso
de este detector elimina la etapa de purificacifin necesaria cuando
se emplean detectores no selectivos, de esta manera los resultados
del andlisis por CGL dependan solamente de la extraccién y de las
condiciones cromatogréficas.

Con eete método se logra recuperar 79 de B2 residuos de

pasticidas; 3 triazinas, 2 metil rcarbamatos, 1 organosulfurado, 11

itr dos, 16 lorados, 1 organobromado y 44
organofosforados, de los cuales 3 son solubles en agua . EIl
intervalo de recuperaci6n es de 48 a 118% para etilentiourea y

metil carbofenotién respectivamente. Este método simplifica la

i i6n de los amas, minimiza el tiempo de
an&lisis e incrementa el tiempo de vida de la columna y el
detector.

En un métode multiresidual aplicado al anidlisis de frutas,
desarrollado por Holland y Mc Guie, (43), la extraccién se realiza
con metanol y una etapa de purificacién que consiste en 1a
particién en tolueno y elucién a través de una columna de

florisil-carb6én activado-celulosa, para la posterior determinacién
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en una columna cromatogr&fica OV-225 con deteccién de captura de
electrones y de ionizacién de llama. Los compuestos diclorves,
dimetoato y acefato se determinan directamente en el extracto de

metanol empleandc el detector de ionizacién de 1llama; loa

P jes de ién en general son de B0 a 85%; con
excepcién de los tres pesticldas mencionados anteriormente en los
cuales los porcentajes de recuperacién son menores al 24%. Por
este método se analizaron 4 residuos de peaticildas organoclorados,
2 metil carbamatos y 10 fungicidas. El método es répido y
econdmico.

En un estudio colaborative para comprobar la eficiencia del
método de Luke (31); realizado por Sawwyer y colaboradores en 198%

(32), se compara el p je de

P 16n y reproducibilidad
del método en el andliois de muestras fortificadas y no
fortificadas de lechuga, tomate y fresas para compuestogs organo-
clorados y organofosforados; los pesticidas a determinar fuez;:n
clorpirifos, a-hexacloro benceno (HCB) , acefato, ometoato,
monocrotofos y dieldrin.
Los pesticidas organoclorados se analizan en una columna de
metil silicona con el detector Hall de electroconductividad, los
se de inan en una columna
cromatogrifica de succlnato de dietilen glicol (DEGS). Loe

porcentajes de recuperacién varian de 98 a 118w, para los 1C
laboratorios participantes en el estudio. Se obtienen resultados
satisfactorios para proponer el método come oficial para el
andlisis de residuos de pesticidas en frutas y vegetales.

En 1986 se publico el complemento de los métodos AOAC (18),
seccién 29, donde se realizan los cambios al método oficlal, el
métode queda restringide a alimentos con un contenido de 2% de
grasa como m&ximo, la ausencia de la etapa de purificacién permite
detectar residuoa de varios grupes, incluyendo algunos que no se
recuperan por métodos gque incluyen la columna de florisil en su
etapa de purificaccién (33).

Alternativamente algunos autores han seguido utilizando el
método multiresidual del ROAC de la l4a. edicibn (17); incluyendo
los pasos de purificacién en la columna de florisil y la deteccién

con el detector de captura de elelctrones; Yurawecz y Puma (36) en
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1986 aplican el método  al anfilieis de 143 compuestos

organoclorados y ados. Los de las muestras
se purifican y determinan satisfactoriamente reduciendo 1la
temperatura de la columna de 200 a 130°%c, es un método que no se
aplica a compuestos muy volitiles, por la etapa de remocién del

disolvente. Los porcentajes de i6n son al 80% de
acuerdo con el método AOAC.

Para la extraccidn de 243 residuos de pesticidas en una
variedad de alimentos importados a Estados Unidos en el periédo
de 1982 a 1986 ae aplicé el mé&todo de Luke (34), las muestras
fueron seleccionadas de acuerdo a lo que se Gabia dc cllas, es
decir posibles problemas de plagas de los paiges de origen. Se
utilizan varios sistemas para su determinacién por CGL y en
algunos casos se hizo necesaria la confirmacidén de los residuos
por espectrometria de masas. De las 19851 muestras analizadas el
24.5% de ellas contenlan algGn derivade de endosulfan.

El método de extracciénm de Luke (31), ha tenido aceptacién
por la gran cantidad de residuos que se determinan {103). Stan en
1889 (9), aplica este método de extraccién a um procedimiento de
cromatografia de gases acoplade a un sistema de deteccién de
espactrometria de masas, lo cual permite 1la deteccién de
contaminantes a niveles de trazas en intervalos inferiores a ppb,
aen presencia de una gran cantidad de compuestos extraidos de la
matriz que no dan respuesta con este tipo de detectores; el método
incluye una etapa de purificacidn a través dc une columna de
filtracién en gel; el residuos se concentra y se hace pasar a
través de una columpna de 8ilica gel, de la cual se obtienen 6
fracciones que se eluyen con mezcla de tolueno-hexanoc. Las
fracciones 1 y 2 contienen los pesticidas organoclorados para gu
anélisis por CGL y deteccién selectiva de espectrometria de masas.
El método se aplica al andlisis de 76 reslduos.

Mattern y colaboradores en 1990 (35) aplican un mé&todo
multiresidual para analizar 12 pesticidas y dos de sus metabolitos
presentes en un lote de 100 muestras de papas, manzanas, peras y
tomates. La determinacién se realizo por CGL en una columna
capilar y la deteccién por el sistema acoplado a espectrometria de

masas. La recuperacién es de 73 al 120%, las ventajas del métodc
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son: 1) sustitucién de la inyeccién en frio por una. inyeccién en
caliente, lo cual permite el anilisis de compuestos polares y
termolébiles. 2)El uso del detector selectivo de masas y 3) una
sola etapa de cuantificacién, sustituyendo las 3 diferentes
determinaciones, una para organoclorados, otra mis para organo-
fosforados y otra mAs por HPLC para compuestos de dificil anilisis
por CGL.

Siguiendo con este estudic Chao-Hung Liu y colaboradores (37)
reportan en 1991 la determinacién de 20 pesticidas, los cuales se
ha comprobado que tienen propiedades oncogénicas. Se describe el
procedimiento basado en la axtraccidn de Luke (34), determinacidn
por CGL con un detector de espectrometria de masas selectivo para
iones (35) y cromatograffa liquida de alta resolucién acoplada a
espactrometria de masas. Una vez extraidos los pesticidas se
eluyen a través de una columna de florisil, con é&ter de petréleo-
dicloro metano-éter etflico (l:1:1), para la determinacién se
requieren 5 sistemas diferentes de CGL y dos anflisis adicionales
por HPLC. Con un intervalo de recuperacién de 70 a 123 %; este
método tiene la ventaja del uso de un solo detector, mientrés
otros métodos de CGL requieren para las mismas condiciones de 5
detectores distintos.

Se observa el avance obtenido en los diferentes sistemas de

i6n y la b da de d cada vez mis selectivos,
sensibles y especificos. Asi mismo se muestra el avance de los
méLodos cromatcgrifices para las detaerminaciones multiresiduales

de pesticidas en frutas y vegetales.

La tabla 11 resume la metodologia utilizada, por cada uno de
los autores, en el andlisis de multiresiduos de pesticidas en
alimentos. Al final del capitulo se muestra la tabla 15 que resume
las condiclonss ganeorales cmpleadas en el anélisis de estos
residuos.
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TABLA 11
A EMPLEADA PARA EL ANALISIS

DE LA

MUTIRESIDUAL DE PESTICIDAS EN ALIMENTOS.

EXTRACCION REFERENCIA
Disolventes:
Acetonitrilo 117, 36
Acetona 30, 31, 32, 34, 9, 35, 37
MHetanol 36
PURIFICACION
Extraccién liquido-liquido
Disolventes :
Eter de petréleo 17, 35
Cromatografia en columna
Adsorbente: Florisil 17, 35, 36
Permeacién en gel 9
Sin purificacién 30, 31, 32, 34, 37
DETERMINACION
cCcF 17
cGL
Detector: Captura de electrones 17, 30, 36,
Ionizacién de llama 20, 32, 33, 34, 236
Termoiénico 10
Espectrometrfa de masas 9, 35, 37
HPLC a7
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TABLA 12

ONDICIONES GENERALES PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORGANCCLORADOS

HEHRATO “OLUHMNA ENPAQUE DETECTOR GASES 1> TENPERATURAS REF
BHFBEN 1.8 = = 12DC-200 AL I0OHNIZTACION HEL IO ISOTERNICA a1
cCoLrtN v DI 102 - DE LLANA DE 1235 A 180Q <.
Ecal-] 2YOU~1T el R
+ QF1_aL
1.8 m x 4 1rLC-z20a AL C€HUPTURA DE| N_ =120 DETECTOR: 20@ ¢ ae
QA e DI 1@ e ELECTRONES COLuMNES 1z ¢ 38
220F1 aL 13u .
19% DC-2OB
10 -
CARLO CHPILAR QuU-1 = ¢APTURA DE He = 3-3 a9
ERBn 2O m ¥ @.3 ELECTRONES [nIRE-RETA- INYECTOR: 2430 ©¢
FRZTOU. ey DI, NO WL S =| COLURMA zeo oc¢
Ao 23 DETECTOR: 23@ 2C
TR&COR 1.8 w o< a SP-2a4®1 aL CAPTURA DE N, = oo sa
s DI 183 e ELECTROMES INYECTORS 17@ °c¢
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3 =f@-110| coLunNa; %@ oc
HECD—C1< 2> DETECTORS 23@ o<
1y7.5m X 4 |[SP-10® arL 1@: CAPTURA DE|[METANO-AR-|PROGRAMADA =3
we DI ELECTRONES [GON AL S |[Ti=12@9C, Tf=350°C
2>3.6m x 4 OU—-22% AL 20 = 30-73 RANRP= SOC min,
e DI + 0Y=21? AL 2@u |HECD-C1 HE _=08©-110|TIENPO INIC.= 15
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e DT TODRS EN_ s
PAGQKARD [2m X 2 mm SE-3© AL 1@ ZAPTURA DE N, = 20 TENPERATURAS: 56
a3s DY - ELECTRONES COLUMNAI ZVO2C

SOFORTES:

+ CHROHOSORB
»“SUFELCOPORT
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TABLA 13
COMDICIONES GENERALIES PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORAANOFOSFORADOS.

APARATO SIOLUNNA EHPAQUE DETECTOR GASES TANPERATURAS REF
573 mea DT (4>DEGS AL 23 » HNPD-KC1 DE COLUMANA 67
23DC-200 AL DE _22Q A 260 ¢ 62
MICRO s DEGS AL 1% FOTOMETRICO 63
TEK HOD. DE Te= 173, Td= 20O, sa
15@. LLanA Ti= 200
HEULETT-| 4" +2 mm DI|SE-30 AL 3 NPD 5a
PAGCKARD ULTRAFASE CFU-EH Te= 190, Td= 200,
MOD 3T10 Ti= ZOO©
ROD ABH—[1>250 om »[12DC-220 AL 10% | IONIZACION 1.-Tor 180, Tis1230| &%
PF T e DI + QF1 AL aSx DE 2.~ Te1 180
=. 3., 4,> 2>DEGS aL 1 LLAMA 3, 4, Si1To: 190
ZWO om X H PO, AL B.5 EH TODOS LOS CASOS
G mm DI. |3 w 4> DC-200 Td= Ti = 35O
AL 2@ + OU-
17 AL 1S%reme
S»DEC-200 AL 2.
+ EPON 2.2S
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YARIAN IOH em X TERHOIONICO N.: -1 200 66
HWEROGRA=-[Z2 ~m DI, H_ = SO 225 ¥ 269
PH. 2700 AIRE= 120 233
PERKIH- |i.mMm m % 3 |12DC—200 AL 2% TERAOIONICO] N = 4o z2se 66
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F—17 250U-17 AL 1.5 AIRE= 139 z2se,
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CONTINUA LA TaBLA 13
CONDICIONES GENERALES PARA FL ANALISIS DPE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORAANOFOSFORADOS .

“P ARATO COLUHRNA ENPHQUE DETECTIOR BASES TEANFERATURAS REF
L.Bm 3 4 sem|i>DEGS arn 13 TERMOIONICO 67
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TABLA 14

CONDICIONES GENKRALKS FPARA EL ANALISIS DK RESIDUOS DE PESTICIDA3 CARDAMATOS

rEFaRaTQ corynna ENPAOVE DETECTIOR GASES TERPERAIURAS REF
l[B wBER AT4 om % 2 |CARBOUAX 2O N IONITACION [RITROGENO|TdA= 23@ ©C as
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soo AIRE Ti= 218 _o¢
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CONDICIONES GENERALES

TABLA 13
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5. DISCUSION



El desarrollo de métodos analiticos para la determinacién de
residuos de pesticidas requiere de una infraestructura compleja y
costosa, por el equipo instrumental que se necesita, los reactivos
de alta pureza (grado pesticida), el entrenamiento constante del
personal usignado a la investigacién y el acondiclonamiento de un
laboratorio especial para evitar la contaminacién de las muestras
por factores externos; todo esto con el fin de obtener resultados
untLaﬁac:é:los y reproducibles. Estas investigaciones tienen como
objetivo principal proponer nuevas técnicas de anilisis o bien
mejorar las ya existentes, siendo los palises altamente
tecnificados los que desarrollan este tipo de métodos analiticos.

El paso inicial del andlisis de residuos de pesticidas en
alimentos es la extraccén de los mismos de la matriz del producto
empleando disolventes, sin embargo dada la gran cantidad de
pesticidas en uso y sus diferentes propiedades quimicas, es
posible que no se recupere el 100% de los residucs presentes, lo
que implica que se debe de tener culdado en este paso, log
disolventes extractantes m&s empleados son la acetona y el
acetonitrilo, para residuos de carbamatos el metanol es

ampliamente utilizado; dependiendo de las caracteristicas de 1la

muestra { do de de a y de agua) y la
polaridad de los productos a extraer; el acetonitrilo recupera
residuos dv pastlicidas parcialmente polares y no polares, mientras
la extraccién con acetona se indica para residuos polares; esta
Gltima evita 1la formacién de emulsiones provocadas por 1la
presencia de pectinas de frutas y vegetales ode almidén presente
en granos, ademis de ser més fAcil de eliminar y minimiza las
interferencias en la determinacién cuantitativa.

Loe praceses de purificacién del extracto inicial,

desarrolladps para eliminar ctos (pi

.
grasas y azlicares entre otros), implican pasos de extraccién y
concentracién. De los m&s es la 6n liquido-liquido

los disolventes que Be han empleado en esta etapa son
principalmente el hexano, acetato de etilo, cloruro de metileno y
éter de petr6leo, en este caso se presenta el problema de que se
deben realizar varias extracciones consecutivas para obtener

resultados matisfactorios, lo que puede ocasionar la pérdida de

86



productos; por lo que se utilizan técnicas auxiliares como la
cromatografia de adsorcién en columna, entre los adsorbentes mis
empleados se encuentran: el florisil, la alGmina, la silica gel, y
el carbén activado utilizado principalmente para eliminar
pigmentos de extractos vegetales, esta técnica presenta el
inconveniente de una posible adsorcién irreversible de los
compuestcs de manera que en algunos casos no se recuperan los
pesticidas polares. Para las muestras con alto contenido de grasa
los procesos mencionados son de poca utilidad, por lo que se han
propuesto nuevas té&cnicas para la extraccién de pesticidas
lipo-solubles, como es el caso de la destilacién con flujo de

ni y la fia de permeacién en gel.

Respecto a la determinacién (identificacién y cuantificaclén)
las técnicas dependen de la estabilidad de los compuestos y de
sus propiedades quimicas; la CCF se emplea para anilisis
cualitativo y semicuantitativo; la CGL en la actualidad es la
ténica mds utilizada en este tipo de anilisis; la deteccién de
residuos de pesticidas organoclorados se realiza, generalmente,
con el detector de captura de electrones, perc debido a las
interferencias que producen algunos compuestos con grupos nitro
dentro de su estructura, su selectividad y sensibilidad se ve
disminuida, por lo que se puede emplear el detector Hall de
electroconductividad, para 1la determinacién de residuos de
pesticidas organofosforados se puede elegir entre el detector
fotométrico de llama y el termoiénico (NP) en su modo selectivc
para fésforo; el detector de ionizacién de llama tiene poco campo
de aplicacién en el andlisis de residuos de pesticidas. La
espectrometria de masas es el sistema de detecciSn mis selectivo,
sensible y costoso que se emplea para el anilisis de residuos de
todos los grupos quimicos. La resolucién de loe residuos depende
en gran parte de la sensibilidad y selectividad del detector y de
las columnas utilizados. .

El anflisie por HPLC se emplea para pesticidas gue no pueden
determinarse diractamente por CGL, ya sea por que son termol&biles
@ no ser lo suficientemente volédtiles, aunque los detectores
usados para HPLC son mencs selectivos y sensibles los resultados

que se obtienen son buenos. Por otra parte la espectrofotometria
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@e recomienda para analizar compuestos termolébiles, no volitiler
y capaces de formar algun tipo de derivado colorido, para su
anflisis en la reglén UV o visible del espectro; esta técnica se

utiliza ampliamente en el an&lisis de residuos de pesticidas

con tados aceptables. : .
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6. CONCLUSIONES



1.~El anélisis de residuos de pesticidas en alimentos requiere el

uso de métodos analiticos sensibles y selectivos aplicables a

la deteccién de bajas iones de p (ppm o ppb}.

2.-La gran cantidad de literatura existente respecto a los métodos
analfticos de determinacién de residuos de pesticidas, muestra
la preccupacién por encontrar cada vez mejores técnicas para el
control de residuos potencialmente tdxicos en p:oduccc‘:s de

congumo humanc.

3.-De 1las etapas que comprende el anAlisis de residuos, 1la

extraccién y purificacién son pasos les para

el extracto con el menor porcentaje de pérdida; respecto a la
identificacién y cuantificacién, ésta me realiza eficientemente
por técnicas como: CGL con diferentes tipos de detectores
(captura de electrones, termiénico, de ionizacién de llama,
Hall de electroconductividad y recientemente con CGL acoplada a

espactrometria de masas); HPLC y la espectrofotometria.

4.-Los métodos multiresiduales dan la posibilidad de analizar un
gran nimero de compuestos en un 80lo proceso, tratando de
minimizar las etapas de purificacién; la tendencia es al uso de
un andlisis cuantitativo completamente automatizado capaz de
determinar muy bajas concentraciones, perc, aun en estas
condiciones no se logra la obtencién de resultados 100%
satiafactorios.

S.-El trabajo realizado cumple con loa objetivos planteados, al
presentar la informacién actualizada del tema, que puede servir

de referencia para trabajos posteriores.
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