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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION

La amplia presencia de compuestos quimicos en el medio ambiente tiene efectos
profundos en la salud publica. Todas las sustancias quimicas, incluyendo las
antropogénicas como son los pesticidas organoclorados, producen efectos deseables
e indeseables.

Los compuestos persistentes con volatilidad intermedia, como el DDT y sus
metabolitos, tienden a distribuirse uniformemente en regiones tropicales debido a las
temperaturas. Estos residuos han sido detectados en todos los niveles de la cadena

alimenticia, incluyendo seres humanos y en todos los rincones del planeta.

Los pesticidas son comunmente utilizados para incrementar la produccion agricola al
prevenir pérdidas debido a las plagas. Sin embargo, algunos de estos compuestos
son altamente persistentes, toxicos y bioacumulables. Estos compuestos llegan a los

seres humanos por la cadena alimenticia, provocando serios problemas de salud.

Diversos estudios han demostrado la contaminacion con pesticidas en alimentos de
diferentes partes del mundo. El crecimiento de la urbanizacién, el cambio en los
habitos alimenticios y el crecimiento acelerado de la poblacion son los factores
contribuyentes y responsables del incremento de la demanda de alimentos,
provocando el uso de mas pesticidas y fertilizantes.

Algunos pesticidas son resistentes a la biodegradacion, lo que produce una
bioacumulacién significativa. Por esta razon, el andlisis de residuos de pesticidas en
muestras ambientales ha recibido especial atencion en las Ultimas décadas, lo que ha
resultado en diversos programas de monitoreo ambiental en varios paises para un

amplio rango de pesticidas.

._\‘ Capitulo 1. Introduccién y objetivos
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Los pesticidas organoclorados (OCP’s, por sus siglas en inglés), debido a su
persistencia, se acumulan en diferentes eslabones de la cadena alimenticia y
provocan intoxicaciones elevadas en seres humanos. El andlisis de tejido adiposo
materno, suero sanguineo materno, suero sanguineo del cordon umbilical, calostro y
leche materna indican que estos compuestos se encuentran en circulacion en todos

los compartimentos del cuerpo materno, incluyendo el cruce por la barrera placentaria.

Esta tesis es un estudio preliminar que busca aportar informacion acerca de la
presencia de OCP’s en sangre de nifios recién nacidos, desarrollando y optimizando

un método analitico para la identificacion y cuantificacion de estos compuestos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general:

e Desarrollar y optimizar un método analitico para la determinacion simultanea de

OCP’s en sangre de nifios recién nacidos.

1.2.2 Objetivos particulares:

e Establecer una metodologia de andlisis por cromatografia de gases y
espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion de OCP’s.

e Desarrollar un método apropiado para la extraccion de OCP’s provenientes del
papel filtro utilizado para realizar el tamiz metabdlico neonatal por extraccion

asistida por ultrasonido.

e Desarrollar un método de microextraccion en fase sélida de OCP’s.

w‘ Capitulo 1. Introduccién y objetivos
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2. ANTECEDENTES
2.1 Pesticidas

Desde 1950 la produccion agricola se ha acelerado debido al aumento de la
poblacién. Este incremento se ha conseguido no con nuevas tierras de cultivo, sino
aumentando el rendimiento por superficie. Dicho aumento de la productividad se ha
desarrollado con la difusion de nuevas variedades de cultivos de alto rendimiento,
unido a nuevas practicas agricolas que utilizan grandes cantidades de fertilizantes y

plaguicidas, asi como maquinaria especializada.

De acuerdo con el cddigo internacional sobre la conducta en la distribuciéon y uso de
pesticidas publicado por la FAO se entiende por pesticida “cualquier sustancia
destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler, o combatir cualquier plaga, incluidas
especies indeseadas de plantas o animales que afecten la produccion”. El término
incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta o
inhibidores de la germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra su deterioro durante el
almacenamiento y transporte. El término no incluye normalmente los fertilizantes,
nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni medicamentos para

animales.

2.1.1 Historia
Los plaguicidas se han dividido en generaciones, entre los llamados de primera
generacion se encuentran: cenizas, azufre, compuestos de arsénico, tabaco molido,

acido cianhidrico, compuestos de mercurio, zinc y plomo, etcétera.

Los plaguicidas han sido utilizados desde tiempos muy remotos [14]. El papiro de
Ebers, escrito sobre el afio 1550 A. C. reporta la utilizacion de ciertos preparados

meédicos o farmacéuticos que se utilizaban para repeler insectos de las casas.

b‘ Capitulo 2. Antecedentes
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La evidencia mas antigua que se tiene del uso de plaguicidas en occidente data de
1669, cuando se utilizaron arsenicales como insecticidas para eliminar plagas de
hormigas en mieles. Por otro lado, el uso de compuestos de cobre como fungicidas se
conoce desde 1807, mientras que el acido cianhidrico, se utilizaba como un potente
veneno para fumigar los museos que guardaban colecciones de insectos [15].

Hasta mediados de los afios treinta, los pesticidas utilizados eran de origen natural o
bien compuestos inorganicos. La nicotina del tabaco ha sido utilizada en muchos
paises como insecticida. El azufre se empezé a utilizar con bastante frecuencia a
principios del siglo XIX, época en la que conocian sus propiedades como pesticiday a
pesar de la aparicién de pesticidas organosulfurados, todavia hoy es utilizado con
frecuencia dada su baja toxicidad comparada con otro tipo de compuestos. El cloruro
de mercurio fue ampliamente utilizado como fungicida a partir de 1891 y fue
gradualmente reemplazado por otros compuestos como el fenilmercurio,
alquiloximercurio y de alquilmercurio. Los grandes envenenamientos acaecidos en
lugares como Irak por consumo de cereales que contenian estos productos de

mercurio hicieron que se prohibiera su uso.
Los plaguicidas de segunda generacion se clasifican segun su estructura quimica:

e Organofosforados
e Carbamatos

e Organoclorados

El primer insecticida sintetizado de la 2% generacion, fue el DDT [2,2-bis-(p-clorofenil)-
1,1,1-tricloroetano], en 1874. Pero fue hasta 1939 cuando el quimico suizo Paul Miller
descubri6é sus propiedades como insecticida, y recibidé el Premio Nobel en 1948. Asi
en los 50°s fue presentado al mundo como la solucién para todas las plagas sin
efectos negativos para el hombre [16].

Durante la segunda guerra mundial fue diseminado en cantidades enormes para

erradicar la fiebre amarilla, elefantiasis, dengue, tifoidea y principalmente el paludismo
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y malaria [17]. Su féacil obtencién, aplicacion, rapidez de resultados y su costo
reducido extendieron rapidamente su uso, el cual esta estrechamente vinculado con
los cambios introducidos en los modelos de produccién y cultivo (monocultivos) que
duplicaron la productividad de la agricultura respecto al resto de la economia. Los
plaguicidas por si solos son responsables de al menos el 30% de ese aumento de
produccion de alimentos, la llamada "revoluciéon verde" que ha permitido alimentar
cada vez mejor a una poblacién mundial que ha ido creciendo continuamente. El uso
de los plaguicidas aumento 32 veces de 1950 a 1986 [18].

Por otro lado a mediados del siglo XX aparecieron los compuestos organofosforados y
los carbamatos, que presentan menor persistencia medioambiental que los anteriores
y que han sido utilizados hasta nuestros dias. Quizas, el grupo de pesticidas mas
importante de reciente introduccién sean los piretroides o piretrinas sintéticos, muchos
de los cuales se encuentran de forma natural presentes en las flores del crisantemo y

otras plantas.

2.1.2 Clasificacion
Actualmente la clasificacion de los pesticidas se puede hacer en funcion de diferentes
criterios como lo son su campo de accion, su estructura quimica, su persistencia, su

toxicidad, su concentracion, su estado fisico, etcétera [19].

Tabla 1. Clasificacion de pesticidas segun su persistencia (SEMARNAT).

CLASE VIDA MEDIA EJEMPLO

No persistentes 0-12 semanas Malation

Moderadamente persistentes 1-18 meses Atrazina 2,4-D
Persistentes Menos de 20 afios DDT

Permanentes Mas de 20 afios Arsenicales y mercuriales

Una clasificacion bastante extendida en su uso diario es la generada atendiendo al
objetivo o campo de accion al que estan destinados. Siguiendo este criterio, la EPA,

entre otros organismos, clasifica a los pesticidas de acuerdo con su campo de accion.
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Tabla 2. Clasificacion de los pesticidas de acuerdo con su campo de accion.

TIPO DE PESTICIDA ORGANISMO QUE CONTROLAN
Acaricidas Acaros

Antibiéticos Microorganismos

Alguicidas Algas

Avicidas Péajaros

Bactericidas Bacterias

Defoliantes Hojas de plantas
Desinfectantes Microorganismos

Fumigantes Plagas en edificios, suelos, etc.
Fungicidas Hongos

Herbicidas Plantas

Insecticidas Insectos

Larvicidas Larvas de insectos
Molusquicidas Caracoles

Nematocidas Nematodos

Ovicida Huevos de insectos

Piscicidas Peces

La organizacion mundial de la salud (OMS) recomienda clasificar a los plaguicidas en

funcion de su toxicidad, atendiendo a dos posibles vias de contacto (dermal y tépica).

El riesgo al que se refiere esta clasificacion es el riesgo agudo para la salud (es decir,
el riesgo de exposiciones Unicas o multiples en un periodo relativamente corto de
tiempo) al que puede estar expuesta cualquier persona que maneje el producto de
acuerdo con las instrucciones de manipulacion por parte del fabricante o de acuerdo
con las normas establecidas para el almacenamiento y transporte por los organismos

internacionales competentes.

La clasificacion distingue entre las formas mas peligrosas y las formas menos
peligrosas de cada compuesto, en las que se basa en la toxicidad de los compuestos
técnicos, que son la maxima concentracion del ingrediente activo obtenida como

resultado final de su fabricacion y sus formulaciones.
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En particular los solidos se consideran como menos peligrosos en comparacion con
los liguidos. La clasificacion se basa principalmente en la toxicidad aguda oral y
cutanea en ratas debido a que estas determinaciones son los procedimientos estandar
en toxicologia. Cuando el valor de la DLso dermal de un compuesto se encuentre en
una clase mas restrictiva que el valor de la DLsp oral, el compuesto siempre se

clasificara en la clase mas restrictiva.

Tabla 3. Clasificacion de pesticidas recomendada por la OMS de acuerdo con su toxicidad

Clase Clasificacion ®DLso en ratas (mg/kg de peso del animal)
Via oral Via topica
Sdélidos Liquidos Sdélidos Liquidos
la Extremadamente toxicos | 5 20 10 40
Ib Altamente toxicos 5-50 20-200 10-100 40-400
Il Moderadamente toxicos 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Il Ligeramente toxicos 500 2000 1000 4000

*DLso es un valor estadistico que indica la cantidad de un compuesto que es capaz de provocar la muerte del 50% de al poblacion

de los animales de prueba.

2.1.3 Contaminacion por pesticidas.

En el pasado el problema de las plagas se habia resuelto sin una apreciacion
completa sobre los efectos en plantas, animales y el medio ambiente y algunos de sus
efectos han sido desafortunados. Hoy los cientificos concuerdan que la primera regla
en el control de plagas es reconocer que es un problema complejo, que involucra a
sus depredadores naturales, a otras plagas y la relacién de otros factores como el
agua, aire, suelo, variedad de plantas, practicas culturales, gente y vida silvestre. En
general es deseable tener plaguicidas disponibles especificos para el control de cada
plaga, pero el costo aumenta debido a que el intervalo de aplicacion llega a ser muy
limitado y es claro que las diferentes especies responden de diferente manera a la

variedad de formas y concentraciones de los pesticidas [20].
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La calidad del ambiente se ha convertido en un problema grave y por ello la urgencia
de proteger a éste y a sus habitantes. Una gran cantidad de personas que utilizan
pesticidas los consideran una forma de preservar el ambiente, pero otros los citan al
inicio de una lista de principales contaminantes, es dificil distinguir el punto en el cual
un plaguicida es considerado una herramienta benéfica o un contaminante. En general
los pesticidas son un problema cuando se dispersan fuera del area de interés, cuando
no son biodegradables y cuando son acumulables, lo que ha enfatizado el problema
en el caso de derrames, falta de cuidado de las reservas acumuladas, mala
disposicion de los contenedores vacios, abuso y falta de informacion sobre el uso de
estos.

Existen seis areas principales a parte del ser humano que requieren atencién: suelo,

aire, insectos, plantas, vida silvestre y agua.

Generalmente los pesticidas son aplicados en estado liquido en forma de rocio sobre
el cultivo y/o suelo, aunque algunas veces se incorporan directamente como soélidos o

a través del tratamiento de semillas.

La contaminacion del medio ambiente por plaguicidas se produce por aplicaciones
directas en los cultivos agricolas, derrames accidentales, lavado inadecuado de
tanques o contenedores, filtraciones en los depdésitos de almacenamiento y residuos
descargados o depositados en el suelo. Una vez en el suelo, los pesticidas pueden
pasar a aguas superficiales y subterraneas por lixiviacién, dependiendo de sus
caracteristicas quimicas tales como solubilidad en agua, capacidad de adsorcion
sobre el suelo, capacidad de ionizacién, etc., asi como del tipo de suelo y de las
caracteristicas topograficas o climaticas. En general, la ausencia de luz hace que la
degradacion de los pesticidas en aguas subterraneas sea lenta. Por otro lado, existe
una fraccion del producto de aplicacién que se volatiliza y pasa a la atmésfera, de
forma que son transportados por el viento y a su vez pueden volver a la superficie

terrestre con las lluvias o por deposicion solida [21].
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La llamada resistencia genética se produce porque entre los individuos de la poblacién

de una plaga algunos poseen genes resistentes a la toxicidad, estos individuos
soportan la accion del pesticida sin morir. Como en general en los organismos que
conforman las plagas, las generaciones se suceden unas a otras con rapidez y el
tamafio de las poblaciones aumenta, la resistencia genética se extiende en pocos
afos. El nimero de especies de plagas con resistencia a los plaguicidas se ha
incrementado de unas pocas (menos de diez hace 50 afios), a mas de 700 en la
actualidad.

Las alteraciones en el ecosistema se dan cuando la plaga desaparece lo que deriva
en la desaparicién de los enemigos naturales de ésta o provocan que se trasladen a
otros lugares y, después de un periodo, la plaga surge nuevamente en mayor cantidad
al no tener enemigos naturales. También hay organismos que por desaparicion de
otras especies como polinizadores, degradadores, productores de nitrdgeno, etc. que
mantenian controlado su nimero, se convierten en nuevas plagas.

Como se mencion6 algunos pesticidas tardan afios en descomponerse y son dificiles
de eliminar ya que se acumulan en el tejido graso del animal. Esto se refiere al
proceso en el cual la concentracidon de los plaguicidas aumenta de manera progresiva

a lo largo de la cadena alimenticia, principalmente en especies depredadoras
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(concentraciones en decenas o cientos de veces mas altas) es decir, en los tramos

finales de la cadena trofica [22].

2.1.4 Pesticidas en México

Actualmente en México se utilizan cada afio cerca de 54,678.96 toneladas de
plaguicidas. Muchos de ellos presentan una alta toxicidad asi como una gran
persistencia y movilidad medioambiental, lo que los convierte en uno de los grupos de
contaminantes mas importantes.

Se han detectado residuos de plaguicidas en alimentos, aguas, suelos, organismos
acuaticos, fluidos bioldgicos, etcétera, y en lugares tan remotos como la antartica y el
artico [23]. Se han utilizado cifras tan impactantes, como que en algunos casos se
calcula que anualmente se consume medio kilo de plaguicidas por persona. La
peligrosidad de estos compuestos presenta varios aspectos: durante la fabricacion y
formulacién, para el agricultor que entra en contacto con ellos, peligrosidad ecoldgica,
asociada a desequilibrios en el medio ambiente y peligrosidad para el consumidor. A
pesar de todos los inconvenientes que plantean, dificiimente se puede prescindir de
su uso en el estado actual de desarrollo de nuestra agricultura. El riesgo que plantea
su aplicacion puede verse reducido considerablemente si se aplican correctamente a
los cultivos para los que han sido elaborados, siguiendo las correspondientes medidas

de seguridad.

En Meéxico se usan catorce de los veintiddos pesticidas considerados como
perjudiciales para la salud y el medio ambiente. De ellos el 42% se fabrican en el pais.
De noventa pesticidas que han sido cancelados o restringidos en Estados Unidos,

treinta se usan actualmente en México.

2.1.5 Legislacién sobre pesticidas en México
En 1987 se publico el Decreto de Creacion de la CICOPLAFEST, en la que toman
parte las Secretarias de Salud (a través de la COFEPRIS), SEMARNAT, SAGARPA 'y

la Secretaria de Economia.
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En el marco de las actividades que desarrolla la CICOPLAFEST, se publico el 23 de
diciembre de 2004 el Reglamento en Materia de Registros, Autorizaciones de
Importacion y Exportacion y Certificados de Exportacion de Plaguicidas, Nutrientes
Vegetales y Sustancias y Materiales Téxicos o Peligrosos, instrumento a través del

cual se regula el ingreso al comercio de estos productos.

Asimismo, se publica y actualiza regularmente el Catalogo Oficial de Plaguicidas, que
contiene informacién relevante al manejo seguro y ambientalmente adecuado de los
productos que cuentan con registro. Cabe mencionar en este contexto, la publicacién
el 3 de enero de 1991 en el DOF, del Decreto que prohibe la importacion, fabricacion,

formulacion, comercializacion y uso de plaguicidas.

Tabla 4. Relacion de plaguicidas prohibidos para su importacién, fabricacién, formulacion,

comercializacion y uso en México publicada en el DOF el 3 de enero de 1991.

e  Triamifos e Erbon e DBCP
e  Mercurio e  Formotion e Dialiafor
e Acido 2,4,5-T e Scradan e Dieldrin
e Aldrin e  Fumisel e Dinoseb
e Cianofos e Kepone/Clordecone e Endrin
e  Cloranil e  Mirex e  Monuron
e Nitrofen e HCH e EPN
e  Paration etilico e Toxafeno e Sulfato de talio
e Fluoroacetato de e Acetato o propionato de
sodio fenil

Los siguientes pesticidas solo podran ser adquiridos en las comercializadoras
mediante la presentacion de una recomendacion escrita de un técnico oficial o privado
que haya sido autorizado por el Gobierno Federal. Su manejo y aplicacion se
efectuaran bajo la responsabilidad y supervisién del técnico autorizado que los haya

recomendado.

'G‘ Capitulo 2. Antecedentes



—

Tabla 5. Pesticidas restringidos en México

e 1,3 Dicloropropeno e  Fosfuro de e Alaclor

e Aldicarb alumninio e Aldicarb

e Lindano e |[sotiocianato de e Metam sodio
e Clordano metilo e Paraquat

e Cloropicrina e Bromuro de metilo e Dicofol

e Forato * Metoxicloro e Clorotalonil
e Pentaclorofenol * Mevinfos e Quintozeno
e Metamidofos e Pentaclorofenol

e  Clorotalonil

2.2 Pesticidas organoclorados

Los OCP’s abarcan un amplio rango de estructuras quimicas: compuestos de
ciclodieno como son el aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, isodrin, endosulfan y
clordano, compuestos aromaticos halogenados como el DDT, kelthane, metoxicloro,
clorbencilato y clorfenesin, cicloparafinas como hexaclorociclohexano (BHC) y lindano,
y terpenos clorados.

El pesticida mas conocido de este grupo es el DDT. En 1974 la produccién mundial de
DDT fue de 60,000 toneladas. La prohibicion o restriccion de DDT en muchos paises
se basa en consideraciones ecoldgicas, sin embargo, en algunos paises se sigue
utilizando en la agricultura.

Otros OCP’s muy persistentes son los compuestos de ciclodieno, particularmente,
aldrin, dieldrin y endrin. Esta persistencia en el medio ambiente y la adaptacion de las
plagas a estos, son las razones principales por las cuales ha disminuido su uso en las

Gltimas dos décadas.

2.2.1 Propiedades

Los OCP’s representan un grupo de pesticidas con una amplia variedad de
propiedades fisicas y quimicas. Casi todos son compuestos sélidos (insolubles en
agua, pero muy solubles en disolventes organicos) y son estables al aire, luz, calor y

al dioxido de carbono. Los OCP’s no son atacados por acidos fuertes, pero en medio
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alcalino se vuelven inestables y son facilmente declorados. Los OCP’s del ciclodieno
son mas estables en medio alcalino y son susceptibles a la epoxidacion. Agentes
oxidantes y acidos fuertes atacan los anillos no clorados.

2.2.2 Usos

Los OCP’s son usados en gran escala en agricultura, bosques y en salud publica. En
agricultura actian como insecticidas, acaricidas, y fumigantes para el control de
huertos, campos de vegetales, granos, algodon y tabaco asi como vifiedos. Algunos
de ellos también son utilizados para el tratamiento de semillas y como rodenticidas. En
el campo de salud publica juegan un papel decisivo en la erradicacién de ciertas
enfermedades parasitarias como la malaria. Se siguen utilizando en muchos paises

desarrollados para el control de enfermedades transmisibles [24].

2.2.3 Metabolismo

Los OCP’s entran en el organismo por inhalacion, ingestion, y absorcién dérmica. El
peligro por absorcion dérmica es pequefio cuando el compuesto utilizado se encuentra
en forma de polvo. Por otro lado si el compuesto se encuentra disuelto en algun aceite
o disolvente organico, se absorbe facilmente a través de la piel y constituye un peligro
considerable.

Después de la exposicién a algunos cloruros organicos, una parte importante de la
dosis absorbida se almacena en el tejido graso, como el compuesto principal
inalterado. Son en cierto grado, desclorados, oxidados y, después conjugados.

El metabolismo en las células involucra varios mecanismos, como la oxidacion y la
hidrélisis. Los OCP’s tienen una amplia tendencia a penetrar las membranas celulares
y a almacenarse en el tejido graso.

Debido a esta tendencia lipofilica, los OCP’s se fijan en células ricas en lipidos, por
ejemplo, células del sistema nervioso central, higado y rifiones. En estos 6rganos
dafian las funciones de importantes sistemas enziméaticos e interfieren con la actividad

bioquimica de las células.
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La ruta principal de excrecién es la biliar, aunque casi todos producen metabolitos
urinarios, desafortunadamente el intestino reabsorbe con eficiencia muchos de los
pesticidas sin metabolizar.

La distribucion metabdlica del DDT y DDE (un producto de degradacion del DDT), del
isbmero a-BHC, dieldrin, epéxido de heptacloro y mirex, tiende a ser lenta y conduce a
gue se almacenen en la grasa corporal. Los compuestos lipofilicos almacenables

pueden ser excretados en la leche materna [24,25)].

2.2.4 Toxicologia

La accion toxica principal de los OCP’s se dirige al sistema nervioso, en donde
inducen a un estado de sobre excitacion en el cerebro. Las convulsiones causadas
por los ciclodienos que son metabolizados con mas lentitud, pueden repetirse en
periodos de varios dias. Agentes tales como el DDT y el metoxicloro tienden a causar
efectos menos severos, mientras que los ciclodienos, el mirex y el lindano estan
asociados con ataques mas violentos y muertes [24, 25].

Los niveles elevados de algunos cloruros organicos (en especial DDT, DDE vy
ciclodienos), han demostrado inducir las enzimas microsomales hepaticas que
metabolizan medicamentos. Esto tiende a acelerar su excrecion pero también puede
estimular la biotransformacién de sustancias naturales como hormonas esteroidales y
medicamentos. La sintesis de proteinas y de lipidos asi como funciones de
destoxicacion y excrecion que lleva a cabo el higado se ven afectadas por los OCP’s.

Otro aspecto que cabe mencionar es que los OCP’s aumentan la actividad de la
fosfatasa alcalina y de la aldolasa lo cual causa dafios severos en el higado.

Algunos estudios han demostrado, que la exposicibn a OCP’s puede provocar una
disminucion de la fertilidad en animales, provocada por un aumento en el metabolismo
de esteroides, como andrégenos, estrogenos y corticosteroides.

Por otro lado se ha reportado que el DDT inhibe la sintesis de anticuerpos
modificando la respuesta inmune y disminuyendo la cantidad de a-globulinas en

suero.
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Estudios en animales han demostrado que el DDT, aldrin, dieldrin, clordano y

heptacloro pueden tener efectos carcinogénicos en humanos [24].

2.2.4.1 OCP’s en diferentes tejidos, sangre y orina

Como ya se menciono, la absorcion y acumulacion de OCP’s y su metabolismo y
excrecion, se desarrollan en forma tal que se establece un equilibrio entre el contenido
de OCP’s en los tejidos y en el ambiente. Los OCP’s no se encuentran en una
cantidad constante en el tejido graso, ya que existe un equilibrio dinamico con varios
organos mediado por la sangre.

La concentraciéon de OCP’s en los rifiones, cerebro y glandulas endocrinas es cerca
de cien veces menor que en el tejido graso, y diez veces menor que la concentraciéon

en el higado.

2.2.4.2 OCP’s y embarazo

Los OCP’s pasan a través de la barrera placentaria hacia los tejidos del embrion en
donde pueden ser metabolizados. Las cantidades medidas en un gran ndmero de
embriones se encuentra dentro de los limites establecidos. Sin embargo se piensa
que los OCP’s pueden tener un efecto sobre el embridn en los casos de exposicidon
materna mas importantes. En la Tabla 6 se muestran los niveles de algunos OCP’s en
tejidos fetales.

Tabla 6. Concentracién (mg/kg) de OCP’s en tejidos fetales y nifios recién nacidos.

Tejido DDT BHC Dieldrin Heptacloro epoxido
Tejido embrionario 1.607 - 0.045 0.06

Tejido adiposo 5.68 - 0.17

higado 0.155 - 0.007

Rifion 0.085 - 0.005

Cerebro 0.005 - 0.005

Testiculos 0.005 - -

Sangre de recién nacidos 0.008 0.0012 0.0013 0.00006

El UNEP y la OMS organizaron estudios a gran escala para evaluar la exposicion

humana a OCP’s seleccionados a través del control biolégico. Once paises de cuatro
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continentes participaron en el proyecto, Bélgica, Egipto, Alemania, India, Israel, Japén,

México, China, Turquia, Estados Unidos y Yugoslavia.

Tabla 7. OCP’s en leche materna (mg/kg)

Pais DDT DDE HCH PCB’'s
Bélgica 0.13 094 0.2 0.81
China 18 4.4 6.6 -
Alemania 0.25 1.2 0.28 21
India 11 4.8 4.6

Japoén 0.21 15 1.9 0.43
México 0.71 3.7 0.4 -

Estados Unidos 0.1 1.6 0.05 1

Yugoslavia 0.180 1.9 0.28 0.63

Se determinaron algunos OCP’s principalmente DDT, sus metabolitos (DDE) y 3-HCH
asi como bifenilos policlorados (PCB’s) en leche materna (Tabla 7).

Los resultados relativamente altos en China, México e India, se deben a que aun se
utiliza DDT en la agricultura y en el control de vectores.

En contraste a esto, los valores de PCB’s en la grasa de la leche materna fueron
mayores en los paises Europeos y en Japon. La ingestion de OCP’s en los lactantes
se calculo basandose en el supuesto de gue el nifio consume al dia 130g de leche por
kilogramo de peso. La ingesta diaria calculada indica que el consumo de DDT total por
algunos de los lactantes supera los limites establecidos (5ug por kilogramo de peso).
En algunos paises el limite se supera varias veces por la mayoria de los nifios.

Se han observado cambios en la acumulacion de sustancias organocloradas y sus
metabolitos durante el embarazo. DDT, sus metabolitos, BHC y dieldrin, estan
contenidos en el tejido graso de las mujeres embarazadas en cantidades menores que
en otras mujeres (Tabla 8). Los investigadores explican este fendmeno por el aumento

del metabolismo durante el embarazo. Otros resultados contundentes son los niveles
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de OCP’s en plasma de mujeres embarazadas los cuales se encuentran disminuidos
en comparacion con mujeres no embarazadas. Los cambios fisiol6gicos a los que se
pueden atribuir estos niveles de OCP’s son: incremento en los niveles de
progesterona y estrégenos, incremento de los niveles de agua en el organismo

(hipervolemia), y tratamiento con farmacos durante el embarazo [24].

Tabla 8 Concentracion (mg/kg) de OCP’s en diversos tejidos de mujeres embarazadas.

Tejido DDT BHC Dieldrin  Heptacloro epoxido
Placenta 0.024 0.0012 0.00148 0.0021

Sangre 0.0018 0.00048 0.00026 0.00024

Plasma 0.001 0.001 0.0001 0.0033

Tejido adiposo  12.6 0.035 0.085

Utero 0.029 0.010 0.0009

2.3 Tamiz Metabolico Neonatal

El tamiz metabolico neonatal (TMN) para la deteccion de errores innatos del
metabolismo (EIM) es una medida de salud publica dirigida a identificar los trastornos
con graves consecuencias en el recién nacido (RN). Dada la importancia del
diagnostico oportuno de los EIM, para reducir la morbi-mortalidad y prevenir la
presencia de retraso mental, la mayoria de los paises desarrollados lleva a cabo

programas de TMN.

El tamiz en el recién nacido se inicié en 1960 en Estados Unidos, con la utilizacion de
gotas de sangre seca en papel filtro para la deteccion de fenilcetonuria mediante la
prueba de inhibicion bacteriana de Guthrie; a partir de entonces ha sido posible
reconocer algunos trastornos del metabolismo de amino&cidos como la enfermedad
de orina con olor a jarabe de arce, la hipermetioninemia y la tirosinemia. El nimero y
tipo de trastornos que se detectan al nacer varian entre cada pais e incluso dentro de
una misma nacion de acuerdo con la reglamentacion o normatividad existentes,

recursos econémicos y la frecuencia de las enfermedades en cada poblacién.
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Cuando se pretende introducir un programa de tamizaje neonatal, se deben seguir los
criterios de Wilson y Jungner que publicé la OMS y en los cuales se establece que la
enfermedad debe tener una incidencia elevada, posibilidad de un tratamiento médico
efectivo, existencia de una prueba de tamizaje barata con alta sensibilidad y
especificidad para un gran volumen de muestras y una relacidbn costo-beneficio

razonable para identificar y tratar de forma oportuna estos trastornos.

Cuando no se dispone de la informacion sobre la incidencia de los padecimientos en
la poblacién, es importante iniciar un programa piloto con la finalidad de incluir una
muestra poblacional grande y analizar el mayor numero de enfermedades posible. De
manera inicial, la metodologia empleada para el tamizaje de estas enfermedades era
economica pero muy lenta y ello llevé al desarrollo de técnicas mas sensibles y
rapidas, como el radioinmunoensayo, inmunoensayo enzimatico, enfoque isoeléctrico,
cromatografia de liquidos de alta resolucion, fluorometria y ensayos enzimaticos
directos. Sin embargo, estas pruebas se enfocan en el reconocimiento de un solo
trastorno metabolico, de tal manera que su empleo para los programas de tamiz

neonatal ampliado no resulta eficiente en términos del costo.

Las muestras de sangre se obtienen por puncién en el talén del recién nacido, la
sangre se coloca en un papel filtro (Figura 2). El papel filtro debe ser de 100% algodén
puro de calidad controlada para absorcién (peso basico 185 g/m?, grosor 0.545mm,
absorcién en agua 4.7ml/100cm?, cenizas 0.06% y densimetros 3.0seg) (Figura 3).
Posteriormente con una perforadora se obtienen discos de un diametro determinado,
los cuales contienen un volumen conocido de sangre (del orden de pl), dichos discos

son utilizados para realizar el TMN [26].
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Figura 2. Toma de muestra de sangre

Figura 3.Ejemplo del papel filtro utilizado para la recolecciéon de la muestra de sangre.

2.4 Métodos analiticos para el monitoreo de exposicion a pesticidas

Los biomarcadores utilizados para monitorear la exposicion a sustancias toxicas,
incluidos los pesticidas, se suelen dividir en tres categorias generales que se

muestran en la figura 4.
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Figura 4. Representacién esquematica de la ruta de un pesticida desde su exposicion hasta los efectos

que produce en la salud.

Los biomarcadores de exposicidon proporcionan informacién sobre la dosis de una

sustancia toxica que puede estar relacionada con la exposicién a dicha sustancia. Los

biomarcadores de susceptibilidad indican las variables que afectan la respuesta de un

individuo a una sustancia toxica en particular.

Los biomarcadores de efecto

proporcionan informacion de un evento, por lo general en la etapa preclinica, que

ocurre en el sitio blanco de la sustancia después de la exposicidn, que se correlaciona

directamente con la manifestacion de una enfermedad.

Los biomarcadores de exposicién son los que se pueden monitorear mas rapidos y de

manera mas facil. Los biomarcadores de exposicion se pueden dividir en tres grupos:

Dosis potencial o dosis externa
Dosis absorbida

Dosis biologicamente efectiva
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Debido a que la exposicion a estos pesticidas es multiruta y varia con el uso de
pesticidas, el monitoreo ambiental de la exposicion que determinan la dosis potencial,
debe tener en cuenta todos los medios y rutas de la exposicion con el fin de calcular
con exactitud la exposicion individual.

Por el contrario, los biomarcadores de dosis interna, integran a todas las vias de
exposicién mediante el calculo de la cantidad de pesticidas que se absorbe en el
cuerpo a través de mediciones de los plaguicidas, su metabolito o su producto de
reaccion en medios biologicos (por ejemplo, sangre, orina, saliva, liquido amnidtico,
leche materna, etcétera). La dosis biologicamente efectiva es la cantidad de un toxico
gue ha interactuado con un sitio de accion lo que deriva en modificaciones fisiol6gicas
[27].

2.4.1 Eleccion de la matriz

La eleccidon de la matriz para hacer el biomonitoreo de pesticidas persistentes
usualmente es muy sencilla. La cuantificacion de pesticidas persistentes resulta mejor
realizarla en suero, plasma o en otras matrices lipofilicas, debido a que el tiempo de

vida media de estos es muy prolongado (Figura 5).

C - Concentracion de pesticidas
ﬁ f"’ "‘\ _____ persistentes en sangre
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e Vo= e, & pesticidas en meconio
n v -,
t ! - A \ Tl —
; I F'estl_cn:las ho \ Metabolitos de pesticidas '--.,‘3.. s =
j | persistentes \ no persitentes P
4 en sangre . "
c —, \ enorina ot [
i Metabolitos de pesticidas
i persistentes en arina _/7
P I, N T T N — &
e,
| '
100 1000

Tiempo (Dias)

Figura 5. Tiempos de vida media de pesticidas persistente y no persistentes en sangre humana, orina 'y

meconio fetal.
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Debido a que estos pesticidas son inherentemente lipofilicos, tienden a almacenarse
dentro del tejido graso del cuerpo, su concentracion en leche, plasma o leche
materna, depende del contenido de lipidos en la matriz.

La medicidon de la dosis interna de toxicos en sangre, tiene muchas ventajas sobre las
mediciones en orina. Generalmente, el compuesto original y no su metabolito puede
ser monitoreado en sangre, plasma o suero, ademas el disefio de técnicas para la

determinacion de estos no requiere informacion detallada de su metabolismo.

Debido a que la sangre es un fluido regulado (el volumen no varia con la ingesta de
agua u otros factores), no son necesarias las correcciones por dilucion. La
concentracion de téxicos en la sangre a menudo alcanza un maximo inmediatamente
después de la exposicion, por lo que el rango de tiempo preferencial de muestreo
puede ser mas claro que con la orina. Sin embargo, las concentraciones de toxicos en
sangre puede variar dependiendo de la ruta de exposicién, por la via enteral
usualmente se requiere mas tiempo para llegar a la sangre que por inhalacion o por el
contacto dermal. Ademas las determinaciones en sangre reflejan con mayor exactitud
la dosis interna que las determinaciones en orina, debido a que la dosis ingerida no se

ha eliminado por completo del cuerpo [27].

2.4.2 Monitoreo biolégico de OCP’s

Aunque algunos metabolitos de OCP’s son monitoreados en orina, las especies que
se miden con mayor frecuencia son los pesticidas intactos o sus metabolitos en
sangre, suero o plasma o en otras matrices ricas en lipidos. Estos métodos se
describen en la Tabla 8. Generalmente el suero o plasma son extraidos por particion
liquida o por extraccion en fase solida (EFS), cabe sefialar que la microextraccion en
fase solida (SPME) se empieza a utilizar para la extraccion de OCP’s. El extracto
obtenido se analiza por medio de cromatografia de gases (GC) con un detector de
captura de electrones (ECD). Estos métodos son fiables y el uso de los instrumentos
es relativamente sencillo. Sin embargo, los analisis por medio de GC-ECD tienen un

alto riesgo de detectar componentes que interfieren con el analisis, por lo que también
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se utilizan técnicas de analisis mas selectivas. Una de esas técnicas es la
espectrometria de masas (MS) y la espectrometria de masas de alta resolucion. Los
andlisis suelen ser mas selectivos y sensibles que los analisis por GC-ECD, sin
embargo el alto costo de los instrumentos, la compleja operacion y el mantenimiento
de los instrumentos a menudo son factores que impiden el uso de estos en la mayoria

de los laboratorios [27, 28].

Tabla 8. Métodos de analisis de OCP’s en sangre y suero.

Matriz Técnica de extraccion Sistema analitico  Referencia

Sangre EFS GC-MS Frenzel, 2000

Sangre SPME GC-ECD Rohrig, 2000

Suero EFS (Cis) GC-MS Pawels, 1999

Suero EFS (Florisil) GC-ECD Lino, 1998

Suero Particion (n-hexano) GC-ECD Luo, 1997

Suero EFS (Cys, Florisil) GC-ECD Brock, 1996

Suero Particion (hexano/éter) GC-ECD Burse, 1990

Suero EFS (Florisil) GC-ECD Gomez-Catalan, 1987
Sangre EFS (Cis) GC-ECD Guardino, 1996

2.5 Cromatografia de gases

Cada método de andlisis involucra varios pasos, dentro de ellos los mas importantes
son: el muestreo que debe representar la zona o sistema elegido; la preparacion de la
muestra; concentracion de los compuestos a determinar presentes en la muestra; y la
determinacion cualitativa y cuantitativa que dependiendo de los compuestos a analizar

definira las técnicas instrumentales.

Las técnicas cromatograficas han sido consideradas como el mejor método para la
determinacioén de OCP’s en una gran variedad de muestras. La cromatografia es un
método fisico de separacion basado en la distribucion de la muestra en dos fases: una
estacionaria y una movil. En la cromatografia de gases, el gas portador se denomina
fase mavil (en este caso hidrogeno o helio) que transporta la muestra a través de la
columna, fase estacionaria, donde ocurre la separacion debido a la retencion

diferencial de las especies quimica que forman la muestra. Las ventajas de este tipo
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de cromatografia son: alta resolucion, velocidad, sensibilidad, sencillez y resultados
cuantitativos [30,31].

El detector es un dispositivo que mide la concentracion de las sustancias eluidas de la
muestra al comparar una propiedad fisica entre el gas portador puro y el mismo gas
portador cuando lleva un componente que fue previamente separado en la columna.
Genera una sefial eléctrica proporcional a la concentracién del componente, que
posteriormente se amplificara mediante un registrador gréafico o integrador permitiendo
indicar el momento que salen de la columna los componentes.

El registro grafico que se obtiene de la separacion de la muestra en funcion del
tiempo, es un cromatograma. Al eluir la muestra, el perfil del pico obtenido define la
concentracion a través de su area; y el tiempo de retencion (tr), define el tiempo que
tarda en eluir el soluto desde la inyeccion hasta el registro maximo del pico. Este
tiempo se utiliza para identificar compuestos por comparacién con un estandar, debido

a gque es reproducible en condiciones controladas [29,31].

2.6 Espectrometria de masas

Los tres componentes principales para obtener la separacién y andlisis de una
mezcla compleja son cromatégrafo de gases, espectrometro de masas y sistema de
control de datos (GC-MS, por sus siglas en inglés).

El espectrdmetro de masas consiste en una camara de ionizacion, el analizador de
masas Y el detector iénico, en un sistema al alto vacio. Un complejo sistema de datos
permite a través de una computadora controlar componentes, programas de
temperatura, temperaturas de la fuente de ionizacion, detector y linea de
transferencia.

En el espectrémetro de masas de cuadrupolo (Fig. 6) los analitos pasan a través de la
linea de transferencia a una camara de ionizacion de impacto del espectrometro,

conectada a un bomba que la mantiene a un vacio elevado. Los iones son acelerados
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a traves de un potencial de 5-15 V antes de penetrar en el separador de masas de

cuadrupolo.
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Figura 6. Espectrometro de masas de cuadrupolo

El separador consiste de cuatro barras metalicas paralelas a las que se aplica un
voltaje constante y un voltaje oscilante de radiofrecuencia. EI campo eléctrico desvia
los iones, haciéndoles seguir trayectorias diversas a medida que van de la camara de
ionizacion hacia el detector, y permitiendo que solo lleguen al detector los que tienen
una relacion m/z (masa/carga) determinada. Los demas iones (no resonantes) chocan
con los cilindros, y se pierden antes de llegar al detector. Variando rapidamente los
voltajes aplicados, se seleccionan los iones de diferentes masas que llegan al
detector. Con un espectrometro de masas de cuadrupolo se pueden registrar de dos a
ocho espectros por segundo, de 800 unidades de masa cada uno. La sefial procesada
de un espectrometro de masas puede ser del tipo de monitoreo selectivo de iones

(SIM, por sus siglas en ingles) o bien la corriente total de iones.

2.7 Microextraccion en fase soélida
La microextraccion en fase sdlida (SPME, por sus siglas en ingles) fué patentada en

1991 por Belardi y Pawliszyn, tiene muchas aplicaciones en diferentes campos. Esta

8‘ Capitulo 2. Antecedentes



—

—ﬁ

técnica presenta grandes ventajas: no requiere de disolventes, es mas rapida, la
volatilidad de los compuestos a determinar no es un factor limitante, permite limites de

deteccion muy bajos del orden de partes por billén (ppb) y es menos costosa.

Consiste en una fibra que se retrae dentro de una aguja. Sobre la fibra se comprime
una capa de silice fundida cubierta con la fase estacionaria polimérica. La fibra es
expuesta directamente a la muestra (fase liquida o gaseosa), permitiendo la
extraccion de los analitos afines a ésta [32,34]. Posteriormente la desorcion de los
analitos se lleva a cabo por calentamiento en el inyector del cromatografo de gases.

Se analizan cualitativa y cuantitativamente las sustancias de interés.

Esta técnica se enfoca principalmente a la extraccion de compuestos organicos que
se pueden encontrar en diferentes muestras, con pocos tipos de materiales
absorbentes y adsorbentes se cubre la totalidad de los analitos a determinar tanto
para muestras de aire, como de agua o suelo. Para estas aplicaciones se puede
utilizar una fibra de PDMS, o de PA, entre otras, las cuales han sido desarrolladas
para que la fibra de silice fundida sea quimicamente inerte y muy estable a altas
temperaturas [35,37]. Por su pequefio tamafio y geometria cilindrica la fibra puede ser
utilizada como una jeringa y por lo tanto es de facil uso en cromatografia [36,37]. La
desorcién por calentamiento permite la eliminacion total de los disolventes organicos y
la inyeccion de los analitos de interés, integrando ambos procesos en un solo
paso [34,36].
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Figura 7. Mecanismo utilizado para llevar a cabo la técnica SPME.

La SPME se puede ejecutar manual o automaticamente. Es importante controlar

perfectamente la forma de sumergir la fibra en la muestra y los tiempos de extraccion

y desorcion. También se debe prevenir la pérdida de los analitos al transportarlos de

la muestra al cromatografo (en caso de ser un tiempo largo se debe enfriar y sellar la

jeringa usando una septa). La SPME reduce el tiempo de analisis al combinar el

muestreo, la extraccién, concentracion y la inyecciéon en un solo paso del proceso

[36,37]. Esta técnica se puede llevar a cabo por via directa y via vapor-sobrenadante

(headspace, HS, por sus siglas en inglés).

Extraccidn via dirvecta téciaca SPME

tubo 55

L s
P——

agua

Figura 8. Introduccion de la fibra via directa en una muestra de agua
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La principal desventaja es que, hasta ahora, los resultados de reproducibilidad de una
fibra a otra no son buenos y el tiempo de vida media de la fibra es impreciso. Las
constantes de reparto de los analitos, en la fibra, son diferentes ya que dependen de
la afinidad con la fase estacionaria, por lo que se obtienen diferentes limites de

deteccién para cada compuesto.

La implementacion de esta técnica normalmente requiere de la optimizacion de las
variables involucradas en los pasos de extraccion y desorcion.

Para la extraccion se debe considerar el tipo de fibra, el tiempo de absorcion,
temperatura, volumen de muestra, posicion de la fibra, contenido salino, velocidad de
agitacion y forma y tamafio del agitador. En el caso de la desorcidén se controla la
temperatura, el tiempo de desorcion del disolvente y de los analitos de interés [35, 36,
37].

El principio de la SPME se basa en la particion de los analitos entre la muestra y el
medio de extraccion, lo cual inicia al entrar en contacto la muestra y la fibra. La
extraccion se completa cuando la concentracion del analito ha alcanzado el equilibrio
de distribucion entre ambas fases.

El modelo matematico que explica la dinamica del proceso de absorcién lo desarrollé
Louch y confirma la relacion lineal que existe entre la cantidad del analito absorbido
por la fibra en el estado de equilibrio y su concentracion en la muestra [34,37,38]. Lo
gue se muestra en la siguiente ecuacion:

L CVKY C

fs¥s K fase.estacionaria
f

nN=——— =
ViKg +V, donde : c

muestra.agua

n son los moles de analito absorbidos por la fibra, Vi y Vs son los volimenes de fibra 'y
de muestra respectivamente, C, es la concentracion inicial de analito en la muestra y

Kss es el coeficiente de particion del analito entre la fibra y la muestra, el cual es la
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relacion de concentraciones de equilibrio de un soluto en ambos lados de la interfase.
Esta ecuacion asume que la matriz de la muestra es una Unica fase homogénea y que

se realiza un proceso de absorcidn.

En las condiciones de trabajo de la SPME, generalmente se cumple que Vs>> KsVs ya
gue en la mayoria de los casos V; es menor que Vs por lo que la ecuacién queda de la

siguiente manera:

n= Con Kfs

La cantidad de analito extraida n es directamente proporcional a su concentracion en
la muestra e independiente del volumen de la muestra. Esta aproximacion no es valida
en caso de que los analitos tengan valores elevados de Kis (gran afinidad por la fibra)

y se utilicen volimenes pequefios de muestra.

Para la SPME la cinética del proceso es muy importante ya que la velocidad de
extraccion se controla a través del transporte de masa del analito entre la fibra y la
muestra, esta transferencia de masa es determinada por la difusion de los analitos en
la fibra hasta obtener el equilibrio en ambas fases, lo cual se puede acelerar si la
muestra se agita para disminuir el efecto estatico que se forma alrededor de la fibra
ayudando a compensar los bajos coeficientes de difusién en matrices liquidas.

Las constantes de reparto de cada analito dependen de la afinidad del analito a la
fibra, estos coeficientes de particion dependen de la temperatura y disminuyen si la
temperatura de extraccion es muy alta ya que la fibra pierde su facilidad de absorber.
Se ha demostrado que la SPME es un método valido para la determinacién de un gran
grupo de compuestos semivolatiles en concentraciones a nivel de trazas (ug/L) [32,
34, 36, 37].

Existen varias aplicaciones en el uso de la SPME como por ejemplo: el andlisis rapido
de explosivos por GC, la determinacion de hidrocarburos poliaromaticos (,PAH's por
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sus siglas en inglés) en agua por GC o cromatografia liquida de alta resolucion (,
HPLC por sus siglas en inglés), compuestos semipolares en agua por GC, pesticidas
clorados en aguas por GC-ECD, pesticidas nitrados en agua por GC-NPD (detector de
nitrogeno-fosforo, por sus siglas en inglés), pesticidas fosforados en agua por GC-MS,
impurezas organicas volatiles en drogas farmacéuticas por GC, combustibles y BTEX
(Benceno, Tolueno, Etilbenceno, y Xilenos; por sus siglas en inglés) en agua por GC,
deteccion rapida y exacta de anfetaminas en orina por HS-GC, identificacion de
variedades de tabaco por GC, monitoreo de sabores y fragancias en alimentos y
bebidas por GC [36].

Para optimizar las condiciones de extraccion en la técnica de SPME se recomienda la
inmersién bajo agitacion magnética para lograr una buena extraccion, la desorcion en
un intervalo de temperaturas entre 210 a 280°C desde 5 a 30 min, esto da ventaja de
evitar la reduccion del desgaste de la fibra aumentando su tiempo de vida media, y
reduce la descomposicion por temperatura de analitos como el DDT y el endrin en el
caso de los OCPs [32,35].

2.8 Ultrasonido

El ultrasonido es una onda acustica cuya frecuencia estd por encima del limite
perceptible por el oido humano, situada en el rango de los 20KHz hasta los GHz. La
region de mas baja frecuencia (20-40KHz) es comiunmente empleada en los equipos
de laboratorio quimico para diversos fines, en esta region la energia ultrasénica es
capaz de producir la cavitacion facilmente. Se ha podido producir cavitaciébn a
frecuencias cercanas a los 2 MHz [40,41]; sin embargo las aplicaciones son limitadas
por la elevada energia requerida. Los usos del ultrasonido se dividen en dos grandes

grupos:

a) El que se utiliza para la medicidn sin alterar el medio (ultrasonido diagnostico) y
se caracteriza por elevadas frecuencias y baja energia (amplitud).
b) El utilizado para producir cambios fisicos y quimicos en el medio, caracterizado

por emplear bajas frecuencias y elevada energia.
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Por ser una onda acustica, el ultrasonido puede ser transmitido por cualquier
sustancia solida, liquida o gaseosa que posea propiedades elasticas. La onda
ultrasonica produce una perturbacion en el medio provocando ciclos de expansion-
compresion. Los ciclos de compresion agrupan las moléculas, mientras que los ciclos
de expansion tienden a separarlas. En un liquido, el ciclo de expansién genera una
presion negativa que separa unas moléculas de otras. Si la intensidad del ultrasonido
es suficientemente fuerte, el ciclo de expansion puede provocar burbujas o cavidades
en el liquido, esto ocurre cuando la presion negativa ejercida excede la fuerza de
tension local del liquido. El proceso durante el cual las burbujas se forman, crecen y
colapsan de manera implosiva, es conocido como cavitacion (Fig. 9). La utilidad de la
cavitacion en procesos fisicoquimicos es debida Unicamente al colapso de la burbuja y
este ocurre en el momento en el cual la burbuja no puede absorber mas energia
ultrasonica eficientemente; esta rapida compresion adiabatica de los gases y vapores
dentro de la burbuja produce temperaturas y presiones del orden de 5000°C y
2000atm. El tamafo de las burbujas es muy pequeiio comparado con el volumen del
liquido por lo que el calor producido es disipado rdpidamente, sin producir cambios
aparentes en las condiciones del medio [40,41]. Se ha estimado que la tasa de
enfriamiento después de la implosién es del orden de 10%°°C/s.

Cuando la cavitacion ocurre cerca de una superficie sélida, la dindmica del colapso
cambia drasticamente. En liquidos puros, las burbujas mantienen una forma esférica
durante su colapso debido a la uniformidad del medio que las rodean; en cambio,
cerca de una superficie soélida, la burbuja colapsa de manera asimétrica produciendo
flujos de liquido que se impactan contra la superficie a velocidades aproximadas de
400km/h [40]. Este fenbmeno favorece el impacto entre particulas, beneficiando en
ciertos casos su agregacion/disgregacion.

El mecanismo de extraccidn de compuestos de matrices sdlidas por ultrasonido, se
puede generalizar a manera de un proceso de ultra-agitacion, facilitando la difusion de
los analitos al medio. La elevada presion y temperatura durante la cavitacion,
producen la formacién de radicales libres entre otras especies, lo cual puede favorecer

la oxidacion de ciertos analitos y por consecuencia la disminucion en recobros cuando
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el medio es irradiado en exceso; esta es una de las razones por las cuales se deben
buscar las condiciones adecuadas entre la seleccion del periodo y la potencia de
irradiacion con ultrasonido [41].

Micleo .
Irmplosion
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/

Principio ‘

del colapso

Figura 9. Ciclo cavitativo
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos, Material y Equipo
Equipo
e Cromatografo de gases, Hewlet packard 5890 Series Il acoplado a un
detector selectivo de masas Hewlet Packard 5971A
e Columna capilar ZB-5 (30m x 0.25mm ID x 0.25um FT)
e Bafio de ultrasonido Sper Scientific
e Balanza analitica, Ohaus AP250D
e Micropipeta de 100-1000uL
e Micropipeta de 20-200puL
e Micropipeta de 10-100uL
e Vortex IKA “lab dancer”
e Parrilla magnética

e Dispositivo de puncién, Accu-Check, Roche

Reactivos y material

e Papel filtro Whatman 903

e Perforadora

e Tijeras

e Nitrégeno cromatografico, INFRA
e Helio grado BIP, INFRA

e Metanol, grado HPLC, Fluka

e Hexano, grado HPLC, Fluka

e Acetona, grado HPLC, Fluka

e Tolueno, grado HPLC, J. T. Baker
e Cloruro de metileno, Mallincrodt

e Agua desionizada ultrapura (resistencia especifica mayor de 12 Mohm/cm)
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e Viales de vidrio de 4 mL con tapén horadado de polipropileno y septa de
PTFE (politetrafluoretileno)

e Viales de vidrio de 7mL con tapén

e Jeringas Hamilton de 1L

e Fibras para SPME de Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB)

e Soporte de la fibra para inyeccion manual (Supelco, Bellafonte, P.A., USA)

e Pipetas Pasteur

e Barras magnéticas de 7mm x 2mm

e Material de vidrio: Matraces volumétricos de 5, 10 y 25 mL, vasos de
precipitados de 10, 50 y 100mL. Dispositivo de extraccion Soxhlet

Estandares

e Mezcla de pesticidas organoclorados (EPA TCL Pesticides Mix, Supelco,
EUA).

3.2 Preparacion de disoluciones

Para la preparacion de las disoluciones se partié de una disolucién de referencia
de 2 mg/mL de cada compuesto (Supelco). Se preparo una disolucion stock de 40
png/mL de cada pesticida usando hexano como disolvente, de esa disolucion se
tomo una alicuota correspondiente a 5 pg de cada pesticida y se coloco en un
matraz volumétrico de 5mL, se evaporo el disolvente con nitrdgeno y se llevo al
aforo con metanol. De esta disolucion se partié para preparar el resto utilizando

agua como disolvente.

3.3 Preparacién de muestras de sangre enriquecidas

Debido a la dificultad de obtener muestras de sujetos expuestos se prepararon
muestras enriquecidas a partir de sangre de sujetos no expuestos.

Previo a la obtencion de la muestra de sangre se impregno cada disco del papel
filtro con 80uL de una disolucion de OCP’s con una concentracién de 0.1ug/mL. El

sujeto previamente lavé su dedo indice con agua y jabdn y después con etanol al
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70%, posteriormente se obtuvo la muestra de sangre con ayuda de un dispositivo
de puncién (Accu-Check, Roche), una vez hecha la puncién se coloco la sangre
en los discos hasta que quedaran totalmente impregnados con sangre.

3.4 Condiciones cromatograficas
Se utilizé helio como gas acarreador, la dinamica de flujo se mantuvo en el modo
de flujo constante a 1 mL/min. La inyeccién de la muestra se realizo en el modo

sin division de flujo (splitless) con las siguientes condiciones:

- Volumen de inyeccion: 1uL
- Tiempo de splitless: 1min
- Temperatura del inyector: 250°C

La temperatura del la interfase entre el cromatografo y el detector fue de 320°C.
Se realizo una elusién por gradiente de temperatura empleando el siguiente
programa: 70°C durante 2 min, rampa de temperatura de 8°C/min hasta 260°C
durante 2 minutos, después otra rampa de temperatura de 5°C/min hasta 300°C
por 5 minutos. El tiempo total de la corrida es de 40.75 min, donde los dltimos 5

minutos se emplean para la limpieza de la columna.

3.5 Identificacion de OCP’s

La identificacion se realizo mediante un monitoreo selectivo de iones (SIM por sus
siglas en ingles), los iones para la cuantificacion y la confirmacion se
seleccionaron de acuerdo con su respectivo espectro de masas y de acuerdo con
el método 8270C de la EPA.. La camara de ionizacion se mantuvo apagada 17
minutos después de la inyeccion con la finalidad de permitir la elucion del

disolvente.
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3.6 Microextraccion en fase solida (SPME)
Para desarrollar el método analitico primero se realizo la optimizacién de la SPME
de los OCP’s en agua, para lo cual se empleo una mezcla de estandares.

3.6.1 Optimizacion de parametros para SPME

La cantidad de analitos que pueden ser extraidos por SPME esta determinada por
la constante de equilibrio del analito entre la fase acuosa y la muestra, y por el
coeficiente de particion del analito entre la fase acuosa y la fase polimérica de la
fibra. Para optimizar la adsorcion de los analitos sobre la fibra y las condiciones de
extraccion, es necesario considerar diversos factores que influyen en estos
equilibrios como son el tipo de fibra, posicion de la fibra, tiempo de desorcion, pH,
temperatura de extraccion, agitacion del sistema y tiempo de extracciéon, de
acuerdo con reportes previos la adicion de sales y la variacion de pH tiene efectos
negativos en la extraccion de OCP’s, Por esta razon no se modificéd la fuerza
ionica ni el pH. Para optimizar cada uno de los parametros de SPME se utilizé una
fibora de PDMS/DVB y para cada andlisis se colocaron 2mL de una disolucion

estandar de 18 OCP’s con una concentracion de 0.01ug/mL en un vial de 4mL.

3.6.1.1 Posicion de la fibra
Para determinar la posicion de la fibra que proporcione la mejor precision se
realizaron pruebas colocando la fibra en el centro y en el costado del vial que

contenia la disoluciéon de los analitos.

3.6.1.2 Tiempo de extraccion
Con el objetivo de determinar el tiempo de extraccion, se realizo la extraccion a

temperatura ambiente a diferentes tiempos 15, 30, 45, 60 y 100 minutos.
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3.6.1.3 Tiempo de desorcion
Para conocer el tiempo 6ptimo de desorcion de la fibra se trabajo con un tiempo
de extraccion de 15 minutos y se realizaron experimentos exponiendo la fibra en el

inyector a diferentes tiempos 5, 10 y 15 minutos.

3.6.1.4 Velocidad de agitacion
Se evalud la extraccion diferentes velocidades de agitacion 800rpm, 1000rpm y

1200rpm., usando un tiempo de extraccion de 45 minutos.

3.6.1.5 Temperatura de extraccion
Para evaluar la temperatura de extraccibn se probaron tres diferentes
temperaturas, 25°C, 45°C y 60°C, se trabajo con un tiempo de extraccién de 45

minutos, velocidad de agitacion 1000rpm y tiempo de desorcién 10minutos.

3.7 Optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Para la optimizacion de la técnica de EAU se probaron las diferentes variables que
influyen en la extraccion con la finalidad de seleccionar las condiciones Optimas
para la extraccion de OCP’s de muestras de sangre provenientes del papel filtro
utilizado en el TMN. La cantidad de muestra con la que se trabajé fue constante
debido a que es muy limitada, se trabajo con 2 discos del papel filtro que son
equivalentes a 155uL + 5uL de sangre. Los discos se cortaron con unas tijeras
previamente lavadas con hexano y acetona. Se colocaron en un vial de 4mL, se
adicionaron 2mL de disolvente y se colocaron en un bafio de ultrasonido. Se
elimino el disolvente del extracto obtenido con nitrogeno y se reconstituyo con 2mL

de agua. Esta disolucion fue sometida a SPME y posteriormente a GC/MS.

3.7.1 Disolventes
Se probaron diferentes disolventes para elegir el mas adecuado para la extraccion,
los disolventes utilizados fueron diclorometano, hexano, metanol y dos mezclas

extractantes, acetona-hexano y acetona-diclorometano.
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3.7.2 Volumen de disolvente
Se probaron diferentes volimenes de hexano para hacer la extraccion 2mL, 5mL y
8mL.

3.7.3 Tiempo de extraccion
Para determinar el tiempo de extraccion se probaron diferentes tiempos 8 minutos,

16 minutos y 24 minutos. Se trabajo con un volumen de 2mL de disolvente.

3.7.4 Temperatura de extraccion

Se evaluaron 2 temperaturas de extraccion 25°C y 50°C durante 24 minutos.

3.8 Soxhlet

Uno de los métodos tradicionales para extraer de matrices solidas es la extraccion
con soxhlet. EI método 3540 de la EPA es un ejemplo de método validado y usado
ampliamente. La principal desventaja reside en el enorme gasto de disolventes
que involucra (300mL/muestra), el aumento de costos y la generacién de
contaminacion asociadas a éste. Por esta razén se han desarrollado en los ultimos
afos técnicas como la SPE, SPME y LPME, sin embargo, se decidié evaluar la
posibilidad de miniaturizar al maximo esta técnica y evaluarla, pues se trata de una
técnica exhaustiva, que garantiza los maximos rendimientos posibles. Existen
comercialmente equipos de “micro” extraccion soxhlet que utilizan menores
volimenes (30 mL), sin embargo se decidié miniaturizar esta técnica ain mas,
dado el pequeiio tamafio de las muestras. El equipo utilizado fue elaborado en el
taller de soplado de vidrio usando juntas Duran (Schott) 5/13 y 7/16, que son las
mas pequeiias existentes y reduciendo el disefio del equipo a dos componentes
(figura 10).
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Figura 10. Equipo de microextraccion soxhlet de 5 mL de capacidad

Para la micro extraccién Soxhlet se colocaron 2 discos de papel filtro enriquecidos,
en el matraz de bola se adicionaron 3mL de hexano con un agitador magnético, el
dispositivo de extraccion se coloco en una parrilla magnética y la extraccion se
llevo a cabo por 2 horas. El extracto se coloco en un vial de 4mL, se elimino el
disolvente del extracto obtenido con nitrdgeno y se reconstituyo con 2mL de agua.
Esta disolucién fue sometida a SPME y posteriormente a GC/MS.

3.9 Ensayos de recuperacion

Para calcular el porcentaje de recuperacion del método se preparo una disolucion
de OPC’s de 0.08ug/mL, que es equivalente a la concentracién resultante si fuera
extraido el 100% de los analitos después de la EAU. La disolucién se someti6 a
SPME y posteriormente a GC/MS.
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4. RESULTADOS

4.1 Condiciones cromatograficas

La figura 10 muestra el cromatograma obtenido a partir de una disolucién estandar
de los analitos a una concentracion de 1ug/ml. Los tiempos de retencion para cada

analito se muestran en el anexo B.

Abundance
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Figura 10. Cromatograma de una disolucién estandar de los analitos a una concentracion de
lug/mL. 1) a-BHC, 2)B-BHC, 3) y-BHC, 4)6-BHC, 5)Heptacloro, 6)Aldrin, 7)Heptacloro epéxido,
8)a-endosulfan, 9)DDE, 10)Dieldrin, 11) Endrin, 12)b-endosulfan, 13)DDD, 14)Endrin aldehido,
15)DDT, 16)Endrin cetona, 17)Metoxicloro..

La figura 11 muestra los cromatogramas extraidos por el ion de cuantificacién para
los compuestos coeluyentes al realizar la deteccién por modo SIM. Los analitos se
encuentran a concentraciones similares, pudiéndose observar una diferencia
significativa en los factores de respuesta. En el caso del DDD/Endosulfan sulfato,
los analitos tienen diferentes iones de cuantificacion asi como diferente
abundancia relativa, en este caso puede observarse una adecuada resolucion, por

lo que no hubo ningun problema para realizar la identificacion individual.
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Figura 11. Cromatograma por extraccion de los compuestos que coeluyen.

La identificacion de los analitos se llevé a cabo utilizando los iones reportados en
el método 8270C de la EPA y en los reportados en la bibliografia consultada. Los

iones utilizados para la identificaciéon de los OCP’s se muestran en el anexo B.

4.2 Optimizacion de la SPME

4.2.1 Posicion de la fibra

Figura 12. Efecto de la posicion de la fibra en la precision de los resultados.
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Como puede observarse en la gréfica, la dispersion es sustancialmente menor
cuando la fibra se coloca a un costado que en el centro del vial. Esto puede
deberse a que en los costados del vial se tiene un contacto mas uniforme con la
solucion, debido a que la agitacion provoca un vértice en cuyo centro puede

tenerse una superficie de contacto variable.

4.2.2 Tiempo de extraccion

Figura 14. Perfil del tiempo de extraccién de la mezcla de 18 OCP’s.

En la figura 14 se observa el perfil del tiempo de extraccién de los analitos, en
general al incrementar el tiempo de extraccion se incrementa la concentracion de
OCP’s extraidos, con excepcion del aldrin y del heptacloro que disminuyen
después de 60 minutos, el y-BHC presenta un incremento en la extraccion a los 45
min, posteriormente permanece constante, incrementandose nuevamente a los 60

min.

Cuando no es posible encontrar un solo tiempo de equilibrio para todos los
analitos, se puede trabajar en condiciones de pre-equilibrio, en cuyo caso se debe
controlar rigurosamente el tiempo de extraccion, dado que pequefas variaciones
en el mismo pueden provocar variaciones importantes en el porcentaje de analito

extraido. Por lo anterior se eligio trabajar con un tiempo de extraccion de 45 min.

cﬁ‘ Capitulo 4. Resultados



_¥ *—

4.2.3 Tiempo de desorcion

Figura 13. Efecto del tiempo de desorcion.

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion del
tiempo de desorcion 6ptimo de la fibra, donde se observa que 10 minutos son

suficientes para desorber todos los compuestos de la fibra.

4.2.4 Velocidad de agitacion

Figura 15. Efecto de la velocidad de agitacion en la extraccion de OCP’s.
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En la figura 15 se muestra el efecto de la velocidad de agitacion en la extraccion
de OCP’s, se observa que a 1000 rpm la cantidad de pesticidas extraidos es
mayor que a 800rpm y que a 1200rpm. En general la agitacion acelera la
transferencia de los analitos hacia el polimero de la fibra. Cuando se trata de
matrices liquidas compensa los bajos coeficientes de difusién de las mismas. El
tiempo de equilibrio disminuye al aumentar la velocidad de agitacion, pero una
agitacion muy rapida puede provocar falta de reproducibilidad y de precision e
incluso no permitir que los compuestos queden retenidos. Frecuentemente a
velocidades altas la rotacion de la barra magnética no es controlable o constante,
lo que provoca cambios en las condiciones de agitacion y en los tiempos de

equilibrio ademas de provocar una baja precision.

4.2.5 Temperatura de extraccion

Figura 16. Efecto de la temperatura en la extracciéon de OCP’s.

En la figura 16 se observa que para varios compuestos, al incrementar la
temperatura la cantidad extraida aumenta, en los casos de heptacloro, aldrin, a-
endosulfan, DDE, B-endosulfan y endosulfan sulfato, por el contrario, disminuye.
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Un aumento en la temperatura de extraccion provoca un incremento en la
concentracion de analito extraida, pero simultaneamente una disminucion en la

constante de distribucion.

En general si en la extraccibn la temperatura maxima provee una buena
sensibilidad se puede trabajar a esa temperatura. Por lo anterior se decidid
trabajar a 25°C para que la cantidad extraida de los OCP’s fuera la mas adecuada.

4.3 Optimizacién de la EAU

4.3.1 Eleccion del disolvente

Figura 17. Efecto del disolvente en la EAU de los OCP’s.

De acuerdo con los resultados la eficiencia de la extraccion de la mayoria de los
OCP’s se ve favorecida utilizando hexano. La eficiencia del disolvente depende en
gran medida de la capacidad de éste de absorber y transmitir la energia producida
por el ultrasonido. Ademas los OCP’s deben tener una alta solubilidad en el
disolvente empleado, siendo éste el caso del hexano. En el caso del heptacloro
epoxido y el dieldrin la mezcla de acetona-hexano fue mas eficiente que el hexano

s6lo para extraerlos, y en el caso del DDE, DDT y DDD el metanol resulté ser el

mejor disolvente. Sin embargo la mayoria de los pesticidas se extrajo mejor con

hexano por lo que se decidid trabajar con este disolvente.
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4.3.2 Tiempo de extraccion

Figura 18. Perfil de tiempo de EAU de OCP’s.

En la figura 18 se muestra que al aumentar el tiempo de extraccion la cantidad de
pesticidas extraidos aumenta. El heptacloro y el aldrin alcanzan un maximo a los
16 min y posteriormente disminuye y el metoxicloro practicamente permanece
constante. Por lo anterior se decidié trabajar con un tiempo de irradiacién de 16

min.

4.3.3 Temperatura de extraccion

Figura 19. Efecto de la temperatura en la EAU de OCP’s.
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De acuerdo con los resultados experimentales un aumento en la temperatura no
favorece la extraccion de los OCP’s, esto quiza se deba a que el aumento de
temperatura en ocasiones afecta el ciclo cavitativo en el disolvente lo que hace
menos eficaz la extraccion. Por lo anterior se decidi6é trabajar a temperatura
ambiente (=25°C).

4.4 Ensayos de recuperacion

Figura 20. Recobros de los OPC’s por EAU

En la figura 20 se observa el perfil de recuperacion de los analitos por EAU, en la
tabla se observa el porcentaje de recuperacion de los analitos. De acuerdo con
estos resultados el y-BHC, 6-BHC, heptacloro, heptacloro epd6xido, dieldrin, endrin
aldehido DDT y endrin cetona se encuentran por arriba de 60% que es el limite
permisible para concentraciones por debajo de 0.1ug/mL, el resto de los analitos
se encuentran por debajo de ese limite resaltando el aldrin cuyo porcentaje es
menor al 10%. Por esta razén se decidié probar otro método de extraccion para

lograr un mejor rendimiento, el método de eleccion fue la extraccion Soxhlet.
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4.5 Soxhlet

Figura 21. Recobros de los OPC’s por Soxhlet

En la figura 21 se observa el perfil de recuperacion de los analitos por Soxhlet, en
la tabla se muestran los porcentajes de recuperaciéon. De acuerdo con los
resultados el aldrin, dieldrin, endrin, b-endosulfan, DDD, endrin aldehido y endrin
cetona se encuentran por arriba de 60%.

En general se observa que con la EAU se logra una mejor precision, con
excepcion del endrin, b-endosulfan y DDD cuyo coeficiente de variacion (%CV) es

menor cuando son extraidos con Soxhlet.

Lo anterior puede deberse a que durante la extraccion con Soxhlet los tiempos de
reflujo no eran constantes y eso provoco que la dispersion de los resultados fuera

mas grande que con la EAU.
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Tabla 9. Precision y porcentaje de recuperacion de OPC’s por EAU y Soxhlet.

Compuesto % %CV % %CV (Soxhlet)
Recuperacion (EAU) Recuperacion
(EAV) (Soxhlet)
a-BHC 56.07 8.21 43.64 9.15
B-BHC 54.55 7.37 58.04 7.43
y-BHC 73.98 7.95 42.01 10.67
o-BHC 85.52 5.67 31.63 7.17
Heptacloro 72.27 10.00 34.70 27.13
Aldrin 8.01 2.46 91.16 4.79
Heptacloro epéxido 87.87 8.71 21.68 9.29
a-endosulfan 42.66 7.53 41.79 6.49
DDE 35.69 14.98 48.47 18.36
Dieldrin 71.05 11.46 81.10 11.39
Endrin 51.49 10.41 64.67 7.06
b-endosulfan 53.17 12.09 70.17 3.97
DDD 58.83 20.18 79.52 14.40
Endosulfan sulfato 17.25 12.71 38.59 11.28
Endrin aldehido 79.56 21.70 67.21 20.46
DDT 60.77 8.35 40.74 9.68
Endrin cetona 76.98 4.58 90.76 6.35
Metoxicloro. 55.56 8.62 39.11 9.56
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5. CONCLUSIONES
e El gradiente de temperatura del cromatdgrafo de gases y las relaciones m/z

seleccionadas para cada analito permiten la adecuada discriminacién entre
Sus respuestas en un tiempo no mayor a 40 minutos.

e Se desarrolld y optimizé la SPME de OPC's, el procedimiento reporta una
buena precision (CV< 10%).

e Se desarrollo y optimizo la extraccion en conjunto de los analitos de

muestras de sangre enriquecidas mediante la técnica de EAU.

e Al evaluar en conjunto las eficiencias de extraccién de los diversos grupos
de compuestos, la EAU es mas eficiente para extraer los compuestos a-
BHC, 6-BHC, y-BHC, heptacloro, heptacloro epoxido, endrin aldehido, DDT
y metoxicloro, el Soxhlet es mas eficiente para extraer el aldrin, DDE,
dieldrin, endrin, b-endosulfan, DDD, endosulfan sulfato y endrin cetona, y
para el B-BHC y a-endosulfan no hay una diferencia sustancial entre los
métodos.

e Los porcentajes de recobro del método por EAU son adecuados para la
extraccion de y-BHC, 6-BHC, heptacloro, heptacloro epoxido, dieldrin,
endrin aldehido DDT y endrin cetona debido a que estan arriba de 60%.

e Los porcentajes de recobro por Sohxlet son adecuados para el aldrin,
dieldrin, endrin, b-endosulfan, DDD, endrin aldehido y endrin cetona debido

a que se encuentran por arriba de 60%.

e Cabe afiadir que estos resultados son parte de un estudio preeliminar para
el analisis de OPC’s de muestras de sangre, por lo que es necesario hacer
un estudio mas prolongado para mejorar los parametros de recobro y
precision, debido a que los obtenidos no son adecuados para realizar un
andlisis confiable, ademéas de que la validacion completa del metodo

demostrara si es consistente.
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Anexo A. Caracteristicas de los estandares de los pesticidas

P,P'-DDT (1,1,1-Tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano; bovidermol; zeidano;
didimac; p,p'-diclorodifeniltricloroetano y agritan).

e Formula: C14HoCl5

e Peso molecular: 354.49 g/mol .y

e Punto de fusién: 108.5 °C

e Punto de ebullicion: 260 °C O O

e Solubilidad en agua: 0.0055 mg/L 25 °C a a

ligeramente soluble 1.7X10g/100 mL

e Presion de vapor: 1.6E-7 mm Hg 20 °C
e Numero CAS: 000050-29-3

100 5

501 165

199

IS 88 99 136 e 246
50 63 l | 282 318 354
o 39 o d il el ) I, iy i L,
T T T T T T T T & T
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370

(mainlib) Chlorophenothane

P,P'-DDE (1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno; y 4,4'-DDE;
diclorodifenildicloro- etileno).

e Formula: C14HgCly a. _a
e Peso molecular: 318.03 g/mol |
e Punto de fusion: 89 °C O O
e Punto de ebullicion: 336 °C a a
e Solubilidad en agua: 0.04 mg/L 25 °C
e Presion de vapor: 6E-6 mm Hg 25 °C
e Numero CAS: 000072-55-9
100+ 26
504
o I 36'51? '6;2 “. 8\L7 ?\9‘\ o ljg 141‘} s J\“\vj:sr‘t””jﬂ.””?%%' L

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
(mainlib) p,p*-DDE
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P,P'-DDD (2,2-bis-(4-clorofenil)-1,1-dicloroetan; me-1700;
oms 1078; rhothane D-3; rotano; TDE;y

tetraclorodifeniletano). O
Formula: C14H10Cl4 cl ‘

Peso molecular: 320.05 g/mol

Punto de fusion: 109.5 °C

Punto de ebullicion: 350 °C

Solubilidad en agua: 0.09 mg/L 25 °C

Presion de vapor: 1.35E-6 mm Hg 25 °C
Numero CAS: 000072-54-8

Cl cl

L]

1004 =5

50+
165

99
212
h L [ 248 282 320

| Y

75 176
50 63 88 101 136 150
. . N sty L. HYMM et T
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
(mainlib) 1,1-Dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethane

Lindano (a-BHC y-hexacloran; y-HCH; Bentox 10; BBH;
devoran; y viton). d

Cl o, el
Formula: CgHeClg '
Peso molecular: 290.83 g/mol
Punto de fusion: 112.5 °C
Punto de ebullicién: 323.4 °C
Solubilidad en agua: 7.3 mg/L 25 °C
Descompone: 0.00073 g/100 mL
Presion de vapor: 4.2E-5 mm Hg 20 °C
Numero CAS: 000058-89-9

o
v Cl

Cl

1004 181

109

50
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169 | | 290
m i L. ilA
Tt T T+ T S

1 T T
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310
(mainlib) Lindane
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B-BHC (B-HCH; B-Hexaclorociclohexano; y B-lindano).

Formula: CgHeCle

Peso molecular: 290.83 g/mol
Punto de fusion: 159.5 °C
Punto de ebullicién: 288 °C e !
Solubilidad en agua: 2 mg/L 25 °C cl
Presién de vapor: 4.5E-5 mm Hg 25 °C

Numero CAS: 000319-84-6

Cly,, e

100 183

219

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(mainlib) a-Lindane

0-BHC (& -HCH; Hexaclorociclohexano; y 6-BHC).

Iy

Formula: CgHeClg

Peso molecular: 290.83 g/mol
Punto de fusion: 314.5 °C
Punto de ebulliciéon: 60 °C a 5.80E-01 mm Hg e
Solubilidad en agua: 0.24 mg/L 25 °C

Presion de vapor: 3.6E-7 mm Hg 25 °C

Numero CAS: 000319-85-7

& If’:"-’u ‘o“\C !

..<:>__

S

A

100 109

183

51

50

255

T T I |I T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(mainlib) Cyclohexane, 1,2,3,4,5,6-hexachloro-, (1a,24,3a,44,5a,64)-
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y-BHC (-1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano; y-HCH; y
y-lindano).

100+

Endrin (Endrex; Hexadrin; Mendrin; Nendrin; y oms 197).

100+

504

Férmula: CeHsClg

Peso molecular: 290.83 g/mol

Punto de fusion: 141.5 °C

Punto de ebulliciéon: 60 °C a 3.40E-01 mm Hg
Solubilidad en agua: 10 mg/L 20 °C

Presion de vapor: 3.52E-5 mm Hg 25 °C
Numero CAS: 000319-86-8

109
219
183

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
(mainlib) é&Lindane

Foérmula: C1,HsClsO

Peso molecular: 380.91 g/mol

Punto de fusion: 226-230 °C

Punto de ebullicion: 245 (descompone)
Solubilidad en agua: 0.25 mg/L 25 °C
Presién de vapor: 3E-6 mm Hg 20 °C
Numero CAS: 000072-20-8
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67 281
2739 us g4y 245
o3 345
101 183 209 a7
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20 50 8 110 140 170 200 230 260 290 320 350
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380
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Endrin aldehido

Formula: C1oH10ClgO

Peso molecular: 382.9284 g/mol
Punto de ebullicién: 65°C
Solubilidad en agua: 100%
Numero CAS: 7421-93-4

100+ er

50+

345

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380
(mainlib) 1,2,4-Methenocyclopenta[cd]pentalene-5-carboxaldehyde, 2,2a,3,3,4,7-hexachlorodecahydro-,

Dieldrin (aldrin epoxido; Alvit; compuesto 497; Oxralox; y
Quintox). c

Foérmula: C12HsClgO

Peso molecular: 380.91 g/mol

Punto de fusion: 175.5 °C

Punto de ebullicion: 330 °C

Solubilidad en agua: 0.195 mg/L 25 °C
Presion de vapor: 5.89E-6 mm Hg 25 °C
Numero CAS: 000060-57-1

7!
100+ 9

504

39 53
27 173 193 209

143

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380
(mainlib) Dieldrin
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Aldrin ( Sedrin; Aldrin-R; Aldrite; OMS-194; y compuesto 118).

Férmula: C1,HsClg al al
Peso molecular: 364.92 g/mol

Punto de fusion: 104 °C ¢l

Punto de ebullicion: 145 °C a 2 mm Hg J
Solubilidad en agua: 0.017 mg/L 25 °C o’ ©

Presién de vapor: 1.2E-4 mm Hg 25 °C

Numero CAS: 000309-00-2

Cl

100+ 66

263

50+

18

127 150 147

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370
(mainlib) Aldrin-R

a-endosulfan (Tiodan; Malix; BIO 5462; Benzoepin; ciclodan; endocel; oms
570; tionex; y tiosulfan).

e Formula: CoHgClsO3S e
e Peso molecular: 406.93 g/mol Gl
e Punto de fusion: 106 °C .
e Solubilidad en agua: 0.325 mg/L 22 °C foa S
e Presion de vapor: 1.73E-7 mm Hg 25 °C v
e Numero CAS: 000115-29-7
100+ 195
241
75 207 277
4 89 121 159 20
504 29| ©3 102
339
29 143 307
253 323
15

v
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400
(mainlib) Endosulfan |
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100+

50

ndosulfan (endosulfan 2; sulfito ciclico; y tiodan II).

Formula: CoHgClsO3S

Peso molecular: 406.9226 g/mol

Punto de fusion: 207 °C

Punto de ebullicion: 390 °C

Solubilidad en agua: insoluble 2.8X107° g/100 mL
Numero CAS: 33213-65-9

195

241

207
170 265

159 229 339
75 0
1
89 103
2 143 307

29 63 323
51

358

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350

(mainlib) Endosulfan

Endosulfan sulfato (Tiodan sulfato).

Formula: CoHgClsO4S

Peso molecular: 422.93 g/mol

Punto de fusion: 181-182 °C

Punto de ebullicion: 200 °C

Solubilidad en agua: 0.48 mg/L 20 °C
Presion de vapor: 2.8E-7 mm Hg 25 °C
Numero CAS: 001031-07-8

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390
(mainlib) Endosulfan sulfate

[ cl
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Heptacloro (3-Cloroclordano; drinox H-34; E 3314; y Heptamul).

Formula: C1oHsCl,

Peso molecular: 373.32 g/mol

Punto de fusion: 95.5 °C

Punto de ebullicion: 310 °C
Solubilidad en agua: 0.18 mg/L 25 °C
Presién de vapor: 4E-4 mm Hg 25 °C
Numero CAS: 000076-44-8

1004 100

272

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380
(mainlib) Heptachlor

Heptacloro epodxido (epoxiheptacloro; y velsicol 53-cs-
17).

Formula: C10H5C|7O

Peso molecular: 389.3199 g/mol

Punto de fusién: 160 °C o
Punto de ebulliciéon: 200 °C

Solubilidad en agua: 0.2 mg/L 25 °C

Presion de vapor: 1.95E-5 mm Hg 30 °C

Numero CAS: 001024-57-3

100+ 81

353

27
50-
39 53 237

263
151
6173|g7 109 183 217 272
167 317 388

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380
(mainlib) Heptachlorepoxide

Cl

Cl

Cl

Cl
Cl

Zl

Cl
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Metoxicloro (Bis(4-metoxibenceno) de 1,1-(2,2,2-tricloroetilo), 1,1,1-Tricloro-

2,2-bis(p-metoxifenil)etano)

Formula: C,H,:CI;0,

Peso molecular: 344 g/mol
Punto de fusién: 89°C
Densidad: 1.4 g/cm®
Solubilidad en agua: ninguna
Presién de vapor, Pa: muy bajo

Numero CAS: 72-43-5

227
100+

50

15

114 152 169 195 212
b Ty Lo

| 39 5163 75 89 I
o SRS PN NUVIPI I

238 59
A

I I
hAoges
Cl Cl
Cl

274 308 344
"

T pospisg syt t iy pllpapudpbisspdifusgdhogespilpy
10 40 70 100 130 160 190 220
(mainlib) Methoxychlor

Endrin Cetona

Formula: C,,H,CI,O
Peso molecular: 378

Punto de fusion: 200°C
Densidad: 1,7

Presion de vapor (Pa a 25°C)
Numero de CAS: 53494-70-5

67

50+

27
39

7987

5! 101113 147

107|

18

123 173 209

ol \WNH‘\\ Ll m‘\‘uH
T T T T

5
ol \‘\‘ \M\M d‘\‘u \\‘M IT I

250 281
HH‘\L‘H

- PR N W
250 280 310 340

Solubilidad en agua: g/100 ml a 25°C

: despreciable.

cl cCl

Cl

Cl

317

b e

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 4.68-5.08

10 30 50 70
(mainlib) Endrin ketone

90 110 130 150 170 190 210 230 250

T T T
270 290 310 330 350 370

T
390

Descomposicion por debajo del punto de ebullicion a 245 °C.
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ANEXO B. Tiempo de retencion (tr) y relacion masa carga (m/z)

para la identificacién de OPC’s

Compuesto tr (min) m/z

a-BHC 19.04 183, 219, 181
B-BHC 19.779 183, 219, 181
y-BHC 19.978 183, 219, 181
0-BHC 20.609 183, 219, 181
Heptacloro 22.003 100, 272
Aldrin 22.949 66, 263
Heptacloro epédxido 24.095 81, 353
a-endosulfan 24917 195, 339
DDE 25.419 79, 246
Dieldrin 25.579 246, 318
Endrin 26.143 81, 263
b-endosulfan 26.358 195, 241
DDD 26.48 235, 165
Endosulfan sulfato 26.48 272, 387
Endrin aldehido 26.854 67, 345

DDT 27.552 165, 235
Endrin cetona 29.026 67, 317
Metoxicloro. 29.35 227, 274
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