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RESUMEN

Actualmente la sociedad tiene que enfrentar un gran problema de
contaminacion ambiental derivada de las actividades del hombre, las cuales han
sobrepasado el poder autodepurador que tiene la naturaleza para mantener un
equilibrio. Dentro de los muchos problemas ambientales existentes, se encuentra la
contaminacion de alimentos, suscitada por factores como el uso de égroquimicos 0
plaguicidas en los medios de cultivo. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
consistié en desarrollar un procedimiento analitico alternativo al propuesto en la
literatura para el anilisis del clorpirifos en cereales comerciales para bebés con la
técnica de cromatografia de gases, materiales y equipos faciles de conseguir en
México, minimizando costos y tiempo de realizacion. Se eligid estudiar al plaguicida
organofosforado clorpirifos, pues es uno de los compuestos utilizados principalmente
en cultivos de cereales para el control de plagas como mosquitos, cucarachas, larvas
acuiticas, follaje plaga, entre otros, ademas, es un compuesto clasificado como
altamente téxico, y uno de los residuos de plaguicidas que mas se encuentran en los
alimentos, segin los estudios que se han realizado en otros paises. Por otro lado, el
analisis se condicioné Gnicamente para este plaguicida, por fa complejidad de la
matriz (cereal) y el alto costo de los estandares. La metodologia de extraccién y
limpieza se llevo acabo con la ayuda de cartuchos de extraccidn en fase solida y la
cuantificacion se realizd por medio de la cromatografia de gases. Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran la presencia del plaguicida clorpirifos en las
muestras analizadas en concentraciones mayores a la ingesta diaria admisible
(0.01mg/ kg), proporcionada por el catalogo oficial de plaguicidas, por lo cual se
concluye que la técnica desarrollada en este trabajo debe aplicarse bajo un muestreo
representativo por lotes para obtener un conocimiento real del grado de

contaminacion con plaguicidas organofosforados en cereales procesados para bebés.
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ABSTRACT

Current society has to face the enormous problem of the environmental
pollution caused by the man activities, which have surpassed nature power of
selfpurificatio that manteins an equilibrium. Among those many environmental
problems, it is found food pollution, due to the use of agricultural chemicals or
insecticides in farming. For that reason, the objetive of this work was to develop an
analytical proceeding as an alternative to that one suggested in the literature for the
analysis of chlorpyriphos, in marketing baby cereals with gas chromatography
technique, materials and equipment easy to get in México, minimizing costs an
reducing time. The organophosphate insecticide was chosen because it is one of the
compounds mainly used in cereals cultivation to control plague like mosquitoes,
cockroachs, aquatic larvae, foliage plague, among others; furthermore it is a
compound clasified as highly toxic, and one of the plague residuals more commonly
found in food, according to other countries studies. On the other hand, the analysis
was done only for this insecticide, due to the complexite of the cereal matrix and the
high cost of the standard. The extraction methodology and cleanning was carried out
with the support of cartridge in solid phase extraction and the quantification was done
by gas chromatography. The results obtained in this work show the presence of the
insecticide cholrpyrifos in the samples analized in concentrations higher than the
mexican acceptable daily intake (0.01mg/kg) given by the official plague catalog, and
so it's conclued that the technique developed in this work should be applied under
representative samples to obtain a real knowledge of pollution level of the

organophosphates insecticides in processed baby cereals.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias quimicas cuya finalidad es controlar la

proliferacion de plagas y enfermedades de los cultivos; para reducir o evitar las

pérdidas en la produccion de alimentos. También contribuyen al control de vectores

causantes de diversas enfermedades, protegiendo asi al hombre y a sus animales

domésticos (2,12,15,16,65).

Existen varias formas de clasificar a los plaguicidas, entre las mas comunes,

estan las siguientes:

)
b)

)

d)

€)

Por su naturaleza quimica; organicos e inorganicos.

Por su modo de accidn; contacto, ingestion, fumigante, sistémicos.

Por su composicion; organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides,
ciclodienos, etcétera.

Por su uso y tipo de organismos que afectan; insecticidas, ya que los insectos son
los organismos mas diversos entre toda la fauna de la tierra, los més adaptables y
los mas prolificos, estos rasgos los hacen perfectamente capaces de resistir, a
largo plazo, un producto quimico (58), acaricidas, herbicidas, fungicidas.

De acuerdo a su persistencia en el ambiente como: ligeramente persistentes
(menos de 4 semanas), poco persistentes (de 4-26 semanas), medianamente
persistentes (27-52 semanas), altamente persistentes (mas de un afio y menos de
20) y permanentes (mas de 20 afios) (2,12,15,16,65).

El uso incorrecto de estos compuestos suele provocar dafios mayores en

comparacion con los beneficios. Con el tiempo, las plagas logran hacerse inmunes a

los plaguicidas y los agricultores se ven en la necesidad de utilizar mayores




cantidades de dichas sustancias. Por consiguiente, se da pie al surgimiento de plagas
mas dificiles de controlar, Este fenomeno lo explica Ivén Restrepo de la siguiente
manera (58): “El uso inadecuado de los plaguicidas para combatir una sola especie
de insecto tiene el poder de destruir upa agroindustria, lo cual sigue un proceso
predecible ya que el patron de comportamiento siempre es el mismo: primero, hay un
periodo durante el cual dismimiyen las pérdidas en el cultivo debido al uso
innovador de agroquimicos; esto es, a corto plazo hay una ganancia concreta para el
agricultor. Por lo general, se aplica un compuesto orgarnoclorado. De'spnés, empieza
la resistencia, ya sea en la plaga primaria o en la secundaria. Esto provoca que el
agricultor aiiada mayor cantidad de plaguicidas o nievos plaguicidas a sus cultivos.
Comiinmente, el cambio se orienta hacia un organofosforado o un carbamato que no
darie tanto al ecosistema. Sin depredadores ni pardsitos, las especies que no tenian
importancia como plagas se convierien en daiiinas. Y para combatirlas se recurre a
la aplicacion de mds compuestos quimicos. De este modo se gesta lo que muchos
investigadores llaman el circulo vicioso de los plaguicidas " (58).

Antiguamente, los plaguicidas mas utilizados eran los organoclorados (OC),
especialmente por su bajo costo; pero el abuso de estos, su proiongada accion residual
en el ambiente v su alto grado de bicacumulacién, provocaron que sé restringieran en
varios paises, sobre todo desarrollados. Estos optaron por utilizar plaguicidas
arganofosforados (OF) y carbamatos; los cuales, siempre que se utilicen de manera
adecuada, tienen una menor accion residual y bajo grado de bioacumulacion (15, 17,
24, 26, 36-37, 60-61), pues de suceder lo contrario, es facil encontrarlos como
residuos en el ambiente provocando intoxicaciones agudas en las poblaciones

expuestas directa e indirectamente (2,12,15,16,65).



Este es el caso del plaguicida OF clorpirifos, considerado altamente toxico; eficaz
contra insectos y 4caros; utilizado regularmente en el cultivo de cereales, frutas y
verduras; que ha sido detectado como residuo en varios de los estudios realizados en
los EEUUA (3-6, 10-11, 28, 31-33, 60, 64, 67-68).

En ese pais, se han preocupado por determinar ef grado de contaminacion con
plaguicidas en varios tipos de matrices como agua, suelo y aire (14); resultando de
particular interés para e! presente trabajo, el analisis de alimentos procesados para
bebés, ya qﬁe los infantes conforman una de las partes mas vulnerables de la
poblacién.

En las investigaciones realizadas, se ha encontrado que las frutas como materia
prima en distintos productos para bebés, contienen altos niveles de plaguicidas.
Analizando un total de 72 muestras, obtenidas de las compaiias Gerber, Heinz y
Beech-Nut (que tienen las mayores ventas de ese pais), se encontré que mas de la
mitad de las muestras (53%), presentaron niveles detectables de plaguicidas (de 16-53
ppb), mientras el 18% de las muestras contenian dos o mas plaguicidas.

Entre los plaguicidas méas detectados estdn el iprodione, tiabendazole, botran,
permetrin, fosalone, clorpirifos, paration y DDT; los cuales estin clasificados como
posibles carcindgencs humanos (23, 32).

Por tales razones, crearon estrictas normas de control, ademas de metodologias
analiticas para la deteccién de dichos plaguicidas.

Desafortunadamente, en paises “en vias de desarrollo” como México, el uso de
plaguicidas OC, OF y carbamatos, se ha dado de forma indiscriminada. Esto se debe a
la falta de cultura y conciencia de los riesgos que se corren al utilizar estos

compuestos quimicos de forma incorrecta; riesgos que constituyen una amenaza




latente para el hombre, manifestaindose por intoxicaciones de grado diverso y por
efectos nocivos que pueden presentarse a mediano o largo plazo, tales como
carcinogénesis, teratogénesis, mutagénesis y esterilidad, entre otros.

Aunado a lo anterior, hay que agregar la falta de leyes o normas especificas
para los plaguicidas més utilizados, que rijan estrictamente el uso y limite residual de
los piaguicidas (7-9, 13, 18-22, 38-55).

En México, la legislacion cuenta con el catilogo oficial de plaguicidas
(CICOPLAFEST), en el que se aprueba e} uso de 97 insecticidas, 70 herbicidas, 71
fungicidas, 8 fumigantes, 12 rodenticidas y 3 nematicidas, ademas, estabiece la
“ingesta diaria admisible” (IDA), la clasificacion toxicolagica, los tipos de cultivos en
los que se aplican y el limite maximo residual (LMR) para cada uno de estos
compuestos (12).

A su vez, también existen algunas normas y metodologias para el analists de
ciertos OC en agua potable {(como ¢l malation, paration, aldrin, etc.) y en alimentos
(Codex Alimentario), lo que no ocurre para varios OF. Esta ausencia de normas y
metodologias analiticas para su correcta deteccion, hace dificil que en la practica se
implementen técnicas documentadas existentes y, sobre todo, que se desarroilen
nuevas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es desarrollar un procedimiento
analitico para el plaguicida organofosforado clorpirifos en cereales procesados para
bebés (la investigacion se enfoca en este plaguicida por su gran uso en los cultivos de
cereales, influyendo también la complejidad de la matriz y el alto costo de los
estandares), alternativo al documentado por el manual alemédn de anélisis de residuos

de plaguicidas. Este método a desarroitar incluira el uso de reactivos y equipos faciles
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de conseguir en México, asi como innovaciones a las ya obsoletas, técnicas de
limpieza y cuantificacion mencionadas en dicho manual.

Esta nueva técnica permitird elucidar las concentraciones reales del plaguicida
en cereales procesados para bebés, proporcignéndole a las compafiias que
manufacturan dichos productos, una herramienta indispensable para mejorar el

control de calidad en la materia prima que procesan,




CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1 Plaguicidas organofosforados: Caracteristicas generales

De acuerdo al catalogo de plaguicidas, editado en 1994 por la Comisién
intersecretarial para el control del proceso y uso de los plaguicidas, fertilizantes y
sustancias toxicas; conocida como CICOPLAFEST, los plaguicidas organofosforados
(OF), son compuestos sintéticos derivados del acido fosforico, en donde uno o mas de
los oxigenos del acido pueden encontrarse sustituidos por azufre y sus radicales
oxhidrilos por diferentes radicales organicos, encontrandose diversas combinaciones.
Los sustituyentes de este icido pueden ser grupos alquilo, alcoxi, o alquiltio de
cadena corta, o bien, grupos amida o dtomos de azufre (15, 16, 26, 36).

La mayoria son insecticidas genéricos, aunque también hay algunos acaricidas.
En su mayor parte actian contra los insectos y los dcaros por contacto y por
ingestion; otros son sistémicos y algunos tienen accion fumigante. Muchos de ellos
son toxicos a los peces, abejas y a la vida silvestre. (12, 15, 56-58).

Los plaguicidas son degradados con relativa facilidad en el ambiente por
hidrolisis por lo que algunos son muy solubles en agua. Los compuestos con una
solubilidad en el agua mayor a 500 ppm son muy moviles en los suelos y en los otros
elementos del ecosistema; su mayor concentracion se encuentra en los ecosistemas
acuaticos. Por otro lado, los compuestos con una solubilidad en agua mayor de 25

ppm no son persistentes en los seres vivos, situando en este caso a los compuestos



orgaﬁofosforados, en tanto que aquéllos con una solubilidad en agua menor a 25 ppm
(como, por ejemplo, los plaguicidas organoclorados) tienden a inmovilizarse en los
suelos y a concentrarse en los organismos (15, 48).

Los plaguicidas organofosforados (OF) poseen ventajas sobre los
organoclorados, entre elfas, su baja persistencia en el ambiente, su no acumulacion en
el organismo y bajo potencial de carcinogenicidad; sin embargo, su toxicidad aguda
es mayor. Su estructura quimica puede ser muy variada y de ella dependera su
toxicidad. Se absorben bien por inhalacidn, por ingestion y via cutanea (12,-15, 53,
56-58).

El plaguicida organofosforado clorpirifos esta clasificado como toxico al
contacto con la piel y por inhalacién. Es un insecticida de amplio espectro
especialmente Gtil en e control de mosquitos e insectos domeésticos, moscas, muchos
tipos de follaje plaga y larvas acuaticas. Su vida media en solucion metanolica a pH 6
es de 1930 dias, a pH 9.96 es de 7.2 dias y se utiliza en el almacenaje de los cereales
y otros tipos de materia primas. En el anexo | se presentan mas caracteristicas del

clorpirifos (12, 36).

1.1.2 Mecanismo de accién

El mecanismo de accion de los OF se da por inhibicion de la actividad de la
acetilcolinesterasa; el fenémeno ocurre a nivel de las sinapsis nerviosas, en donde el
neurotransmisor acetilcolina actiia sobre la membrana postsiniptica a la que
despolariza; de este modo, excita a las células efectoras: glandulas, fibras musculares

lisas, fibras musculares estriadas y otras neuronas. Una vez conseguido su objetivo, la




funcién de este neurotransmisor debe terminar, lo que ocurre por accién de la
acetilcolinesterasa, enzima que rapidamente hidroliza a la acetilcolina, con lo que ésta
deja de actuar y las células efectoras entran en reposo para volverse a reactivar
cuando el organismo lo demande. Los OF acthan inhibiendo la actividad de la
acetilcolinesterasa en el sitio preciso en donde rompe la molécula de acetilcolina (los
OF compiten con la acetilcolina por la acetilcolinesterasa. El atomo central de fosforo
de estos plaguicidas tiene una deficiencia de electrones y esta configuracion favorece
1a atraccion hacia el sitio estérico de la acetilcolinesterasa que posee un excedente de
electrones. E! fosforo forma una unién covalente con el grupo nucleofilico de la
enzima) (12, 15, 16, 36-37, 56-58). Por lo tanto, se genera una gran cantidad de
impulsos a las células efectoras y esta estimulacion continua causa las siguientes
manifestaciones de intoxicacion:

a) Sindrome muscarinico, se genera por estimulacién de las glandulas y fibras
musculares lisas, lo que causa vomitos, sudoracién, diarrea, salivacion, lagrimeo y
abundantes secreciones bronquiales; caracteristicamente, las pupilas estan contraidas
“como puntas de alfiler” (miosis).

b) Sindrome nicotinico, se genera por accion sobre las fibras musculares
estriadas; presion en el torax, calambres de los misculos abdominales y de las
extremidades, temblores, bradicardia y trastornos del ritmo cardiaco.

c) Sindrome neuroldgico, se genera por sobrestimulacion de otras neuronas y se
caracteriza por: irritabilidad, conducta psicotica, pérdida brusca de la conciencia y
convulsiones. En casos extremos conduce a la muerte, que ocurre por depresion

respiratoria, edema pulmonar o bradicardia extrema (12, 15).




En la figura 1.1 se presenta de manera esquematica el mecanismo de accion de la

acetilcolinesterasa.

Figura 1.1_Esquema del proceso fisioldgico neuromuscular durante la

estimulacion {15)
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Los signos y sintomas de intoxicacién por compuestos organofosforados
aparecen durante [a exposicion o en un lapso nc mayor de 12 horas después de la
Gltima exposicion y, dependiendo de la dosis y de la via de absorcion, pueden variar
(12, 15, 62).

Se ha descubierto que el clorpirifos administrado en cantidad suficiente a
animales de laboratorio, produce signos que no se pueden distinguir de los
presentados por otros plaguicidas organofosforados, y la velocidad de accion es
aproximadamente la misma a otros compuestos ;que contienen al grupo =S dietoxi. La

toxicidad aguda es de grado moderado (36).

1.1.3 Mecanismos de degradacion

Todos los plaguicidas OF se degradan por hidrélisis en el higado y en otros
tejidos, generalmente durante las horas en las que ocurre la absorcién. Su
biotransformacion se hace mediante enzimas oxidasas, hidrolasas y transferasas,
principalmente hepéticas. Los productos de la degradacién o metabolitos son de baja
toxicidad y se excretan en su mayoria en la orina y en menor cantidad en heces y aire
expirado. Su maxima excrecion se alcanza a los 2 dias y luego disminuye
rapidamente. Sin embargo, algunos se convierten en productos intermedios que son,
inclusive, mas téxicos que el compuesto original (31, 35, 36, 57, 60, 66).

La depresion de la actividad de la colinesterasa en la sangre, en el plasma o en
los glébulos rojos, es la mejor evidencia de que ha habido una absorcion excesiva de
plaguicidas OF. La depresion de la colinesterasa en el plasma persiste con frecuencia

de 1 a3 semanas y la depresion de la colinesterasa en los globulos rojos persiste hasta




12 semanas. Los metabolitos que producen los OF comunmente se detectan en la
orina de los pacientes entre fas 12 y 48 h después de una absorcion considerable del
compuesto toxico. La determinacion de los niveles de colinesterasa hepatica
constituye una guia de primer orden para conocer la efectividad de las practicas de
higiene industrial y de aplicacion de estos plaguicidas (12, 15, 62).

En el caso del clorpirifos, una sola dosis administrada de [*Cl]clorpirifos a las
ratas, les produce una ripida absorcién del mismo, excrecion en la orina (90%) y
heces (10%). Los productos excretados son 3,5,6-tricloro-2-piridil fosfato (75-80%),
3,5,6-tricloro-2-piridinol y trazas de material no metabolizado. En la distribucion
inicial en los tejidos, el clorpirifos se alberga en la grasa, el cual es movilizado y
excretado lentamente, con una vida media de alrededor de 62h (36). .

Los efectos neuropiticos retardados se presentan en los humanos de 3-4
semanas después de una intoxicacion aguda con algunos OF; por ejemplo, mipafds,
leptofés, metamidofds y clorpirifos, entre otros. Los primeros sintomas sensoriales
(sensacion de hormigueo y quemadura), luego debilidad y ataxia en miembros
inferiores pudiendo progresar a paralisis acentuada y, en casos graves, comprometer a
los miembros superiores. La recuperacion es lenta y rara vez completa en adultos, los
nifios presentan un cuadro menos grave (62).

Por todas las afecciones a la salud que causan este tipo de compuestos, es necesario
contar con métodos de analisis adecuados para diferentes clases de matrices como los

que se presentan a continuacion,




1.2 Meértodos de andlisis

Existen varios métodos multirresiduos de analisis para plaguicidas
organofosforados en distintos tipos de matrices (agua, suelos, alimentos), como los
presentados en: 1) manual aleman de analisis de residuos de plaguicidas (25}, para
muestras de alimentos de diferentes clases (alto, medio y bajo contenido de agua), los
cuales utilizan a la cromatografia de gases como técnica de cuantificacidn (25), 2)
manual de la Asociacién Oficial de Quimicos Analiticos, conocida como AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), para muestras de manzanas y frijoles
verdes, por medio de la CG (la); y 3) manual de la Agencia de Proteccidn al
Ambiente conocida como EPA (Environmental Protection Agency), para muestras
acuosas por medio de la CG (14).

Como se observa, todas son metodologias multirresiduos, ninguna es especifica
para un solo plaguicida (lo cual se debe a2 que los analisis son muy caros y
peligrosos). Ademas, ninguna de estas metodologias toma en cuenta a una matriz tan
compleja como el cereal, a excepcion del manual aleman editado en 1987, que
presenta técnicas actualmente obsoletas (como en la limpieza y la cuantificacidn), por
lo cual hay que hacer muchas variaciones y que constituyen el método del presente
trabajo (1, 12, 14, 25, 29).

Existen una gran variedad de métodos analiticos que son usados para detectar
residuos de plaguicidas. Todos estan constituidos por dos pasos basicos para su
aplicacion:

1) preparacion de la muestra

2) separacion analitica




La preparacion de la muestra consiste de tres etapas. En la primera se eliminan todos
aquellos constituyentes que no sean sujetos de interés para el andlisis y se
homogeneiza la muestra, ya sea por picado o pulverizado y se toma una parte
representativa de ésta.

La segunda etapa, o etapa de extraccion se realiza la remocion de residuos de
plaguicidas a partir de los constituyentes de la muestra.

En la tercera etapa se realiza {a limpieza o aislamiento de los constituyentes que
interfieren con ¢l analisis de residuos de los plaguicidas de interés, este paso incluye
la separacién y purificacién (24, 34, 37).

Para la limpieza se pueden utilizar cartuchos de extraccion en fase sélida,
conocidos como EFS. Esta es una técnica econdmica que ahorra tiempo en
comparacion con los métodos de extraccion liquido- liquido (método tradicional
usado para limpieza y concentracién de muestras analiticas). Ademds, los métodos
EFS reducen significativamente el volumen de los disolventes organicos peligrosos
requeridos para una tipica preparacion de muestra. No hay formacién de emulsiones y
la limpieza de los extractos proveen un mayor tiempo de vida a la columna, utilizada
en cromatografia de gases y liquidos, ademas de que mejoran las condiciones de
deteccién y cuantificacion.

Para preparar muestras analiticas, los cartuchos pueden ser utilizados de dos
formas. En la primera, los analitos de interés son retenidos en el material de empaque,
mientras que la mayoria de los compuestos interferentes presentes en la muestra, no
son retenidos al pasar a través del cartucho. Los compuestos interferentes que llegan a
quedarse en el material empacado con el analito de interés son {avados

selectivamente, con el uso de disolventes de distintas polaridades. Finalmente, los



analitos de interés son eluidos en volumenes pequefios de un disolvente apropiado.
Después de la limpieza y concentracién de la muestra, se pueden aplicar técnicas
analiticas como cromatografia de gases (CG) y cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR). El segundo modo de utilizar los cartuchos involucra solo la
limpieza de la muestra, la cual es aplicada al cartucho de extraccion en fase sélida, en
el que el analito de interés no es recolectado cuando pasa a través del adsorbente. Los
compuestos interferentes son retenidos en el empaque y pueden ser dispuestos
posteriormente con e cartucho {27, 30, 65).

En la figura 1.2 se presentan las diferentes formas de uso de los cartuchos de

extraccion en fase solida.

Figura 1.2 Cartuchos de extraccién en fase sdiida (EFS)
Formas de uso (65)

1. Reticne 2 los compucstos de intcrés
dejundo pasar impurcas

» Coﬁtnminam:
o Compucsios dc

inlcrés

Acondicionamicnto Adicion de mucstra  Lavado  Elucion

2. Rcticnc impurezas dejando pasar
a los compucstes de interés
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En la extraccion en fase solida, los mecanismos de interaccion entre la matriz,
analitos y materiales empacados son similares a los de cromatografia liquida. Estos
pueden efectuarse de los siguientes modos:

Mado de absorcion: Este no requiere de fases quimicamente unidas, pero depende de
los grupos funcionales presentes en el material adsorbente por si mismo. Tipicamente,
éste es el modo de uso para condiciones de fase normai. -

Meétodo de reparto de las fases quimicamente unidas: La superficie del adsorbente ha
sido modificada con grupos quimicamente funcionales adicionales, lo cual ‘provee el
principal modo de interaccion. Un método combinado es también posible, por el
nimero limitado de enlaces, pues 1os sitios secundarios de interaccion siguen estando
presentes sobre el adsorbente. Este método de interaccion puede ser usado bajo las
siguientes condiciones:

Fase normal: utiliza una matriz o sustancia problema no polar y una fase estacionaria
polar que puede retener analitos polares y permitir el paso a través del cartucho a
analitos no polares.

Fase reversa: utiliza una matriz polar y una fase estacionaria no polar que puede
retener analitos no polares y permitir el paso a través del cartucho a analitos polares.
Pares de iones: utiliza una matriz polar y una fase estacionaria no polar que contiene
analitos ibnicos o ionizados, con contraiones agregados a la muestra en solucién (los
contraiones son grupos de iones que se encuentran en la fase movil con carga
eléctrica opuesta a la de la fase estacionaria de la columna o de la muestra en forma
i6nica); pueden retener analitos (los cuales ahora son neutros al formar el par idnico),

por un mecanismo de fase reversa.
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Método de intercambio ionico: En este método, la superficie del adsorbente ha sido
modificada con grupos iénicos o ionizables. Utiliza un mecanismo de fase normal o
fase reversa, en la que los analitos con cargas idnicas opuestas a las del material
empacado, seran retenidos en el cartucho. Los disolventes o soluciones organicas con
contraiones de gran fuerza ionica son usados para eluir los analitos de interés del
cartucho. Hay dos tipos de intercambiadores que son: a. Intercambiadores anidnicos
fuertes y débiles. b. Intercambiadores catiénicos fuertes y débiles (27, 30, 65).

La separacion avalitica de los plaguicidas individuales y compuesto's
coextraidos, se da de acuerdo al diferencial de reparto entre un solido y un disolvente
no volatil, o un liquido o gas acarreador que se mueve a través de una columna. La
produccion de una respuesta que mide la cantidad del componente en movimiento a
través de la columna, permite la deteccion y cuantificacion de cada plaguicida (10,

11, 24, 34},

La cromatografia de gases es la técnica utilizada en el presente trabajo por lo
que a continuacidn se presenta un breve resumen sobre sus caracteristicas.

Histéricamente, la cromatografia de gases (CG) ha sido una técnica de
separacion dominante con, al menos, 40 afos de desarrollo y refinamiento. La
mayoriz de los métodos muitirresiduos (MM) y métodos de un solo residuo (MSR),
usados por la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los EEUUA conocida como
FDA (Food and Drug Administration), estan basados en laCG. Las separaciones de
los plaguicidas y compuestos coextraidos de una misma muestra, ocurren en
columnas analiticas en el CG; estas columnas usualmente estan hechas a partir de

vidrio y contienen diferentes tipos de cubierta interior, abierta de manera tubular. Una
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columna que estd rellena de particulas, es llamada columna empacada y tiene un
diametro interno de aproximadamente 2mm. Una columna con una delgada capa
sobre las paredes y un didmetro interno de aproximadamente 0.lmm es llamada
columna capilar. Las columnas empacadas son tipicamente de 2 metros 0 menos de
largo, mientras que las columnas capilares son tipicamente de 10 metros o mas largas
(algunas veces hasta de 50 metros). Cuando se introduce la muestra extraida de algin
alimento (limpio o no de los contaminantes), en la entrada de la columna
(aproximadamente 10 micr.olitros o menos), el disolvente es evaporado rapidamente
junto con ei plaguicida, donde un gas, llamado gas acarreador, fluye de manera
continua a través de la columna, trasladando al plaguicida a lo largo de ella, mientras
ocurren interacciones entre las particulas del empaque de la columna o de la capa
delgada del liquido no volatil sobre la pared de la columna, si es capilar. La afinidad
relativa de los plaguicidas por las particulas o por la capa delgada, determina el
tiempo de elucion a través de la columna, generando asi una respuesta que es
registrada e impresa al tiempo que pasa por el detector. Ef trazo continuo de cada
respuesta es llamado cromatograma. Los picos cromatograficos aparecen sobre el
cromatograma y su posicion sobre el mismo es llamado tiempo de retencidn.

La cuantificacién se Heva a cabo por la medida del area debajo del pico y la
comparacion de esta drea con la variacion de las concentraciones del estindar
analitico (34, 59).

Este tipo de analisis se deberian realizar de modo rutinario en las diferentes
industrias del pais, apoyandose en la teoria de que recibiran un costo-beneficio alto

como se explica en seguida.
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1.3 Plaguicidas en la industria

En EEUUA los contratos entre la industria empacadora de frutas y vegetales y
los agricultores, incluyen normalmente las estipulaciones acerca del tiempo, tipo,
cantidad y residuos de plaguicidas aprobado por las autoridades sanitarias de ese pais.
De esta forma, el industrial asegura que su ﬁroducto reunira las especificaciones
relativas a los residuos de plaguicidas. Mas ain, la mayoria de estos indusu:iales
también contratan los servicios analiticos de laboratorios especializados a fin de
evaluar la presencia de estos residuos en sus productos, lo cual, por desgracia no
ocurre en México (62-64); siendo que los industriales manufacturadores del pais,
obtendrian un alto costo-beneficio debido a que: *podrian darle mayor publicidad a
sus productos “Libres de Plaguicidas”, *estarian dentro de las normas que dia con dia
son mas estrictas en cuanto a residuos de plaguicidas se trata, etc.

Por otro lado, se sabe que el procesamiento de alimentos, como el enlatado, la
congelacion, el secado y la preparacion culinaria, “en la mayoria de los casos
disminuye el contenido de los plaguicidas en los alimentos. Asi, por ejemplo, los
plaguicidas que estan presentes en la superficie de un vegetal se pueden reducir
mediante pelado, lavado, blanqueado y eniatado. No obstante, existen algunas
limitadas excepciones en las que el procesamiento puede incrementar el contenido de
plaguicidas en la porcidn comestible del alimento. Tal es el caso de:

a) La separacién de los aceites crudos de las plantas o de las semillas que puede
concentrar los plaguicidas. Sin embargo, los procesos subsecuentes de la refinacion
de aceites, tales como la neutralizacién o la desodorizacién, pueden remover estos

residuos de manera efectiva.
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b) La deshidratacion de alimentos puede concentrar a los plaguicidas no volatiies,
como es caso dei secado solar de las uvas a pasas.

c) El homeado no disminuye el residuo de los plaguicidas como el tiabendazol y
metoxiclor.

d) La coccién y el empleo de soluciones acidas o basicas. En estos casos, el
procedimiento causa la degradacion del plaguicida a una forma quimica que es mas
toxica que la molécula original. Asimismo, existen situaciones en las cuales el
plaguicida es introducido al alimento accidentalmente. Esto ocurre durante la

postcosecha y el almacenamiento (62-64).

1.4 Legislacion
La legislacién en México para el caso de los plaguicidas es muy escasa, aunado

a la falta de normas obligatorias y técnicas de analisis para varios OC y OF

(incluyendo al clorpirifos); las existentes en su mayoria, son indicadas para el analisis

de agua potable (7-9,13, 18-22, 38-55).

La legislacidon también cuenta con:

1. El catalogo oficial de plaguicidas conocido como CICOPLAFEST (12), donde se
mencionan varios puntos como * plaguicidas: efectos adversos a la salud y al
ambiente, *Ingesta Diaria Admisible (IDA), *Limite Maximo Residual (LMR)
para algunos tipos de cultivos, *plaguicidas permitidos y restringidos por la
legislacion mexicana, etc. Afortunadamente, el cambio constante de las normas
oficiales mexicanas (NOM), ha traido consigo que los LMR especificados en el

CICOPLAFEST, sean obligatorios en ciertos alimentos.
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2. El Codex alimentario (7-9,13), en el que se hace mencion a *egpecificaciones
para el lugar de andlisis y para el analista, *formas simples de muestreo, *notas
sobre métodos de analisis de plaguicidas, etc.

Tomando en cuenta estos antecedes, nuestro pais requiere de reglamentos y
normas que posibiliten su aplicacion, atendiendo los constantes cambios que se
registran en lo concemniente a los plaguicidas, abarcando desde la importacion,
produccién local, la transferencia de tecnologia, procesos de formulacion, transporte
de los compuestos y almacenarn-iento, hasta la comercializacion, aplicacion y destino
final de los desechos (12, 58).

En nuestro pais existe la posibilidad de llevar a cabo una sustitucion del uso de
plaguicidas con un amplio programa de control integrado, gracias a una combinacion
afortunada de factores. Primero, es uno de los pocos paises de! Tercer Mundo con los
conocimientos y personal adecuado para manejar un programa de este tipo. Segundo,
todavia posee un importante sector de agricultura tradicional, donde cientos de miles
de pequefios agricultores no han abandonado totalmente los métodos de cultivo que
desplaza fa agricultura moderna. Tercero, cuenta con una industria nacional y con
recursos naturales para satisfacer las necesidades internas de plaguicidas sin depender
de las grandes transnacionales. Finalmente, dispone de una infraestructura suficiente
para aplicar adecuados reglamentos fitosanitarios que hagan parte de una politica
articulada y homogénea que garanticen su éxito (38). Por todo lo descrito

anteriormente, en el presente trabajo se desarrolld el procedimiento siguiente.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta de forma esquematica, !a manera en que se
desarrollo el método alternativo propuesto en este trabajo. La extraccion, limpieza y
cuantificacién, estin basadas en el manual aleman de andlisis de residuos de
plaguicidas (25). Para el método alternativo se tiene:

1. Extraccién; idéntica a la documentada, pues es adecuada para la extraccion

del plaguicida en estudio (clorpirifos).

2. Limpieza y cuantificacion, se les realizaron las innovaciones

correspondientes, ya que las condiciones presentadas por el manual son
actualmente obsoletas, por el uso de columnas empacadas.

Figura 2.1 Método alternativo basado en la literatura

Método Método
multirresiduos EXTRACCION, alternativo
del manual manual aleman de propueslo en
alemdn de residuos de p. este trabajo
residuos de para
plaguicidas plaguicida
clorpirifos

LIMPIEZA.
manual aleman > ) l;d[MP:f-ZZA, ]
de residuos de p. metodo alternative

pata el clorpirifos

CUANTIFICACION, CUANTIFICACION,
manual aleman de método alternativo
residuos de p. para el clorpirifos
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2.1 Diagrama general de irabajo
Fl esquema de la figura 2.2 presenta los pasos generales de la metodologia

analitica alternativa desarroltada en este trabajo.

Figura 2.2 Diagrama general de trabajo

7 ovade del material: con detergente neutro al 10%, enjuagar con agua comriente. Agregar agua
desionizada, cnjuagar. Agregar acctona (de preferencia de grado cromatogrifico), meter a la estufa
a 100°C por 10min aprox. Colocar en ¢l material un poco de acetona y agitar, posteriormente,
tomar una fraccion ¢ invectar en el CG para verificar la ausencia de residuos de plaguicidas.

rPesar 100 g de muestra ]

(Mcmdologia de exuacciénJ

[

1' Metodologia de limpiczaJ Repelir por triplicado

[
FConocnuar a lOmLJ
|

Lectura del concentrado en el
CG. Cromatograma

Conccairacion real del plaguicida
clorpirifos en la muestra

2.2 Materiales: muesiras, extraccion, limpieza y cuantificacion

a) Compra de muestra
Se compraron cereales para bebés de dos diferentes marcas (las mas populares
en el pais) en un centro comercial al azar, esto debido a que su uso fue restringido a

determinar la eficiencia de ia técnica propuesta de extraccion y limpieza en muestras
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de cereales, por lo que los resultados no son estadisticamente representativos. Las
muestras de cereales fueron:

Muestra 1: avena marca }; para consumirse por infantes desde los 4 meses de edad.
Ingredientes de acuerdo a la etiqueta del producto: harina de avena, azicar, extracto
de malta, carbonato de caicio, fosfato de sodio, vitaminas, amilasa, fumarato ferroso y
vainillina. Presentacion granular, bote contenido neto: 300 g.

Muestra 2: avena marca 2; Ingredientes de acuerdo a la etiqueta del producto: harina
de avena, fosfato dicalcico, harina de malta, vitamina C, hierro electrolitico, niacina,
acetato de a-tocofercl (vit. E), vitamina D-3, vitamina A, palmitato, tiamina
(vitamina B-1) y riboflavina (vit. B-2). Presentacion en hojuelas, bote contenido neto:
300 g.

Muestra 3. 5 cereales marca 1; para consumirse por infantes desde los 6 meses.
Ingredientes de acuerdo a la etiqueta del producto: harina de trigo, harina de maiz,
harina de arroz, harina de cebada, aziicar, extracto de malta, harina de avena, fosfato
disodico, carbonato de calcio, sal yodatada, amilasa, vitaminas, fumarato ferroso y
vainillina. Presentacion granular, bote contenido neto: 300 g.

Muestra 4 cereal lacteado trigo marca 2; Ingredientes de acuerdo a la etiqueta del
producto: leche descremada en polvo, harina de trigo, aziicar, aceite de soya, niacina,
acetato de o-tocoferol (vit. E), vitamina D-3, vitamina A, palmitato, tiamina
(vitamina B-1) y riboflavina (vit. B-2). Presentacién en hojuelas, caja contenido neto:
300 g.

NOTA; Las marcas 1 y 2 son producidas por los lideres en ventas de productos para

bebés en México.
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) Material para la EXTRACCION

1) Estandar clorpirifos marca Chemwin en polvo (frasco con | g).

2) Rotavapor marca “Sistemas y equipos SEV”, con matraces de 500 mL para
concentrar.

3) Acetato de etilo grado cromatografico marca Mallinckrodt {presentacion un galén).
4) Diclorometano grado cromatografico marca Mallinckrodt (presentacion un gaién).
5) Sulfato de sodic anhidro marca Mallinckrodt (frasco con 500 g).

6) Papel filtro Whatman # 42, 125 mm diametro y # 41, 90 mm diametro.

¢) Material para la LIMPIEZA
Comparando el método aleman (25) con el uso de cartuchos de extraccion en fase
solida, se utilizo lo siguiente:

I Método de limpieza presentado en el marnual aleman para el andlisis de
residios de plaguicidas

1) Columna de vidrio con didmetro interno de 4 ¢cm y 25 cm de largo, llave de teflon.

2) Fibra de vidrio marca Perkin {caja con 500 g).

3) Suifato de sodio anhidro marca Mallinckrodt (frasco con 500 g).

4) Florisil marca J.T. Baker (60-100 mallas), frasco con 500 g. Prefratamiento: Antes
de utilizarse debe introducirse en la mufla a §50°C por 4 horas; posteriormente,
dejar enfriar a 100°C aproximadamente y agregar 3% de agua para desactivar al
florisil. Si no se usa de inmediato, antes de utilizarse meter en la estufa a 130+/-
5°C por 5 horas y después agregar 3% de agua.

5) Eter de petroleo grado cromatografico marca Mallinckrodt (presentacion un

galon).
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6) Acetato de etilo grado cromatografico marca Mallinckrodt (presentacién un

galon).

1. Método de limpieza desarrollado en el presente trabajo con cartuchos de
extraccion en fase solida (EFS) ;

1) Cartuchos empacados con florisil, “Accu Bond, Solid Phase Extraction”, marca
J&W Scientific, 6mL, 1000 mg.

2) Cartuchos empacados con silice, “Accu Bond, Solid Phase Extraction™, marca
J&W Scientific, 6mL, 100¢ mg.

3) Eter de petroleo grado cromatografico marca Mallinckrodt.

4) Acetato de etilo grado cromatografico marca Mallinckrodt.

d) Material para CUANTIFICACION

En este paso no se realizd una comparacion con el método documentado en el
manual aleman, como en el caso de la limpieza, pues la técnica es obsoleta y no fue
posible contar con los equipos y materiales requeridos.
L. Método de cuantificacion desarrollado en el presente trabajo por medio de la
téchica de cromatografia de gases
1) Cromatografo de gases (CG) marca “Perkin Elmer” con integrador “PC Nelson™.
2) Columna capilar marca J&W, 30 m de longitud, d.i. de 0.32mm, DB-1701.
3) Jeringa de vidrio con capacidad de 10 L
4) Gas helio grado extra puro (99%)
5) Gas hidrogeno grado extra puro (90%)

6) Aire grado extra seco.
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2.2 Meétodos

Dentro de los siguientes métodos se encuentran la curva de calibracion en el
cromatégrafo de gases; el andlisis de las muestras comerciales (o analisis quimico
proximal) (1) y las técnicas de extraccion, limpieza y cuantificacion en las muestras

de cereales procesados para bebés.

2.3.1 Curva de calibracion en el cromatografo de gases

En primer lugar se realizaron diferentes pruebas para conocer las condiciones
optimas de trabajo en el cromatografo de gases. Ademas, se determiné el tiempo de
retencién al cual aparece el pico del plaguicida clorpirifos (11.8min). La curva de
calibracion se realizé con la ayuda del estindar en polvo del plaguicida clorpirifos
marca Chemwin, disuelto en acetato de etilo grado cromatografico. Se preparé una
solucion concentrada (“solucién madre”) de 200ppm, a partir de la cual se hicieron
tas diluciones correspondientes con acetato de etilo para obtener concentraciones a
partir de | ppm hasta 200 ppm. Posteriormente, las diferentes diluciones se
inyectaron en el cromatografo de gases para conocer las concentraciones reales de las
mismas con su correspondiente area y altura del pico (los cuales son parametros del

integrador “PC Nelson™) y obtener de esta forma la linearidad de la curva estandar.

2.3.2 Andlisis de las muestras comerciales (andlisis guimico proximal}
Los analisis se realizaron de acuerdo al método del AQAC (1), con el que se
determinaron humedad, cenizas y grasa cruda. El porcentaje de proteinas se

determiné con la ayuda del analizador elemental marca CE Instruments, elemental
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analizer 11 10CHNS-O. Se usé un factor de 6.25 para convertir de % de nitrégeno a %
de proteina. Toda esta caracterizacién provee la informacidn necesaria para
determinar la forma de realizar el analisis (i.e., tipos de disolventes a utilizar, clase y
cantidad de compuestos interferentes a eliminar para obtener solamente el extracto

con el plaguicida de interés, etcétera). En el apéndice 2 se presenta la descripcion de

Ia metodologia.

2,33 Técnica de exiraccion del clorpirifos
A continuacion en [a figura 2.3 se presenta el diagrama de extraccion.
Figura 2.3 Diagrama de extraccién (25)

l Homogeneizar 100 g mtra. con 250mi de diclorometano/3min l

v
[Fillmr en Buchner c/papel filtro N°42 humedecido }

con un poce de diclorometano (DCM)

rEnjuaga: ¢! producte hemogeneizado ¢/2 porciones de DMC de 23mL ¢/funa ]

[ Secar ¢l extracto sobre 8g de Na.S0; anh. ¥ volver a filtrar ]

Lavar ¢l Na.SO, remanente sobre cf papel filtro N°41. cuatro
veees con porciones de 3mL de DCM

r Concentrar el filtrado hasta obtener 2-3mL ]———

repetir 2-3 veces

[ Agregar SmL de acetato de ctilo ¥ concentrar Jd——

Transferir ¢l extracto a un matraz y diluir con acetato de
ctilo hasta obtener 10 mL.
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A esta técnica de extraccién, se le realizo una prueba de eficiencia (por
triplicado), para conocer el porcentaje real de clorpirifos que es capaz de extraer este
método. La prueba se {levo a cabo con la ayuda de un blanco (plaguicida disuelto en
acetato de etilo, para no ensuciar fa columna cromatografica con grasa y aditivos de la
muestra),

En la figura 2.4 se presentan los pasos para determinar el porcentaje de eficiencia en

1a extraccion. Los calculos correspondientes se encuentran en el apéndice 3.

Figura 2.4 _Eficiencia de la extraccion

10mL de X ppm de
plaguicida disuelto en
acerato de etilo{ AcELO)
(blanca, concentracion
inicial)

10mL de Y ppm
{concentracion recuperada o
final) de plaguicida disuclio
en AcEtQ. Lectura en CG

Metodologia de
extraceion

repetir por triplicado

% de recupcracion o
cficieneia det plaguicida
ctorpirifos a Lravés de la
metodologia de extraccion
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2.3.4 Técnicas de limpieza

I Método de limpieza presentado en el manual alemdn para el andlisis de
residnos de plaguicidas

En la figura 2.5 se encuentra ef método de limpieza documentado en el manual
aleman (25), a partir del cual se basan los métodos alternativos de limpieza
propuestos en este trabajo.

Figura 2.5 Dingrama de limpieza (25)

vidrio

I

[Prcpamcién de coluimna de ]

2.5 cm de sulfato de sodio anhidre
10 em de florisil desactivado con 3% de agua

2.5 ¢t de sulfato de godio anhidro
Fibra de vidrio

ﬁuir con 100mL dc ¢ier de petrdico (acondicionamiento de columna) ]

[ Recuperar dejande aprox. 3-7 cm de éter en la columna l

rAarcaar la muestra. cluir con 300 mL de éier de petroleo ]

‘ Concentrar ¢n rotavapor hasta aprox. 10mL ]

|
v
Extracto que conticne al plaguicida clorpin‘l'osJ
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Al método anterior, se¢ le determiné el tiempo de elucién y la eficiencia o
porcentaje de recuperacion, del mismo modo que en la de extraccién con el uso de un
blanco. En este caso, no se realizé 1a determinacién del volumen de elucién pues se
encuentra especificado en el método. La figura 2.6 presenta el esquema para

determinar la eficiencia y el tiempo de elucién con muestra, de la limpieza.

Figura 2.6_Eficiencia v tiempo de elucién de! método de limpieza del manual
alemin

Eluir con 300 mL de éier de

Agregar 10mL de X ppm

de clorpirifos disuelio ¢n petrdlco {contar i ticmpo de
AcEtO clucion). Concentrar ¢n Leer en CG
(blanco,concentracion rotavapor hasta obtener 10 mL ren

de Y ppm (concentracidn
recuperada o final) de
plaguicida disuelto en AcEtO

inicial), a la columna
empacada con florisil

&

repetir por tnplicado

% de recuperacion o
eficicncia y tiempo de
clucidn del clorpirifos

de limpieza

1. Método de limpieza desarrollado en el presente trabajo con cartuchos de
exitraccion en fase solida (EFS)

A continuacion se presenta ¢l esquema de la limpieza alternativa, la cual utiliza

cartuchos de extraccion en fase solida, en lugar de una columna de vidrio como en el

método de limpieza documentado.
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La limpieza se realizé de dos formas 1) con cartuchos de florisil de EFS y 2)
con cartuchos de silice de EFS, para los cuales la técnica es la que se muestra en la

figura 2.7

Figura 2.7 Diagrama de limpieza

Acondicionar cartuchos® en serie (3) con 10mL de
mezcla acetato de ctilo/éter de petroleo (50:50)

extraccion

[ Agregar 10mL del extracto obtenido en la ]

[ Eluir con étet de petrdlco®* ]

h 4

Concentrar el volumen eluido en el rotavapor de 15-20 min,
hasta obtener un exiracto de 10mL. Leerenel CG la

concentracion del clorpirifos en la muestra

*En este paso se varia ¢l tipo de cartuchos; en primer lugar se realiza con cartuchos
de florisil. Posteriormente, se lleva a cabo con cartuchos de silice
**El volumen de elucién se determina posteriormente dependiendo del tipo de

cartuchos

Se utilizaron 3 cartuchos en serie de cada material, por la gran cantidad de
interferentes que contiene la muestra (proteinas, carbohidratos, grasas, aditivos y

colorantes, entre otros).
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Para obtener las condiciones de limpieza, de tal forma que sean reproducibles,

se determing el volumen y tiempo de elucidn, asi como la eficiencia para los

cartuchos de florisil y silice.

En la figura 2.8 se presenta la metodologia para determinar el volumen de

elucion de los 3 cartuchos en serie de los diferentes materiales (florisil y silice) por

separado. Los calculos se encuentran en el apéndice 3.

Figura 2.8

Acondicionar
cartuchos (3 en serie)
con 10 mL de mezcla
AcEtQ/ EP (50:50)

extraccion en fase solida.

Determinacién del volumen de elucién para los cartuchos (3 en serie) de

Agregar 10mL de
X ppm de
plaguicida disuclio
en AcE10

Agregar 15 mL de
éter de petroleo para
cluir y recolectar cn

un vial

clucién

.

repetir hasta que ya no se detecte concentracion alguna de clorpirifos en el CG

En la figura 2.9 se presenta el método con el cual se determin¢ el tiempo de

elucion de la técnica alternativa de limpieza con cartuchos de florisil y silice. En el

apéndice 3 se encuentran los cdlculos correspondientes.
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Figura 2.9 Tiempo de elucién de Ia limpieza alternativa con muestra

Acondicionar cartuchos(3) en Agregar 10mL Eluir con EP:
seric con 10 mL de mezcla de X ppm de cartuchos  florisil  (3))
ACEO/ EP (50:50) clorpirifos / 1somL
AcElO cantuchos silice (3) 90mL

con mucstra

[Tomar tiempo de clucic’u]

repetir por triplicado

En la figura 2.10 se presenta el esquema de la técnica para determinar la

eficiencia de la limpieza utilizando los diferentes tipos de cartucho.

Figura 2.10_Eficiencia v tiempo de elucién del método de limpieza del manual

glemdn

Agregara la serie de 3

cartuchos del mismo matcrial
{ya sea florisil o silice)10mL de
X ppm de clorpirifos disuelto en
AcEtQ (blanco.concentracion
inicial)

Eluir con éter de petroleo v
concentrar en rotavapor hasta
obtener 10mL de Y ppm
(concentracion recuperada o
final) de plaguicida disuclto
en AcEtO

_ ‘ Leeren CG I

repet

ir por triplicado

% de recuperacion o
cficiencia det
clorpirifos con la
metodologia de
limpieza allcrmativa
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2.3.5 Técnica de cuantificacion
En la figura 2.11 se presenta la técnica de cuantificacion y las condiciones optimas

del CG, que fueron previamente probadas.

Figura 2.11_Técnica de cuantificacién

Tomar 2pl del extracto obtenido en la limpieza ¢ inyectar en el
cromatografo de gases bajo las siguientes condiciones

4 Temperatura horno 7-150°C, 2-237°C
tiempo /-0 min, 2-0 min
Rampa de temperatura. /—6°C/min, 2—(in
Temperatura inyeccién ~290°C
Presion --13.0 +/-3% psi
Temperara detector—-290°C
Atenuacién--2
Columna— eapilar medianamente poltar DE-1701

- S/

Concentracion de clorpirifos obtenida a partir de
una muestra de cereal

2.3.6 Cuantificacion de clorpirifos (adicion del estandar)
En esta parte se realizé un analisis completo en muestras de cereal, para llevar a
cabo una comparacion de las técnicas de limpieza (manual alemén, cartuchos de

florisil y cartuchos de silice) con sus respectivos voliumenes, tiempos de elucion y
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eficiencia (encontrados en los pasos anteriores), comprobando asi el funcionamiento
de las mismas frente a las muestras; adicionando un estandar para corroborar que los
picos encontrados a fos 11.8 min, sean del clorpirifos.

En la figura 2.12 se presenta un diagrama con Jos pasos para conocer la concentracién
del plaguicida clorpirifos en las muestras de cereales con la ayuda del estandar. En el

apéndice 3 se encuentran los cilculos correspondientes.

Figura 2.12 Cuantificacién de clorpirifos con adicion de estindar

100 g de muestra Metodologia Metodologia tomL Lecturaenel
+ X ppm de de CGdela
clorpirifos / 10mL de extrceion de limpicza extracto concentracion

AcEIO recuperada

repetir por triplicado

2.3.6 Craniificacion del clorpirifos (sin la adicién del estandar)

En la figura 2.13 se presenta un diagrama con el procedimiento analitico
desarrollado en esta investigacion para conocer la concentracion del plaguicida
clorpirifos a partir de muestras de cereales sin la adicion de un estandar. El extracto
obtenido en este paso se analizd posteriormente con la técnica confirmativa de

cromatografia de gases - espectrometria de masas. E! analisis fue realizado por la
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USAI (Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion en la Facultad de Quimica).

En el apéndice 3 se encuentran los calculos correspendientes.

Figura 2.13_Cuantificacién_de clorpirifos sin adicién de estdndar

{100 g de muesira l Metodologia Mctodologia 10mL
de
de extraccidn de limpieza extracto

recuperada del
clorpirifos

repetir por triplicado
Andlisis por
cromaiografia de

gasces- espectrometria
de masas
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CAPITULO 3

RESULTADOS y DISCUSION

3.1 Curva de calibracion en el cromatografo de gases

En la figura 3.1 se presenta un esquema con la curva de calibracion obtenida en
el integrador “PC Nelson” del cromatografo de gases, la cual tiene una buena
linearidad (0.9938), fo que proporciona un buen medio para interpolar los resultados
obtenidos en las muestras de cereales. El limite de cuantificacion que se obtuvo de la
inyeccion de la curva de calibracion en el cromatografo de gases es de lppm,
concentracion a partir de la cual el integrador “PC Nelson™ provee una buena
respuesta, desde el punto de vista de integracion del pico del clorpirifos.

Figura 3.1 Curva de calibracidn
Conpavent #:1 chlorpurifos

554187.% J

Lo = Ty o b

310457.7 |
259938.7 1 s

186103.8 1 "’(,}f”
127780.5 +
a8 ] 7

T :
4?0 ® 49 & 89 169 200
AMDUNT
Camponent 1 = chlorpyrifos
EXTERNAL STANDARD CALIBRATION
LEVEL AMOUNT HEIGHT
1 1. 00 2079
e 4,00 10294
= 8.0 27890
4 1€, 00 I164% 3 . = -
5 e 72141 R sguared = 0.9938
=) 4, 00 127781
7 &0, 00 1846104
3 ao. oo 259959
7 100, OO T10438

200.00 554108

o
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3.2 Andlisis de las muestras comerciales (andlisis quimico proximal)

Este analisis proporciond resultados muy parecidos a los presentados en las
etiquetas de las muestras de cereales (en €| apéndice 3 se encuentran los datos
incluidos en las etiquetas de las muestras de cereales), con los que se caracteriza a la
muestra. En la tabla 3.1 se proporcionan los resultados:

- Porcentaje de grasas y proteinas: En un intervalo del 1.30-6.50% de grasas y
del 10.27-17.61% de proteinas, variacion que se da por los diferentes tipos de harina.
Este resultado influyd en la decision de utilizar disolventes orgdnicos de polaridad
media en la extraccion, para tratar de eluir unicamente al plaguicida OF clorpirifos
{medianamente polar), en lugar de arrastrar compuestos mas apolares como grasas,
proteinas, vitaminas liposolubies, entre otros, que interfieren en el anilisis
cromatografico.

- Porcentaje de humedad: valores relativamente diferentes a los presentados en

las etiquetas, lo cual se debe a las condiciones de manejo, transporte y

almacenamiento de los empaques anteriores al analisis.

- Porcentaje de cenizas: resultados relativamente altos (en un intervalo de 2.37-
5.84%), por la gran cantidad de aditivos inorganicos adicionados a los cereales, como
vitaminas y minerales, los cuales sirven como medio de fortificacion.

- Porcentaje_de carbohidratos: los valores se encuentran en un intervalo de

6.7052-79.3337%; estos se deben eliminar completamente en la extraccion y limpieza
para evitar reacciones de carametizacion y /o Maillard al analizar la muestra en ¢l CG

a altas temperaturas (150-230°C).
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En el apéndice 2 se muestran las técnicas de este anilisis y se presenta uno de
los reportes obtenidos en el analizador elemental para la determinacion del porcentaje
de proteinas (como % de nitrégeno x factor 6.25). El analizador elemental obtiene un
porcentaje mds alto de proteinas, aproximadamente 0.25%, en comparacion con los
que proporcionan las etiquetas de los cereales; en este ultimo equipo se trabaja en
tinea asegurando 1a ausencia de fugas, mientras que el tradicional Kjeldahl (método
analitico para determinar proteinas utilizado en la mayoria de las industrias), puede

tener varios errores por la forma en que se digiere y analiza la muestra.

Tabla 3.1 Andlisis quimico proximal

PORCENTAIJE INTERVALO %
Porcentaje de humedad 3.2584 a 44597
Porcentaje de cenizas 2.3725 a 5,8406
Porcentaje de grasa cruda 1.3016 2 6.5013
Porcentaje de carbohidratos | 66.7052 2 79.3337
Porcentaje de proteinas 10.2776a 17.6162

3.3 Eficiencia de la extraccion. Volumen Y tiempos de elucion, eficiencia y
costos, para la limpieza con: a) columna empacada con florisil del manual
alemdn y b) cartuchos de extraccion en fase solida

En la extraccién se obtuvo una eficiencia o porcentaje de recuperacion
satisfactorio de 64.445%, debido al manejo de la muestra (homogeneizacion en
martero, varias filtraciones, etc.), con un tiempo de realizacidn de aproximadamente
1h.

A continuacion se presenta la tabla 3.2 con los volimenes y tiempos de elucion,

eficiencia y costos para los diferentes métodos de limpieza (1.manual aleman para el
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analisis de residuos de plaguicidas (25), con la columna de vidrio empacada con
florisil; 2.limpieza alternativa con los cartuchos de florisil ¥ 3. limpieza alternativa
con los cartuchos de silice). Los costos incluyen el precio de los materiales para la
limpieza como son: disolventes para el acondicionamiento y elucién, ademas, en el
caso de la limpieza alternativa con cartuchos de florisil o silice, se incluye el precio
de los mismos, a diferencia del costo de fa columna de vidrio empacada con florisil,

pues no se incluye el precio de la columna de vidrio porque se puede utilizar varias

VECES.

Tabla 3.2 Comparacién de resultados de los diferentes métodos de limpieza

Tipo de limpieza Volumen | Tiempo de elucion | Eficiencia | Costo
promedio promedio con promedio
de elucidon|  muestra (min) % e
Columna de vidrio 300 mL 19.93 86.131% | $148.73
empacada c/florisil
Cartuchos florisil (3) 150 mL 26.03 85.2554% | $108.97
Cartuchos silice (3) 90 mL 27.60 90.4312% | $94.92

La eficiencia o porcentaje de recuperacion para la limpieza en columna
empacada con florisil registrd un 86.131%, Lo anterior se debe a que el florisil
presenta las siguientes caracteristicas:

* Es un adsorbente de tierra de diatomeas que retiene selectivamente algunos lipidos;
particularmente adecuado para la limpieza de alimentos grasos.

* Resulta eficaz en la limpieza de plaguicidas no polares como los hidrocarburos
clorados, produce efluentes muy limpios y remueve la mayoria de la interferencias

cuando son eluidos con disolventes no polares.
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* No se recomienda su uso en frutas y verduras cuando estén presentes plaguicidas
moderadamente polares {(a) apolares.

* Son propensos a variar de un andlisis a otro.

* Algunas veces oxida a los organofosfatos con los enlaces tioester y absorbe a
algunos oxonios irreversiblemente,

*Es un material ampliamente utilizado en los EEUUA (60).

En comparacion, los cartuchos de extraccion en fase sélida de florisil,
obtuvieron un porcentaje de recuperacion de 85.2554%, que no es muy diferente al de
la columna empacada, lo que da la pauta para utilizar preferentemente los cartuchos
de florisil que son mas econémicos, mas ficiles de usar por su tamafio y utilizan

menor cantidad de disolvente organico.

Los cartuchos de extraccion en fase solida de silice, obtuvieron resultados
optimos por su bajo volumen de elucién (90mL) y alto porcentaje de recuperacion
(90.4312%). Lo anterior se debe a las caracteristicas que proporciona la silice, a
saber:

* Especialmente eficaz en el aislamiento de algunos plaguicidas polares sin pérdida.

* Inadecuada para separar a algunos plaguicidas de sus coextractos de plantas.

* Capaz de separar adecuadamente algunos plaguicidas organoclorados, sobre todo de
grasas animales (65). Ademis los cartuchos por su pequefio tamafio y envase plastico,
son mas facil de almacenar y transportar. El Unico problema en los cartuchos de
silice, es el tiempo de elucién, ligeramente mayor al de los cartuchos de florisil y 38%
aprox. Mayor que el de la columna de vidrio, pero todo dependera de las prioridades

que tenga el usuario, si quiere menor costo y mayor eficiencia lo recomendable es la
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limpieza con cartuchos de silice; si lo que busca es un menor tiempo de elucién, una
eficiencia media y un costo razonable, deber4 [levar a cabo la limpieza con cartuchos
en serie de florisil, pero si lo que quiere es tener un andlisis rapido, una eficiencia
media, no importando el costo, debera realizar la limpieza con el uso de una columna

empacada con florisil (que se tarda 4h en su preparacion).

3.4 Recuperacion de clorpirifos en muestras de cereales adicionadas con estandar

Se realizd el analisis completo por triplicado de las muestras de diferentes
marcas de cereales procesados para bebés comprados al azar, usando los tres
diferentes tipos de limpieza (columna empacada con florisil, los cartuchos de florisil

y los cartuchos de silice), en la tabla 3.3 se presentan los resultados correspondientes.

Tabia 3.3 Resultados de los diferentes métodos de limpieza frente a muestras de

cereales procesados

Muestra Método de limpieza [ mg de clorpirifos / kg de
o , muestra (ppmj
avena marca 1 Columna empacada 2.9463 ppm
5 cereales marca 1 Cartuchos de florisil 4.0630 ppm
cereal lacteado de trigo, Cartuchos de silice 43012 ppm
marca 2

En la figura 3.2, se presentan a/gunios de los cromatogramas obtenidos a partir
de las muestras de cereales antes mencionadas con adicion de! estandar clorpirifos, en
los que se puede observar al principio un gran pico del disolvente (tiempo de

retencidn= 1-6 min aprox.), para posteriormente aparecer algunos compuestos
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interferentes o impurezas (tiempo de retencién= 6-10min) y, por ltimo, el plaguicida
clorpirifos (tiempo de retencion= 11.8min aprox.), lo que indica un buen trabajo por
parte de los 3 métodos de fimpieza probados, pues da como resultado una buena

separacion entre los componentes de la muestra.

Figura 3.2 Cromatogramas obtenidos a partir del anlisis de cereales procesados

con adicion de estindar

Cromatograma del estandar
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3.4 Recwperacién de clorpirifos en muestras de cereales sin adicién de
estdandar

Las muestras de la tabla 3.4 (pertenecientes a lotes distintos de las primeras
muestras, paso 3.4), fueron analizadas con el procedimiento analitico desarrollado en
esta investigacion por triplicado (punto 2.3.6 de la metodologia), usando el método de
limpieza que utiliza a los cartuchos de silice en serie, técnica que presentt los mejores

resultados en cuanto a eficiencia y costo del analisis.

Tabia 3.4 Concentraciones finales de clorpirifos, obtenidas a partir de muestras
de cereales procesados para bebés

Muestra mg de clorpirifos / kg de muestra (ppm)
avena marcaT 18.3765mg/kg
5 cereales 1 1.577Tmg/kg
cereal lacteado de trigo 2 10.118mg/kg
avena marca 2 9.6344mg/kg

A continuacion en la figura 3.3, se presentan algwnos de los cromatogramas obtenidos

en este analisis.
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Figura 3.3 Cromatogramas obtenidos a partir del an:ilisis de cereales procesados

sin adicion de estandar
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3.6 Resuitados de la confirmacion del pico del clorpirifos por gases-masas

Se llevd a cabo el andlisis de los extractos de las muestras obtenidas en el paso
anterior, con la ayuda de la técnica confirmativa de cromatografia de gases (CG)
acoplada a espectrometria de masas (EM), pues al no adicionar un estandar del
plaguicida de interés, se corre el riesgo de tener error al interpretar el cromatograma
de gases, ya que existen varios compuestos con el mismo tiempo de retencion del
clorpirifos.

En cambio con la técnica de ga;es-masas, se separa en principio, al plaguicida
clorpirifos de los demas compuestos interferentes por cromatografia de gases;
posteriormente, se determina el peso molecular y la fragmentacion del mismo con la
espectrometria de masas, evitando asi errores, pues los pesos moleculares y las
fragmentaciones son Unicas para cada compuesto. El analisis fue realizado por el
laboratorio conocido como la USAI (Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion), en la Facultad de Quimica de la UNAM, con los siguientes resultados:
a) Las muestras 1 y 4 con concentraciones de 18.3765 y 10.118 mg de clorpirifos /kg
de muestra (ppm) respectivamente, presentaron las condiciones caracteristicas del
clorpirifos con la CG a los 11.8 min y a través de la EM un ién molecular con m/z
{masa /carga)=349-350 y pico base de m/z=197-198, mientras que las muestras 2 y 3

no pudieron ser analizadas por la presencia de compuestos interferentes.

En la figura 3.4 se presenta el cromatograma de gases y el espectro de masas

obtenido a partir de 1) el estandar del clorpirifos y 2} una de las muestras.



Figura 3.4 Cromatograma de gases v espectro de masas
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. En la curva de calibracion, al utilizar un estindar de clorpirifos con 99% de
pureza, se asegurd una buena linearidad de la misma, lo que permitid que se
pudiesen interpolar los resultados obtenidos en el analisis para conocer la

concentracion de los cereales procesados.

2. El detector de ionizacidn de flama (IF), proporciond una deteccion del orden de los
pg/ul, lo cual es sensible para compuestos como los plaguicidas que se encuentran a
nivel de trazas. Para obtener una mayor sensibilidad y, por lo tanto, un mayor
intervalo de deteccion, se recomienda utilizar un detector de capturz de electrones

(CE), con el que se pueden alcanzar concentraciones de ng/L o hasta pg/L.

3. Los cartuchos de extraccion en fase solida, presentan varias ventajas para realizar
la limpieza de los extractos obtenidos a partir de las muestras de cereales
procesados, gracias a su forma de trabajo, almacenamiento, transporte dinamico,

menor tiempo de exposicién al plaguicida por parte del analista y su bajo costo.

4. Se encontrd al plaguicida OF clorpirifos por medio de la CG en todas las muestras,
en un intervalo de 1.577-18.3765 mg de clorpirifos/ kg de muestra {(ppm), valor no
representativo estadisticamente. Aun asi, los valores residuales son mas altos que
los reportados por CICLOPLAFEST (12) (0.5ppm como limite maximo residual

por gjemplo para trigo € IDA= 0.01mg/kg) (Apéndice 1).
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5. A las muestras que no se les adiciond un estandar, se les realizé la prueba

confirmativa por medio de la técnica de gases-masas.

6. Con la EM se determind que las muestras de avena marca ! y 2, contenian
clorpirifos, mientras que en las muestras de 5 cereales marca 1 y cereal lacteado de
trigo marca 2, no se pudo confirmar la presencia de clorpirifos, por la presencia de
compuestos interferentes presentes en los extractos (los cuales se veian

aumentados debido a la sensibilidad del equipo de CG-EM).

7. Se esperaba encontrar al plaguicida clorpirifos en los cereales procesados, ya que
es un insecticida muy utilizado en el cultivo y ailmacenaje de los mismos, ademas,
persiste durante un tiempo considerable (apéndice 1), fendmeno que se ve

incrementado por los procesos de manufactura como la deshidratacién y coccidn,

8. El procedimiento analitico desarrollado en esta investigacion, dara la pauta para
que se realicen anilisis a alimentos como los cereales procesados, de forma
rutinaria y sencilla, para el control de la materia prima, presentando un costo-

beneficio alto, en virtud del costo y poco tiempo de realizacidn del andlisis.

9. Se recomienda que, posteriormente, se realice un estudio estadistico por lotes de
los cereales procesados, para que se llegue a conocer las verdaderas
concentraciones de! plaguicida clorpirifos en cereales procesados para bebés y

correlacionar el mismo, con la incidencia de enfermedades en infantes.
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10. Se deben tener medidas maximas de seguridad al realizar el analisis, esto es, usar
mascarilla, guantes, bata, entre otros, para evitar en la medida de lo posible la
contaminacion del analista; ademais, el personal se debe hacer un “chequeo
médico™ regular (aproximadamente cada 6 meses, dependiendo de la exposicion)

de colinesterasa, a fin de evitar intoxicaciones agudas o cronicas.

11. A la ves, se recomienda que poco a poco se sustituya el uso de plaguicidas con el

control integral de plagas (15).
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APENDICES

APENDICE 1. Caracteristicas generales del clorpirifos

Cl

S
H2CH3
Cl ol||:<oc
OCH2CH3
cl

CLORPIRIFOS

Caracteristicas principales:

CAS Registro N° 2921-88-2

Sinénimos: 0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridil)fosforotioato; Lorsban; Dursbar;
Clorpirifos-etil seco, 3,5,6-tricloro-2-piridil dietil fosforotionato.

Férmula molecular CoHyCaNO3PS Peso Molecular: 350.59
Usos: Insecticida, acaricida.

Se han encontrado residuos en: tierra, grasas animales y cultivos.

Prapiedades fisicas :

Punto de fusion, 42°C.

Punto de ebullicion, 160°C.

Gravedad especifica, d, | .308.
Coeficiente de reparto log Pow 5.1.
Volatilidad 1.87 x 10° mmHg a 25°C.

Solubilidad; En agua, 2Zmg L a 25°C. En solventes organicos. isooctano, metanol.
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Exposicidn ocupacional

Ingesta Diaria Admisible(IDA) (mg/kg), clorpirifoz etil 0.01

IDA (mg/kg). clorpirifos metil 0,001

limite maximo 0.6 mg; limite minimo 0.2;

Clasificacion: toxico. Tdxico al contacto con la piel y por inhalacion.

Si hay contacto con la picl, lavar inmediatamente con jabon y agua en abundancia.
Usar ropa adecuada y lentes de proteccion - Si se siente enfermo o mareado, acudic
inmediatamente al médico mostrando la etiqueta del envase del producto si es
posible.

Usos: Agricola, pecuario, doméstico, urbano e industrial

Categoria toxicoldgica del producto técnico: Il Altamente toxico

Tipo de plaguicida: Insecticida organofosforado de contacto.

Persistencia: Poco persistente

Tabla A 1.1 Limite miximo residuat e intervalo de seguridad para algunos

alimentos (12

Uso autorizado en { Limite maximo residual (ppm) | Intervalo de seguridad (dias)
Alfalfa 3.00 21
Algodonero 0.20 21
Arroz 0.10 21
Chile 1.00 7
Citricos 1.00 34
Frijol ejotero 0.05 20
Jitomate 0.50 ]
Maiz 0.05 21
Manzano 1.50 30
Pepino 0.05 7
Sorgo 0.75 21
Soya 0.30 21
Trigo 0.50 28

Presentacidn: liquido técnico, polvo técnico, sdlido téenico (15)
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APENDICE 2. Analisis de las muestras comerciales (analisis proximal). Técnicas

Determinacion de humedad
(Método del AOAC 1980)

Pesar de 2-3g de muestra preparada en pesafiliro con tapa, que ha sido
previamente pesado y puesto a peso constante por dos horas a 130+/- 3°C. Secar la
muestra 1 hora en la estufa a 130+/-3°C con la tapa del pesafiliro a un lado. Retirar y
dejar enfriar dentro de un desecador hasta que se equilibre a temperatura ambiente,
pesar. Repoﬁar como pérdida por secado a 130°C. Hacer por duplicado.

%Humedad = (A - B /M) * 100
A= pesa filtro mas muestra.
B= pesa filtro mas muestra después de secar,

M= peso de la muestra en gramos.

Determinacion de cenizas
(Método del AOAC 1980)

Pesar 3-5 gramos de muestra en crisol previamente tratado (pretratamiento para
el crisol: pesar crisol y meterlo a la mufla a 550-600°C / 2 horas, sacar y dejar enfriaf
en desecador a temperatura ambiente, pesar y utilizar a partir de que se equilibre su
temperatura), no sobrepasar la mitad del crisol. Calginar la muestra carbonizando
primero con mechero hasta que no se desprendan humos. Meter a la mufla cuidando
que la temperatura no pase de 550°C. Se suspende el calentamiento cuando las
cenizas estén blancas o grises, aproximadamente 2-3 horas después (si se observan

puntos negros, se humedecen con unas gotas de agua destilada secandose
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posteriormente en la estufa a 130°C y se vuelven a calcinar). Enfriar en desecador y
pesar. Hacer por duplicado.
%%Cenizas = (A - B/ M )* 100
A= peso crisol con cenizas.
B= peso crisol vacio.

M= peso de la muestra en gramos.

Determinaciin de grasa cruda ( Método de Soxhlet)
{Método del AOAC 1930)

Pesar un cartucho de celulosa; posteriormente, pesar de 4-5g de muestra,
colocarla dentro del cartucho y volver a pesar. Tapar la muestra con algoddn y
colocar el cartucho en el extractor, Por otro lado, colocar piedras porosas o perlas de
vidrio en el matraz para regular la ebullicion, llevarlo a la estufa a 100°C durante 2
horas, dejar enfriar y pesar. Conectar el matraz al extractor y éste al refrigerante (no
poner grasa en las juntas). Se agrega éter etilico por el refrigerante en cantidad de dos
cargas y se calienta el matraz con parrilla aproximadamente 4 horas. Para saber si ya
se ha extraido toda la grasa, se depositan unas gotas del éter que reshala del
refrigerante sobre un papel filtro para verificar que al evaporarse el éter no queden
residuos de grasa. Se saca el cartucho con la muestra desengrasada y se guarda en un
frasco, para seguir calentando hasta la casi total eliminacidn del éter, recuperandolo
antes de que se descargue. Quitar el matraz y calentarlo bajo la campana hasta la total
evaporacion del éter. Secar el extracto a 100°C por 30 min, enfriar y pesar.

%Grasa cruda = [(A-B )/ C] *100

A= Peso matraz con extracto



B= Peso matraz vacio

C=Peso muestra en gramos

Determinacion de carbohidratos totales
(Método del AQAC 1980)

Se determinaron carbohidratos totales por diferencia:
% de carbohidratos totales = 100 - ( % humedad + % de cenizas + % de proteina + %

de grasa)

Determinaciin de proteina cruda

La determinacion de proteina se realizo a través del analizador elemental 1110
CHNS-O, CE Instruments; utilizando como factor de conversidn de nitrogeno a
proteina, 6.25. Se pesan de 2.5 a 3 mg de muestra en una capsula de estaiio, se cierra
perfectamente y se introduce en el inyector automatico; todo esto por triplicado.
Se vacian todos los datos en el integrador Eager 2000 del equipo y se dejan correr los

espectros correspondientes para obtener el porcentaje de proteina.

A continuacion, en la figura A 2.1, se presenta uno de los espectros que

proporcionado por el analizador elemental.
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Figura A 2.1 Repaorte presentado por el analizador elemental
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En la tabla A 2.1 se presenta la composicion nutrimental proporcionada por las
respectivas compaiiias manufacturadoras de las muestras analizadas en este estudio.
Muestra 1: avena marca i. Presentacién granular, bote contenido neto: 300 g
Muestra 2: avena marca 2. Presentacién en hojuelas, bote contenido neto: 300 g
Muestra 3: 5 cereales marca |. Presentacion granular, bote con 300 g

Muestra 4: cereal lacteado de trigo, marca 2. Presentacion en hojuelas, bote contenido

neto: 300 g.

Tabla A 2.1 Composicién proporcionada por las compaiiias en sus empaques

(composicion nutrimental por cada 100g de muestra)

MUESTRA | | MUESTRA 2 | MUESTRA 3 | MUESTRA 4

Grasa (g} 5.3 6.5 1.2 59
Proteinas (g) 10.3 85 10.2 14.8
Carbohidratos (g) 72.0 74.8 79.5 72.8
Fibra alimenticia(g) 47 8.0 28 3.0
Humedad (g) 4.5 6.7 4.0 1.2
Minerales (g) 3.2 3.6 cenizas 23 5.3 cenizas
Valor energético (Cal) 377.0 391.0 370.0 404.0
Vitamina A (Ul) 700.0 666.0 700.0 666.0
Vitamina D (U1) 250.0 (D-3) 363.0 250.0 363.0
Vitamina E (UI) 5.0 5.0 5.0 5.0
Vitamina C (mg) 65.0 85.0 65.0 85.0
Vitamina B|(mg) 0.550 0.67 0.55 08
Niacina (mg) 8.0 15.0 8.0 15.0
Ac. folico (pg) 19.0 29.0 19.0 18.1
Biotina (ug) 370 6.48 37.6 2.44
Sodio (mg) 340.0 86.0 430.0 2380
Potasio (mg) 2250 339.0 - 713.0
Calcio (mg) 665.0 634.0 420.0 1000
Fosforo (mg) 555.0 528.0 350.0 780.0
Hierro (mg) 5.0 40.0 15.0 20.0
Vitamina B2 - 0.25 - 0.92
Vitamina B - 0.12 - 0.11
Vitamina B12 - - - 0.58
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APENDICE 3. Calculos

1) Calculos para conocer la eficiencia en la extraccion:

(concentracion inicial/ concentracidn recuperada) x 100= % de recuperacion.

2} Ejemplo de cilculos para conocer la concentracién real de 1a muestra con adicion
de estdndar, a partir de la limpieza en:

a) Columna empacada con florisil;

1) Concentracion inicial adicionada a la muesira 0.2880mg/0.01L

2} Conceniracion recuperada 0.3215mg/0.01L

3) 0.3215mg/64.443% de recuperacion en la extraccion; 0.4988mg /100%

4) 0.4988mg 86.131% de recuperacion en la limpieza; 0.5792mg /100%

3) 0.5792me/ 100, 1029g pesados de muestra;, 0.5786mg/100g de muesirad

6) 0.5786mg recuperados- 0.2880mg adicionados = 0.2906mg/100g; 2.90mg/kg

7) Para esta muestra se obtuvieron 2.90mg de clorpirifos’kg de muestra

b) Curtuchos de florisil:

1) Concentracion inicial adicionada a la muestra 0.1817mg/0.01L

2)  Conceniracion recuperada 0.1263mg/0.01L

3)  0.1263mg/6+4.443% de recuperacion en la extraccion; 0.1959mg /100%

4}y 0.1959mg/83.2554% de recuperacion en la limpieza, cartuchol; 0.2298mg
/100%

5.} 0.2298mg/83.2334% de recuperacion en la limpieza, cartucho2; 0.2696mg
/100%

6.) 0.269mg/83.2351% de recuperacion en la limpieza, cartucho3; 0.3162mg
/100%

7)  0.3162/100.3723g pesados de muesira; 0.3150mg/100g de muestra

8) 0.3150mg recuperados- 0.1817mg adicionados = 0.1333mg/100g; 1.333mg/kg

9.) Para esta muestra se obtuvieron 1.33mg de clorpirifos/kg de muestra
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¢) Cartuchos de silice:

1} Concentracion inicial adicionada a la muestra 0.4718mg/0.01L

2) Concentracion recuperada 0.51164mg/0.01L

3)  0.51164mg /64.445% de recuperacion en la extraccion: 0.7939mg /100%

4.) 0.7939mg /90.4312% de recuperacion en limpieza, cartuchol; 0.8779 mg/100%
3.) 0.8779mg/90.4312% de recuperacion en limpieza, cariucho2; 0.9708 mg /100%
8.) 0.9708mg/90.4312% de recuperacion en limpieza, cartucho3; 1.0735mg /100%
7.) 1.0735mg/101.0279g pesados de muestra; ||.0626mg//00g de muestrd

8.) 1.0626mg recuperados- 0.4718mg adicionados = 0.5908mg/100g; 5.908mg/kg

E Para esta muestra se obtuvieron 5.908mg de clorpirifos/kg de muestra

3) Ejemplo de calculos para conocer la concentracion real de la muestra sin adicicn
de estdndar, a partir de la limpieza en cartuchos de silice:

Cartuchas de silice:

1.} Cencemtracion recuperada a partir de la muestra 0.7141mg/0.01L

2)  0.7141mg/64.443% de recuperacion en la extraccion; 1.1082mg /100%

3)  1.1082mg/90.4312% de recuperacion en limpieza, cartuchol; 1.2254mg /100%
4.) 1.2254mg/90.4312% de recuperacion en limpieza, cartucho2; 1.3551mg /100%
5.) 1.3551mg/90.4312% de recnperacion en limpieza, cartucho3; 1.4985mg /100%
6.) 1.4985mg//00.625g pesados de muestra, |1 4892me/ [00g de muesira

E Se obtuvieron 14.892mg de clorpirifos’kg de muestra
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APENDICE 4. Glosario de términos

Plaga: Cualquier pobiacion vegetal o animal que interfiera en el desarrolio de
un cultivo y al trabajo de la tierra. Incluye maleza, insectos, microparasitos, hongos,
nematodos, etc.

Ingesta Diaria Admisible (IDA). Cantidad de un producto quimico que una
persona puede ingerir a diario durante toda la vida sin correr riesgo apreciable a
juzgar por los conocimientos existentes en ese momento. Se expresa en miligramos
del producto por kilogramo de peso corporal (mg/kg p.c.)

Limite Mdximo Residual (IMR): La maxima concentracion de un residuo de
plaguicida en un producto alimenticio, como consecuencia de su uso intencional
sobre dicho producto, que los organismos internacionales recomiendan que sea
legalmente permitida. Debe expresarse en miligramos de plaguicida por kilogramo de
alimento (ppm).

Compuestos interferentes: Se llama asi a todo compuesto o material, que -
interfiera con el analisis del analito de interés.

Carcinogénesis: Produccion o desarrollo de carcinOgenos (agentes que
producen cancer).

Teratogénesis: Produccién o desarrollo de malformaciones congénitas (de
nacimiento).

Mnutagénesis: Produccion o desarrollo de cambios en la secuencia de bases del

DNA. Frecuencia de una en cada 10° divisiones celulares.
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