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1. RESUMEN

Los plaguicidas son productos quimicos utilizados para el cuidado de cultivos, sin embargo,
la aplicacion inadecuada de ellos se ha convertido en una actividad altamente riesgosa. Se
optimizé un método analitico para identificar cuatro plaguicidas ampliamente utilizados en
la agricultura mexicana mediante la técnica de CG con detector FID para determinar la
presencia y/o concentracion de estos en muestras de jitomate y zanahoria provenientes de
diferentes lotes sembrados, donde se establecieron condiciones de trabajo tales como:
equipo cromatografico modelo GC-2010 plus de Shimadzu con uso de software
“LabSolutions CS”, columna cromatografica DB-5, acetona como disolvente, volumen de
inyeccion de 1 pL, gradiente de temperatura Optimo para la separacion y cafeina como EI.
Se dosifica con 1.5 litros de ATZ 6 ppm y 1.5 litros de GLA 2 ppm a las muestras de
zanahoria y con 1.5 litros de MLT 4 ppm y 1.5 litros de PCB 25 ppm a las muestras de
jitomate. Se realizaron estudios de recobro a diferentes niveles de concentracion, en donde
se llevd a cabo una extraccion a especimenes comerciales fortificados a valores de
concentracion de 4, 12 y 20 ppm y de 5,000 ppm con los que, al utilizar datos de soluciones
de referencia a la misma concentracion, se determind el porcentaje remanente de los
analitos posterior al tratamiento de la muestra, el cual resultdo en ATZ: 44.44% y MLT:
35.29%. Se analizaron en el cromatdgrafo de gases las muestras reales para determinar a
través de estas, el rango de concentraciones Optimo para las curvas de calibracion de ATZ y
de MLT, el cual fue de 1 a 20 ppm. Se observo la presencia de PCB y MLT en jitomate, sin
embargo, no se observd la presencia de GLA, pero si la de ATZ en zanahoria; la
concentracion de ATZ fue 11.45 ppm y para MLT de 30.15 ppm. Se concluye que el
método es efectivo para la deteccion de 3 de los 4 plaguicidas de interés y también es

efectivo para la cuantificacion de ATZ en zanahoria.



2. INTRODUCCION

Los agroquimicos han sido un componente importante en la modernizaciéon de la
agricultura, sin embargo, su mal uso representa un riesgo para la sociedad. Estudios
recientes en nuestro pais han reportado que el maiz, un ingrediente clave en nuestra dieta,
es uno de los cultivos con mayor aplicacion de plaguicidas, algunos prohibidos en otras

partes del mundo (Programa ONU Medio Ambiente México, 2022).

Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para el cuidado de productos agricolas
que tienen el objetivo de evitar la invasion de una amplia variedad de plagas, maleza o
infecciones por hongos y bacterias, siendo de vital importancia evitar al ser humano

diversos efectos negativos causados por todos los mencionados.

El uso de productos quimicos en la agricultura se reduce a un nimero limitado de
compuestos, entre los cuales se utilizan herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematicidas y
rodenticidas. Sin embargo, la agricultura es una actividad donde se descargan
deliberadamente en el medio ambiente productos quimicos para acabar con algunas formas
de vida. En la actualidad, existen pruebas abrumadoras de que el uso agricola de los
plaguicidas tiene efectos negativos en la calidad del agua y provoca serias consecuencias
ambientales; ademas, los plaguicidas pueden tener importantes consecuencias en la salud

humana (FAO, 1997).

El presente trabajo tiene como objetivo de evaluar la factibilidad de desarrollar un método
cromatografico para la separacion, identificacién y cuantificacion de atrazina (ATZ),
glufosinato de amonio (GLA), malation (MLT) y propamocarb (PCB), ampliamente usados
en la agricultura en México, utilizando un cromatografo de gases con detector de ionizacion
de flama (CG-FID) en muestras de jitomate y zanahoria, cultivadas en condiciones

controladas.
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3. MARCO TEORICO

Los plaguicidas son de vital importancia en el sector agricola, ya que ayudan a controlar la
reproduccion de plagas y enfermedades en los cultivos, reducen las pérdidas en la
produccion de alimentos y contribuyen al control de organismos dafiinos transportados por
insectos invasores. Sin embargo, la utilizacion de los plaguicidas se ha convertido en una
actividad altamente riesgosa, debido principalmente a la toxicidad que muchos de estos
generan, asi como a las malas practicas y a los usos inadecuados de los mismos,
especialmente para los agricultores que, en la mayoria de las ocasiones, desconocen el
manejo adecuado de estas sustancias. El medio ambiente es constantemente dafiado por el
uso desmedido e inadecuado de plaguicidas debido a las caracteristicas toxicas de dichas
sustancias, lo cual se traduce en una contaminacion del suelo, aire, agua y mantos freaticos,
y que provoca modificaciones a los ecosistemas y dafios a la flora y fauna silvestre

(SENASICA, 2019).
3.1 Analitos

El Codex Alimentarius define a un plaguicida (pesticide en inglés) como “cualquier
sustancia 0 mezcla de sustancias destinada a impedir, destruir, atraer, repeler o combatir
cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la
produccion, almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos
agricolas o piensos, o que pueda administrarse a los animales para combatir ectoparasitos”

(OMS, 2010; FAO, 2010, como se citd en Rodrigo Fernandez, 2018).

Los plaguicidas a su vez se pueden transformar, bajo diversas condiciones ambientales, en
una gran cantidad de subproductos o productos de degradacion, que en ocasiones pueden
ser tan toxicos y persistentes como los plaguicidas originales (Tang et al, 2014, como se

cito en Rodrigo Ferndndez, 2018).
3.2 Propiedades de los analitos

Existen varias formas de clasificar a los plaguicidas, en base a (Podlesky & Coy, 1994):
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e Su aptitud o efecto (insecticidas, acaricidas, fungicidas, herbicidas, molusquicidas,
curasemillas, desinfectantes del suelo, hormiguicidas, reguladores del crecimiento,

rodenticidas, atrayentes sexuales).

e Su toxicidad (categoria I: extremadamente toxicos, categoria II: altamente toxicos,

categoria III: medianamente toxicos, categoria IV: ligeramente toxicos).

e Su estructura quimica (organoclorados, carbamatos, bipiridilos, organofosforados,

ditiocarbamatos, piretroides, otros).
3.2.1 Organofosforados

Los organofosforados son un grupo de sustancias quimicas que, como su nombre lo indica,
contienen uno o mas grupos derivados del acido fosforico; son fabricados por el hombre y

son usualmente insecticidas, ademas de ser los mas utilizados en la actualidad.

Son un tipo de plaguicida que dafia la enzima llamada acetilcolinesterasa, la cual es critica
para controlar sefiales nerviosas en el cuerpo. El dafio a esta enzima mata las plagas y
puede causar efectos secundarios no deseados en humanos expuestos. Dichos plaguicidas
son utilizados dentro del ambito de la agricultura, para el hogar, los jardines, la practica

veterinaria, etc. (CDC, s.f.).
3.2.2 Triazinas

Las triazinas son moléculas organicas con forma de anillo heterociclico con la presencia de
tres atomos de nitrdgeno en su composicion, utilizados para controlar plantas no deseadas
mediante la inhibicion de la fotosintesis (Zhang et al., 2021, como se citdé en Triazine

pesticide, 2014).

Dicho tipo de plaguicidas tiene efectos residuales negativos prolongados y generan alta
toxicidad debido a su capacidad de alteracion endocrina y a que son cancerigenos, lo que
genera riesgos potenciales para la salud y la contaminacion ambiental (Yu et al., 2021,

como se citd en Triazine pesticide, 2014).
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3.2.3 Carbamatos

Los carbamatos son sales o ésteres del acido carbamico que han sido ampliamente
utilizados en el campo agricola, aunque el uso de estos plaguicidas se ha visto disminuido

debido a la implementacion de piretroides y otros insecticidas.

Los carbamatos inhiben a la enzima acetilcolinesterasa, lo que genera un aumento de la
acetilcolina en el sistema nervioso. El mecanismo de toxicidad de los plaguicidas
carbamatos es similar al de los plaguicidas organofosforados; sin embargo, los carbamatos
generalmente son inhibidores reversibles de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa y

se eliminan rapidamente del cuerpo (CDC, 2017).
3.3 Insecticidas

Los insecticidas son productos quimicos que se utilizan para el control de insectos,
matandolos o repeliendo actividades indeseables o destructivas hacia los cultivos en
cuestion; destacan los organofosforados, piretroides y carbamatos. Son mayormente
aplicados en actividades agricolas, de salud publica e industriales, ademdas de que presentan

usos domésticos y comerciales.

La movilizacion de insecticidas puede ocurrir a través de la escorrentia, es decir, a través de
la propagacion por medio de la lluvia, asi como también por la deposicion atmosférica o
por el flujo subterraneo (Goring y Hamaker 1972, Moore y Ramamoorthy, 1984, como se

cité en EPA 2022).

La mayoria de los insecticidas actian directamente sobre el sistema nervioso del insecto, al
inhibir, por ejemplo, a la colinesterasa, mientras que algunos otros solamente regulan el

crecimiento o las endotoxinas (EPA, 2022).
3.4 Herbicidas

Los herbicidas son sustancias quimicas utilizadas para la manipulacion o para el control de
la vegetacion no deseada. Los herbicidas son aplicados con mayor frecuencia en los
cultivos en hileras, antes o durante la siembra para maximizar la productividad del cultivo

al minimizar la presencia de vegetales no deseados; los herbicidas se aplican en areas

13



urbanas y suburbanas. También son aplicados a los cuerpos de agua para controlar las

malas hierbas acudticas. (Folmar et al. 1979, como se cité en EPA, 2022).

Los efectos potenciales de los herbicidas estan influenciados por el modo de accidon toxico
y por su método de aplicacion (Duke, 1990, como se citdo en EPA, 2022). Los herbicidas
pueden inhibir la division celular, la fotosintesis o la produccion de aminoacidos, ademas
de que imitan las hormonas naturales de crecimiento de las plantas, lo que puede generar

deformidades en ellas (Ross y Childs, 1996, como se citd en EPA, 2022).
3.5 Fungicidas

Los fungicidas son sustancias quimicas que se utilizan para matar o prevenir el crecimiento
de hongos y de sus esporas. Es posible el uso de los fungicidas para el control de hongos
que dafian a las plantas, de entre los que se encuentran especimenes como las royas, los
hongos y las plagas, ademas de que son utilizados para el control del moho y de los hongos

en otros entornos.

“Los fungicidas funcionan de varias maneras, pero la mayoria dafia las membranas de las
células fungicas o interfiere con la produccioén de energia dentro de las células fingicas.”

(NPIC, 2022).
3.6 Propiedades de las muestras

Para esta investigacion se realizo la busqueda de muestras de origen agricola que fueran
comunes en el consumo de la poblacion mexicana, que tuvieran una fenologia similar, y
que fueran adecuadas para los plaguicidas seleccionados en base al uso de estos tltimos. Se
optd por utilizar muestras de jitomate y de zanahoria, ya que ambos productos son
altamente consumidos, teniendo el jitomate un consumo per capita de 13.4 kg por afio
(Gobierno de México, 2022) y la zanahoria de 1.64 kg por ano (Bastidas-Cadpata, Ruth;
Valencia-Chamorro, Silvia, 2015); entre ellos cumplen con tener una fenologia similar,
puesto que el jitomate requiere de 100-120 dias para poder ser cosechado, en donde
aproximadamente a los 60 dias de cultivo se observa la aparicion de los primeros frutos

(Agro Krebs, 2020), mientras que en el caso de la zanahoria se estima un periodo de
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120-140 dias de cosecha, finalizando a los 39-60 dias las primeras etapas del desarrollo de

la raiz y observandose un engrosamiento en la zanahoria (Vega Rojas Tatiana et. al, 2011).

Finalmente se determind utilizar insecticidas y/o fungicidas para el caso de jitomate,
mientras que para la zanahoria se determind utilizar herbicidas, debido a que la planta de
jitomate tiene una morfologia suave y suculenta, caracteristica que atrae plagas de insectos
que se alimentan de su savia, asi como de otras especies, donde destacan los hongos (Celuz
Agro, 2019), caso contrario con la zanahoria, donde al presentar una estructura mas rigida,
se ve afectada principalmente por la presencia de otras hierbas o malezas que compiten por

ocupar un espacio dentro de la maceta.

3.7 Malation

Es un insecticida de tipo organofosforado, que se encuentra en el ambiente solamente como
resultado de su manufactura o uso (Red universitaria de ambiente y salud, 2020). El nombre
quimico de este plaguicida es dietil (dimetoxitiofosforiltio) succinato (figura 3.1) y cuenta
con diversos productos comerciales registrados, por ejemplo: Agromat-1000®, Carthion
1000-E®, Flythion 1000 Ce®, Gorgojil — 2®, Malation 500 ®, Quimi-Thion®, etc.
(Malatién, s.f.).

Figura 3.1. Estructura quimica del MLT (OEHHA, 2016).

Se puede encontrar en forma pura como un liquido incoloro, y en su presentacion de
calidad técnica (la cual contiene >90% de MLT) es un liquido pardo-amarillento con olor a
ajo (Red universitaria de ambiente y salud, 2020) y con un punto de ebullicién reportado de

156°C (Pubchem, s.f.).
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3.7.1 Uso y forma de aplicacion del malation

Se usa para matar insectos en cosechas agricolas y en jardines, para tratar piojos en
humanos, pulgas en animales, para matar mosquitos y moscas de la fruta, etc. Una vez que
el MLT es introducido al medio ambiente, generalmente al rociarlo sobre cosechas o sobre
areas urbanas/residenciales extensas, pequefias gotas de MLT en el aire caen sobre el suelo,

plantas, agua o cualquier superficie (ATSDR, 2016).
3.7.2 Peligros del malation en el ser humano

Al introducirse al organismo humano, el MLT se incorpora en la corriente sanguinea, donde
puede llegar a muchos 6rganos y tejidos. Interfiere con el funcionamiento normal del
sistema nervioso y, debido a que este controla otros érganos, puede afectar indirectamente a
otros organos y sus funciones. La exposicion excesiva al MLT puede producir intoxicacion
grave o la muerte (ATSDR, 2016). La mayor parte es degradado en el higado a otros
metabolitos, siendo el malaoxon (MLX) el metabolito mayoritario con mayor toxicidad que

el MLT.
3.7.3 Mecanismo de accion del malation

Este insecticida actia por contacto, inhalacion e ingesta, sobre el sistema nervioso de los
insectos. Su mecanismo de accion primario es inhibir la acetilcolinesterasa, que por
consecuencia detiene la transmision de los impulsos nerviosos de los insectos, que quedan

paralizados, caen al suelo y mueren por inanicion (ADAMA, s.f.).

3.8 Atrazina

Es el nombre comun de un herbicida selectivo de tipo triazina ampliamente usado en fincas.
Su nombre quimico es 6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-triazina-2,4-diamina (figura 3.2) y
entre los nombres comerciales registrados se incluyen Aatrex®, Aatram®, Atratol®,

Callisto Xtra® y Gesaprim Calibre 90®.
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Figura 3.2. Estructura quimica de la ATZ (OEHHA, 2007).

Se presenta como un polvo blanco sin olor, aunque también puede adquirir una
presentacion como solucion blanquecina. La ATZ no es reactiva ni inflamable, ademas de
que es ligeramente soluble en agua (ATSDR, 2016) y con un punto de ebullicion reportado

de 205°C (Pubchem, s.f.).
3.8.1 Uso y forma de aplicacion de la atrazina

La ATZ es utilizada en cosechas como cana de azlcar, maiz, pifas, sorgo y ciertos tipos de
nueces; también se usa en fincas que producen pinos y areas usadas para reforestacion. Se
aplica generalmente en los meses de primavera y verano y, para que sea eficaz, necesita ser
disuelta en agua y entrar a las plantas a través de las raices; actia directamente en los brotes

y las hojas de la hierba deteniendo la fotosintesis (ATSDR, 2016).
3.8.2 Peligros de la atrazina en el ser humano

Puede afectar el sistema reproductivo de los seres humanos. Estudios indican que puede
haber una conexion entre el uso de ATZ y ciertos tipos de cancer, pero la informacion no es

suficientemente especifica para establecer una conexion definitiva (ATSDR, 2016).
3.8.3 Mecanismo de accion de la atrazina

Como un herbicida inhibidor, involucra la competencia por un sitio de enlace dentro de una
membrana; al haber ligeras modificaciones en la estructura de un herbicida, pueden causar

una sensibilidad diferencial entre especies de plantas.
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Debido a que entre especies vegetales la proteina D1 puede presentar ligeras diferencias en
su doceava secuencia de aminoacidos, una efectividad diferencial puede observarse con una

molécula de herbicida (Markwell et al., 2015, como se cité en Candela, R. E., 2016).
3.9 Glufosinato de amonio

Es un herbicida no selectivo de tipo organofosforado cuyo nombre quimico es
4-[hidroxi(metil)fosfinoil]-DL-homoalaninato de amonio (figura 3.3) y cuenta con
productos comerciales registrados como Agrofusinato Forte®, Basta Técnico®, o Finale

SL 14® (Glufosinato de amonio, s.f.).
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Figura 3.3. Estructura quimica del GLA (MedChemExpress, s.f.).

Su presentacion mas comin es una solucion azul o verde traslucida, aunque también se
encuentra como polvo cristalino de color blanco a amarillo claro, altamente soluble, con
olor ligeramente picante (PubChem, s.f.) y con un punto de ebullicion reportado de 117°C

(Tridente, 2018).
3.9.1 Uso y forma de aplicacion del glufosinato de amonio

Entre las numerosas especies que controla el GLA, destacan las dicotiledoneas anuales
(malezas de hoja ancha), las monocotiledoneas anuales (malezas de hoja angosta), las
dicotiledoneas perennes (malezas de hoja ancha perennes) y las monocotiledoneas perennes
(malezas de hoja angosta perennes). Es un herbicida primariamente de contacto con accion

sistémica parcial (Portal Tecnoagricola, s.f.).
3.9.2 Peligros del glufosinato de amonio en el ser humano

Este compuesto interfiere y afecta las actividades del glutamato como neurotransmisor del

impulso nervioso a nivel de areas especificas del cerebro humano relacionadas con el
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sistema respiratorio. Altera la integridad de la pared ependimaria en la zona
ventricular-subventricular y altera la diferenciacion neuroglial de las células madre neurales

(Red universitaria de ambiente y salud, 2020).
3.9.3 Mecanismo de accion del glufosinato de amonio

Es un herbicida que causa clorosis en un periodo de tres a cinco dias, que posteriormente se
transforma en necrosis de los tejidos de la planta tratada en una o dos semanas. Su
mecanismo de accién es la inhibicidon de la enzima glutamina sintetizada en el metabolismo
del nitrégeno que, al ser bloqueada, provoca la acumulacién de amoniaco en las plantas

destruyendo las membranas celulares (DVA, 2020).

3.10 Propamocarb

Fungicida de tipo carbamato, su nombre quimico es clorhidrato de propil 3-(dimetilamino)
propil carbamato (figura 3.4) con productos registrados como Banol®, Dynone®, Filex®,

Previcur Energy®, Previcur-N®, Proplantel®, etc.

(@)
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Figura 3.4. Estructura quimica del PCB (MedChemExpress, s.f.).

El PCB esta formulado como un concentrado/liquido soluble en agua (Propamocarb

Clorhidrato, s.f.) con un punto de ebullicién reportado de 256.8°C (Chemnet, s.f.).
3.10.1 Uso y forma de aplicacion del propamocarb

Se utiliza para controlar Pythium spp. y Phytophthora spp. en césped, exterior lefioso y
herbaceo ornamentales. Para usos terrestres, no se puede aplicar directamente a agua, ni
tampoco a areas intermareales debajo de la marca de agua media-alta. Se aplica como
inmersion a raiz, empapado y aplicacion foliar, pero no se aplica a través de ningun tipo de

sistema de riego (EPA, 1995).
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3.10.2 Peligros del propamocarb en el ser humano

El PCB esta clasificado como ligeramente toxico para la irritacion oral, dérmica y ocular en
términos de toxicidad aguda y practicamente no toxico en términos de inhalacién aguda e
irritacion dérmica. También se demostrd que el fungicida no es un agente dérmico (EPA,

1995).

3.10.3 Mecanismo de accion del propamocarb

PCB es un fungicida sistémico que es aplicado al suelo donde es rapidamente incorporado
por las raices y distribuido de manera ascendente por toda la planta; es aplicado de manera
foliar donde se absorbe y distribuye por toda la hoja. Inhibe el crecimiento y desarrollo del
micelio, reduciendo la produccion de esporas e interfiriendo en el metabolismo de los

lipidos en la membrana celular de los hongos afectados.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la posibilidad de implementar un método analitico para identificar y cuantificar
plaguicidas ampliamente utilizados en la agricultura mexicana mediante cromatografia de
gases con detector de ionizacion de flama para conocer si existe una concentracion

remanente de plaguicidas en muestras de zanahoria y jitomate, cultivadas para este fin.
4.2 Objetivos particulares

e Optimizar las condiciones experimentales que permitan la adecuada solubilidad,
disolucion y separacion de los cuatro plaguicidas de interés, con base a los
resultados de tiempo de andlisis, tiempo de retencion, resolucion (Rs), desviacion

estandar relativa, etc.

e Determinar el intervalo de concentraciéon donde se observa una sefial y se tiene una
tendencia lineal en la curva de calibracion, con el empleo de un estandar interno

adecuado.
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e Evaluar el recobro utilizando un tratamiento simple y econdmico de las muestras
bajo estudio y determinar su reproducibilidad, mediante el uso de muestras

fortificadas.

e Determinar la presencia de los plaguicidas en las muestras organicas cultivadas en
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan mediante la metodologia desarrollada
y la técnica de cromatografia de gases y evaluar la posibilidad de cuantificar la

concentracion remanente.

5. METODOLOGIA

La presente experimentacion se desarrolld en tres partes: la primera parte fue realizada
dentro del laboratorio L-113 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1,
donde se prepararon las soluciones y muestras que se utilizaron para los anélisis
cromatograficos. En esta parte se evaluaron las condiciones a utilizar durante el analisis
para obtener una correcta separacion de los plaguicidas variando diferentes condiciones y
parametros fisicoquimicos como disolvente, concentracion de los analitos y volumen de
inyeccion, asi como gradiente de temperatura, recubrimiento de la columna, didmetro

interno, etc.

La segunda parte se realizé en uno de los invernaderos del jardin botanico de la seccion de
morfoldgicas y agropecuarias, situado en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Campo 4, (figura 5.1) en donde se sembraron 12 lotes de jitomate y 4 lotes de zanahoria, de
los cuales se dispuso 1 lote control por cada 3 lotes con plaguicida aplicado; se
monitorearon los cultivos hasta que se visualizaron los primeros frutos y raices, donde en
seguida se roci6 MLT y PCB a los 9 lotes de jitomate y durante dos semanas ATZ y GLA a

los 3 lotes de zanahoria.
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Figura 5.1. Invernadero donde se efectuo la siembra, cuidado y cosecha de las plantas.

En la tercera parte se partio de la cantidad aplicada de los plaguicidas a la muestra para
realizar pruebas de recobro de los analitos posterior al tratamiento de la muestra a
diferentes niveles de concentracion, dichas pruebas fueron realizadas por triplicado para
determinar qué tan reproducible seria dicho tratamiento y asi garantizar confianza en el
porcentaje de recobro de los analitos. Se analizaron en el cromatografo de gases las
muestras cosechadas y se estimd la concentracion presente de MLT en jitomate y de ATZ
en zanahoria para preparar de principio curvas de calibracion de los dos plaguicidas
utilizando estandares secundarios y una vez seleccionado el intervalo de concentraciones,

preparar la curva de calibracion empleando estandares primarios.

5.1 Reactivos

e Acetato de etilo, 99.80% pureza (Baker analyzed).

e Acetonitrilo R.A., 99.5% pureza (Meyer).

e Acetona R.A., 99.6% pureza (J. T. Baker).

e Acetona HPLC, 99.99% pureza (Tecsiquim).

e Agua destilada.

o ATZ, 90% equivalente a 900g de i.a./kg (Gesaprim Calibre 90 ®).
e (afeina, 99% pureza (Merck Millipore).

e Dimetilsulfoxido, 99.8% pureza (Merck).

e Estandar de ATZ 100 ppm en acetonitrilo (LGC Standards).
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Estandar de GLA 100 ppm en agua (LGC Standards).
Estandar de MLT 1,000 ppm en acetona (LGC Standards).
Estandar de PCB 1,000 ppm en acetona (LGC Standards).

GLA, 18.40% equivalente a 200g de i.a./L a 20°C (Agrofusinato Forte ®).

MLT, 48.6% equivalente a 500g de i.a./LL. (Malation 500 ®).

Muestra de jitomate tipo “Saladet” (semillas de ERGO Standard).
Muestra de zanahoria (semillas de ERGO Standard).

PCB, 47.20% equivalente a 530g de i.a./L a 20°C (Previcur Energy ®).
Sulfato de sodio granular anhidro, 100% pureza (J. T. Baker).

5.2 Material

Aire comprimido para cromatografia (5.0) Praxair.
Hidrogeno para cromatografia (5.0) Praxair
Nitrogeno para cromatografia (5.0) Praxair.
Columna cromatografica DB-5.

Columna cromatografica ZB-WAX.

Embudo Biichner.

Embudo de vidrio.

Jeringa para CG de 10pL (Agilent Gold Standard Syringe).
Licuadora de dos velocidades Osterizer Classic.
Matraces volumétricos de 1, 2, 5, 10, 50 y 100 mL.
Matraz kitasato de 250 mL.

Micropipeta de 1-10 pL.

Micropipeta de 10-100 pL.

Micropipeta de 10-1,000 pL.

Micropipeta de 20-200puL.

Papel filtro de poro pequefio.

Pipetas pasteur.

Pipetas volumétricas de 0.5, 1,2, 3,4, 5y 6 mL.
Probetas de 10, 50 y 100 mL.

Vasos de precipitados de 20, 50, 100 y 250 mL.
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5.3 Equipo

e Balanza Analitica BPS 41 Plus (BOECO, Alemania).
e Equipo I: Cromatografo GC 910 (Buck); software Peaksimple version 3.29
e Equipo 2: Cromatografo GC-2010 plus (Shimadzu); software “LabSolutions CS”.

Nota: Ambos equipos cromatograficos estaban acoplados con un detector FID.

5.4 Configuracion final del cromatografo de gases

e Fase movil: Flujo de N,= 3.0 mL/min, flujo de H,= 40.0 mL/min, flujo de aire=
400.0 mL/min, flujo de purga= 3.0 mL/min, flujo make-up (N,)= 30 mL/min.

e Modo de inyeccion: Splitless.

e Programa de temperatura: Temperatura inyector= 280°C, temperatura detector=

320°C.
5.5 Evaluacion de las condiciones experimentales de analisis

Se evaluaron diferentes condiciones de trabajo: concentraciéon de analitos, columna

cromatografica, disolvente, gradiente de temperatura y estdndar interno (EI).

Rango de concentracion: Para esta prueba se realizo una serie de soluciones disueltas en
acetonitrilo a diferentes niveles de concentracion, donde utilizando el 1° equipo
cromatografico, incorporado con la columna ZB-WAX, se midieron soluciones para cada

plaguicida empleando los gradientes de temperatura descritos a continuacion:

- Para MLT=40°C, 1 min; 15°C/min; 150°C, 3 min; 5°C/min; 200°C, 2 min.
- Para ATZ / GLA / PCB=40°C, 1 min; 15°C/min; 230°C, 5 min.

Para los sistemas, se utilizaron valores de concentracion comprendidos en un rango entre 5

a 15,000 ppm mostrados a continuacion:

e 2 ul de ATZ a: 20; 200; 4,000; 6,000 ppm.
e 2 uL de GLA a: 1,000; 10,000; 15,000 ppm.
e 2 ul de MLT a: 5; 50; 500; 10,000 ppm.

e 2 ulL de PCB a: 300; 3,000; 10,000 ppm.
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Columna cromatografica: En esta prueba se realizo el analisis de dos diferentes columnas
cromatograficas empleando la columna polar ZB-WAX y la columna poco polar DB-5. Se
considero al analisis de la separacion de 2 puL de la mezcla de los 4 plaguicidas a 1,000 ppm

en acetonitrilo en la columna DB-5 con el gradiente de temperatura descrito a continuacion:
- 40°C, 0 min; 5°C/min; 180°C, 1 min; 15°C/min; 230°C, 6 min.

Disolvente: Se realizd el andlisis para la separacion de la mezcla de los plaguicidas
disueltos en tres solventes: agua destilada, acetona y acetonitrilo. Para esta prueba se
analiz6 2 pL de la mezcla de los plaguicidas a 1,000 ppm en cada uno de los disolventes y

se utilizé el gradiente de temperatura mostrado a continuacion:
- 40°C, 0 min; 2°C/min; 130°C, 0 min; 3°C/min; 200°C, 0 min; 4°C/min; 240°C, 4
min.
Gradiente de temperatura 6ptimo: En esta prueba se realizo el analisis a la mezcla de los
plaguicidas probando diferentes gradientes de temperatura, siendo el Optimo descrito a
continuacion:

- 50°C, 5 min; 20°C/min; 205°C, 0 min; 15°C°/min; 290°C, 1 min.

Nota: A partir de este punto se descartd la cuantificacion de GLA debido a la nula observacion del pico

representativo en los cromatogramas.

Estandar Interno: Para esta prueba se reviso en la literatura opciones de EI a ocupar,
donde destacaron cafeina y dimetilsulfoxido debido a su accesible alcance; se analizd cada
uno de los estandares en acetona a una concentracion de 1,000 ppm, donde finalmente se
selecciond a la cafeina como El y se realizo un analisis de la separacion de la mezcla de los

plaguicidas y el EI a 1,000 ppm, utilizando el gradiente de temperatura 6ptimo.
5.6 Siembra, cuidado, cosecha y tratamiento de las muestras

Como se menciond anteriormente, el proyecto se realizé en tres partes, correspondiendo la

siembra, cuidado, cosecha y tratamiento de las muestras a la segunda parte.
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5.6.1 Soluciones de plaguicidas comerciales para muestras

Para la preparacion de los plaguicidas comerciales a dosificar en las muestras se siguieron

las instrucciones presentes en las fichas técnicas de los plaguicidas:

ATZ: Se vacié la dosis requerida de Gesaprim Calibre 90 en el tanque de mezclado,
conteniendo las 3/4 partes del volumen de agua, se agitd y posteriormente se agrego el agua
faltante. Se mantuvo al sistema en constante agitacion durante el mezclado (Sol. A). La
muestra comercial Gesaprim Calibre 90 se encontré en la presentacion mostrada en la

figura 5.2.

GLA: Se lleno el tanque de mezclado a la mitad de su capacidad con agua limpia y se
prepar6 por separado una pre-mezcla con poca agua y la dosis a emplear de
AGROFUSINATO FORTE. Una vez disuelto, se vertid esta premezcla al tanque y se
completd con agua sin dejar de agitar (Sol. B). La muestra comercial Agrofusinato Forte se

encontrd en la presentacion mostrada en la figura 5.2.

MLT: Se diluy6 con agua la dosis requerida de Malation 500 en el tanque de mezclado y se
completd el volumen del tanque con agua limpia (Sol. C). La muestra comercial Malation

500 se encontro en la presentacion mostrada en la figura 5.2.

PCB: Se vacio la dosis requerida de Previcur Energy en el tanque de mezclado, donde
previamente se agreg6 aproximadamente 1 litro de agua, se agitd y se agregd agua hasta el
maximo de capacidad del tanque (Sol. D). La muestra comercial Previcur Energy se

encontrd en la presentacion mostrada en la figura 5.2.

‘mm g
 rscoucon -

26



Figura 5.2. 1) Gesaprim Calibre 90 ® (Fumi Insumos, s.f.), 2) Agrofusinato Forte ® (Dragon, s.f.),
3) Malation 500 ® (MercadoLibre, s.f.), 4) Previcur Energy ® (AGROPACIFICO, s.f.).

5.6.2 Preparacion de las muestras

Jitomate: Se realiz6 la siembra de semillas de jitomate de la marca ERGO Standard, al
colocar dichas semillas previamente humedecidas en 1 caja de plastico con mediciones de
29 cm de largo x 29 cm de ancho x 10 cm de altura, las cuales fueron monitoreadas durante
24 semanas, donde dicho progreso se ejemplifica en la figura 5.3 a continuacion.

1*SEMAHADE PLANTACIOH - 6* SEMAHA DE PLANTACIOH - 11°SEMANA DE PLANTACION -

Siembra de semillas en semilleros Traslado a macetas Aparicion de primerasflores
(Aplicacién de plaguicidas)

Muestreo: 4 muestras con 21°SEMANA DE PLANTACION - 14°SEMANA DE PLANTACION -
plaguicida, 1 muestracontrol Maduracion total de los jitomates  Aparicion de primeros frutos

{Cosecha)

Figura 5.3. Cronologia de plantacion de jitomate.

Zanahoria: Se realizo la siembra de semillas de zanahoria de la marca ERGO Standard en
4 cajas diferentes de madera con una medida de 52 cm de largo x 32 cm de ancho x 29 cm
de altura cada una, se trazaron 3 hileras a lo largo de la tierra en la caja con una
profundidad de aproximadamente 3 a 5 cm, y en ellas se distribuyeron uniformemente las
semillas previamente hidratadas. Se realizo una constante aplicacion de agua a las macetas,
asi como se supervis6 durante 20 semanas para asegurar el crecimiento de la planta que se

visualiza en la figura 5.4.
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1° SEMANA DE PLANTACION - 6° SEMANA DE PLANTACION - 8° SEMANA DE PLANTACION -
Siembra de semillas en hileras de  Crecimiento de primeras hojas  Crecimiento abundante de hojas

maceta {Seleccion de las muestras)
- ‘—r-"
Muestreo: 4 muestras con plaguicida, 19° SEMANA DE PLANTACION -
1 muestra control Maduracidn total de las zanahorias

{Cosecha)

g

Fifiad
Figura 5.4. Cronologia de plantacion de zanahoria.

5.6.3 Tratamiento de la muestra

Se buscd el tratamiento de la muestra Optimo para las muestras considerando
principalmente el tiempo empleado en el tratamiento, por ello se realizaron pruebas con dos
disolventes diferentes (acetato de etilo y acetona) para las muestras. Por ello, para el
método seleccionado se utilizaron muestras provenientes de un mercado local que fueron

fortificadas con los plaguicidas a 3,000 ppm, realizandose lo descrito a continuacion:

1) Las muestras se congelaron por 1 hora y se almacenaron a baja temperatura. Se
colocaron aproximadamente 15-25 g de jitomate/zanahoria en una licuadora de dos
velocidades Osterizer Classic y se afiadieron 7-10 g de Na,SO, granular anhidro y
50 mL de acetato de etilo/acetona R.A; posteriormente se mezcld durante 3 minutos
a alta velocidad y la mezcla resultante se filtro al vacio, realizando tres lavados al
vaso con el disolvente; si el volumen total excedio los 50 mL, se colocaba a chorro
de aire de nitr6geno hasta evaporar a un menor volumen de disolvente, esta solucion
se transfiri6 a un matraz aforado de 50 mL y se afor6 con el disolvente

correspondiente; se almacend y etiquetd a esta solucion.
5.7 Determinacion del rango de concentracion éptimo de las curvas de calibracion

Para el desarrollo de esta metodologia, se realizaron estudios de recobro con el objetivo de

estimar un rango de concentracion optimo para las CC.
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5.7.1 Estudios de recobro de la muestra fortalecida a altas concentraciones

Se realizaron pruebas de recobro de los plaguicidas a altas concentraciones en las que se
determiné la cantidad presente de analito posterior a su tratamiento (muestra fortificada)
con respecto a la cantidad total de una solucidn del plaguicida puro (solucion de referencia)

a mismos niveles de concentracion.
5.7.1.1 Analisis de soluciones de referencia

Se prepararon soluciones para los plaguicidas a diferentes valores de concentracion, siendo
el representativo en este caso un valor de 5,000 ppm para MLT, PCB y para ATZ; se

analizaron estas soluciones en el cromatografo de gases.
5.7.1.2 Analisis de muestras fortificadas

Para este caso, se tomaron jitomates y zanahorias al azar provenientes de lotes control, los
cuales fueron fortificados a 5,000 ppm para MLT, PCB y ATZ, y se inyectaron en el

cromatografo de gases con las condiciones previamente establecidas.
5.7.1.3 Pruebas de reproducibilidad y determinacion del recobro

Se realizo el calculo correspondiente para determinar el porcentaje de recobro de cada
plaguicida y se realiz6 por triplicado el andlisis para observar la reproducibilidad de esta

prueba.

Nota: A partir de este punto se descart6 la cuantificacion de PCB debido a la gran desviacion estandar vista

durante los analisis de reproducibilidad.
5.7.2 Estudios de recobro de la muestra fortalecida a bajas concentraciones

Se realiz6 el calculo pertinente para estimar la concentracion remanente de los plaguicidas
en cada muestra a partir de lo aplicado en las muestras, y tras ello se efectuaron pruebas de
recobro de los plaguicidas a bajas concentraciones en las que se sigui6é la metodologia
utilizada en las pruebas de recobro a altas concentraciones, utilizando en este caso 3 niveles

diferentes de concentracion: 4, 12 y 20 ppm.
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5.8 Curvas de calibracion

Para el desarrollo de este método se prepararon dos CC con el uso de estdndares
secundarios, es decir, con los reactivos comerciales vistos en la figura 5.2, y una tercer CC

en la que se utilizaron estandares primarios provenientes de LGC Standards.
5.8.1 Preparacion de las soluciones Stock

Para la preparacion de las soluciones stock en las primeras dos CC, se utilizd a la muestra
comercial de cada plaguicida para hacer una “solucion madre” que contuvo a ambos
plaguicidas a partir de sus respectivos Stocks, mientras que para la CC de estandares

primarios se realizé un Stock para cada analito partiendo directamente de los estandares.
5.8.1.1 Soluciones Stock de estandares secundarios

Solucion stock de ATZ: Se pesaron 14 mg de la muestra comercial Gesaprim Calibre 90 y
se disolvieron en acetona hasta homogeneizar; posteriormente se trasvasd la solucion

generada a un matraz volumétrico de 25 mL y se aford con acetona (Sol. E).

Solucion stock de MLT: Dentro de una campana de vapores, se tomd con una micropipeta
21 pL de la muestra comercial Malation 500, se agreg6 con cuidado a un matraz
volumétrico de 25 mL, posteriormente se aforé con acetona (Sol. F) y se almaceno la

solucién a baja temperatura.

Solucion madre: Se tomaron 2 mL de la solucion Stock de ATZ y 2 mL de la solucion de
MLT y se agregaron a un matraz volumétrico de 25 mL, posteriormente se aforé con

acetona (Sol. G).

Solucién del EI (cafeina): Se pesaron 12 mg de estandar de cafeina y se disolvieron en
acetona; posteriormente se trasvaso el contenido de la solucion del estandar de cafeina a un

matraz volumétrico de 50 mL y se aford con acetona (Sol. H).
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5.8.1.2 Soluciones Stock a partir de estandares primarios

Solucion stock de ATZ (estandar primario): Se vacid el contenido de la ampolleta de
ATZ a 100 ppm en acetonitrilo en un matraz volumétrico de 2 mL y se aforé con acetona

(Sol. STD. A).

Solucién stock de MLT (estindar primario): Se vacid el contenido de la ampolleta de
MLT a 1,000 ppm en acetona en un matraz volumétrico de 10 mL y se aford con acetona

(Sol. STD. B).
5.8.2 Preparacion de curvas de calibracion

Para cada CC se realizd6 una serie de 7 soluciones, es decir, 21 soluciones en total,
comprendiendo un rango de concentracion entre 1 a 20 ppm, realizando lo detallado a

continuacion:
5.8.2.1 Preparacion de CC con estandares secundarios

e Primer punto de la curva: Se tomaron 0.5 mL de la solucion G y 2 mL de la
solucion H, y se agregaron a un matraz de 20 mL, aforando con acetona (Sol. I y

Sol. I’).

e Segundo punto de la curva: Se tomaron 0.5 mL de la solucion Gy 1 mL de la
solucién H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. J y

Sol. I").

e Tercer punto de la curva: Se tomaron 1 mL de la solucion G y 1 mL de la solucién

H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. K y Sol. K’).

e Cuarto punto de la curva: Se tomaron 2 mL de la soluciéon Gy 1 mL de la solucion

H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. L y Sol. ).

e Quinto punto de la curva: Se tomaron 3 mL de la solucion G y 1 mL de la solucion

H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. M y Sol. M”).

e Sexto punto de la curva: Se tomaron 4 mL de la solucion G y 1 mL de la solucion

H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. Ny Sol. N’).
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Séptimo punto de la curva: Se tomaron 5 mL de la solucién G y 1 mL de la solucién

H, y se agregaron a un matraz de 10 mL, aforando con acetona (Sol. O y Sol. O’).
5.8.2.2 Preparacion de CC con estandares primarios

Primer punto de la curva: ATZ - Se tomaron 20 pL de la solucion STD. Ay 100 uL
de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. P).
MLT - Se tomaron 10 pL de la soluciéon STD. B y 100 uL de la soluciéon H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. P’).

Segundo punto de la curva: ATZ - Se tomaron 40 pL de la solucion STD. A 'y 100
pL de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol.
Q). MLT - Se tomaron 20 pL de la solucion STD. B y 100 uL de la solucion H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. Q’).

Tercer punto de la curva: ATZ - Se tomaron 80 puL de la solucion STD. Ay 100 uL.
de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. R).
MLT - Se tomaron 40 pL. de la soluciéon STD. B y 100 pL de la soluciéon H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. R’).

Cuarto punto de la curva: ATZ - Se tomaron 160 pL de la solucion STD. A y 100
pL de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol.
S). MLT - Se tomaron 80 pL de la soluciéon STD. B y 100 pL de la solucion H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. S°).

Quinto punto de la curva: ATZ - Se tomaron 240 pL de la solucion STD. A y 100
pL de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol.
T). MLT - Se tomaron 120 pL de la solucion STD. By 100 uL de la soluciéon H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se afor6 con acetona (Sol. T).

Sexto punto de la curva: ATZ - Se tomaron 320 pL de la solucion STD. A'y 100 uLL
de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol. U).
MLT - Se tomaron 160 puL de la solucion STD. B y 100 pL de la solucién H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol. T”).
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e Séptimo punto de la curva: ATZ - Se tomaron 400 pL de la solucion STD. A y 100
pL de la solucion H, se agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol.
V). MLT - Se tomaron 200 pL de la solucion STD. B y 100 pL de la solucion H, se

agregaron a un matraz de 1 mL y se aford con acetona (Sol. V).
5.8.2.3 Analisis de CC en el cromatografo de gases

Fueron medidos en orden aleatorio los 7 sistemas de cada CC en diferentes dias en el
cromatografo de gases con las condiciones ya establecidas, generando las respectivas

curvas.
5.8.3 Cuantificacion de los plaguicidas mediante analisis de las muestras

Para el analisis de las muestras se tomaron 3 jitomates y 3 zanahorias al azar de diferentes
lotes, a los que se les realiz6 el tratamiento de la muestra seleccionado. Posteriormente, se
realizd la inyeccion de 1 uL de cada uno de los sistemas de las muestras tratadas de
jitomate y zanahoria en el cromatdgrafo de gases, se recopilaron los datos y se realizé un

analisis estadistico.

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Se comenzd con pruebas cualitativas empleando productos comerciales para evaluar las
condiciones de trabajo, se observa la forma de los picos y pardmetros como la Rs, el ABC,

altura, etc.
6.1 Intervalo de concentracion.

Con esta prueba se observa el comportamiento de los picos en funcion de la concentracion
de los plaguicidas, a fin de evitar se deformen o no sean visibles. Se utiliza como disolvente

acetonitrilo.

e En el caso de ATZ se realizaron analisis para concentraciones de 20 a 6,000 ppm. A 20
ppm no se observd ningun pico aparente, a 200 ppm se observo un pico poco visible, y

al aumentar la concentracion a 4,000 ppm, incrementod proporcionalmente el pico de
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interés; a 6,000 ppm se observo también un incremento (tabla 6.1), con la presencia de

deformacion en el pico (figura 6.1).

Tabla 6.1. Resultados observados para ATZ en diferentes niveles de concentracion.

Conc. (ppm) TR (min) Pico visible
20 17.59 No
200 17.55 Si
4,000 17.95 Si
6,000 17.53 Si
Promedio 17.66 -
S 0.1982 -
%DER 1.123 -
200 ppm 4,000 ppm 6,000 ppm

s

Figura 6.1. Andlisis representativo para diferentes niveles de concentracion de ATZ.

La figura 6.1 muestra los resultados del pico para ATZ, se observa que una concentracion
maxima de 4,000 ppm presenta un pico gaussiano adecuado y a una concentraciéon minima
de 200 ppm se tiene certeza de la presencia de la ATZ. Los valores reportados de tiempo de
retencion (TR), desviacion estandar (S) y desviacion estandar relativa (DER) para las
diferentes concentraciones son mostrados en la tabla 6.1, siendo estos valores adecuados
para la identificacion al presentar un valor de DER<2%. Sin embargo, pueden variar al

modificar las condiciones cromatograficas en experimentos posteriores.

e Para GLA se realizaron analisis en un intervalo de 1,000 a 15,000 ppm (tabla 6.2). No
se observo ninglin pico a una concentracion de 1,000 ppm, pero si a 10,000 ppm sin

ninguna deformacién aparente; al aumentar la concentracion a 15,000 ppm, tampoco se
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observo la deformacion del pico a pesar de que este aumentd de forma evidente (figura

6.2).

Tabla 6.2. Resultados observados para GLA en diferentes niveles de concentracion.

Conc. (ppm) [ TR (min) Visible
1,000 - No
10,000 3.32 Si
15,000 3.40 Si
Promedio 3.36 -
S 0.0566 -
%DER 1.683 -
1,000 ppm 10,000 ppm 15,000 ppm

Figura 6.2. Analisis representativo para diferentes niveles de concentracion de GLA.

La figura 6.2 muestra los resultados del pico de GLA, en donde se observa que una
concentracion maxima de 15,000 ppm presenta un pico gaussiano adecuado, sin embargo a
una concentracion minima de 1,000 ppm fue imposible asegurar con exactitud la presencia
del pico sin el uso de mayor escala. Por lo tanto, al solo tener dos puntos reportados de
tiempo de retencion, se determino el tiempo de retencion promedio, la desviacion estandar
y la desviacion estandar relativa, que al ser %DER<2.0 se considera adecuado pero con un
bajo nivel de confianza para las diferentes concentraciones mostradas en la tabla 6.2, siendo

esto considerado en las demas pruebas experimentales.

e Con respecto a MLT se propuso un intervalo de concentraciones de 5 a 10,000 ppm

(tabla 6.3) y los cromatogramas obtenidos (figura 6.3) presentan siempre dos picos,
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siendo el primer pico Malaoxén (MLX) y el segundo (MLT), deduciéndose esto
debido a que al entrar en contacto con el aire, el MLT es degradado a su metabolito
principal, MLX (ATSD, 2016), y basando el orden en sus respectivos puntos de
ebullicion. Los picos son dificilmente visibles a 5 ppm, pero facilmente observables
a concentraciones mayores a 50 ppm. A 10,000 ppm no se observa deformacion,

pero el traslape entre ambos picos es mayor por el aumento de la concentracion.

Tabla 6.3. Resultados observados para MLT en diferentes niveles de concentracion.

MLX MLT
Conc. (ppm) | TR (min) Visible TR (min) Visible

5 5.98 No 6.63 No

50 6.15 Si 6.52 Si

500 6.18 Si 6.53 Si
10,000 5.97 Si 6.58 Si
Promedio 6.07 - 6.565 -
S 0.1105 - 0.0507 -
%DER 1.82 - 0.772 -

50 ppm 500 ppm 10,000 ppm

Figura 6.3. Sefiales obtenidas para diferentes niveles de concentracion de MLT.

Para el caso de MLT cabe destacar la presencia de un patrén cromatografico de los dos
picos mencionados previamente, debido a la degradaciéon del MLT por la exposicion al
calor (ATSD, 2016). Se observo durante la experimentacion que el MLT genera este

metabolito en proporcion aproximadamente equivalente a su degradacidon ya que, en
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pruebas realizadas a una solucion de MLT en diferentes dias, se notd que, al disminuir el
segundo pico, incrementd el primero manteniendo una sumatoria de ABC de ambos picos
casi constante, siendo esto considerado al cuantificar este analito. Mencionado lo anterior,
la figura 6.3 muestra los resultados de los picos para MLT y MLX, donde se observa que
una concentracion maxima de 10,000 ppm se presentan picos gaussianos adecuados pero
que a su vez se traslapan entre si debido al ensanchamiento que presentaron, al disminuir a
una concentracion de 500 ppm se tiene certeza del patron de picos visibles y sin traslapes
entre si, mientras que al disminuir a un minimo de 5 ppm no fue posible identificar los
picos sin el uso de un aumento en la escala. Los valores reportados de tiempo de retencion
promedio, desviacion estandar y desviacion estandar relativa para las diferentes
concentraciones son mostrados en la tabla 6.3, siendo estos valores adecuados para la

identificacion al presentar un valor de DER<2%.

e Para PCB se propuso un intervalo de concentracion de 300 a 10,000 ppm (tabla 6.4). A
300 ppm no se observa seial en el cromatograma (figura 6.4), pero se detecta su
presencia al TR respectivo. A 3,000 ppm se observa un pico pequeilo que presenta
coleo y que crece proporcionalmente al aumentar la concentracion a 10,000 ppm,

observandose un pico vecino posterior.

Tabla 6.4. Parametros cromatograficos de PCB en diferentes niveles de concentracion.

Conc. (ppm) | TR (min) Visible
300 13.38 No
3,000 13.33 Si
10,000 13.17 Si
Promedio 13.29 -
S 0.1097 -
%DER 0.825 -
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300 ppm 3,000 ppm | 10,000 ppm

Figura 6.4. Analisis representativo para diferentes niveles de concentracion de PCB.

En la figura 6.4 se muestran los resultados del pico para PCB, en la que se observa que una
concentracion maxima de 10,000 ppm presenta un pico gaussiano medianamente adecuado,
ya que se aprecia la aparicion de un pico vecino que genera un coleo en el pico, mientras
que a una concentraciéon minima de 300 ppm no se tiene certeza de la presencia del pico
incluso al aumentar la escala. Los valores reportados de tiempo de retencion, desviacion
estandar y desviacion estandar relativa para las diferentes concentraciones son mostrados
en la tabla 6.4, siendo estos valores adecuados para la identificacion al presentar un valor

de DER<2%.
6.2 Eleccion de la columna cromatografica.

Se evaluo la separacion de una mezcla de plaguicidas en dos columnas de diferente
polaridad, esto para determinar cudl ofrecia una mejor resolucion entre los analitos sin que

el nimero de platos tedricos (N) fuera menor de 2,000 (Deepak, 2021).

Para la columna ZB-WAX se observd una separacion adecuada (figura 6.5), con valores de
N superiores a mil y la Rs valores mayores a 1.5 en todos los casos con excepcion del

metabolito MLX (tabla 6.5).

Con la columna DB-5 (figura 6.6) se tuvo una mejor separacion de los picos, con valores de
N correctos y superiores para todos los compuestos estudiados, con respecto a la columna

7ZB-WAX. Adicionalmente los valores de resolucion de los picos son mayores a los
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obtenidos en la separacion con la columna ZB-WAX (figura 6.5), por ello se eligio trabajar

con esta ultima.

Tabla 6.5. Parametros cromatograficos para la separacion de los plaguicidas con relacion a la

columna cromatografica empleada.

Analito
ATZ 37.48 | 0.87 2.86 0.51 [ 2971449 | 36.53 | 0.17 | 22.92 | 0.11 706702
GLA 4.76 0.23 1.88 0.14 | 6857.50 | 4.59 0.08 | 32.07 | 0.04 59200
MLT 10.68 | 0.47 1.92 0.28 | 8267.12 | 8.905 | 0.14 7.55 0.09 63280
MLX 9.50 0.3 0.74 0.28 | 6932.50 | 8.084 | 0.08 | 44.46 | 0.05 154105
PCB 3328 | 2.07 | 17.84 | 1.21 | 413841 | 32.06 | 0.22 | 126.85| 0.12 | 331373
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Figura 6.5. Cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla de los plaguicidas usando la
columna ZB-WAX.
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Figura 6.6. Cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla de los plaguicidas usando la
columna DB-5.

Al ser la mayoria de los analitos compuestos poco polares, se esperaba que la columna
DB-5 fuera mas adecuada para la separacion debido a su composicion de 5% de fenilo y
95% de dimetilpolisiloxano, lo cual se vio reflejado en una mayor afinidad con respecto a la
mayoria de los plaguicidas en comparacion con la columna ZB-WAX, cuya composicion es
principalmente conformada por polietilenglicol (Agilent Technologies, 2010).
Estableciendo una escala de solubilidades en agua de los plaguicidas (PubChem, s.f.), se
observa que tanto ATZ como MLT son menos solubles en agua, mientras que PCB y GLA
son mas solubles en agua (figura 6.7) , por lo que al interactuar con una columna poco
polar, los plaguicidas cercanos entre si serian separados a diferentes velocidades de

separacion, mejorando la separacion, en términos de Rs, de los picos.
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Alrazina - Propamocark -

Solubilidad en agua: Solubilidad an agua:
3.3x10" mg/L 9.0x 107 mgiL
Ne polar Polar
halatian - Glufosinato de amaonio -
Solubilidad en agua: Solubilidad en agua:
1.43x010% mgll 1.37%10% mgiL

Figura 6.7. Orden de polaridad de los plaguicidas con respecto a su solubilidad en agua.

En la columna DB-5, el ancho de pico (W,), fue menor lo que se traduce en una mejor Rs 'y
el numero de platos tedricos mayor para los 4 plaguicidas como lo demuestra la tabla 6.5.
De igual manera el orden de elucion de los plaguicidas es GLA>MLX>MLT>PCB>ATZ en
ambas columnas. Sin embargo, GLA que es altamente polar, presenta una menor retencion
con respecto a la fase estacionaria de la columna y al separarlo con mayor rapidez se
present6 el problema de que el pico representativo de GLA tiene un traslape con el pico del
disolvente con la columna ZB-WAX de polietilenglicol, situaciéon que no se presenta con la

columna DB-5, lo que permite utilizarla en esta separacion.
6.3 Prueba de disolvente

Se propuso para esta prueba evaluar disolventes medianamente polares para disolver los
plaguicidas basado en los valores de momento dipolar (u), tales como: agua (u= 1.85D),
acetona (u= 2.88D) y acetonitrilo (u= 3.84D) y se evalu¢ el frente del disolvente (ancho) y

el ruido cromatografico asociado.

Se empled una concentracion de 1,500 ppm utilizando el mismo gradiente de temperatura,

la separacion obtenida se presenta en las figuras 6.8 a 6.10 a continuacion.
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Figura 6.8. Cromatograma de la separacion de la mezcla de los plaguicidas con disolvente acetona.
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Figura 6.9. Cromatograma de la separacion de la mezcla de los plaguicidas con disolvente

acetonitrilo.
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Figura 6.10. Cromatograma de la separacion de la mezcla de los plaguicidas con disolvente agua.

De los resultados observados, la tabla 6.6 resume los hallazgos encontrados.

Tabla 6.6. Caracteristicas observadas en la separacion de los plaguicidas disueltos en
acetona, acetonitrilo y agua destilada.

Acetona Acetonitrilo Agua destilada
Ventajas - Pico menos ancho de [- Valores de ABC y|- Ausencia de pico de
disolvente. altura de pico mayores | disolvente.
- Mejores valores de [que en agua. - Mayor facilidad al disolver
ABC y altura de pico. GLA y PCB.
Desventajas |-Presencia de pico de|- Presencia de pico de[- Ruido  cromatografico
disolvente cercano a|disolvente cercano a|excesivo.
analitos. analitos. - Extincién constante de llama.
- Pico ancho de|- Peores valores de ABC y
disolvente. altura de pico.
- Valores de ABC y|-Enturbiamiento de mezcla al
altura de pico menores | disolver analitos.
que en acetona.

Se observo que la separacion de los plaguicidas en acetona generd un mayor tamafio en los
valores de ABC de la mayoria de los picos de interés, debido a que se tuvo la mejor
solubilidad de los plaguicidas, dentro de los 3 considerados (figura 6.8); sin embargo, el

pico de la acetona se detectd cerca de los primeros analitos en separarse, pero al ser este un
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pico medianamente ancho, se observd una separacion mejor de GLA, MLX y MLT

comparada a la efectuada utilizando acetonitrilo.

Para el andlisis con acetonitrilo se observaron picos con menor ABC, ademas de que el pico
del disolvente es notablemente mas ancho y generd un traslape con el pico de GLA,

disminuyendo también la resolucion a los picos de MLX y MLT.

Por ultimo, al utilizar agua destilada no se observa un pico del disolvente, esto debido a que
el detector (FID) no la detecta, sin embargo, no fue posible lograr la disolucién de los
analitos; esto fue evidente al observar el enturbiamiento que ocurrio al agregar ATZ.
Ademéds, se tiene la presencia de mayor ruido cromatografico y la llama del detector se

apagaba durante el analisis.

Por lo anterior, se selecciond de entre los tres disolventes evaluados, a la acetona como la

mejor opcion para utilizar en las siguientes pruebas.
6.4 Seleccion del gradiente de temperatura para la columna

Se utilizaron diferentes gradientes de temperatura, priorizando que el gradiente a
seleccionar fuera capaz de separar correctamente la mezcla de plaguicidas, obteniendo

valores apropiados de Rs, bajo el menor tiempo de analisis posible.

Primer gradiente: “80°C, 1 min; 30°C/min; 180°C, 0 min; 3°C/min; 205°C, 4 min;
20°C/min; 290°C, 5 min”. Se buscd obtener la separacion de los picos basado en las
temperaturas de ebullicion de los analitos, por lo que se inicid el proceso en una
temperatura menor a la temperatura de ebullicion del primer analito en separarse, GLA, por
lo que se comenzd a una temperatura de 80°C y un incremento de la relacion
temperatura/tiempo en las temperaturas cercanas a los 200-250°C. Con ello se logré una
separacion medianamente adecuada (figura 6.11) en un tiempo de analisis de 26.17
minutos, una minima resolucion de los picos de 5.72 minutos, y un minimo valor de
numero de platos de 18284, donde destaca la cercania de picos de no interés a el pico de

ATZ, ademas de no ser posible la visualizacién de GLA.
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Figura 6.11. Cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla de los plaguicidas utilizando
el 1° gradiente de temperatura.

Segundo gradiente: “50°C, 5 min; 20°C/min; 140°C, 0 min; 30°C/min; 205°C, 0 min;
15°C/min; 290°C, 1 min”. Se busco corregir el problema de la resolucion de los plaguicidas
afectados, asi como disminuir el tiempo total de andlisis. Con este gradiente se logro
disminuir el tiempo de andlisis a 18.33 minutos, y la minima resolucién que se obtuvo fue
de 4.01 minutos, asi como el minimo valor de nimero de platos fue de 30509; se mejor6 la
resolucion de ATZ, sin embargo, se empeor6 la resolucion de MLX y nuevamente no se

observo la presencia de GLA (figura 6.12).
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Figura 6.12. Cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla de los plaguicidas utilizando
el 2° gradiente de temperatura.

Se procedié a modificar el gradiente, incrementando la razon de temperatura/tiempo a
20°C/min en el primer intervalo de tiempo, y disminuyendo esta razén a 15°C/min de
temperatura/tiempo en el intervalo de tiempo final; se establecieron las condiciones finales
para la cuantificacion como columna DB-5, acetona como disolvente, y utilizando el
programa de temperatura: “50°C, 5 min; 20°C/min; 205°C, 0 min; 15°C°/min; 290°C, 1
min”. Empleando estas condiciones (figura 6.13) se obtuvo la mejor separacion
manteniendo un tiempo de anélisis de 20 minutos, y se obtuvo la minima resolucién de los
picos de 14.59 minutos, y el minimo valor de nimero de platos de 63486; se comparan los

respectivos parametros cromatograficos de los cromatogramas en la tabla 6.7.
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Figura 6.13. Cromatograma obtenido para gradiente 6ptimo de temperatura en la separacion de la

mezcla de los plaguicidas.

Tabla 6.7. Parametros cromatograficos de los plaguicidas en la separacion de la mezcla utilizando
diferentes gradientes de temperatura.

1° gradiente 2° gradiente Gradiente 6ptimo
Analito | Tiempode | Rs N |Tiempode| Rs N Tiempo Rs N
separado | andlisis | (min andlisis | (min) de (min)
(min) ) (min) andlisis
(min)
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ATZ 2424 | 97685 28.81 | 11053 28.08 | 11101
8 1

GLA 26.17 - - 18.33 - - 19.42 - -
MLT 572 | 18284 401 | 30509 1459 | 13179
6

MLX 11.53 | 43599 13.32 | 48554 16.49 | 63486
PCB 20.43 | 201532 2621 | 45847 2435 | 28525
5 6

Siendo claramente visible (tabla 6.7) la mejora de los valores de resolucion de numero de
platos en el gradiente Optimo, obteniendo a la vez un buen tiempo de andlisis. Cabe
mencionar, que a pesar de los esfuerzos para observar al pico de GLA, no fue posible
separarlo del pico de disolvente, ademas, se observan una serie de picos que, se deduce, son
aditivos o componentes de los productos comerciales utilizados para hacer estas pruebas.
La separacion de MLT, ATZ y PCB, con un valor de Rs superior a 1.5, ademés de platos
tedricos mayor a los 1,000 se logr6 con este gradiente. Los tiempos de retencidon para los
compuestos quedaron para ATZ en 16 min, MLX en 8 min, MLT en 10 min y PCB en 12

min con una desviacion de + 0.5 min.
6.5 Estandar Interno (EI)

En cromatografia de gases es importante el uso de un estandar interno a fin de disminuir los
problemas asociados con la variabilidad en el volumen pequeno de inyeccion. Al buscar en
la literatura (P. Ej: NCBI, 2012) opciones se destacaron los siguientes: cafeina,
dimetilsulféoxido, plaguicidas deuterados (propamocarb (propil-d7), atrazina-d5,
glufosinato-d3), estandar de 4cido aminometilfosfonico (AMPA), estandar de TPP, otros
plaguicidas (etil-paration, glifosato, lindano, fenantreno), entre otros; estos fueron
propuestos por tener similitudes estructurales con los analitos, a fin de presentar una
respuesta analitica similar a la de los plaguicidas y garantizar que sean térmicamente
estables y volatiles. Se evaluaron dimetilsulfoxido y cafeina por su facil accesibilidad, baja
toxicidad y principalmente a su punto de ebullicion, que se reportan de 189°C (CarlRoth,

2021) y 178°C (QUIMICA ES, s.f.).

Se analiz6 al estdndar de dimetilsulfoxido en acetona a 1,000 ppm con el objetivo de

observar al pico representativo, asi como para establecer su TR y su W, (figura 6.14) al
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gradiente de temperatura seleccionado; los parametros cromatograficos correspondientes se

reportan en la tabla 6.8.

Tabla 6.8. Parametros cromatograficos obtenidos para dimetilsulfoxido.

Analito TR (min) W, (min)
Dimetilsulfoxido 6.54 0.36
5000000 = T
4 [LF
4 4
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3000000
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1 )
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0 N
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Figura 6.14. Cromatograma obtenido para dimetilsulfoxido.

Se realizd también la medicion del estdndar de cafeina en acetona a 1,000 ppm para
comprobar la forma del pico representativo, asi como para establecer su TR y su W, (figura

6.15), donde los parametros cromatograficos correspondientes se reportan en la tabla 6.9.

Tabla 6.9. Parametros cromatograficos obtenidos para cafeina.

Analito

TR (min)

W, (min)

Cafeina

16.71

0.27




10000004 = = FIDA
] = -
[ | oo
?SDDDD—- Cafeina \\
500000
250000
D_—f,_L\AI;LJ\A_‘« L.
L L L T T T T
75 5.0 75 10.0 125 15.0 175
rin

Figura 6.15. Cromatograma obtenido para cafeina.

Se selecciond cafeina como EI debido a que el pico obtenido es més eficiente, es decir,
menos ancho y su sefal es mas grande, ademas, no se traslapa con los picos de los analitos.

Se identifico el TR de la cafeina en 16.5 £ 0.5 minutos de analisis

Se analiz6 posteriormente, la separacion de la mezcla de plaguicidas con el EI de cafeina, y
se identificaron los picos de ATZ, MLT, PCB y cafeina en los TR esperados, con una Rs de

2.43 min con respecto a ATZ, cuyo pico es el mas cercano (figura 6.16).
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Figura 6.16. Cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla de plaguicidas con cafeina.

Al analizar la separacion de la mezcla de los tres plaguicidas con cafeina (figura 6.16) se
confirmd que el pico representativo del EI no interfiere con los picos representativos de los
analitos en la separacion de la mezcla y fue facilmente reconocible por ser el ultimo en
separarse de la mezcla como era esperado por su punto de ebullicién y, principalmente,

debido a su medianamente alta polaridad, siendo este mas retenido en la columna.
6.6 Evaluacion del tratamiento de las muestras

En esta parte se evalia qué método utilizar para extraer los analitos de las muestras en
estudio, basado en metodologias reportadas en articulos de investigacion. Algunas de ellas
son extraccion con evaporador rotatorio al vacio seguidas de eliminacién de coextractivos
con cloruro de sodio y éter dietilico (Toshihiro Nagayama et al., 1996), extraccion tipo
QuEChERS seguido de una centrifugacion (Sanjay Kumar Sahoo et al., 2014), extraccion
simple seguida de filtracion por gravedad y evaporador rotatorio (L. G. Edgerton et al.,
1967) y una derivatizacion con AMPA, glifosato y GLA seguida de una acidificacion y
posterior extraccion con éter dietilico (Hiroyuki Kataoka ef al, 1996). Se comprobd
también una extraccion simple al licuar a alta velocidad las muestras fortificadas agregando
sulfato de sodio y un disolvente medianamente polar, del que se realizaron pruebas con
acetato de etilo y acetona, seguido de una filtracion al vacio y finalizando con una
evaporacion de la muestra hasta minimizar el volumen al necesario, siendo esta ultima
razon por la que se escogid acetona como disolvente en el tratamiento de la muestra por su

mas rapida volatilizaciéon (Nand K. Narain et al., 2015).

Se realizo el tltimo procedimiento mencionado a ambas muestras fortificadas utilizando
acetona, debido a que al ser un procedimiento experimental mas simple, es mas facil de
realizar en cualquier laboratorio; se trataron los plaguicidas a una concentracioén de 3,000
ppm, ademas de que se utilizd un gradiente mas amplio, cuyos TR de los picos de interés
fueron caracterizados previamente, para asi asegurar la observacion de los picos en los
cromatogramas, ya que al tratarse de una muestra orgénica, se espero la presencia de mas

picos que pudieran interferir en el andlisis, obteniendo de dicho método los pardmetros
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cromatograficos de cada muestra fortificada reportados en la tabla 6.10, representados en

las figuras 6.17 para jitomate y 6.18 para zanahoria.

Tabla 6.10. Parametros cromatograficos de los plaguicidas obtenidos en el primer método para

tratamiento de jitomate fortificado.

Jitomate Zanahoria
Analito TR (min) ABC Altura | TR (min) ABC Altura
ATZ - - - 42.10 1990657 203449
MLT 24.04 44719 7285 - - -
MLX 18.32 483465 71370 - - -
PCB 33.21 48184 11206 - - -
] =) FID1
1 <
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100000000
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] &
0 f
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Figura 6.17. Cromatograma obtenido para el primer método de tratamiento de la muestra de

jitomate fortificado utilizando acetona.
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Figura 6.18. Cromatograma obtenido para el primer método de tratamiento de la muestra de

zanahoria fortificada utilizando acetona.

Entonces, al analizar las ABC obtenidas de zanahoria para el método seleccionado, se
observa que se obtuvo un valor significativo de los plaguicidas, comparado a los demaés

métodos probados, por presentar este mayor absorcion de los plaguicidas.
6.7 Estudios de recobro a alta concentracion de plaguicidas

Para este apartado se buscd comprobar la efectividad del tratamiento de la muestra,
determinando el recobro de los analitos al establecer el porcentaje de la cantidad presente
de los analitos tras el tratamiento con respecto a la cantidad presente en una solucion de
referencia con una misma concentracion; esto fue realizado primero a altas concentraciones

para asegurar que se visualicen los picos de los analitos después del tratamiento.
6.7.1 Soluciones de referencia

Se realizo el analisis de soluciones de los plaguicidas a concentracion de 5,000 ppm,
mismas que fueron consideradas como el 100% de analito en la solucidn; se reportan los

parametros cromatograficos de los picos en la tabla 6.11.
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Tabla 6.11. Parametros cromatograficos de los plaguicidas en soluciones de referencia a altas

concentraciones.

Analito TR (min) ABC Altura
ATZ 42.23 3,677,726 291,934
MLX 18.48 1,428,554 190,062
MLT 24.11 470,782 46,021
PCB 32.71 51,794,606 1,652,854

6.7.2 Reproducibilidad de estudios de recobro de muestras fortificadas

Por otra parte, se realizd el analisis a muestras control fortificadas con los plaguicidas

agregados a una concentracion de 5,000 ppm, considerando solo la presencia de MLT y

PCB en jitomate, y de ATZ en zanahoria; se reportan los pardmetros cromatograficos de los

picos en la tabla 6.12 para jitomate y en la tabla 6.13 para zanahoria, con su cromatograma

representativo en la figura 6.19 y 6.20 respectivamente.

Tabla 6.12. Pardmetros cromatograficos en las muestras fortificadas de jitomate a altas

COIlCGl’ltI'aCiOI’lCS.
1° muestra fortificada 2° muestra fortificada 3° muestra fortificada
Analito TR ABC Altura TR ABC Altura TR ABC Altura
(min) (min) (min)
MLT 23.96 43,482 5,948 24.07 | 44,336 7,319 24.04 44719 7,285
MLX 18.28 487,699 80,663 18.34 | 483,245 | 79,920 | 18.32 | 483,465 | 71,370
PCB 32.48 | 19,976,717 | 995,700 | 33.21 | 40,655 7,319 | 33.21 48,184 | 11,206
8 FIDT
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Figura 6.19. Cromatograma representativo de la primera muestra de jitomate fortificada a altas

concentraciones.

Tabla 6.13. Pardmetros cromatograficos de los plaguicidas en las muestras fortificadas de zanahoria

a altas concentraciones.

1° muestra 2° muestra 3° muestra
Analito TR ABC Altura TR ABC Altura TR ABC Altura
(min) (min) (min)
ATZ 42.06 | 2,049,173 |194,344 | 42.09 | 2,039,307 | 202,443 | 42.05 (2,012,322 201,370
LV
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Figura 6.20. Cromatograma representativo de la primera muestra de zanahoria fortificada a altas

concentraciones.

Se utilizaron los datos de las soluciones de referencia de cada plaguicida para obtener el

porcentaje de analitos presentes en la muestra fortificada. Se realizaron los calculos

correspondientes y se obtuvieron los porcentajes para cada plaguicida representados en la

tabla 6.14 para MLT, 6.15 para PCB y 6.16 para ATZ.

Tabla 6.14. Valores de recobro a altas concentraciones de MLT obtenidos para las muestras de
jitomate y reproducibilidad del método.

ABC de solucién de referencia ABC de muestra fortificada | Porcentaje de recobro =
[ABCMLT + ABCMLX] [ABCMLT + ABCMLX] (M)xwo
(ABCireferencia) (ABCppyestrs) ABC, ferencia
1,899,336 531,181 27.97 %
1,899,336 527,581 27.78 %
1,899,336 528,184 27.81 %
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Promedio 27.85 %
S 0.1015
%DER 0.3645

Se aprecia con los datos de la tabla 8.14 que MLT tuvo un primer porcentaje del 27.97%, lo
que indicd la pérdida considerable de analito durante el tratamiento, por lo cual se
realizaron pruebas de reproducibilidad para comprobar la confianza del método y asi
establecer un valor fijo de recuperacion de los analitos; al realizar por triplicado el anélisis,
se tuvo una desviacion estandar de 0.1015, con ella se calcul6 un valor de DER de 0.3646,
lo que permitié evaluar estadisticamente la reproducibilidad del tratamiento de la muestra,
ya que, al ser menor que 2.0 en una técnica cromatografica, se defini6 el porcentaje de
recobro en el promedio obtenido, es decir, 27.85%.

Tabla 6.15. Valores de recobro a altas concentraciones de PCB obtenidos para las muestras de
jitomate y reproducibilidad del método.

ABC de solucién de referencia ABC de muestra fortificada Porcentaje de recobro =
(ABCrrenc) (ABCpues) (Afzcmm )xl 00
referencia

51,794,606 19,976,717 38.57 %
51,794,606 40,655 0.08%
51,794,606 48,184 0.09%

Promedio 12.91%
S 22.22

%DER 172.07

Se calculd un primer porcentaje de recobro de PCB de 38.57%, por lo que se realizaron
pruebas de reproducibilidad para confirmar la confianza del tratamiento; en este punto la
cuantificacion de PCB se descartd ya que fue uno de los plaguicidas donde més variacion
en los resultados se presentd a lo largo de todas las pruebas efectuadas, siendo en esta
prueba donde mas evidencia hubo de ello, al presentar una clara diferencia en las ABC
obtenidas, con una desviacion estandar de 22.22 y una DER de 172.07; esto se debi6 a la
complejidad que se presentd al maniobrar este plaguicida, puesto que se generaron errores

aleatorios en el tratamiento de este analito, viéndose reflejado en pardmetros
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cromatograficos muy distintos entre si para las pruebas efectuadas en dicho analito, por lo

que se considerd a este plaguicida solamente para su deteccion.

Tabla 6.16. Valores de recobro a altas concentraciones de ATZ obtenidos para las muestras de

zanahoria y reproducibilidad del método.

ABC de solucion de referencia | ABC de muestra fortificada | Porcentaje de recobro =
(ABC eencid) (ABCpecr) (AABCW )xloo
referencia
3,677,726 2,049,173 55.72 %
3,677,726 2,039,307 55.45 %
3,677,726 2,012,322 54.72 %
Promedio 55.30 %
S 0.5187
%DER 0.9381

Finalmente, analizando a ATZ se observo un porcentaje de 55.72%, el cual fue un
porcentaje aceptable, sin embargo se decidi6 realizar pruebas de reproducibilidad como en
los casos anteriores, por lo que, al repetir la prueba por triplicado para confirmar la
confianza del método, se observd una desviacion estandar de 0.5187 que indico precision
en los datos, ademas de una DER de 0.9381, que también indica confianza en el
experimento ya que al ser menor de 2.0, se establecido como porcentaje de recobro para ATZ

el porcentaje promedio de 55.30%.
6.7.3 Estimacion de la concentracion de los plaguicidas en las muestras

Se estim6 la concentracion aplicada de cada plaguicida en las hortalizas, para tener una
aproximacion del nivel de concentracion a cuantificar de cada plaguicida en cada lote (tabla
9.1 y 9.2) utilizando como base el tratamiento utilizado para la preparacion de las muestras;
el calculo se ejemplifica a continuacion con el lote 1 de jitomate y de zanahoria, con los

datos reportados en la tabla 6.17.

MLT:
500g i.a. Malation 500 1L -3 . 1,000 .
— Zla =210 uL)(m) =5x10 gi.a. (Tgmi) =5mgi.a.
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( L ):1.1111ppm/jitomate

5mgia._ _ 0.5556mgi.a. ( 1macetalLotel) _ 0.0556 mg i.a.
9macetas 1 maceta \ 10 jitomates - jitomate 0.05L
ATZ:

900 g i.a. Gesaprim cal. 90

(1Omg)(—1kL) =9x10 g i a. (M) = 9mgi.a.

kg 1,000,000mg 1g
9mgia._ _ 3mgia [ 1macetalotel) _ 0.2308mgi.a.
3macetas ~ 1maceta \ 13 zanahorias )~ zanahoria
0.2308mg i.a. 1 __ 4.6154 ppm/zanahoria . . __ 9.2308 ppm
zanahoria ( 0.05L ) " 1aplicacién de plaguicida (2 apllcaaones) " zanahoria

Tabla 6.17. Estimacion de concentraciones de MLT y ATZ en lotes de jitomate y zanahoria.

Jitomate Zanahoria
Lote Niimero de Conc. promedio por Niimero de Conc. promedio por
especimenes espécimen (ppm) especimenes espécimen (ppm)

1 10 1.11 13 9.23

2 17 0.65 11 10.91

3 10 1.11 8 15

4 18 0.62

5 20 0.56

6 14 0.79

7 15 0.74

8 7 1.59

9 13 0.86

Por lo que, partiendo de los datos obtenidos, se realizaron nuevamente pruebas de recobro a

menores concentraciones con el objetivo de observar el porcentaje de recobro de cada

analito al nivel de concentracién de interés. Se realizé el analisis a muestras control

fortificadas a 3 niveles de concentracion comprendidos en la CC, los cuales fueron 4, 12y

20 ppm, de donde se reportan los pardmetros cromatograficos de los picos de interés en la
tabla 6.18.

Tabla 6.18. Parametros cromatograficos de los plaguicidas en las muestras fortificadas de jitomate a

bajas concentraciones.

Analito

MLT

ATZ
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Conc. (ppm) TR (min) ABC TR (min) ABC
4 8.68 1849 15.27 2790
12 8.44 4762 15.27 10744
20 8.41 9142 15.36 13830

Con lo anterior calculando el valor de la relacion de concentraciones vs la relacion de ABC

para ambos plaguicidas (tabla 6.19).

Tabla 6.19. Datos de relacion de concentraciones vs relacion de ABC en las muestras fortalecidas a

bajas concentraciones.

Analito Cafeina MLT ATZ
Conc. (ppm) Conc. (ppm) ABC Coir | ABCuir | Curz | ABCurz
CEI ABCE, CEI ABCEI
4 24 43567 0.17 | 0.04 | 0.17 | 0.06
12 24 41676 0.5 0.11 0.5 0.26
20 24 43741 0.83 | 0.21 0.83 | 0.32

Se utilizaron los datos de ABC de soluciones a misma concentracion analizadas

posteriormente para la 2° CC para obtener el porcentaje de analitos presentes en la muestra

fortificada, ya que en ellas se consider6 el 100% de los analitos al no experimentar ningun

tratamiento adicional a su preparacion; se realizaron los célculos correspondientes y se

obtuvieron los porcentajes para cada plaguicida representados en la tabla 6.20 para MLT y

6.21 para ATZ.

Tabla 6.20. Recobro de MLT obtenido a bajas concentraciones para muestras de jitomate.

Conc. (ppm) Relacién de ABC de Relacién de ABC de muestra | Porcentaje de recobro =
referencia fortificada RelABC . . 100
Rel. ABC —x
(Rel' ABCreferencia) (Rel. ABCmuestra.) referencia
4 0.09 0.04 44.44%
12 0.17 0.11 65.71%
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20 0.26 0.21 80.77%

Se aprecia con los resultados que al disminuir la concentracion de MLT, disminuye también
el porcentaje de recobro, sin embargo, se asegura la confianza del método al haber
realizado previamente el recobro a altas concentraciones con una DER de 0.3645, que
indicd la repetibilidad en el método, por lo que se tomo el porcentaje del nivel de
concentracion mas cercano a lo aplicado a las cosechas, es decir, 4 ppm, estableciendo asi

un porcentaje de recobro de 44.44%.

Tabla 6.21. Recobro de ATZ obtenido a bajas concentraciones para muestras de zanahoria.

Conc. (ppm) Relacién de ABC de Relacién de ABC de muestra Porcentaje de recobro =
referencia fortificada Rel. ABC 1
Rel. ABC —|x100
(Rel' ABCreferencia) (Rel' ABCmuestra) referencia
4 0.17 0.06 35.29%
12 0.66 0.26 39.39%
20 1.30 0.32 24.62%

Mientras que con ATZ, los resultados varian entre si, pero al igual que en el caso de MLT,
se asegura la confianza del método con la prueba de recobro a altas concentraciones previa,
que con una DER de 0.9381, indico la repetibilidad del método, por lo que se consider6 el
porcentaje del nivel de concentracién mas cercano a lo aplicado a las cosechas, 4 ppm,

estableciendo asi un porcentaje de recobro de 35.29%.
6.8 Curvas de calibracion

Se realiz6 primeramente una CC propuesta con rangos de concentracién de 1 a 20 ppm para
MLT y para ATZ, basado en las concentraciones esperadas de ambos plaguicidas ya sea por
la estimacion en la tabla 6.17 que fue entre 0.56 a 1.59 ppm para MLT y entre 9.23 a 15
ppm para ATZ, o por la dosis aplicada a los lotes en el invernadero que fue de 3.99 y 6 ppm
respectivamente, usando una concentracion constante de EI de 24 ppm; se realizd esta
primera con estandares secundarios, es decir, con el uso de los reactivos comerciales

previamente detallados debido a la poca accesibilidad de los estdndares primarios con la
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que se conto; se utilizd para el analisis un gradiente de temperatura que permiti6 observar la

separacion de los picos y se reportaron los resultados en la tabla 6.22, con el grafico

representativo del punto més concentrado en la CC en la figura 6.21.

Tabla 6.22. Pardmetros cromatograficos obtenidos de los plaguicidas en 1° CC para MLT y ATZ.

Analito MLT ATZ
Conc. (ppm) | TR (min) [ ABC Altura TR (min) ABC Altura
1 6.39 1,759 641 11.4 1,940 547
2 6.35 4,187 1,258 11 4,330 454
4 6.59 7,318 3,505 11.71 9,104 3,602
8 6.6 11,794 3,187 11.4 17,501 2,054
12 6.6 20,136 6,024 11.4 25,032 2,639
16 6.6 24,304 4,639 11.39 36,566 4,730
20 6.6 30,480 5,670 11.38 47,848 8,417
Promedio 6.53 Promedio 11.38
S 0.11 S 0.21
%DER 1.71 %DER 1.81
AnAnnannn a2 EIoT
] Malatié
200000000 sration Atrazina
znnnnnnunf
1Duuuuuunf
.
I T I T T T
g 10 15 20 25
min
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Figura 6.21. Cromatograma del séptimo punto de 1° CC para MLT y ATZ utilizando reactivos
comerciales.

Con el objetivo de tener analisis mas precisos, se confirmaron los TR de ambos plaguicidas
realizando un andlisis estadistico de la DER a los tiempos observados en los lugares
esperados y se observo un valor por debajo de 2 en ambos casos, confirmando asi la
confianza en los resultados (tabla 6.22). De igual manera son reportados los datos
necesarios para obtener la regresion lineal de la curva en la tabla 6.23 y ejemplificados en
la figura 6.22 para el grafico de relacion de ABC vs relacion de concentraciones y 6.23 para

el grafico de relacion de alturas vs relacion de concentraciones.

Tabla 6.23. Datos para regresion lineal de la 1° CC de MLT y ATZ.

Cafeina MLT ATZ
Puntode | Conc.EI | ABCEI | Altura | €. ABC,,; Altura,,, Corz ABC,y Altura,,,
la curva (ppm) EI c, ABC_ Altura, c, ABC_ Altura,
1 24 41,697 | 6,487 0.04 0.04 0.10 0.04 0.05 0.08
2 24 39,393 | 1,544 0.08 0.11 0.82 0.08 0.11 0.29
3 24 39,630 [ 5,928 0.17 0.19 0.59 0.17 0.23 0.61
4 24 40,313 | 2,510 0.33 0.29 1.27 0.33 0.43 0.82
5 24 40,346 | 2,018 0.5 0.50 2.99 0.5 0.62 1.31
6 24 40,688 | 2,184 0.67 0.60 2.12 0.67 0.90 2.17
7 24 41,309 | 2,419 0.83 0.74 2.34 0.83 1.16 3.48

Relacién de conc. vs Relacién de ABC

1.4
1.2
B
E ATZ
L os y=1.3712x - 0.0145 .
c R?=0.9962 R
Q06 .
o
Lot e . .
& R MLT
0.2 et y=0.8677%+0.026
"Lk £
0 R?=0.9931
0 02 0.4 06 08 1

Relacion de concentraciones
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Figura 6.22. Regresion lineal para relacion de concentraciones vs relacion de ABC en 1° CC de

Relacion de Alturas

Relacién de conc. vs Relacidn de alturas

MLT y de ATZ.

ATZ

y=3.8316x-0.1858

3.5
3
[ ]
25 MLT
’ ¥ =2.9349x% + 0.3605
2 R?=0.7196
1.5
1 .
0.5
0
05 0 0.2

0.4

R*=0.9333
0.6 0.8

Relaciéon de concentraciones

Figura 6.23. Regresion lineal para relacion de concentraciones vs relacion de alturas en 1° CC de

MLT y de ATZ.

Se analizo la 1° CC, en ella se observo un valor de 1 de 0.9931 para MLT y de 0.9962 para

ATZ al graficar la relacion de concentraciones vs la relacion de ABC de los 7 puntos en la

curva, sin embargo, al graficar la relacién de concentraciones vs la relacion de alturas de

los picos no se observa una tendencia lineal, teniendo valores menores para la r* de 0.7196

y 0.9333 respectivamente, ambos resultados menores al limite permitido de 0.98 para

considerar la linealidad. Se realiza una segunda curva de calibracion con diferentes

soluciones recién preparadas para observar el comportamiento de ambos plaguicidas. Los

datos obtenidos se reportan en la tabla 6.24 y en la figura 6.24 se muestra el cromatograma

del punto mas concentrado.

Tabla 6.24. Parametros cromatograficos obtenidos para la segunda curva.

Analito MLT ATZ
Conc. (ppm) | TR (min) | ABC Altura TR (min) | ABC Altura
2 6.59 2,981 1,254 11.44 2,551 431
4 6.59 3,664 1,088 11.43 6,895 809
8 6.59 4,642 1,094 11.4 15,679 | 2,201
12 6.59 6,724 1,884 11.39 25,910 | 3,662
16 6.59 8,681 1,590 11.37 41,154 | 6,947
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20 6.59 10,400 1,597 11.36 52,433 11,531
Promedio 6.59 Promedio 11.40
S 9.72x10°'° S 0.03
%DER 1.48x10° %DER 0.28
2 FIDA
b
| Malation .
300000000 Atrazina
2000000004
1000000004
R
T T I T T
5 10 15 20 25
min

Figura 6.24. 7mo punto de 2° CC para MLT y ATZ utilizando reactivos comerciales.

Nuevamente se confirmaron los TR de los plaguicidas, manteniendo una DER por debajo

del 2% en ambos casos, confirmando asi la confianza en los resultados (tabla 6.24).

También se calcularon los datos necesarios para obtener la regresion lineal de la curva

(tabla 6.25) y se representan los graficos de relacion de ABC vs relacion de

concentraciones (figura 6.25) y de relacion de alturas vs relacion de concentraciones (figura

6.26) para la 2° CC realizada.

Tabla 6.25. Datos para regresion lineal de 2° CC de MLT y ATZ.

Analito Cafeina MLT ATZ

Punto de | Conc. EI (ppm) | ABCEI | AlturaEI | €, | 4BC,,, [ Altwra,. [ C., | 4BC,, | Altura,,

la curva c, ABC_ | Altura,, ¢, | 4Bc, | Altura,
1 24 40,549 3,064 0.08 0.07 0.41 0.08 [ 0.06 0.14
2 24 41,078 2,499 0.17 0.09 0.44 0.17 | 0.17 0.32
3 24 40,139 2,576 0.33 0.12 0.43 0.33 0.39 0.85
4 24 39,307 2,323 0.5 0.17 0.81 0.5 0.66 1.58
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5 24 39,437 2,440 0.67 0.22 0.65 0.67 | 1.04 2.85

6 24 40,471 2,749 0.83 0.26 0.58 0.83 | 1.30 4.20

Relacidn de conc. vs Relacién de ABC

1.4
12
2 1 ATZ
<L
5 08 y= 16804x - 0.1202 .
s R?=0.9915
G 06 T
$ y=0.2534x + 0.0453
§ . R?=0.9895
...... [
02 g @i @-eeeene
& " - e, ¢
0
0 0.2 0.4 06 0.8 n

Relacion de concentraciones

Figura 6.25. Regresion lineal para relacion de concentraciones vs relacion de ABC en 2° CC de

MLT y de ATZ.

Relacién de conc. vs Relacidn de Altura

©
23 ATZ
P 5.3352x - 0.6409
@ y=5. x - 0. o
~
c ? R?=0.9556 MLT
2 y=0.3453x + 0.4035
g o R=03934
2 SRR S by .
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Relacién de concentraciones

Figura 6.26. Regresion lineal para relacion de concentraciones vs relacion de alturas en 2° CC de

MLT y de ATZ.

Para esta 2° CC se observd nuevamente la linealidad en el caso de ambos plaguicidas al
graficar la relacion de concentraciones vs la relacion de ABC, obteniendo valores de 1* de
0.9895 para MLT y 0.9915 para ATZ. Por el contrario, al graficar la relaciéon de
concentraciones vs la relacion de alturas de los picos, en donde no se obtuvo linealidad con
respecto a ambos plaguicidas, siendo la 1* de 0.3934 para MLT y 0.9556 para ATZ, y de los

cuales, nuevamente fue muy lejano el valor de MLT al minimo permitido, ello se explica
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debido a la cercania de este con el pico del disolvente, que al extenderse por las impurezas
del reactivo utilizado, generé una linea base mucho mayor a cero. Por lo anterior se
establecieron condiciones adicionales a utilizar para los analisis de la CC con estandares
primarios: utilizar acetona grado HPLC o un reactivo sin previo uso y no considerar la
altura como parametro de cuantificacion debido a la poca confianza de los resultados de r*

de ambos plaguicidas.
6.9 Constatacion de los plaguicidas con estandares primarios

Se realizo una curva con estdndares primarios para confirmar de esta forma la presencia de
los plaguicidas a los TR establecidos en las pruebas previas y posteriormente cuantificar a
los analitos; primero se realizo el andlisis a las soluciones Stock de cada plaguicida y se
pudo observar nuevamente la presencia de dos picos resaltantes en la soluciéon de MLT, esto
debido a que el plaguicida no fue degradado. Se prepara y analiza la curva (tercera curva) y
los resultados se reportan en la tabla 6.26, y el cromatograma del punto mas concentrado de
la curva de MLT se presenta en la figura 7.27, y el punto mas concentrado de la curva de

ATZ en la figura 7.28.

Tabla 6.26. Parametros cromatograficos obtenidos para estandares primarios de plaguicidas en 3°

CC para MLX, MLT y ATZ.

MLT ATZ
Conc. TR (min) ABC Conc. TR ABC
(ppm) [MLX; MLT] [ABC ey T ABC MLX] (ppm) (min)
1 8.14;10.13 116,356 2 15.82 567
2 8.09; 10.12 129,361 4 15.52 1,103
8 8.29; 10.15 164,339 8 15.82 2,298
12 8.28; 10.15 177,568 12 15.82 4,011
16 8.22; 10.14 206,004 16 15.76 6,056
20 8.19; 10.14 238,039 20 15.77 7,922
Promedio 8.21;10.14 Promedio 15.75
S 0.07; 0.01 S 0.12
%DER 0.89; 0.11 %DER 0.74
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Figura 6.27. 7mo punto de la CC de MLT utilizando estandares primarios.
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Figura 6.28. 7mo punto de la CC de ATZ utilizando estandares primarios.

Con esta curva, se confirmaron primeramente los TR para determinar que el pico en
cuestion fuera el pico de interés, para esto, se obtuvo una DER de los valores de TR,
incluyendo ambos picos en la CC de MLT, observandose un valor por debajo del 2% para

todos los casos, con ello dando confianza a los resultados (tabla 6.26).

Posteriormente se reportaron los datos del cociente de concentraciones vs el cociente de
ABC para los plaguicidas (tabla 6.27), mismos que fueron graficados para determinar la

regresion lineal de MLT (figura 6.29) y de ATZ (figura 6.30).
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Tabla 6.27. Datos para regresion lineal de 3° CC de MLT y de ATZ.

Analito MLT (MLT+MLX) ATZ
Punto de Conc. EI ABCEI CMLT ABCMLT Conc. EI ABCEI CATZ ABCATZ
la curva (ppm) Cyy ABC,, (ppm) Coy ABC,,
1 24 6,681 0.04 17.42 24 18,545 0.08 0.03
2 24 7,423 0.08 17.43 24 16,421 0.17 0.07
3 24 6,939 0.33 23.68 24 14,221 0.33 0.16
4 24 6,949 0.5 25.55 24 14,067 0.5 0.29
5 24 7,286 0.67 28.27 24 13,907 0.67 0.44
6 24 7,900 0.83 30.13 24 14,448 0.83 0.55
Relacién de conc. vs Relacion de ABC
35
yv=14.045x+16.827
30 e T ® RT o0 9819
.8
25 .
) e
2
@ 20 e
s e
g 15
= 10
5
4]
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Relacion de concentraciones

67




Figura 6.29. Regresion lineal de relacion de concentraciones vs relacion de ABC para MLT en 3°

CC.
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0.6
0.5
04
0.3

0.2

Relacion de ABC

01 v = 0.7383x-0.0504
’ R? = 0.9922

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Relacidon de concentraciones

Figura 6.30. Regresion lineal de relacion de concentraciones vs relacion de ABC para ATZ en 3°

CC.

De la figura 6.29 destaca en primer lugar la lejania de la ordenada al origen con respecto al
cero en la CC de MLT, esto fue debido a errores cometidos durante la experimentacion, que
al intentar resolver repitiendo la experimentacién o considerando solamente el pico de
MLX o solamente el pico de MLT, no se observé mejoria ya que se perdia la linealidad, por
lo que se concluyo6 en descartar el estdndar primario de MLT para el método en cuestion, y

considerar los resultados obtenidos en las CC de estandares secundarios para cuantificar a

MLT.

Por otra parte, como se observa en la CC para ATZ (figura 6.30), se reportd un valor de 1
de 0.9922, siendo mayor que 0.98 y asi confirmando la linealidad; ademas, al observar que

la ordenada al origen fue cercana a 0, se considerd confiable para la cuantificacion de ATZ.
6.10 Determinacion de plaguicidas en las muestras

Con lo anterior, se realizd el andalisis de muestras aleatorias cosechadas de jitomate y de
zanahoria, utilizando el tratamiento de la muestra ya establecido y la programacion del

cromatografo de gases establecida, obteniendo asi los pardmetros cromatograficos en la
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tabla 6.28 en el caso de jitomate y la tabla 6.29 en el caso de zanahoria, con sus

correspondientes cromatogramas representativos en las figuras 6.23 y 6.24 respectivamente.

Tabla 6.28. Parametros cromatograficos de los plaguicidas en las muestras reales de jitomate.

1° muestra 2° muestra 3° muestra
Analito | TR (min) | ABC | Altura | TR (min) | ABC | Altura | TR (min) | ABC | Altura
MLT 10.09 6638 4164 10.04 12835 | 4450 10.08 2847 1653
MLX 8.03 37404 | 11823 8.16 31633 | 9269 7.99 34875 | 12348
Cafeina 16.98 102191 | 42183 16.98 107790 | 23241 16.98 95772 | 20740
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Figura 6.31. Cromatograma representativo de muestra de jitomate cosechado.

Tabla 6.29. Pardmetros cromatograficos de los plaguicidas en las muestras reales de zanahoria.

1° muestra 2° muestra 3° muestra
Analito | TR (min) | ABC | Altura | TR (min) | ABC [ Altura | TR (min) | ABC | Altura
ATZ 15.61 8624 [ 3370 15.62 12770 | 4812 15.62 11365 | 4314
Cafeina 16.51 71146 | 29664 16.99 123617 | 54075 16.99 121301 | 52719
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Figura 6.32. Cromatograma representativo de muestra de zanahoria cosechada.

Partiendo de los datos de ABC reportados para los plaguicidas en las muestras cosechadas,
se calculd6 primeramente la relacion de ABC para MLT y para ATZ con el EI

respectivamente, con ello se realiz6 de lo siguiente:

y =m X + b

Rel. ABC =m (Rel. conc. + b
cosecha

cosecha)

Y despejando la variable de la relaciéon de concentraciones de la siguiente manera:

Rel. ABC - b

cosecha

Rel. conc. =
cosecha m

De donde, a partir de la ecuacion de la recta obtenida en la 3° CC para ATZ y de la 2° CC
para MLT, se calcul¢ la relacion de concentraciones de los analitos y se realiz6 lo mostrado

a continuacion:

Conc. plaguicida Conc. plaguicida
Rel. conc. = — Rel. Conec. =
cosecha Conc. El cosecha 24 ppm

Conc. plaguicida = Rel. conc.cosecha(24 ppm)

Con ello obteniendo la concentracion relativa de los plaguicidas, y donde finalmente se
utilizd el porcentaje de recobro correspondiente en cada plaguicida para determinar la
concentracion total en las muestras previo a su tratamiento, como se muestra en la tabla

6.30 para MLT y en la tabla 6.31 para ATZ.
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Tabla 6.30. Estimacion de ABC para determinar la concentracion de MLT.

Rel. de ABC de muestra | Rel. de conc. de muestra Conc. MLT [ppm] Porcentaje de Conc. real de MLT
[MLT+MLX] (Rel. conc,oeecha) Rel. conc.wsecha(24 ppm| recobro promedio %ML
(Rel. ABCeechs) Rel ABC,, .~ b (%orecobro)
0.43 0.47 11.28 35.29 31.96
0.41 0.44 10.56 35.29 29.92
0.39 0.42 10.08 35.29 28.56
Promedio 30.15
S 1.39
%DER 4.61

En el caso de MLT se obtuvo una concentracion de 30.15 ppm con una DER de 4.61, lo

cual se explica debido a que al trabajar con muestras volatiles, la variacion incrementa en

los resultados, sin embargo, al ser menor a 15, se considera correcto y se establece como la

concentracion de MLT real.

Tabla 6.31. Estimacion de ABC para determinar la concentracion de ATZ.

Rel. de ABC de | Rel. de conc. de muestra Conc. ATZ [ppm] Porcentaje de recobro | Conc. real de ATZ
muestra (Rel. conc,yeecha) Rel. conc.wsecha(24 ppm) promedio w

(Rel. ABCoquears) Rel ABC eng™ " (Yorecotro)
0.1212 0.2325 5.58 44.44 12.56
0.1033 0.2082 5.00 44.44 11.25
0.0937 0.1952 4.68 44.44 10.53
Promedio 11.45
S 0.84
%DER 7.34

Por otra parte, en el caso de ATZ, se obtuvo una concentracion de 11.45 ppm con una DER

de 7.34, que al igual que en el caso de MLT, se explica debido a la volatilidad de las
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muestras, pero siendo este menor que el limite aceptado, se establece como la

concentracion final.

7. CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como proposito el desarrollo de un método de deteccion y cuantificacion
para cuatro de los plaguicidas mas utilizados en México. La separacion fue viable solo para
tres plaguicidas: ATZ, MLT y PCB, mientras que para GLA no fue posible su separacion.
Después de las diferentes pruebas con muestras reales, se vio que solo era factible la
determinacion cuantitativa de ATZ y MLT, para concentraciones menores a 20 ppm. Las
curvas realizadas con estandares secundarios, presentaron una tendencia lineal y el recobro
con un método simple de extraccion fue reproducible. Con un porcentaje de recobro de
35.29% para MLT y de 44.44% para ATZ, se logré determinar en las muestras agricolas
una concentracion de MLT de 30.15 ppm en jitomate y una concentracion de ATZ de 11.45

ppm en zanahoria.
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9. ANEXOS

9.1 Calculos realizados

Preparacion de soluciones de ATZ:

o 180 'ppm( 1lorfnLL ) = 18 ppm=20 ppm

o 1 mg( 1900071% )( 0.0(1)5L ) = 180 ppm=200 ppm

o 22 mg( L )( —L_ ) = 3,960 ppm=~4, 000 ppm
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o 33 mg( 19000% )( 0.0(1)5 - ) = 5,940 ppm=6, 000 ppm

Preparacion de soluciones de GLA:

o 40 uL( LA )( StrEm )( L ) = 1,030. 4 ppm=~1, 000 ppm

o 195 pL(H) () (5] = 10, 046. 4 ppm~10, 000 pprm

o 290 uL( LA )( g )( — ) — 14,940. 8 ppm~15, 000 ppm

Preparacion de soluciones de MLT:

1mL

o 50.8113 ppm(Jyac-

) = 5.0811 ppm~=5 ppm

1mL
10 mL

o 508.113 ppm( )= 50.8113 ppm~50 ppm

1mL

o 5081.13 ppm({5ac-

) = 508.113 ppm=~500 ppm

o 85 puL(FEPL) (SRR ) () = 10,162. 26 ppm~10, 000 ppm

Preparacion de soluciones de PCB:

1mL
10 mL

o 3200.16ppm( )= 320. 016 ppm~300 ppm

o 30 pi(HEL) (TR (St) = 3,200, 16 ppm=3, 000 ppm

o 95 uL(“3’”9)(‘3'02:3)(0_03“)= 10, 133. 84 ppm~10, 000 ppm

Preparacion de soluciones estandar interno

Cafeina

10 mg( 19090% )( 0_011 T ) = 990 ppm=1, 000 ppm

Dimetilsulfoxido

10 uL( Limg ) ( Song )( — ) = 1,097.8 ppm~1, 000 ppm

Mezclas de 4 plaguicidas (ATZ + GLA + MLT + PCB):
o Preparacion de soluciones en pruebas de columna / disolvente / volumen de

inyeccion / gradiente de temperatura / EI:

ATZ
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28 mg (55t (GomT) = 1 008 ppm=1,000 ppm

GLA

10 uL( LA )( Sorm )( — ) = 1,030. 4 ppm=~1, 000 ppm

MLT

42 L (HERL) (L) () = 1,004.27 ppma1, 000 ppm

PCB

47 L (L) (SE0 ) (m) = 1,002, 72 ppma1, 000 ppm

Informacion de plaguicidas para aplicacion a cultivos:
o Densidad de plantacion de jitomate: “En condiciones de invernadero y sin
despunte, las densidades comerciales fluctian de 2 a 2.5 plantas/m2”
(Koning, 1989, como se citd en Villegas Cota et al., 2004).

m Area de maceta de jitomate:

29 cmde largo(10 cm de alto) = 290 em’
2

290 cmz(l—mz) = 0.029m’
10,000 cm

< MLT - Dosificacion: 0.7-1 L / ha:

07-1L [  1ha 1m? 1,000 mL
ha \ 10,000 m> ]\ 2.25 plantas 1L
. 0.0311-0.0444 mL

- 2
m

0.0311-0.0444 mL ( 1,000 uL ) 31.11-44.44ulL

2 = 2
m 1mL m

31.11-44.44uL  0.029 m’ ) _0.9022—1.289 ul

m> \ 1 maceta 1 maceta

0.9022-1.289 ulL (9 macetas) = 8.1197 — 11.601 pL

1 maceta

< PCB - Dosificacion: 6 L/ha:
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6L [ _1ha 1m’ 1,000mL \ _ 0.2667 mL
ha \ 10,000 m’ 2.25 plantas 1L - m?
0.2667 mL { 1,000 uL ) _ 266.67ul

m’ 1mL m’
266.67uL [ 0029m” \ _ 7.7333 uL

m’ 1 maceta 1 maceta
7.7333 pL

—==(9 macetas) = 69.6 L
1 maceta

Densidad de plantacion de zanahoria: “La densidad de siembra final de

zanahoria es de 400,000 a 540,000 por hectarea” (Lardizabal &

Theodoracopoulos, 2007, como se cito en Camara de comercio Bogota,

2015).

400,000—540,000 zanahorias 1 ha

40—54 zanahorias

ha 10,000 m”

|

)=

2
m

m Area de maceta de zanahoria:

52 cmde largo(29 cm de alto) = 1,508 em’

1m2

1,508 sz( >
10,000 cm

)= 0.1508 m”

% ATZ - Dosificacion: 1-2.5 kg/ha:

1-25kg [ 1ha

1m’ 1,000 mg

ha 10,000 m”

_ 0.0019 — 0.0046g9
2

m

0.0019—0.0046 g { 1,000 mg

|

)

54 plantas 1kg

)

1.9—4.6mg

2
m

1g

1.9-4.6mg [ 01508 m’

2
m

):

0.2865 — 0.6981 mg

2

m \ 1 maceta

0.2865 — 0.6981 mg

(

1 maceta

\

1 maceta

)=

3 macetas) = 0.8596 — 2.0943 mg

% GLA - Dosificacion: 1.125-3 kg/ha
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1125-3L [ 1ha 1m’ 1,000 mL
ha \ 10.000 m> 54 plantas 1L
_0.0021-0.0056 mL

- 2
m

2 1mL 2

0.0021—0.0056 mL ( 1,000 pL ) __ 2.1-5.6uL
m m

2.1-5.6uL [ 0.1508 m’ ) _0.3167—0.8445 L

2
m \ 1 maceta 1 maceta

0.3167—0.8445 uL ,
1 maceta \

3 macetas) = 0.9501 — 2.5334 pL
o Preparacion de soluciones de plaguicidas para aplicacion a cultivos:
ATZ
. 90 mg 1
10 mg Gesaprim (m) (m) = 6 ppm (Sol. A)

GLA

10 uL Agrofusinato ( 1.4:an )( lf(')%onrf;g )( 1_;L ) = 1.72 ppm (Sol. B)

MLT

10 uL Malation 500 (210 )(S881E ) ) = 3.9 ppm (Sol. C)

PCB

70 pL Previcur (5L (SR) () = 24.89 ppm (Sol. D)

e Tratamiento de la muestra
ATZ

90 mg
100 mg

167 mg Gesaprim ( )( 1 ) = 3,006 ppm=3, 000 ppm

0.05L

MLT

251 uL Malation 500 ( szng )( iig::; )( 0.015 L )

= 3,000.86 ppm=3, 000 ppm
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PCB

282 uL Previcur ( Lismg )( o )( ; )

uL 100 mg 0.05L

= 3,008.15 ppm=3,000 ppm

e Estudios de recobro a altas concentraciones

o Preparacion de soluciones de referencia / muestras fortificadas:

ATZ
m 5,000 ppm:
277 mg Gesaprim ( 190007;159 )( 0_015 T ) = 4,986 ppm~=5, 000 ppm
MLT
m 5,000 ppm:
418 puL Malation 500 ( 1'23ng )( ii‘;:ﬂnj )( 0_015 T )
= 4,997.44 ppm = 5,000 ppm
PCB
m 5,000 ppm:

469 uL Previcur ( 1'13ng )( ‘iﬁﬁ,’fj )( 0_015 L )

= 5,002.92 ppm = 5,000 ppm

e Estudios de recobro a bajas concentraciones

o Preparacion de muestras fortificadas:

ATZ:

28 mg Gesaprim ( oy )( ! ) = 504 ppm=~500 ppm

MLT:

100mg )\ 0.05L
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42 pL Malation ( 1'2§ng )( Ai%'g::‘g )( 0.015 - ) = 502.14 ppm=~500 ppm

Solucion madre:

2mL
25 mL ) = 40ppm

500 ppm(

m 4 ppm:

40 ppm( fJfﬂLL ) = 4 ppm

m 12 ppm:

40 ppm(%) = 12 ppm

m 20 ppm:

o (CC de estandares secundarios:

o Preparacion de soluciones stock:

ATZ — 14 mg Gesaprim ( 190007;?9 )( 0.0;5 T ) = 504 ppm

~ 500 ppm (Sol. E)

MLT - 21 uL Malation 500 (2212 )( 32808 ) (o) = 502 14 ppm

~ 500 ppm (Sol. F)
Sol. Madre —

2mlL Sol. E+2 mL Sol. F
25 mL

500 ppm ATZ, MLT( ) = 40 ppm (Sol. G)

ElI-12mgde cafeina( 19090711;; )( 0_015L ) = 237.6 ppm

~ 240 ppm (Sol. H)

o Concentracion del EI en cada sistema:



240 ppm(ﬁ) = 24 ppm de cafeina

o Preparacion de sistemas de la CC:

m 40 ppm ATZ, MLT( 0.5mL Sol. G +2mL Sol. H )

20mlL

= 1ppm ATZ, MLT (Sol. I, Sol. 1)

10 mL

m 40 ppm ATZ, MLT( 0.5mL Sol. G+ 1mL Sol. H )

= 2 ppm ATZ, MLT (Sol. J, Sol. ] )

m 40 ppm ATZ MLT<1mL501-G+1mLsoz,H)

10 mL

= 4ppm ATZ, MLT (Sol. K, Sol. K )

m 40 ppm ATZ, MLT( 2mL Sol. G + 1 mL Sol. H )

10 mL

= 8 ppm ATZ, MLT (Sol. L, Sol. L)

m 40 ppm ATZ MLT( 3 mL Sol. G + 1 mL Sol. H )

10 mL

= 12 ppm ATZ, MLT (Sol. M, Sol. M)

10 mL

m 40 ppm ATZ, MLT( 4mL Sol. G + 1 mL Sol. H)

= 16 ppm ATZ, MLT (Sol. N, Sol. N)

m 40 ppm ATZ, MLT( 5 mL Sol. G + 1 mL Sol. H )

10 mL

= 20 ppm ATZ, MLT (Sol. O, Sol. 0)

e 3°CC (ESTANDARES PRIMARIOS):

o Preparacion de soluciones stock:

ATZ - 1 mL, 100 ppm en acetonitrilo

100 ppm( Lk ) = 50 ppm (Sol. STD A)



MLT -1 mL, 1,000 ppm en acetona

1,000 ppm(

1mL
10 mL

) = 100 ppm (Sol STD. B)

EI-12mgde cafeina( e )( . )= 237.6 ppm

100mg J\ 0.05L

~ 240 ppm (Sol. H)

o Concentracion del EI en cada sistema:

240 'ppm(

0.1 mL
1mL

) = 24 ppmde cafeina

o Preparacion de sistemas de la CC:

1mL

50 ppm ATZ, 100 ppm MLT( 0.02mL Sol. STD. A, 0.01 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

= 1 ppm ATZ, 1ppm MLT (Sol. P, Sol. P)

50 ppm ATZ, 100 ppm MLT( 0.04 mL Sol. STD. A, 0.02 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

1mL

= 2 ppm ATZ, 2 ppm MLT (Sol. Q, Sol. Q)

50 ppm ATZ 100 ppm MLT( 0.16 mL Sol. STD. A, 0.08 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

1mL

= 8 ppm ATZ, 8 ppm MLT (Sol. S, Sol. S

1mL

50 ppm ATZ, 100 ppm MLT( 0.24 mL Sol. STD. A,0.12 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

= 12 ppm ATZ, 12 ppm MLT (Sol. T, Sol. T')

50 ppm ATZ. 100 ppm MLT( 0.32mL Sol. STD. A,0.16 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

1mL

= 16 ppm ATZ, 16 ppm MLT (Sol. U, Sol. U)

50 ppm ATZ. 100 ppm MLT( 0.4 mL Sol. STD. A, 0.2 mL Sol. STD. B + 0.1 mL Sol. H )

1mL

= 20 ppm ATZ, 20 ppm MLT (Sol. V, Sol. V')
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9.2 Caracteristicas de especimenes obtenidos para jitomate

Tabla 9.1. Datos para el control de los especimenes de jitomate cosechados.

Numero de lote Ejemplar de jitomate Diametro de jitomate (cm) Altura de jitomate (cm)
1 7 3.5
2 6 3.5
3 6 3.5
4 4.5 3.5
5 4.5 4.5
6 4 4.5
Lote 1 7 4 35
8 3.5 5
9 25 2.5
10 35 3.5
Promedio 4.55 3.75
1 5.5 3.5
2 5.5 3.5
3 5.5 3
4 4.5 3
5 5.5 4
6 5.5 4
7 5 3
8 4.5 5
9 35 4.5
Lote 2 10 35 4.5
11 3 5
12 4 5
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13 3 5
14 3.5 5
15 4 4
16 4 3.5
17 4 4
Promedio 4.35 4.09
1 5 3.5
2 5 4
3 4 3.5
4 4 5
5 4.5 4.5
6 3.5 4.5
Lote 3 7 35 5.5
8 3.5 5
9 4 3.5
10 3 3.5
Promedio 4 4.25
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Lote 4

1 3 2.5
2 4 3
3 3 2.5
4 3 2.5
5 5 2.5
6 3 5
7 3 5
8 3.5 5.5
9 3 5
10 2 4.5
11 2.5 5
12 3.5 3.5
13 2.5 5.5
14 2.5 4.5
15 3.5 3
16 3.5 2.5
17 4 2.5
18 3.5 3
Promedio 3.22 3.75
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Lote 5

1 35 3.5
2 4 3.5
3 4 4
4 3.5 4
5 4 3.5
6 3.5 3
7 5 4
8 4 4
9 4.5 3.5
10 3.5 2
11 3.5 3.5
12 3.5 3.5
13 4 3.5
14 4.5 3.5
15 4 3.5
16 3 3
17 3 3
18 3 3
19 4 3.5
20 4 4
Promedio 3.8 3.45
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1 4 3.5

2 5 3

3 4 4

4 3.5 3.5

5 3 2

6 3 2

7 3 2

8 3 2
Lote 6 9 2.5 3.5
10 3.5 2.5

11 3.5 3

12 2.5 5

13 2.5 4.5

14 2.5 3.5
Promedio 3.25 3.14
1 5 3.5

2 5.5 4

3 4.5 4

4 5 3

5 6 4

6 4.5 3.5

7 4.5 3

8 5 4

9 4 5

Lote 7

10 4 5

11 35 5
12 3 4.5
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13 3 4.5
14 2.5 4.5
15 3.5 4.5
Promedio 4.23 4.13
1 4 5.5
2 4.5 6.5
3 4.5 3.5
4 4 6
Lote 8
5 4 3
6 4.5 5
7 4 4
Promedio 4.21 4.79
1 5.5 3.5
2 5.5 4
3 5.5 3.5
4 5.5 3.5
5 6 3.5
6 3 5
7 3 5.5
Lote 9 8 3 4
9 3 3.5
10 3 2.5
11 3 2.5
12 3 2.5
13 3 2.5
Promedio 4 3.54
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Lote control 1

1 35 5
2 3.5 4.5
3 4.5 3
4 3.5 3
5 3 3
6 3 4
7 4 3.5
8 4 6
9 3.5 6
10 3 3
11 2 1.5
12 3 2.5
13 3.5 2.5
14 3.5 3
15 4 3
Promedio 3.43 3.57
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Lote control 2

1 2.5 3.5
2 2.5 3
3 2.5 3
4 3 4
5 2 3.5
6 3 3.5
7 2.5 3
8 2 2.5
9 2.5 3.5
10 4.5 4.5
11 2.5 3.5
12 2.5 3.5
13 2.5 3.5
14 4 5.5
15 2.5 3.5
16 3.5 3.5
17 2.5 3
18 3 3.5
19 4 4.5
20 2.5 3
21 2 2.5
22 2.5 2.5
23 2.5 2.5
Promedio 2.76 3.41
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Lote control 3

1 4 2.5
2 3.5 3
3 3.5 3.5
4 3.5 3
Promedio 3.63 3

9.3 Caracteristicas de especimenes obtenidos para zanahoria

Tabla 9.2. Datos para el control de los especimenes de zanahoria cosechados.

Numero de lote Ejemplar de Altura de zanahoria Ancho de zanahoria Largo de hoja de
zanahoria (cm) (cm) zanahoria (cm)
1 6 2 41
2 14.5 4 49
3 9.5 3 44
4 15 3 38
5 14.5 2 44.5
6 11 3 46
7 14 2 46.5
Lote 1
8 13.5 2.5 46
9 14.5 2.5 41
10 12 2 36
11 8 2 38
12 12 2.5 54
13 16 3.5 46.5
Promedio 12.35 2.62 43.89




1 15 2.5 39
2 14.5 2.5 50
3 7 1.5 41
4 14.5 2.5 47
5 17.5 3 43.5
6 19.5 3.5 40.5
Lote 2 7 15 25 455
8 15.5 3 40
9 12.5 2 46.5
10 8.5 1 33
11 14 2.5 44.5
Promedio 13.96 241 42.77
1 13.5 3 42
2 10.5 4 48
3 14.5 2.5 28
4 15.5 3 44
Lote 3 5 16.5 4 41
6 16.5 3 49.5
7 16.5 2 40.5
8 12 2.5 47
Promedio 14.44 3 425
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Lote control

1 12.5 3.5 44
2 3.5 2 38
3 16 4.5 45
4 14.5 3.5 45
5 14 3.5 51
6 11 3 47.5
7 15.5 4 42
8 11.5 2.5 44
9 13 3 49
10 15.5 4 44
11 7.5 2.5 39
12 14 3 49
Promedio 12.38 3.25 44.79

96




	Sin título

