CI0NAL AT
m ﬁa‘ k% B
'R i

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ANALISIS DE PESTICIDAS EN ESPINACA
POR CROMATOGRAFIA DE
GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS
P R E S E N T A
MARIA DEL ROCiO MENDEZ DE JESUS

CXAMENES PROF
FACULTAD DE QUIMICA

MEXICO, D. F. 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Liliana Saldivar Osorio
Vocal Prof. Humberto R. Gomez Ruiz
Secretario Prof. Francisca Iturbe Chifias

ler Suplente  Prof. Lucia Hemandez Garciadiego

2do Suplente  Prof. Luz Sandra Sanchez del Angel

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio de Quimica analitica ambiental 108. Departamento de Quimica Analitica. Division de
Estudios de Posgrado Edificio B Facultad de Quimica UNAM.

//7
/f

Asesor: M en C Humberto R. Gomez Ruiz.

Supervisor técnico: Q. Adolfo Garcia Osuna.

/

Sustentante: Maria del Rocio Méndez de Jesus. Vﬁﬂfﬁ” Pocio




Indice

R R e A S S Y R Y e S R

Indice.
Introduccién. %
Resumen. vi
Objetivos. vii
CAPITULO 1 Marco Tedrico.
1.1 Importancia de los plaguicidas en los alimentos. |
1.1.1  Definicién de plaguicida. 2
1.1.2  Tipos de aplicacién y formulaciones de los plaguicidas. 3
1.1.3  Depésito de los plaguicidas en las plantas. 4
1.1.3.1 Residuos de plaguicidas. 5
1.1.3.2 Factores que influyen en la eliminacion y degradacion
ambiental de los residuos de plaguicidas. 7
1.1.3.3 Disminucién de residuos de plaguicidas por tratamientos
domésticos. 9
1.1.4 Efectos adversos para el ambiente. 10
1.1.4.1 Bioacumulacién y biomagnificacién. 10
1.1.4.2 Movilidad y persistencia de los plaguicidas en el ambiente. 11
1.1.5 Toxicidad de los plaguicidas. 12
1.1.6 Limite maximo de residuos. 15
1.2 Generalidades sobre métodos de anilisis. 19
1.2.1 Muestreo. 19
1.2.2  Preparacién de muestras. 21
1.2.2.1 Importancia de la preparacién de muestras. 21
1.2.2.2 Clasificacion. 22
1.2.2.3 Técnica de vapor sobrenadante. 22
1.2.2.4 Purgay trampa. 25
1.2.2.5 Extraccién en Fase Sélida. 25
1.2.2.6 Extraccién con Fluidos Supercriticos. 29



indice
R e S Y S S M e W O R e WG R I S W e

1.2.3 Concentracion. 31
1.2.4 Métodos analiticos. 34
1.2.4.1 Cromatografia. 34
1.2.4.1.1 Cromatografia de Gases. 35

1.2.4.1.2 Parametros cromatograficos. 35

1.2.4.1.3 Instrumento: Cromatégrafo de Gases. 41

1.2.4.1.4 Ventajas y desventajas de la cromatografia de gases. 47

1.2.4.2 Espectrometria de Masas. 48
1.2.4.2.1 Instrumento: Espectrémetro de masas. 50

1.2.4.2.2 Aplicaciones de la espectrometria de masas. 55

1.2.4.2.3 Ventajas y desventajas de la espectrometria de

masas como instrumento analitico. 55

1.2.4.3 Sistema acoplado Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas. 56
1.24.3.1 Ventajas que se obtienen al acoplar un CG a un EM. 56
1.243.2  Instrumento CG/EM. 56

1.2.424  Campos de aplicacion de los sistemas acoplados CG/EM. 58

.3 Meétodos para andlisis de plaguicidas en alimentos. 59
1.4.2  Eleccién de un método para la determinacién de plaguicidas. 59
1.4.2  Etapas involucradas en los métodos de anilisis. 60

1.3.2.1 Extraccién. 60
1.3.2.1.1 Influencia de los disolventes. 61

1.3.2.2 Limpieza. 61

1.3.2.3 Concentracién. 62

1.3.2.4 Separacion. 63

1.3.2.5 Deteccién. 63

1.42  Métodos multiresiduos para andlisis de plaguicidas. 64
1.3.3.1 Principales métodos multiresiduos. 64

1.3.3.2 Ventajas de los métodos multiresiduos multiclase vs métodos

multiresiduos selectivos. 66



Indice

H SN R SRR AR EA SR LR S e R SRR LR A S TG

1.4 Evaluacién de métodos de analisis.

1.4.1
1.4.2
1.4.3
1.4.4

Limites de deteccion instrumental (LDI).
Limites de cuantificacién instrumental (LCI).
Variabilidad del proceso analitico.

Limite de deteccién y cuantificacién del método analitico.

CAPITULO 2 Desarrollo Experimental.

2.1 Muestreo.

2.1.1 Obtencion de la muestra.

2.2 Determinacién de plaguicidas en espinacas.

2:2:1

Preparacién de la muestra.

2.2.1.1 Método multiresiduo CDFA.
2.2.1.2 Método multiresiduo CDFA modificado.

2.3 Evaluacién del método multiresiduo CDFA modificado.

2.3:1
2.3.2
233
234

Limite de deteccién instrumental.
Limite de cuantificacién instrumental.
Recobro.

Limite de deteccién y cuantificacién del método CDFA modificado.

2.4 Determinacion de plaguicidas en espinacas.

24.1

Registro inicial y cuantificacién de plaguicidas

encontrados en espinacas.

CAPITULO 3 Resultados y Analisis de Resultados.

3.1 ;Por qué usar un método multiclase para la

3.1:1

determinacién de plaguicidas en espinacas?.

Método multiresiduo CDFA modificado.

3.2 Evaluacién del método CDFA modificado.

3.2.1

Limites de deteccién y cuantificacién instrumentales.

3.2.2 Recobro.

67

67
619
69
70

71
71

72
72
72
73

80
80
81
81

83

83

85
85
86
87



indice

B i SIAR ISR o LSO P Te oA S N SN L T S T

3.3 Limites de deteccién y cuantificacién del método

3.4 Determinacién de plaguicidas en espinacas.

CAPITULO 4 Conclusiones y recomendaciones.

4.1 Preparacion de la muestra.
4.2 Determinacién cromatografica.
4.3 Evaluacién del método multiresiduo CDFA modificado.

4.4 Determinacién de plaguicidas en espinacas.
5 Bibliografia.

Apéndice A  Generalidades de métodos multiresiduos.

Apéndice B Hojas de datos de los plaguicidas estudiados.

Apéndice C  Separacién cromatografica y Espectros de masas.

Apéndice D  Cdlculos de la evaluacién del método.

Apéndice E  Cromatogramas del método multiresiduo CDFA modificado.

Apéndice F  Degradacién de plaguicidas.

-1y -

95
96

99
99

101

102



Introduccion.
S S A SR N SN R N SO NG S TS T A S D ]

Introduccion.

En México y en todo el mundo se aplica un gran nimero de plaguicidas a diversos cultivos
siendo los mds usados los plaguicidas fosforados, carbamatos y piretréides, mientras que se ha
descontinuado el uso de los plaguicidas clorados por su persistencia en el ambiente y solo son
aplicados en casos especiales. Los agricultores tienen acceso a una gran variedad de plaguicidas
y formulan mezclas especiales que se aplican a cultivos especificos las cuales pueden no ser
autorizadas por organismos gubernamentales.

Por lo que es importante conocer si los agricultores realmente aplican los plaguicidas adecuados
en sus cultivos y cumplen con lo establecido por la ley, o por lo contrario emplean mezclas y

formulaciones no adecuadas o atin prohibidas.

El estudio de los residuos de plaguicidas y sus metabolitos es importante, pues las cosechas son
fumigadas para evitar perderlas por efecto de las diversas plagas que las atacan. (1, 2) Esto nos
lleva a encontrar residuos de diversos plaguicidas y sus metabolitos en distintos alimentos
(vegetales, frutas, cereales, carne, etc.), frescos y procesados, los cuales podrian tener un efecto

nocivo en las personas que los ingieren.

En estudios realizados con anterioridad por el Dr. Diaz-Barriga se encontré que al hacer
evaluaciones de riesgo sobre poblaciones expuestas a DDT por las fumigaciones realizadas para
la erradicacién de la malaria, al seleccionar grupos control (no expuestos a DDT) se encontraba
que algunas personas de estos grupos presentaban contenidos de DDT relativamente altos. El
andlisis de los resultados obtenidos daba como conclusién el hecho que las personas no
expuestas a las fumigaciones estaban ingiriendo los plaguicidas en la dieta. (3)

Esto da motivo al presente trabajo y se centra en determinar el tipo de plaguicidas usados en
cultivos de espinaca que llegan al Distrito Federal, zona en teoria libre de la contaminacién por

plaguicidas organoclorados.
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Resumen.

La Central de Abastos del D.F. representa el mejor sitio de muestreo ya que en ella se concentran
alrededor del 40 % de la produccién hortofruticola nacional, las hortalizas en particular provienen de
diferentes zonas del pais pero principalmente del D.F, Estado de México, Puebla y Tlaxcala. La
Central de Abastos distribuye posteriormente a los vendedores al menudeo, aunque es sabido que los
grandes supermercados adquieren en forma directa sus productos de productores o intermediarios
mayoristas. La otra forma de comercializacion de productos horticolas que existe en el D.F. lo
constituyen los llamados “Mercados sobre Ruedas” agrupaciones de pequefios productores que
comercializan sus productos en la ciudad, actualmente esto ya no es estrictamente cierto y los
vendedores de estos mercados son intermediarios de pequefios productores o adquieren sus productos
en la Central de Abastos; por tal motivo en el presente trabajo las espinacas analizadas fueron
adquiridas en la Central de Abastos, supermercados, verdulerfas y mercados sobre ruedas.

Por la informacién bibliogrifica previa que se generd en el laboratorio se esperaba encontrar mezclas
diversas de distintos plaguicidas en cultivos provenientes de otras zonas del pais y con base en ello se
opté por desarrollar un procedimiento analitico que permitiese la deteccion de plaguicidas de diferente
composicién quimica.

Para la determinacion de plaguicidas en espinacas se uso como base el Método Multiresiduo del
Departamento de Alimentos y Agricultura de California E. U. (CDFA), el cual se modificé para
adecuarlo a la determinacion instrumental que se llevo a cabo usando un sistema acoplado
Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM).

El desarrollo y aplicacién de este tipo de metodologias es itil para la determinacién de diferentes
clases de plaguicidas y permite ademds de una determinacién cualitativa, un andlisis cuantitativo
preciso junto con una confirmacién inmediata. La metodologia que parece ideal para el andlisis que se
pretende, adolece de una serie de problemas que es necesario resolver antes de proceder con el mismo;
entre ellos se encuentran etapas criticas en las que se pueden perder los analitos de interés durante el
proceso de preparacién de la muestra.

Los pasos criticos encontrados en la determinacion de plaguicidas por este método multiresiduo son el
secado adecuado de los extractos y la optimizacién instrumental, esta dltima de gran importancia ya

que de ello depende una evaluacion satisfactoria del método.

-Vi-
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Objetivos.

Objetivo general.
Desarrollar una metodologia que permita determinar trazas de plaguicidas y sus metabolitos en hortalizas
con alto contenido de humedad y bajo contenido de grasa y azicares usando la técnica de Cromatografia

de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM) y Extraccion en Fase Solida (EFS) como técnica de

preparacion de la muestra.

Objetivos particulares.

Evaluar el tipo de plaguicidas usados por los agricultores en los cultivos de espinaca cosechadas en

diferentes Estados de la Repiiblica Mexicana.

Determinar la cantidad de residuos de plaguicidas presentes en espinacas consumidas en el Distrito

Federal obtenidas en diversas fuentes de distribucion.

Desarrollar métodos analiticos que a futuro permitan evaluar la ingesta diaria de plaguicidas provenientes

del consumo de esta hortaliza.

- Vil -
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Capitulo 1 Marco Tedérico.

1.1 Importancia de los plaguicidas en los alimentos.

Debido al aumento de la poblacién a nivel mundial actualmente es indispensable el empleo de sustancias
que protejan los cultivos de plagas, enfermedades y malas hierbas en el campo y durante su
almacenamiento, con objeto de conseguir alimentos abundantes y sanos; por lo que el uso de plaguicidas
sintéticos (organoclorados, organofosforados, carbamatos, etc.) es ahora indispensable y ha contribuido a

mejorar la produccién agricola.

La utilizacion de plaguicidas ha permitido incrementar los niveles de produccién de los cultivos,
particularmente el uso de insecticidas, ya que las pérdidas de los cultivos en el campo se deben
principalmente a los dafios causados por insectos. Los insecticidas y fungicidas también se han utilizado
para disminuir las pérdidas poscosecha y la frescura de los alimentos hasta su consumo.

Debido a esto, los plaguicidas de mayor uso en la produccién de alimentos son los insecticidas, fungicidas

y herbicidas. Los acaricidas y rodenticidas son menos importantes. (4)

Pero estos plaguicidas por su aplicacién indiscriminada o mal manejo pueden contaminar los alimentos, en
especial los de origen vegetal. Esto ocurre al tratar directamente las cosechas para su almacenamiento o
distribucion, captacién de los residuos de plaguicidas presentes en el suelo por cultivos subsiguientes,
desplazamiento de los plaguicidas a los campos vecinos, almacenamiento en locales previamente tratados
con plaguicidas, etc., (5) pero sélo una parte mis o menos importante del plaguicida queda atrapada en la

planta.

Se debe hacer uso de buenas pricticas agricolas con el fin de mantener los niveles residuales de los
plaguicidas en los alimentos al minimo.

El hombre entra en contacto con los residuos de plaguicidas principalmente a través de los productos
vegetales y en menor grado con productos de origen animal (carnes, productos licteos) y agua, aunque en
algunos alimentos (bivalvos) se puede presentar el efecto de biomagnificacién; el grado de exposicion del
hombre a estos residuos estd en funcién de los tratamientos que efectien los agricultores y de la

composicion de la dieta alimentaria en la zona geogréfica considerada. (6)
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1.1.1  Definicion de Plaguicida

“Plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a controlar cualquier plaga,
incluidos los vectores de enfermedades humanas y de animales, asi como las especies no deseadas que
causen perjuicio o que interfieran con la produccién agropecuaria y forestal, asi como las que interfieren

con el bienestar del hombre y de los animales.” (7)

Los plaguicidas se pueden clasificar de diferentes maneras y a continuacién se presentan las

clasificaciones mas comunes:

(7,8

e Por su concentracion: En técnico y formulado.

e Por actividad biolégica: insecticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, fungicidas
y herbicidas.

e Por modo de accién: de contacto, de ingestion, sistémico, fumigante, repelente y defoliante.

e Por composicién quimica: En inorganicos, orgdnicos (la mayoria de origen sintético) y biol6gicos

e Por su persistencia en el ambiente: tiempo que transcurre entre su aplicacion y la degradacién

ambiental del compuesto. Tabla No 1.1

Tabla No. 1.1. Clasificaci6n de los plaguicidas segiin su persistencia.

Clasificacién Persistencia
Ligeramente persistentes Menos de cuatro semanas
Poco persistentes De cuatro a veintiséis semanas
Medianamente persistentes | De veintiséis a cincuenta y dos semanas
Altamente persistentes Mais de un aino y menos de veinte
Permanentes Mas de veinte anos.

(®)

» Por el uso al que se destinan: Agricolas, forestales, urbanos, para jardineria, pecuarios, domésticos e
industriales.

e Por grupos o familias de compuestos:

Grupo Compuestos
1 Organoclorados
2 Organofosforados
3 Carbamatos
4 Piretroides
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5 De origen botinico

6 Biologicos

7 De cobre

8 Tiocarbamatos

9 Ftalimidas

10 Carboxamidas

11 Carboximidas

12 Guanidinas y Naftoquinonas
13 Organoestinicos

14 Organicos con azufre

15 Clorofenoxi

16 Dinitrofenoles

17 Derivados de la urea

18 Triazinas

19 Derivados de los dcidos tricloroacético y tricloropicolinico
20 Bipiridilicos

21 Otros

1.1.2  Tipos de Aplicacion y Formulaciones de los Plaguicidas.

Los plaguicidas en general se aplican sobre los cultivos a través de dos sistemas principales:

a) Empleando el producto quimico tal cual, sin formulacién alguna.

b) Utilizando el producto debidamente acondicionado en un vehiculo adecuado (formulacién), como
mezclas de insecticidas con fertilizantes, agua, polvos, en forma de grdnulos, suspensiones,
microencapsulados, etc.

Una formulacién comiin esta compuesta por: un principio activo, disolventes, diluyentes y

coadyuvantes; las formulaciones pueden ser:

Polvos espolvoreables
Polvos solubles

Formulaciones sélidas / Polvos mojables
Microencapsulados
Granulos

Solubles en agua
Formulaciones liquidas < Emulsionables
Suspensiones fluidas
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Su aplicacién varia segiin del tipo de plaguicida y de la formulacién de que se trate; la aplicacion de estos

en general se clasifica por el tamaiio de la particula. Tabla No. 1.2.

Tabla No. 1.2. Tipos de aplicacion de formulaciones.

Diametro volumétrico mediano de | Clasificacion del tamaiio de
las gotas (um) las gotas
< 50 Aerosol
51-100 Niebla
101 — 200 Aspersion fina
201 —400 Aspersion mediana
> 400 Aspersion gruesa

La aplicacion de polvos ha ido declinando debido a los riesgos de arrastre e inhalacién de particulas finas
de menos de 30 pum. En contraste el nimero de plaguicidas formulados como granulos ha incrementado,
su aplicacién es por espolvoreo (tipo salero). Mientras que algunos plaguicidas voldtiles se inyectan o

entierran en el suelo. (9,10)

1.1.3  Depésito de los plaguicidas en las plantas.

Los plaguicidas se depositan sobre la planta, para después penetrar en ella. Se denomina depésito a la
cantidad de plaguicida que queda sobre la planta o vegetal inmediatamente después de un tratamiento y se

expresa en miligramos de plaguicida por kilogramo del vegetal (mg/kg.).

La cantidad depositada de plaguicida que queda sobre un vegetal tras una aplicacién depende

principalmente de los siguientes factores:

a) Dosis del plaguicida aplicado: a mayor dosis, mayor depésito; se expresa en kilogramo de materia
activa por hectdrea, es decir, cantidad de plaguicida por unidad de superficie cultivada.

b) Naturaleza quimica del plaguicida: Su estructura molecular (por ejemplo su polaridad) determina su
retencion.

¢) Naturaleza de la formulacién: la presencia de coadyuvantes (adherentes, mojantes, etc.) puede
aumentar la retencién en la planta.

d) Caracteristicas de la aplicacién: si el tamano de la gota (en las aplicaciones de pulverizacién) o
particula (espolvoreo) es grande, mayor sera el riesgo de deriva y evaporacion, y los factores

climdticos tomardn una mayor importancia.
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Morfologia y naturaleza de la superficie vegetal: en especial la relacién superficie/peso del vegetal y
los recovecos que presenta.

Condiciones climdticas en el momento de la aplicacién: a mayor velocidad del viento, mayor deriva, a
mayor temperatura, mayor evaporacién; secundariamente también pueden influir la humedad relativa,
presencia de rocio, etc.

Tiempo de la aplicacién: la aplicacién deberd realizarse cuando la plaga o enfermedad se encuentre en
su estado mds vulnerable, pero siempre que el tiempo transcurrido entre la aplicacion y la recoleccion

sea el suficiente para que la cantidad de residuos disminuya a un nivel aceptable.

En general se considera que los depésitos procedentes de pulverizaciones liquidas son mds tenaces que los

procedentes de espolvoreos. Dentro de las aplicaciones liquidas los plaguicidas formulados como

emulsiones concentradas o liquidos emulsionables suelen ser mas persistentes que los formulados como

polvos mojables. Los plaguicidas microencapsulados pueden aumentar la persistencia de los residuos,

respecto a los liquidos emulsionables. (6)

Mientras que los principales factores que determinan la penetracién de un plaguicida en un érgano

vegetal, son los siguientes:

Liposolubilidad del plaguicida: aumenta la facilidad de penetracién en funcién de la lipofilia del
sustrato vegetal.

Volumen y estructura molecular.

Formulacién del plaguicida: normalmente los tensoactivos favorecen la penetracion.

Grado de esparcimiento del plaguicida: cuanto mas extendido éste, mayor superficie de penetracién
tiene.

Factores ambientales.

1.1.3.1 Residuos de Plaguicidas

Se entiende por residuo de plaguicida a “toda(s) sustancia(s) presente(s) en un producto alimentario

destinado al hombre o a los animales como consecuencia de la utilizacién de un plaguicida”. (9)
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Esta definicién es muy amplia y abarca no sélo los restos del plaguicida y sus productos de degradacion y

metabolitos sino también algunos constituyentes de la formulacién e impurezas, que podrian presentar

toxicidad propia.

Los residuos presentes en un producto agricola en el momento de la recoleccion pueden ser el resultado

de:

a) Absorcién por la planta de los plaguicidas aplicados al suelo o ya existentes en €.
b) Translocacién de los plaguicidas aplicados a la planta antes de la aparicién de la parte comestible.

¢) Aplicacién del plaguicida cuando la parte comestible de la planta esta presente.

En el momento de la recoleccion, los residuos debidos a las dos primeras causas, suelen ser muy bajos o
nulos, con frecuencia inferior a los limites de determinacién (aunque suele haber excepciones como las
hortalizas de raiz o tubérculos que pueden absorber los plaguicidas del suelo); siendo la principal causa de

la presencia de estos residuos la aplicacion del plaguicida a la parte comestible de la planta. (6)

Los residuos pueden ser:

a) La sustancia activa y sus metabolitos primarios libres, estructuralmente semejantes a la molécula
original.
b) Productos conjugados: del plaguicida o de sus metabolitos, generalmente solubles en agua.

¢) Metabolitos conjugados covalentemente: son insolubles y no extraibles

Las caracteristicas de la planta tratada influyen en la evolucién de los residuos de la misma; la estructura
fisica de la epidermis (rugosidad, pilosidad, etc.) de la que depende el tamaiio de drea expuesta, asi como
su composicién quimica (recubrimiento ceroso, etc.) pues la mayor parte de los plaguicidas son apolares

por lo que se pueden solubilizar en la parte cerosa, reteniéndose en ella y alargando su persistencia.

Los plaguicidas presentan una actividad translaminar (es decir pasan a través de la epidermis a las hojas
pero no se mueven mas alld) y una actividad sistémica que puede ser acropetal (se mueve de las raices a

las hojas) o basipetal (se mueve de las hojas a las raices). (6, 11)
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1.1.3.2  Factores que influyen en la eliminacion y degradacion ambiental de los residuos

de plaguicidas.

A partir del momento de la aplicacién y a lo largo del tiempo la concentracién de los residuos va

disminuyendo progresivamente por: la accién del crecimiento del érgano vegetal tratado, eliminacién por

factores ambientales (lluvia, viento, volatilizacion, solubilizacion), degradacién quimica etc. El conjunto

de estos factores determina el modelo y velocidad de disipacién del plaguicida y la cantidad de residuos en

un momento dado.

Influencia del sustrato vegetal: como los residuos de €stos se expresan en miligramos de plaguicida
por kilogramo de vegetal tratado, al aumentar el peso del érgano vegetal, los plaguicidas se diluyen,

disminuyendo su cantidad proporcionalmente.

Causas mecdnicas (Iluvia y viento): éstos eliminardn gran parte de los residuos si actian poco después
de la aplicacién o cuando el depésito no estd atin seco o bien adherido al vegetal.

Los factores mds importantes que influyen en la eliminacién de residuos por causas mecdnicas son:
intensidad de la precipitacién y cantidad de esta; tipo de plaguicida; tipo de formulacién; naturaleza

del sustrato vegetal; momento de la lluvia; velocidad del viento y su duracién.

Causas fisicas (volatilizacién y solubilizacién): el ritmo de volatilizacién es funcién de la presion de
vapor del plaguicida, esta caracteristica estd influenciada por la temperatura y la velocidad del viento.
Los plaguicidas presentan generalmente altas presiones de vapor (del orden de 10™ a 10° mm de
mercurio), por lo que son muy volitiles, gracias a ésto son eficaces pues actian por inhalacién y
penetran en lugares recénditos; aunque también su alta presion de vapor ayuda a la rdpida disipacién

del plaguicida.

El plaguicida es eliminado al disolverse parcialmente en el agua de lluvia, aunque la mayoria de éstos
son débilmente solubles en agua, pero si la precipitacién es abundante y la cantidad de plaguicida

aplicado es pequena, la eliminacion de los residuos es importante.

Descomposicién quimica: se considera como la via principal de eliminacién de los residuos de
plaguicidas y depende de la estructura molecular del plaguicida ya que ésta determina la estabilidad

quimica.

Las reacciones que intervienen en la degradacién son: hidrélisis, oxidaciones y reducciones,

isomerizaciones, descarboxilaciones, etc.
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Estos procesos de degradacién tienen lugar tanto en la superficie del vegetal como en el interior de sus
tejidos y como consecuencia de estas reacciones se originan metabolitos que pueden presentar més alta o
baja toxicidad en comparacién con la molécula original, Figura 1.1. Por ejemplo, los insecticidas
tiofosforados; como el paratién, sufren una desulfuracion oxidativa en las células vivas formando sus

derivados andlogos oxigenados (por ejemplo el paraoxén), que son mas téxicos que los primeros. (12)

Enzima. caeno U
CHCHO P HCH \/
A ik
CH3CHLO ()—©—N()2 CH;CHLO NO;
Paration Paraoxén

Figura 1.1. Activacion enzimatica del paration.

5. Fotodescomposicién: los plaguicidas que quedan en la superficie del vegetal son descompuestos por la
luz del sol, y se acelera su descomposicién en presencia de agua. La alteracién fotoquimica es causada
por la porcién ultravioleta del espectro solar, especialmente la comprendida entre 300 y 400 nm de
longitud de onda. Por ejemplo los plaguicidas organofosforados se hidrolizan en presencia de luz

dando metabolitos solubles en agua y sin actividad colinesterdsica.

6. Adsorcién por los coloides del suelo: la distribucién de los plaguicidas en el suelo depende de su
adsorcién sobre las particulas coloidales, de sus caracteristicas fisicoquimicas y de las propiedades
fisicas y biolégicas del suelo. Los suelos arcillosos tienden a adsorber mds fuertemente a los
plaguicidas por establecimiento de fuerzas de atraccién del tipo Van der Waals y la formacién de
puentes de hidrégeno. Su adsorcién puede aumentar su persistencia, pero también retarda su accién
como plaguicida. Los residuos de plaguicidas en la superficie del suelo son mas vulnerables de sufrir

degradaciones quimicas y volatilizacion.

7. Accién microbiana: Cuando los plaguicidas se incorporan al suelo el principal medio para su
degradacion es la actividad microbiana, los microorganismos metabolizan gran parte de los
plaguicidas, transformédndolos en moléculas menos téxicas, aunque existen algunas excepciones en

donde las moléculas resultantes son mis toxicas que la molécula original. (6, 7)
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1.1.3.3  Disminucion de residuos de plaguicidas por tratamientos domésticos.

Muchos productos vegetales se consumen tal como vienen del mercado, especialmente frutas y hortalizas
de consumo en fresco, aunque también suelen someterse a tratamientos domésticos como lavado, pelado,
coccion, etc., antes de ser consumidos. Estos tratamientos pueden disminuir notablemente el contenido de
residuos en el producto vegetal considerado.

La rapidez con que se eliminan estos residuos, depende del tipo de plaguicida usado, de su localizacién en

el alimento, del tipo de alimento y de la naturaleza del tratamiento doméstico aplicado.

Lavado

El lavado puede ser muy eficaz en la eliminacion de residuos, que estin en la superficie del producto y su

eficiencia estd en funcién de:

e Eltipo de plaguicida: cuanto mas hidrosolubles sean, mas facilmente seran eliminados.

e El tipo de formulacién aplicada: si contiene adherentes u otros coadyuvantes que aumentan la
persistencia, éstos disminuyen el grado de eliminacién.

e Tipo de producto vegetal: algunos tienen la capacidad de retener fuertemente los residuos debido a su
forma fisica y la composicién quimica de su superficie.

* Tiempo transcurrido desde la aplicacién: cuanto mas tiempo haya transcurrido mas dificil serd
eliminar los residuos, debido a su parcial penetracion, con el tiempo, en los tejidos del vegetal.

» Tipo e intensidad del lavado: grado de agitacién mecénica, presencia 0 no de detergentes, pH del
agua, temperatura del agua, tiempo de lavado, etc.
En funcién de todos estos factores, un lavado puede eliminar; ninguno o mas de un 80 % de los

residuos de plaguicidas.

Pelado

Es eficaz para eliminar practicamente la totalidad de los residuos de plaguicidas que quedan en la
superficie de frutas y tubérculos, sin embargo, es deficiente para los residuos penetrantes.

Para gran nimero de frutas y hortalizas la mayor parte de los residuos de plaguicidas se localizan en la
periferia, sobre la superficie o en las primeras capas del tejido vegetal. Un pelado de la fruta y hortaliza

puede eliminar hasta un 70 a 90 % de estos residuos.
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Coccién

El tratamiento por calor acelera la degradacién de los residuos transformandolos en compuestos mas
simples y menos téxicos, aunque existen algunas excepciones. Por ejemplo, los residuos de
etilenbisditiocarbamatos (mancozeb, maneb, zineb) pueden incrementar su peligrosidad por la coccion, al

degradarse en su metabolito etilentiourea (ETU), que presenta un mayor riesgo que la molécula original.

Sin embargo, la mayor parte de los plaguicidas tiende a disminuir la peligrosidad de sus residuos. (6)

1.14  Efectos adversos para el ambiente.

La presencia de plaguicidas ampliamente difundidos y persistentes en el ambiente pueden conducir a la
pérdida de suelos utilizables, asi como la contaminacién de otros recursos naturales y fuentes de agua
superficial y subterrdnea afectando de manera directa o indirecta a todos los seres vivos incluyendo al

hombre.

El ser humano puede ingerir residuos de plaguicidas no sélo al consumir vegetales tratados, sino también
alimentos de origen animal, donde se hayan podido acumular estos residuos. Cuando se trata de residuos
de cierta persistencia y ademas solubles en grasas, éstos tienden a acumularse en tejidos adiposos y grasas
en general.

En este sentido, los plaguicidas organoclorados han caido en desuso debido a su persistencia en el
ambiente, pues tienden a acumularse principalmente en los tejidos adiposos de los organismos vivientes,
presentando finalmente una acumulacién y bioconcentracion a través de la cadena tréfica, permaneciendo

como residuos en los diferentes sustratos y en los alimentos del hombre.

Por otra parte los plaguicidas organofosforados son sustancias poco persistentes en el ambiente. Debido a
esto, sus efectos sobre €l se observan fundamentalmente a corto plazo; su alta toxicidad aguda causa la
muerte a especies benéficas como: abejas, insectos polinizadores, peces, etc., especies que no constituyen

el blanco. (6, 7, 13)

1.1.4.1 Bioacumulacién y biomagnificaciéon.

Bioacumulacion es el proceso por el cual un organismo toma del medio sustancias no nutritivas y las
acumula en los tejidos. Cuando los plaguicidas persistentes entran a las redes alimentarias, se distribuyen

en ellas, se bioacumulan en cada nivel tréfico y se biomagnifican. La bioacumulacién depende, de la

1)
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naturaleza quimica del compuesto, de la cantidad que entra en contacto con el organismo y de la velocidad
de absorcién y de excrecién del téxico en cada organismo. Las propiedades que favorecen que un
plaguicida se bioacumule son: baja solubilidad en agua, liposolubilidad elevada y alta estabilidad ante la

humedad, la luz, la temperatura y la presencia de microorganismos.

Biomagnificacién es el proceso mediante el cual algunas sustancias aumentan su concentracion de manera
progresiva a lo largo de las cadenas alimenticias. Estas concentraciones pueden ser letales para algunos
organismos de la cadena tréfica o llegar a los niveles superiores de ésta, como el hombre y las aves
rapaces.

La capacidad de bioacumulacién y biomagnificacion de un producto estd en relacion directa con su

persistencia. (8)

1.14.2 Movilidad y persistencia de los plaguicidas en el ambiente.

La persistencia de un plaguicida es la duracién de éste, sin cambio molecular, a partir del momento de su
aplicacion en el ambiente. Esta caracteristica, aunada a su movilidad, aumenta el riesgo de estos productos

para el ambiente y la salud.

Los factores que influyen sobre la persistencia de los plaguicidas son: el clima, tipo de suelo, su contenido

de materia organica y microorganismos, por ello la persistencia de un plaguicida varia de un lugar a otro.

A continuacién se mencionan algunos ejemplos de la persistencia, bioacumulacién y tiempo de vida media

de algunos plaguicidas Tablas No 1.3 y 1.4:

Tabla No. 1.3. Persistencia de algunos plaguicidas.

Plaguicida Tiempo de vida media
Clordano 3.3 anos
Dieldrin > 7 aios
Endosulfan 35 — 190 dias
Captan 1- 12 dias
Diclobenil 1 ano
Carbaril 4- 29 dias
Malation 4 — 6 dias
24-D 1 — 14 dias

(14)

-1} -
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Tabla No. 1.4. Persistencia de algunos plaguicidas

Plaguicida Persistencia en suelo Factor de
(semanas) bioconcentracién
Organoclorados
Aldrin 530 4.444 (pez)
Dieldrin 312 3.300 (pez)
Endrin 624 1.000 (pez)
DDT 546 70.000 (ostra)
Hexaclorobenceno (HCB) 208 60 (ostra)
x-Hexaciclohexano (x-HCH) 728 60 (ostra)
Organofosforados
Malatién 2 0 (camaron)
Paratién 8
Forato 2 0 (pez)
Carbamatos
Carbarilo 2 0 (ostra)
Carbofuran 8-16 0
Varios
Diclorvos 8 0 (ostra)
Captan | 0
2,4,5-T 1-12 0
Cloruro de etilmercurio permanente 3000 (pez)

(8)

La movilidad de los plaguicidas se puede determinar a través de los estudios de adsorcion/desorcién y de
lixiviacion. Estos estudios se hacen en los suelos mas representativos de las zonas agricolas y nos indican
si los plaguicidas y sus productos de descomposicién pueden causar la contaminacién de alimentos de
consumo humano y de animales; pérdida de suelos utilizables y fuentes de agua; asi como, la pérdida del

hdbitat para la vida silvestre.

La movilidad de los plaguicidas depende del tipo de suelo, decrece en suelos con alto contenido de
materia orgdnica, de estructura fina o bajo pH; y aumenta en suelos con texturas mis gruesas y con alto

pH. (8

1.1.5 Toxicidad de los plaguicidas.

En la toxicidad de los plaguicidas intervienen varios factores entre los cuales se encuentran: su estructura
molecular (relacion estructura — actividad), sus propiedades fisicoquimicas, de las que depende su afinidad
por sistemas bioldgicos especificos; la dosis de exposicion a los mismos, asi como la intensidad y
duracién de ésta, la via de penetracién, etc.

=2 =
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Es frecuente que los efectos toxicos de éstos se aumenten por los ingredientes de la formulacién con que
se mezclan.

Los métodos empleados para medir la toxicidad son la dosis letal media (DLso) expresada en miligramos
de plaguicida por kilogramo de peso corporal (mg/Kg), que evalia la toxicidad aguda; y el método
llamado potencial de toxicidad (pT), que es la dosis t6xica en términos de concentracién y se expresa en
moles de plaguicida por kilogramo de peso corporal (mol/Kg), siendo el mds empleado el primero de
ellos.

Los resultados de DLs, para cada sustancia sirven de base para los sistemas de clasificacion de la
toxicidad de los plaguicidas.La toxicidad de los plaguicidas presenta distintos aspectos. En primer lugar se
distingue entre toxicidad aguda y toxicidad crénica. La toxicidad aguda puede ser oral, dérmica o por

inhalacion. Tabla No 1.5

La toxicidad oral aguda se refiere a los efectos toxicos que causa la ingestion del plaguicida una sola vez y
se mide a través de la DLy,

La toxicidad dérmica se refiere a los riesgos por contacto y penetracion por la piel y se mide como DL,
dérmica aguda, que es la cantidad de téxico expresada en mg/Kg que en contacto por la piel del animal
ensayado durante 24 horas es capaz de producir la muerte por penetracion del 50 % de los animales
ensayados en un plazo de 14 dias.

La toxicidad por inhalacion debido a una atmésfera contaminada como ocurre con el caso de fumigantes,
espolvoreos, nebulizaciones, etc., se mide por la concentracién letal que es capaz de producir la muerte del

50 % de los animales ensayados (CLsp) que se expresa en miligramos de sustancia por metro ctibico de

aire.
Tabla No 1.5. Clasificacion de los plaguicidas conforme a su peligrosidad.
DLs, en mg/Kg. de masa corporal CLsp Aguda por
Aguda oral Aguda dérmica inhalacién mg/L
Categoria Estado fisico Estado fisico
Sélido Liquido Sélido Liquido Exposicién: 1 hrs
Mésde - hasta |[Masde - hasta |[Masde - hasta |Mdsde - hasta | Mdsde - hasta
I - 5.0 -- 20.0 -- 10.0 - 40.0 - 0.2
Extremadamente
Téxicos
I 5.0 50.0 20.0 200.0 10.0 100.0 | 40.0 400.0 | 0.2 2.0
Altamente
Toxicos
11 50.0 500.0 | 200.0  2000.0 | 100.0 1000.0 | 400.0  4000.0| 2.0 20.0
Moderadamente
Téxicos
v 500.0 - 2000.0 - 1000.0 -- 4000.0 - 20.0 --
Ligeramente
Téxicos
(8)

- 13-
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Desde el punto de vista de los residuos interesa mas su toxicidad a corto y mediano plazo (toxicidad

subcrénica) y a largo plazo (toxicidad crénica). Entre los factores de interés destacan los siguientes:

e Posibilidades cancerigenas.

e Efectos mutagénicos.

o Efectos teratogénicos.

e Metabolismo de los plaguicidas en el organismo con las caracteristicas toxicoldgicas de los
metabolitos y los mecanismos de eliminacion de estas sustancias.

e Neurotoxicidad.

e Posibles efectos retardados.

e Potenciacion por los efectos de otros téxicos.

Los plaguicidas organofosforados inhiben la accion de varias enzimas en particular, de la
acetilcolinesterasa (ACE). Esta enzima realiza la hidrélisis de la acetilcolina (AC) que se genera en las
terminales nerviosas y que actia como transmisora del impulso nervioso. Por hidrélisis bajo la accion de
la acetilcolinesterasa la AC se convierte en colina, la cual permanece en estado i6nico activo. En el primer
paso de esta reaccién la acetilcolinesterasa se combina con la acetilcolina para formar un complejo
reversible que acetila la enzima y libera la colina. Después, el agua del medio permite liberar la enzima

del producto acetilado y dejar en libertad a la enzima y al dcido acético.

Los efectos de la intoxicacién por plaguicidas organofosforados se deben a la fosforilacién de la enzima
acetilcolinesterasa y a la acumulacién de la acetilcolina en la sinapsis del nervio, lo que provoca que los

impulsos nerviosos no se transmitan normalmente.

La acetilcolinesterasa tiene dos sitios activos, el primero es el sitio aniénico y el segundo es el sitio de
formacién del éster entre el aminodcido de la enzima y su sustrato. Los plaguicidas organofosforados se
unen al segundo sitio activo de la acetilcolinesterasa fosforilindolo, por lo que compiten con la
acetilcolina. En la reaccién, primero se forma un complejo entre la ACE y el compuesto organofosforado,
el cual da lugar a la enzima fosforilada, ésta se hidroliza muy lentamente, porque la unién de la enzima
con el fosforo es més fuerte que su union con el carbono de la acetilcolina.

Debido a que el grupo P = S es menos electrofilico que el P = O, los fosforotionatos necesitan oxidarse a
los fosfatos correspondientes para ser activos en los organismos.

Su toxicidad crénica es dificil de evaluar, pues en estudios epidemiolégicos sobre efectos crénicos de

plaguicidas organofosforados en el hombre ha sido dificil relacionar los efectos observados con agentes

=
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causales especificos; aunque se ha encontrado una correlacién importante entre la incidencia de efectos
neurolégicos y el tiempo de exposicién de estos plaguicidas.
Diversas pruebas in vitro han demostrado que varios plaguicidas organofosforados son potencialmente

mutagénicos y teratogénicos.

Los carbamatos al igual que los organofosforados, actiian inhibiendo la actividad de la enzima ACE pero,
a diferencia de ellos, la unién con la enzima es reversible, por lo que las manifestaciones de la
intoxicacion son mds benignas y de menor duracién; penetran poco al sistema nervioso central, por lo que
no hay manifestaciones en ese nivel y después de un corto tiempo la actividad de la ACE retorna a la

normalidad.

Algunas reacciones bioquimicas especificas de los compuestos organoclorados son la inhibicién de la
enzima ATPasa y la elevacién de la fosfatasa alcalina y la transaminasa seroglutdmica. Tanto el DDT
como sus andlogos actiian sobre la corteza suprarrenal, en donde causan efectos antiesteroidales y
alteraciones en el metabolismo de la vitamina A. En el sistema nervioso central y periférico, los
insecticidas organoclorados causan cambios en el movimiento de los iones sodio y potasio a través de la
membrana axonal; ademds alteran las concentraciones de norepinefrina y de otros neurotransmisores tales

como el dcido gama-amino butirico (GABA).

Los compuestos organoclorados también tienden a causar una disminucién de la respuesta inmunolégica
del organismo, ya sea retardando la informacién de anticuerpos o inhibiéndola. Tienen potencial
carcinogénico y, en algunos casos teratogénico y embriotéxico.

Su toxicidad aguda suele ser baja, pero presentan efectos adversos a largo plazo (en muchos casos no se
manifiestan efectos adversos en el organismo expuesto sino en su descendencia) por lo que contaminan el

medio ambiente. (6, 8, 11, 13, 15)

1.1.6 Limite maximo de residuos.

El “Limite maximo de residuo”(LMR) es la cantidad maxima residual de un determinado plaguicida sobre
un determinado producto agricola permitido por la ley. (6)

En otras palabras, se puede decir que es la concentracién permitida de un residuo, en o sobre un alimento,
que puede aceptarse para el consumo humano o animal a largo plazo. Se expresa en miligramos de
plaguicida por kilogramo de peso del alimento fresco (mg/Kg o ppm).

Existen dos criterios para la fijacion del limite mdximo de residuos (LMR’s), el toxicolégico y el

agronomico Figura No 1.2, en el primero se pretende que la ingestién diaria del plaguicida a lo largo de

=18
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toda una vida no provoque efectos adversos a la salud de los consumidores, mientras que, en el segundo
las dosis empleadas de los plaguicidas deben ser las adecuadas para proteger los cultivos de plagas y/o
enfermedades y minimizar los riesgos toxicolégicos y ambientales. Esto se logra haciendo uso de buenas
pricticas agricolas, eligiendo las alternativas menos contaminantes, tratando sélo cuando sea necesario, no

superando las dosis recomendadas, respetando los plazos de seguridad tras la aplicacion, etc. (6)

Nivel sin efecto Ingesta diaria admisible p i 3
Ensayos Nivel permisible
toxicolGgicos, ~NEL UDA) ppm en cosecha
mg/kg animalf‘dia’ mg/kg  hombre/dia

l

Ensayo de residuos | | Buena préctica agricola. Nivel prictico de residuos. LMR's
en campo. ppm en cosecha, (ppm)

Figura No 1.2. Criterios para la fijacién del limite méximo de residuos.

En Meéxico los encargados de fijar los limites médximos de residuos son la Secretaria de Agricultura
Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGAR) junto con la Subsecretaria de Agricultura, la Comisién Nacional
de Sanidad Agropecuaria y la Direccion General de Sanidad Vegetal. Basandose principalmente en los
datos reportados por la Agencia de Protecciéon del Ambiente (Environment Protectién Agency, EPA su
nombre y sigas en Inglés) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Estas Instituciones Gubernamentales editaron “La Guia de Plaguicidas Autorizados de Uso Agricola™ en
septiembre de 1999; en el cual se encuentran los LMR s de plaguicidas para cada producto agricola, asi
como el intervalo de seguridad en dias; es decir el tiempo transcurrido desde la aplicacion hasta el
consumo de vegetales. A continuacién se presentan LMR s de algunas hortalizas obtenidos de la SAGAR
y al EPA.

En cultivos de espinaca la EPA recomienda el uso de 31 plaguicidas diferentes los cuales pueden aplicarse
solos 0 en mezclas mientras que la SAGAR solo permite el uso de 6 de estos plaguicidas recomendados.

Tabla No 1.6 y Tabla No 1.6.1.

Tabla No 1.6. Plaguicidas autorizados en cultivos de espinaca en México.

Plaguicida LMR (ppm) | Intervalo de seguridad (dias)
Azinfos metilico 2.000 14
Diazinon 0.700 10
Malatién 8.000 Sin limite
Paratién metilico 1.000 21
Naled 3.000 4
Permetrina 20.000 7
Dimetoato 2.000 14
(16)

-16-
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Tabla No 1.6.1. Plaguicidas y limites maximos de residuos
permitidos por la EPA en espinaca.

Plaguicida. LMR (ppm).
Abemactin 0.05
Aletrin --
Azinfos metil 2.0
Benomil 0.20
Benoxacor 0.01
Captan 100.0
Carbarilo 12.0
Clorprofam 0.3
Cletodim 2.0
Clopiralid 5.0
Diazinon 0.7
Dimetoato 2.0
Disulfoton 0.75
Dodine 12.0
Endosulfan 2.0
Fluazifop-butil 6.0
Lindano 1.0
Metalaxil 10
Metomil 6.0
Metoxicloro -~
Metil paratién 1
Metolacloro 0.30
Mevinfos 1.0
Naled 3.0
Paratién 1
Permetrina 20.0
Femnedifam 0.5
Profam 0.1
S-Etilciclohexiletiltiocarbamato 0.05
Ziram 7.0
Glifosato y sus metabolitos 0.2
(17)

A continuacién se presentan los plaguicidas permitidos por la SAGAR para otras hortalizas de gran
consumo en México, en las que el intervalo de seguridad varia dependiendo del tipo de vegetal. Todos los
LMR's reportados por esta secretaria fueron tomados de la EPA. Tablas No 1.7, 1.8y 1.9.

Tabla No 1.7. Acelga.

Plaguicida LMR (ppm) Intervalo de seguridad (dias)
Paratién metilico 1.000 21
Malatién 8.000 Sin limite
(16)
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Plaguicida LMR (ppm) | Intervalo de seguridad (dias)
Azinfos metilico 2.000 15
Diazinon 0.700 7
Naled 1.000 7
Oxidemeton metil 1.000 21
Paration metilico 1.000 21
Carbarilo 10.000 3
Dimetoato 2.000 3
Endosulfan 2.000 14
Malatién 8.000 7
Metamidofos 1.000 35
Permetrina 6.000 |
Triclorfon 0.100 21
Metomilo 5.000 1
Fenvalerato 10.000 3
Lambda 0.400 |
cyalotrina
Clorotalonil 5.000 Sin limite
Maneb 10.000 10
Captan 2.000 7
Azaridactina -- Sin limite

(16)

Tabla No 1.9. Lechuga.

Plaguicida LMR (ppm) Intervalo de seguridad (dias)
Naled 1.000 1
Paratién 1.000 15
metilico
Malation 8.000 14
Oxidemeton 2.000 21
metil
Metomilo 5.000 7
Acefato 10.000 14
Azaridactina -- Sin limite
Endosulfan 2.000 14
Metamidofos 1.000 14
Permetrina 20.000 1
Triclorfon 0.100 21
Folpet 50.000 Sin limite
Maneb 10.000 10
Vinclozolin 10.000 28
Diazinon 0.7000 14
Dimetoato 2.000 14
Mevinfos 0.500 7

(16)
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1.2 Generalidades sobre métodos de analisis.
Todo método de andlisis de alimentos involucra varias etapas:

1. Muestreo: la seleccion de los productos a analizar es fundamental para los resultados que se
esperan obtener. Dado que tan solo se analiza una pequena parte del producto se requiere que la
muestra seleccionada cumpla con requisitos como integridad, representatividad, etc. Esto debe

garantizar que la muestra representa el todo.

2. Preparacién de la muestra: dado que las muestras contienen un nimero muy grande de
compuestos (no necesariamente plaguicidas) y que los instrumentos de medicién analitica son
altamente sensitivos, se necesita que la muestra contenga la menor cantidad posible de

interferencias que impidan la determinacién o que dafen los instrumentos.

3. Concentracién: usualmente los analitos que se determinan estdn presentes en la muestra a nivel de
trazas por lo que deben ser concentrados de tal manera que la concentracion final de estos quede

dentro del intervalo de concentracién 6ptimo del método de andlisis empleado.

4. Determinacion: las metodologias instrumentales seleccionadas para el andlisis deben ser capaces
de determinar cualitativa y cuantitativamente los plaguicidas de interes, es decir deben tener una

sensibilidad y selectividad adecuada.

1.2.1 Muestreo.

El muestreo puede ser un proceso complejo dependiendo del producto muestreado y los componentes por
los cuales el producto es analizado, ademds de que desde el momento en que se efectiia el muestreo hasta
que se realiza el andlisis no se debe agregar ningtin componente a la muestra ni perder ninglin componente

de la misma.

Los principales objetivos del muestreo son asegurar que las muestras sean representativas del material que
se analiza y que las muestras analizadas en el laboratorio sean homogéneas, para ello debe tomarse en
cuenta el tamaiio del lote que se va a muestrear, el estado fisico de la fraccién que se va a analizar y las

propiedades quimicas del material que se va a ensayar.

-19-



Capitulo 1. Marco Tedrica.

O R e A S P N S W R WS W
Para tomar muestras representativas y en el caso particular cuando los residuos a analizar tienen limites
legales, la muestra final debe ser representativa del lote original; para ello se deben emplear métodos de
muestreo adecuados como el muestreo aleatorio en el cual todos los miembros de la poblacién tienen la
misma probabilidad de ser incluidos en la muestra 6 el muestreo a granel para materiales rocosos, polvos,
gases y liquidos, los cuales no estin constituidos por elementos discretos, este tipo de muestras se dividen

en celdas que se muestrean aleatoriamente.

Cuando una muestra es homogénea, sélo es necesario tomar una porcién de la muestra la cual tiene las
mismas propiedades del total de la misma. En el caso de los liquidos algunos deben ser mezclados para
garantizar que la muestra tomada es homogénea. Cuando las muestras son heterogéneas se deben
muestrear diferentes partes del conjunto o tratar de homogenizar la muestra cuando sea posible mediante
la trituracién, pulverizacién, molienda, etc.

Por ejemplo, un alimento fumigado con un plaguicida a menudo tiene concentraciones variadas de
residuos en la superficie dependiendo donde tuvo contacto el fumigante. Los plaguicidas sintéticos, los
cuales se translocan de la superficie de la planta a sus frutos u otras porciones comestibles no son

uniformemente distribuidos y a menudo se concentran en dreas particulares. (18)

Existen diversos procedimientos de muestreo en alimentos los cuales han sido implementados por la
Administracién de Alimentos y Drogas (FDA por sus siglas en Inglés), Organizacién de Alimentos y
Agricultura/Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Comisién del Codex Alimentarius.

El muestreo de alimentos puede ser en el campo o en el mercado, en el primero se recomienda muestrear
directamente en el campo o un poco después de la cosecha y para ello se hace una cuadricula imaginaria

que conste de 100 cuadros y se seleccionan sélo 10 aleatoriamente.

Los alimentos crudos o parcialmente procesados son vendidos en el mercado a granel por peso o volumen
e incluyen: frutas y vegetales frescos, arroz, frijoles, legumbres, huevos, pescados y mariscos aceite
vegetal, etc., cada uno de estos productos puede ser muestrado en lotes a granel teniendo en mente el
tamano del lote en el mercado.
El AOAC y el Codex recomiendan usar la siguiente Tabla 1.10, para determinar el nimero de porciones
que deben ser tomadas por muestra y recomiendan los siguientes tamafios minimos de muestra para los
productos indicados. (19, 20)
e Vegetales y frutas (se debe tomar en cuenta el tamaiio de éstos):

- Para alimentos compuestos de piezas pequefias con pesos de 25 g o menores (por ejemplo,

cerezas, chicharos, olivos, perejil), tomar | Kg como minimo.
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- Para alimentos compuestos de piezas de tamaiio mediano con pesos de 25 a 250 g (por ejemplo,
manzanas naranjas, zanahorias, papas), tomar |1 Kg como minimo (con almenos 10 unidades).
- Para alimentos compuestos de piezas grandes con pesos mayores a 250 g (por ejemplo, coles

melones, pepinos), tomar 2 Kg como minimo (con al menos 5 unidades).

e Arroz, frijoles, leguminosas, etc. 1 Kg minimo.
e Huevos. 10 huevos minimo.
e Pescados y mariscos. 1Kg minimo.

e Aceites vegetales. 0.5 Kg minimo.

Tabla No 1.10. Registro del muestreo para todos los alimentos a granel excepto carne y sus derivados.

Peso del lote (Kg). Niimero de porciones tomadas.
50 o menos 3
51 a500 5
501 a 2000 10
Mayor de 2000 15

1.2.2  Preparacion de muestras

1.2.2.1 Importancia de la preparacion de muestras en determinaciones instrumentales.

Los objetivos principales de la preparacion de muestras son la limpieza y concentracién de la muestra para
su andlisis posterior en la técnica instrumental elegida. Estas técnicas deben lograr de preferencia: evitar al
mdximo la manipulacién de la muestra que cause la pérdida o contaminacién de los analitos de interés,
eliminar en lo posible las interferencias que proporciona la matriz, sin que estas técnicas adicionen nuevas
interferencias, ademas de buscar que la concentracién del analito quede dentro de un intervalo aceptable

para su determinacion.

Por muchos anos la preparacion de muestra mas popular fue la extraccién liquido-liquido, la cual se lleva
a cabo en embudos de separacién, consume tiempo, es tediosa y costosa. Otras técnicas de preparacion de
muestras cldsicas incluyen la centrifugacién, filtracién, destilacién, cromatografia en columna,
liofilizacién, etc. Estos métodos no sélo involucran varias etapas sino que pueden presentar algunos de los
siguientes problemas de andlisis: emulsion de fases, grandes voliimenes de disolventes, extractos impuros
o hiimedos, asi como extracciones no cuantitativas e irreproducibles y a menudo son la mayor fuente de

error en la cuantificacién final.
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Mientras que las técnicas analiticas mejoraron volviéndose mas eficientes, la extraccién de muestras se
estancd, por lo que la preparacién de muestras atin consume el mayor tiempo en el andlisis. Por tal motivo
en la década de los 80's se desarrollaron nuevas técnicas de preparacién de muestras, con las cuales se ha
logrado disminuir los tiempos de andlisis, la manipulacién de la muestra y el uso de grandes voliimenes de

disolventes, entre otros problemas asociados a estas. (20, 21, 22)

1.2.2.2  Clasificacion de los procesos de preparacion de muestras.

Estas técnicas se pueden clasificar tomando en cuenta las propiedades fisicas de los compuestos orgénicos
a determinar, aunque ésto no es lo tnico para su eleccion, ya que también son importantes las
caracteristicas de la matriz en la que se encuentran y su concentracion en ella. Por ejemplo. las técnicas de
Vapor Sobrenadante y la de Purga y Trampa se usan en muestras liquidas y sélidas en las que se tienen

compuestos organicos volatiles. (23, 24)

Vapor Sobrenadante (Headspeace su nombre en Inglés).

Compuestos orgdnicos voldtiles
Purga y Trampa.

Extraccion en Fase Solida (SPE por sus siglas en Inglés).

Compuestos organicos Semivolitiles
Extraccién con Fluidos Supercriticos (SFE por sus siglas en Inglés).

1.2.2.3 Técnica de vapor sobrenadante
(Headspace por su nombre en Inglés).

+———Jeringa

Esta técnica se aplica en el andlisis de los compuestos
Headspace.

orgdnicos volatiles, que pueden estar en matrices sélidas o

Muestra.

liquidas. En esta técnica una cantidad conocida de muestra
Bario con temperatura

se confina en un recipiente cerrado dejando un volumen de
constante.

fase gaseosa (normalmente aire) en la parte de arriba de la
muestra, el recipiente se calienta a una temperatura constante Figura 1.3, Diagrama headspace.

un determinado tiempo Figura 1.3, para después analizar el vapor confinado en el recipiente.

Esta técnica es simple de usar, permite una gran limpieza de la muestra, tiene una alta sensibilidad y su
principal objetivo es el de eliminar en la medida de lo posible la manipulacién de la muestra, ademads la
extraccién por vapor sobrenadante también permite la concentracién de los analitos de interés al pasarlos a

un volumen de fase gaseosa mds pequefio que la muestra que los contiene. Una clara ventaja de esta
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técnica es que no existen cambios de disolvente, aunque una de sus limitantes es el tipo de compuestos

que pueden ser analizados - s6lo para compuestos volatiles -.

Los pardmetros que afectan la extraccién en esta técnica son:

Tiempo: €ste debe ser el necesario para que se establezca el equilibrio deseado de los analitos con la
matriz y el volumen de aire del recipiente en el que se encuentra confinada la muestra, y dependera de
la velocidad de difusion de los compuestos volatiles, la cual a su vez, dependera del tipo de matriz en
la que se encuentren los analitos (sélida o liquida).

Para comprobar que se ha llegado al equilibrio, se prepara una serie de muestras idénticas calentadas a
una temperatura, variando el tiempo de calentamiento y se determina el momento en el que las dreas

de los analitos ya no aumentan (recobro). Figura No 1.4

% de recobro l

Figura No 1.4. Determinacién del tiempo necesario para llegar al equilibrio.

Coeficiente de reparto (K): El coeficiente de reparto es la relacion de las concentraciones de los
analitos entre la fase liquida (C;) y la fase gaseosa (Cg) en el equilibrio, Ecuacion No 1.0. La
extraccion de los analitos depende directamente de su coeficiente de reparto, el cual a su vez es
dependiente de la matriz y la temperatura. Esta Gltima modifica la presién de vapor de los analitos,
mientras que en la matriz se puede modificar al coeficiente de particién por medio del efecto salino,

pH y humedad.
C ., (1.0)

-

[0

Para encontrar la cantidad de analito en cada fase es necesario conocer el volumen de las dos fases, y

como se distribuye el analito entre la fase vapor y la fase liquida en el equilibrio. Ecuacién No 2.0

CoVyp =CgVg +CLVy (2.0)
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En donde: C; = Concentracién del analito en la fase gaseosa.
Vi = Volumen de la fase gaseosa.
C,. = Concentracion del analito en la fase liquida.
V, = Volumen de la fase liquida.

C,; = Concentracion total del analito.

Si despejamos C, de la ecuacién No | y la sustituimos en la ecuacién No 2 y reareglando la ecuacion se

puede conocer la concentracion del analito en la fase gaseosa. Ecuacién No 2.1

.o Co (2.1)

e Relacién de volimenes de la muestra y la fase gaseosa: ésta técnica permite la extraccion y
concentracién de los analitos simultineamente, siempre que el volumen de "headspace” sea pequeno

los analitos seran concentrados.

Alternativas de aplicacién de la técnica:

1. Headspace estdtico: Se deja que los analitos lleguen al equilibrio bajo las condiciones establecidas
(tiempo y temperatura), y una vez que ésto sucede se toma un volumen de la parte del vapor
sobrenadante o fase gaseosa y se analiza en la técnica instrumental. Permite hacer andlisis cualitativos

y cuantitativos

2. Headspace dindmico: En éste no es necesario que los analitos lleguen al equilibrio bajo las
condiciones establecidas, ya que se hace pasar un gas inerte a través de la fase liquida que acarrea los
compuestos voldtiles hacia una trampa en donde se atrapan (adsorben) y concentran, aunque la
eficiencia en la purga depende de la cinética y el tiempo. Posteriormente los analitos se liberan de la

trampa por elucion, calentamiento, etc., y se analizan en la técnica instrumental de interés. (25)

Aplicaciones del andlisis de vapor sobrenadante.

Esta técnica es aplicable a diversas dreas como: Alimentos (aromas), biociencias, ambiental, polimeros,

petréleo y sus derivados, cosmética, etc.

..
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1.2.2.4 Purga y Trampa (PyT).

I(’i:rsggt Trampa _I
Est4 técnica es una adaptacion de la técnica de vapor - -
sobrenadante dindmico que instrumentalmente se disefio CcG
para muestras acuosas Figura 1.5, en donde el PyT esta
acoplado al cromatégrafo de gases a través del inyector. Figura 1.5. Diagrama PyT.

En esta técnica una muestra liquida (aunque actualmente ya se venden equipos con adaptaciones para
muestras sélidas) se coloca en un recipiente cerrado y se hace burbujear un gas inerte (He o N;) a través de
ella, la muestra puede ser calentada si se desea. El gas inerte acarrea los compuestos orgdnicos voldtiles
que se encuentran presentes, los cuales son retenidos en una trampa (preparada normalmente de Tenax,
silica gel y carbén activado); en la cual se concentran. Los analitos retenidos son desorbidos al calentar
rapidamente la trampa y purgarla con un gas inerte un cierto tiempo; los analitos desorbidos son
transferidos y analizados en la técnica instrumental requerida, usualmente estd es Cromatografia de Gases

(CG). (20, 25)

1.2.2.5 Extraccion en Fase Solida (SPE, sus

siglas en Ingles). Muestra

Esta técnica separa y extrae los analitos de interés de la

muestra en la que se encuentran y los concentra al ser  Camaadsorbente ) )
Disco fritado

eluidos posteriormente con un disolvente. Figura 1.6.

La disolucién que contiene los analitos se pasa por una Figura 1.6. Diagrama SPE.

fase s6lida empacada, de manera que los compuestos son adsorbidos selectivamente por esta fase, los
cuales se eluyen después con una pequeiia cantidad de disolvente (eluyente), por lo que se reduce el
volumen de la disolucién final que contiene los analitos y por consiguiente se modifica la matriz en la que

Se encuentran.

Las columnas designadas para esta técnica son hechas de polipropileno y usualmente estin empacadas con
100, 200, 500, 1000 o 2000 mg de adsorbente, el cual se encuentra entre dos discos fritados de polietileno.
La capacidad de volumen de muestra en la columna es de 1, 3 o 6 ml aunque puede ser mayor si se

adaptan reservorios a las columnas.
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Los tipos de fases sélidas comerciales usadas en esta técnica son:

e Silica quimicamente unida (puede ser de: fase inversa, fase normal e intercambio i6nico)
e Silica, florisil, alhimina (interacciones de fase normal)

e Resinas quimicamente unidas

e Resinas de intercambio i6nico

o Particulas de exclusién

Estas fases s6lidas deben tener un tamaiio de particula adecuado de manera que su 4rea superficial sea lo
suficientemente grande para interaccionar y atrapar los analitos de interés, deben tener estabilidad al pH y

a los disolventes usados.

La secuencia tipica de extraccion consiste en: acondicionar el cartucho de extraccién, aplicar la muestra y
eluirla. El objetivo de acondicionar el cartucho de extraccién es solvatar los grupos funcionales del
adsorbente para que estos interactuen reproduciblemente con el analito y consiste en pasar un volumen de
disolvente a través de la fase s6lida, por lo que €sta se moja creandose asi un ambiente favorable para la
retencion. Una vez solvatado el adsorbente este no debe ser secado, especificamente antes de pasar la
muestra.

La forma en que se hace pasar la muestra a través de la fase sélida adsorbente es usando presién positiva o
negativa o centrifugacion, y el disolvente con el que se eluyen los analitos debe tener la fuerza suficiente

como para desplazar las interacciones que tiene el analito con el adsorbente.

Los mecanismos de separacién ocurren mediante interacciones entre las moléculas del analito y los grupos

funcionales del adsorbente, el tipo de interacciones que presentan pueden ser polares, no polares 6 iénicas.

Interacciones no polares o de fase reversa.

Se dice que estas interacciones son de fase reversa porque el adsorbente es menos polar que la solucién de
la muestra o la fase mévil. Este tipo de interacciones ocurre entre los hidrégenos unidos a carbono del
adsorbente y los hidrégenos unidos a carbono de los analitos, a este tipo de interacciones se les conoce

como fuerzas de van der Waals o de dispersion. Figura No 1.7

H HH E
A"

Ay W N
H HH

H
A\
el o

A

HHZ \H r_“H H

Figura No 1.7. Fuerzas de van der Waals o de dispersién.
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Los adsorbentes que presentan este tipo de interacciones son silicas enlazadas que contiene los siguientes

grupos funcionales: octadecil (C18),o0ctil (C8),etil (C2), ciclohexil(C6), fenil, etc.

Los analitos que pueden extraerse son no polares o medianamente polares (grupos aromaticos o alifaticos),
para favorecer la retencidn de €stos, es decir facilitar las interacciones no polares entre analito-adsorbente,
los analitos deben encontrarse en matrices polares, por el contrario cuando se desea eluir los analitos, se
deben usar disolventes o sus mezclas que sean suficientemente no polares como para romper las
interacciones analito-adsorbente.

Los disolventes cominmente usados que favorecen la retencién de los analitos son: agua, amortiguadores
organicos de baja fuerza idnica, mezclas agua/metanol, agua/acetonitrilo, etc.

Los disolventes cominmente usados que favorecen la elucién de los analitos son: metanol, acetonitrilo,

acetato de etilo, cloruro de metileno, etc.
Interacciones polares o de fase normal.

Se dice que estas interacciones son de fase normal porque el adsorbente es mds polar que la solucién de la
muestra o la fase mévil. El tipo de interacciones que se presentan son: puentes de hidrégeno, dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo inducido, etc., en las cuales la distribucién de electrones entre los atomos
individuales en los grupos funcionales es desigual, causando una polaridad positiva y negativa. Esta
propiedad permite que los grupos funcionales polares de los analitos interactden con los grupos polares del

adsorbente. Figura No 1.8.

H
H H /
9 H—C—CuN H—C—Cm=N % CC:
H+ = H+ = o-d H
Ho W bk
H H He =0 H
by H—C—C=N §=C=8 — H_C—C=N S—C=S§ H
H + - H + =

Figura No 1.8. Interacciones a) dipolo-dipolo, b) dipolo-dipolo inducido, ¢) puentes de hidrogeno.
Los adsorbentes que presentan este tipo de interacciones son silicas enlazadas que contiene los siguientes

grupos funcionales: ciano (CN), amino (NH,), diol (20H), etc.

Este tipo de fases son ideales para separar compuestos organoclorados y organofosforados.

w27 =



Capitulo 1. Marco Teérico.
VO e R e P e W T R Wi R R G

Los analitos que pueden extraerse son polares o medianamente polares, para favorecer la retencién de
estos, es decir facilitar las interacciones polares entre analito-adsorbente, los analitos deben encontrarse en
matrices no polares, por el contrario cuando se desea eluir los analitos se deben usar disolventes o sus
mezclas que sean suficientemente polares como para romper las interacciones analito-adsorbente.

Los disolventes comiinmente usados que favorecen la retencién de los analitos son: hexano, isooctano,
cloroformo, cloruro de metileno, etc.

Los disolventes cominmente usados que favorecen la elucién de los analitos son: metanol, agua,

isopropanol, acetonitrilo, acetona, etc.

Interacciones de intercambio ionico.

Estas interacciones pueden ser anionicas o cationicas, y se llevan a cabo entre las moléculas cargadas del
analito (positiva o negativamente) y las moléculas del adsorbente con carga opuesta a las del analito.

Para retener efectivamente a los analitos, la matriz y el adsorbente deben de estar a un pH donde tanto el
analito como el adsorbente estén cargados y no deben de contener altas concentraciones de especies
idénicas que compitan por la misma carga que el analito.

Dado que el pH influye en la retencion y elucién de los analitos, es necesario conocer el pKa de cada
grupo, pues el mimero de moléculas que tienen grupos cationicos cargados aumenta a pH menor al valor
de pKa de las moléculas y disminuye a pH’s mayores que su pKa y por el contrario el nimero de
moléculas con grupos anionicos cargados aumenta a pH mayor que el pKa de las moléculas y disminuye a

pH menor que su pKa.

Para eluir los analitos retenidos es necesario neutralizar sus grupos cargados y para ello se debe cambiar el
pH del disolvente, de tal manera que para neutralizar los grupos cationicos el pH del disolvente debe ser

mayor que su pKa y para neutralizar los grupos anionicos el pH debe ser menor que su pKa.

Los adsorbentes que presentan este tipo de interacciones son silicas enlazadas que contiene los siguientes

grupos funcionales: dietilaminopropil (DEA), trimetilaminopropil (SAX), carboximetil (CBA), etc.

Selectividad y capacidad del adsorbente.

Es necesario también conocer la capacidad y selectividad del adsorbente usado para obtener buenos
resultados en la retencién, es decir se debe conocer la cantidad de analito que es capaz de retener una masa
dada del adsorbente y la selectividad que presenta con este, la cual depende de la estructura de los

compuestos a separar, de las propiedades del adsorbente y la composicién de la matriz, asi por ejemplo, la
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mixima selectividad se da cuando el adsorbente elegido solo interactia con los grupos funcionales del
analito los cuales no estdn presentes en otros componentes de la matriz, bajo estas condiciones los analitos

son retenidos y los otros compuestos de la matriz pasan sin retenerse. (21, 26)

1.2.2.6  Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE, sus siglas en Ingles).

Cartuchode
extraccién

En esta técnica una pequena cantidad de muestra se coloca

en un cartucho de extraccién, después se sella y presuriza el

sistema introduciendo un fluido supercritico, €ste se hace pasar

ol

A

o0 o)
Bomba Colector

a través de la muestra un determinado tiempo, hasta extraer

la mayor cantidad de analito o analitos de interés los cuales se &I

: . Restrictor
recolectan posteriormente. Figura 1.9. fiet

Figura 1.9. Diagrama SFE.
Un fluido supercritico es aquel que se encuentra por arriba de su punto critico, es decir arriba de su
temperatura y presion criticas. Los fluidos supercriticos tienen densidades, viscosidades y otras
propiedades que son intermedias entre las caracteristicas de esa sustancia en estado gaseoso y en estado

liquido. Figura No 1.10.

i Region de
| fhuido Fluido supercritico | Tc (° C) | Pe (atm)
= [ ercritico Pentano 197 33
2 ' CCIF; 29 38
& N,O 36 72
CO,; 31 73
NH; 132 112
Temperatura
Figura No 1.10. Diagrama de fases para una sustancia. Tabla No 1.11. Temperaturas y presiones criticas de

algunos fluidos supercriticos.

Una de las ventajas de la extraccién con fluidos supercriticos es que extrae y concentra simultineamente
los analitos por lo que permite disminuir el tiempo de andlisis eliminando pasos y disminuye los costos
por uso de disolventes. Ademds de que la transferencia de masa de los analitos al fluido es de 10 a 100
veces mas ripida por lo que se obtienen recobros més rapidos. Algunos de los fluidos supercriticos son
gases a temperatura ambiente por lo que la etapa de concentracién es simplificada y esto hace también que

los acoplamientos en linea sean mads faciles, y algunos de estos fluidos son inertes y no toxicos.
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Los pasos principales de esta técnica son: Extraccion de los analitos, concentracién y reconstitucion de los

mismos en un disolvente apropiado.

El tipo de muestras analizadas en €sta técnica pueden ser liquidas o sélidas, aunque una desventaja es que
solo se pueden analizar pequenas cantidades de muestra por dificultades instrumentales las cuales tal vez

no sean representativas de la muestra completa.

La cantidad de fluido usado en la extraccion debe ser tal que estd extraiga los analitos contenidos en la
muestra. Después de la extraccién la mezcla fluido-analitos deja el sistema presurizado en el que se
encuentra y pasa a través del restrictor en donde el fluido se expande por la disminucion de la presion, con
lo que éste es removido y los analitos extraidos precipitan (concentran) y son recolectados de inmediato,
ya sea en viales vacios o con disolvente, en una trampa adsorbente, o en una trampa criogénica.

Los analitos recolectados son finalmente reconstituidos en un disolvente adecuado, el cual se elige de
acuerdo al tipo de andlisis subsecuente.

En la extraccién con fluidos supercriticos, la cantidad de soluto disuelto en el fluido es funcién de la
densidad de éste, es decir la fuerza del solvente es selectiva pues se eligen las temperaturas y presiones
que dan la densidad deseada. Como puede observarse en la Figura No 1.11 para el CO, debajo de la
temperatura critica, las fases gaseosa y liquida coexisten, el gas tiene el minimo poder solvente y el
liquido la maxima; arriba de la temperatura critica el poder solvente es ajustable via la densidad; arriba de
la temperatura critica, hay un limite en el poder solvente y estd cercano a densidades altas en donde hay

muy poca ganancia en densidad con grandes incrementos en la presion.

. Liouido-Poder solvente maximo
) 0°C 40 °C
14 e
3 |
] |
4 |
4 |
|
2 :
& i
2 . FS-Poder solvente ajustable
=
‘-g 014 i
B ]
A ] Gas-Poder solvente minimo
06 Pc
D.ol T T T IIIl!I T T lll'llll 1
10 100 1000

Presion (bar)

Figura No 1.11. Densidad como funcién de la presion y temperatura para el CO,.
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El fluido supercritico mds empleado es el CO, porque no representa problema alguno al ser eliminado al
medio ambiente después de la extraccién, tiene una baja toxicidad, una moderada temperatura critica y
disponibilidad.

El CO; como fluido supercritico extrae preferentemente los compuestos no polares, y con dificultad los
compuestos ligeramente polares, para mejorar la extraccion de estos tltimos se debe aumentar la fuerza
disolvente del fluido, es decir su polaridad, para ello se pueden usar otros fluidos supercriticos o se pueden

adicionar modificadores al fluido supercritico o a la muestra, como el metanol o etanol.

La técnica de extraccidn con fluidos supercriticos puede ser de tipo dindmico o estdtico; en la primera se
suministra constantemente el fluido supercritico de 0.1 a 3.0 ml/min, lo cual evita su saturacion con el
analito. En la segunda se pone en contacto con la muestra una cierta cantidad de fluido supercritico que se
recircula a través de la muestra un cierto tiempo (de preferencia hasta alcanzar el equilibrio), para después

ventearlo y colectar los analitos. (21, 27,28)

1.2.3 Concentracion.

En las técnicas de preparaciéon de muestras cldsicas se logra separar los analitos de interés de las
interferencias de la matriz, pero estos se encuentran la mayoria de las veces muy diluidos para su
determinacién directa, por ejemplo cuando se separan los analitos en columnas abiertas suelen eluirse con
grandes volimenes de disolventes. Otro problema en la preparacién de muestras clasicas es el disolvente
de extraccion o elucién usado pues muchas veces no es compatible con la técnica instrumental a utilizar,
por ejemplo debe ser compatible con la fase mévil en cromatografia de liquidos 6 con el sistema

inyeccién/deteccién en la cromatografia de gases. La solucién para ambos problemas es evaporar los

disolventes de elucién o extraccién de tal manera que no causen la perdida de los analitos.

En todos los métodos de residuos analiticos se requiere de remover el disolvente para incrementar hasta
cierto punto la concentracion de los analitos. Existen diferentes técnicas de concentracién/evaporacién
disponibles y la mejor técnica en una situacién particular depende de las caracteristicas fisicas y quimicas

del analito y del disolvente que debe ser evaporado.
El método mas usado para evaporar grandes cantidades de disolventes sin perder los analitos por

evaporacion es el concentrador Kuderna-Danish (KD), aunque también suele usarse el rotavapor y el

evaporador con corriente de nitrégeno, éste ltimo para evaporar pequefas cantidades de disolvente.
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Concentrador KD.

Consta de tres partes bdsicas: un tubo colector
seguido de un frasco invertido y arriba de éste se
coloca una columna condensadora (Snyder).

El aparato entero se deja en un bafio de vapor
con el tubo colector sumergido en el agua
caliente permitiendo asi que el vapor fluya
alrededor de la porcién baja del frasco. por los
que el disolvente es evaporado en la parte ancha
del frasco. la columna Snyder permite que el

disolvente se evapore pero retiene los analitos

vaporizados por reflujo. Figura No 1.12
Figura No 1.12. Concentrador K-D.

Rotavapor.

Este aparato también permite evaporar grandes
voliimenes de disolvente, este equipo consiste de
un evaporador rotatorio con dos matraces
redondos, un tubo hueco, un motor,
condensador, un bano caliente, una unidad de
refrigeracién y un sistema de vacio. Figura No

1.13.

Figura No 1.13. Rotavapor.

El extracto obtenido se coloca en el matraz que se encuentra parcialmente sumergido en el bafo caliente,
el aparato completo se conecta al vacio el cual aumenta gradualmente mientras continda la concentracién,
finalmente el disolvente evaporado se colecta en el segundo matraz.

La evaporacién en este tipo de aparato es rdpida pues el matraz en el que se encuentra la muestra gira de
tal manera que el disolvente forma una pelicula delgada en las paredes internas del matraz aumentando el

drea superficial del mismo facilitando su evaporacién.
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Por ejemplo, se prefiere usar un rotavapor para evaporar el tolueno (p eb 110 ° C) porque tiene un punto

de ebullicién mis alto que el acetonitrilo (p eb 81 ° C), acetona (p eb 56 ° C) y cloruro de metileno (p eb

40 © C) y para lograr esto se requiere del vacio para que la evaporacién sea mas rdpida.

Evaporador con corriente de nitrégeno.

Este evaporador se usa para concentrar pequefas
de

cantidades disolvente, las  cuales
especificamente no pueden ser evaporadas en un
rotavapor por ejemplo.

La concentracién se lleva a cabo pasando una
corriente de nitrégeno seco de alta pureza sobre
la superficie del disolvente el cual es calentado
ligeramente con un bano Maria y el flujo del gas
debe ser regulado de manera que el disolvente no
salpique las paredes del recipiente que lo

contiene. Figura No 1.14 (19)

Figura 1.14. Evaporador con corriente de nitrégeno.

Con el desarrollo de las nuevas técnicas de preparacién de muestras como las antes mencionadas, el paso

de concentracién se simplifico pues se ha disminuido el volumen de disolventes usado y en algunos casos

este paso es eliminado, por lo que se ahorra tiempo en el andlisis de muestras y disminuyen los costos de

operacion.
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1.2.4 Meétodos analiticos.

1.24.1 Cromatografia.

La cromatografia es una técnica fisicoquimica de separacién basada en la distribucién de los analitos entre
dos fases, una estacionaria y otra mévil. La fase mévil puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico, y se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, la cual se fija o
empaca a una columna o a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes
de la muestra se distribuyen de modo distinto entre ellas. Aquellos componentes que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente; por el contrario, los componentes que se unen
débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los

componentes de la muestra son separados y pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

Las técnicas cromatograficas se pueden clasificar segiin:
1. La forma en que las fases estacionaria y mévil se ponen en contacto: Cromatografia en columna y
Cromatografia plana.
2. El tipo de fase mdvil y fase estacionaria.

Esta tltima es la mas usada y a la que se hace referencia en el siguiente esquema. Figura No 1.15

CROMATOGRAFIA

I
[ I |

i FLUIDOS
GASES LiQuIDOS SUPERCRITCOS
CGS CGL
| | | |
CLS CLL CFQu ci CE CCF cP
CPG CFG

Figura No 1.15. Clasificacion de los métodos cromatograficos. CGS: Cromatografia Gas-Sélido; CGL:
Cromatografia Gas-Liquido; CLS: Cromatografia Liquido-Sélido; CLL: Cromatografia Liquido-
Liquido; CFQU: Cromatografia de Fases Quimicamente Unidas; CII: Cromatografia de Intercambio
I6nico; CE: Cromatografia de Exclusién; CCF: Cromatografia de Capa Fina; CP: Cromatografia en

Papel; CPG: Cromatografia de Permeacion en Gel; CFG: Cromatografia de Filtracién en Gel.
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La cromatografia de liquidos puede llevarse a cabo en columnas o superficies planas; mientras que la

cromatografia de gases esta restringida a los procedimientos en columna.

En la cromatografia en columna las muestras son separadas al eluirlas con una fase moévil. La elucién
implica el transporte de una especie a través de una columna por la adicién continua de nueva fase mévil.
Las sucesivas adiciones de la fase mévil hacen avanzar las moléculas de soluto por la columna en una

serie de continuas transferencias entre las dos fases. (29, 30)

1.24.1.1 Cromatografia de Gases.

En la cromatografia de gases (CG), La elucion se produce por el flujo de una fase mévil de un gas inerte,
la fase mévil no interacciona con las moléculas de analito, su tinica funcién es la de transportar el analito a
través de la columna, mientras que la fase estacionaria es un sélido o un liquido de alto punto de
ebullicién. Las moléculas de la muestra se distribuyen o equilibran entre el gas portador y la fase
estacionaria, las muestras que son més solubles en la fase estacionaria permanecen menos tiempo en el gas
portador en movimiento y, por lo tanto se desplazan con mas lentitud a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia gas-sélido y la cromatografia gas-liquido.
La cromatografia gas-sélido se basa en una fase estacionaria sélida en la cual se produce la retencién de
los analitos como consecuencia de la adsorcion fisica.

La cromatografia gas-liguido se basa en la distribucién del analito entre una fase mévil gaseosa y una fase

liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte. (30)

1.2.4.1.2  Parametros Cromatograficos.

A medida que la muestra se reparte entre las dos fases y es arrastrada a través de la columna, los
compuestos que contiene se van separando en bandas individuales debido a una serie de transferencias
entre las fases, obteniéndose asi para cada compuesto separado un pico bien definido. Si los solutos
permanecen mucho tiempo en la columna, se obtendrdn picos mas anchos, es decir, menos altos y mas

£ruesos.

Un cromatograma es el registro grafico del andlisis, y es un registro de sefial en funcién del tiempo.
Cuando solo sale de la columna gas portador aparecera dibujada una linea recta, linea base. Cuando eluye
la muestra, se dibuja el perfil de su concentracién en forma de pico obteniendo asi el tiempo de retencion

y el drea del pico. Figura No 1.16
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Figura No 1.16. Esquema tipico de un cromatograma.

El drea o altura del pico permite determinar la concentracién de cada componente separado en la columna.
El tiempo de retencion es el tiempo transcurrido desde la inyeccion de la muestra hasta que se obtiene el
maximo del pico. Este tiempo es caracteristico del soluto, de la fase estacionaria y de la temperatura de la
columna. Los tiempos de retencién son usados para identificar picos, ya que en condiciones controladas

son reproducibles. (30, 31)

El tiempo que le toma a un compuesto pasar a través de la columna depende de la velocidad del gas
acarreador y del coeficiente de reparto K, el cual relaciona la concentracién de los compuestos en la fase
movil y estacionaria. Ecuacion. 3.0

Cs

K=—% (3.0)
CM

Donde Cg es la concentracién de la muestra en la fase estacionaria y Cy es la concentracion de la muestra
en la fase mévil (gaseosa).

Esta constante cambia con la temperatura al igual que el tiempo de retencién (tr), donde tr es el tiempo
que transcurre desde el punto de inyeccién al maximo del pico, y to es el tiempo que un compuesto no

retenido tarda en salir conocido como tiempo muerto.

El tiempo de retencién es la suma del tiempo pasado entre las dos fases; donde to es el tiempo en la fase

movil y tr’ es el tiempo pasado en la fase estacionaria. Ecuacion 4.0

I, =t —1, (4.0)

El objetivo de la cromatografia es el de separar los componentes de una mezcla. El termino que nos dice
qué tan bien se separan los picos es la resolucién (Rs) Ecuacion 5.0. Este término es definido como la

diferencia en el tiempo de retencién dividido entre el promedio de los anchos de los picos en la linea base.

Figura No 1.17

o fry=tr] (5.0)
T 1 2(wp +wp)
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Figura No 1.17: Definicién de la resolucion.
Cuando este término es muy pequeio (Rs= 0.75), los picos se traslapan, y por el contrario si es muy
grande (Rs= 10), se desperdicia tiempo de andlisis; una resolucién de 1.5 es suficiente para separar dos

picos de tamaiio similar. Figura No 1.18

Rs=0.75 Selectividad adecuada pero
eficiencia baja.

Rs =10 Buena eficiencia y selectividad.

Rs=1.5 Buena eficiencia pero poca
selectividad y k bajo.

Figura No 1.18: Diagrama de la separacién de dos compuestos con distintas resoluciones.

La resolucién también es afectada por diversos pardmetros operacionales como se muestra en la siguiente

Ecuacidn 6.0:

Rs = :1__\/5‘ [g] [L] (6.0)

Donde: N = Eficiencia.
o = Selectividad.
k = Capacidad.

Se puede variar cada uno de los tres términos de la ecuacién para modificar la resolucién, la cual puede

mejorar al aumentar la separacién entre los picos cambiando la selectividad de la columna 6 disminuyendo

sus anchos individuales (eficiencia de la columna). (29, 30, 31)
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Ensanchamiento del pico (platos teéricos).

La eficiencia de la columna es expresada por el niimero de platos tedricos, “N". Los platos teéricos miden

el ensanchamiento de la banda del soluto a medida que pasa a través de la columna.

Se define un plato teérico como un equilibrio entre las dos fases, y es calculado a partir del tiempo de

retencién y la anchura de la base del pico (wy). Ecuacion 7.0

: (7.0
N =16] ' )
\‘v’b

Con frecuencia es preferible medir el ancho del pico a la mitad de su altura (w),) pues esta medicién es

menos sensible a la asimetria por coleo o cabeceo de los picos. Ecuacion 7.1

2
N:S.s{ﬁ ) (21
W/2

Algunos de los factores que afectan el nimero de platos teéricos son: tiempo de retencion, longitud de

columna, temperatura de columna, soluto, caudal, tamafio de la muestra, técnica de inyeccion, etc. (29)

La eficiencia de la columna también se expresa como la altura de plato teérico H, Ecuacion 8.0. Al

aumentar el nimero de platos tedricos disminuye la altura y mas eficiente es la columna.
L
H = (8.0)

Donde L es la longitud de la columna expresada en centimetros o milimetros. H indica la longitud de la
columna necesaria para generar un plato.

Para conseguir una médxima eficiencia, la columna debe funcionar a un caudal éptimo de gas acarreador, y
que se puede calcular a partir de una gréifica de H en funcién del caudal (grifica de Van Deemter). En
donde la altura minima de H determina la velocidad lineal éptima del gas (fase mévil) o el caudal que

debe usarse. Figura No 1.19

Al aumentar la longitud de la columna, también aumenta N, sin embargo, también aumenta el tiempo de
andlisis. Otros factores como el gas acarreador y el grosor de la fase estacionaria empleados también

afectan la eficiencia. (29, 31)
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Figura No 1.19: Grifica de Van Deemter para una
columna empacada de cromatografia de gases.

La altura del plato define el ensanchamiento del pico y los factores que la afectan son los procesos

termodindmicos y cinéticos de la columna:

e [rregularidades del flujo que provocan mezclado convectivo.
¢ Difusién transversal y longitudinal en la fase mévil.

e Velocidad finita en el equilibrio del soluto entre la fase estacionaria y fase movil,

La ecuacion de Van Deemter Ecuacion No 9.0, relaciona los parametros operacionales de la columna con

su eficiencia.
H=A+B/;}+C;) (9.0)

Estos tres términos identifican los principales aportes a la dispersion del pico, donde:

A es la difusion parasita o efecto de camino miltiple, que es el resultado de la heterogeneidad en las
velocidades del flujo y en la longitud de los caminos alrededor de las particulas del empaque, por lo que
las moléculas de la muestra se mueven a diferente velocidad lineal provocando el ensanchamiento de los
picos disminuyendo la eficiencia de la columna. Cuando se utilizan columnas capilares el término A es

CEro.

B es la difusién molecular longitudinal o axial, es decir el soluto emigra de las zonas de alta concentracion
a las de menor concentracién dentro de la fase mévil, y depende de la velocidad media del gas. La

difusién provoca una dispersién gaussiana que disminuye la eficiencia de la columna.

C es la resistencia a la transferencia de masa del soluto. El movimiento molecular lento dentro de la fase
estacionaria significa un mayor tiempo de residencia en esta fase mientras que otras moléculas avanzan

con la fase mévil. Conforme la fase movil se mueve més rdpido a través de la columna y mds lenta sea la

-39 .



Capitulo 1. Marco Tedrico.

IS G e T A T P S TR R e o G TV e e s S Y
transferencia de masa, mds ancha serd la banda del soluto que eluye de la columna. C depende del espesor
de la fase estacionaria, la difusibilidad del soluto en la fase liquida, el factor de capacidad y la velocidad

de flujo. (29)

M es la velocidad lineal promedio del gas en la que la columna funciona con su maxima eficiencia y

puede determinarse a partir de la longitud de la columna, L; y el tiempo muerto t,. Ecuacién 10.0

L (10.0)

f
0
Es importante seleccionar el gas acarreador adecuado porque afecta el funcionamiento tanto de la columna

como del detector.
Selectividad.

La selectividad se refiere al espacio relativo entre dos picos Figura No 1.18. Este término esta definido
por la retencidn relativa (o) Ecuacion 11.0 que es la relacion del tiempo que dos picos permanecen en la
fase estacionaria y es proporcional al coeficiente de reparto, K. Si o« = 1.00 los dos picos tienen
solubilidades idénticas y es imposible la separacién. Mientras mds elevados son los valores de alfa, mayor
es la selectividad de la fase estacionaria y mds fdciles las separaciones. (29, 30)

trA _tp(A)=1g (11.0)

t,B 1r(B)=1o
El término « es optimizado al seleccionar la fase estacionaria y la temperatura de la columna correctas.

o=

Factor de capacidad.

El término retencion esta definido por el factor de capacidad k, el cual relaciona la cantidad de soluto en la
fase estacionaria y mdvil en equilibrio con las propiedades termodinimicas de la columna y con la
temperatura. El factor de capacidad es el tiempo adicional que un soluto requiere para eluir en
comparacién con un soluto no retenido, dividido entre el tiempo de elucién de un soluto no retenido.
Ecuacion 12.0

k:ﬁ’____’_u (12.0)
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1.24.1.3  Instrumento: Cromatégrafo de Gases.

Los componentes basicos de un cromatégrafo de gases son: Cilindro del gas portador, control del caudal

del gas, inyector, horno, columna, detector, registrador. (29, 30, 31)

Medidor de pompas

dejabén

Registrador o
Sistema de computo

Figura No 1.20: Esquema de un Cromatdgrafo de Gases.

Gas portador.

Transporta los componentes voldtiles de la muestra a través de la columna. Deberd ser quimicamente
inerte, no reaccionar ni con la muestra ni con la fase estacionaria, de alta pureza, de bajo peso molecular y
un proposito secundario de éste es el de obtener una matriz adecuada para que el detector mida el

componente de la muestra.

Los gases portadores utilizados en cromatografia de gases son el helio, nitrégeno e hidrégeno.

Si el gas portador es de peso molecular elevado (como el nitrégeno), generard mds platos tedricos, aunque
se retardara el tiempo de andlisis, un gas portador ligero (como el H, y He) genera menor cantidad de
platos tedricos, pero optimiza la velocidad del andlisis. El nitr6geno da una eficiencia mds alta (menor
altura del plato) a la velocidad 6ptima, mientras que el helio e hidrégeno dan un menor nimero de platos
tedricos, pero su 6ptimo de eficiencia esta a velocidades de flujo mas altas que el nitrégeno, por lo que el

tiempo de corrida es reducido. Figura No 1.21

-4] -



Capitulo 1. Marco Tedrico.
O R N N S e e W S W S e

14 N
12}

2

10
08 He
0.6f

Altura de plato

02F

1 1 1 1 1 1 1 i —|
0 10 20 30 40 50 #0 70 80 90
Velocidad lineal promedio. em/s
Figura No 1.21: Grifica Van Deemter para algunos gases
portadores que fluyen a través de una columna WCOT.

El gas portador debe ser de alta pureza, pues las impurezas que contenga (en especial agua y oxigeno)
pueden alterar quimicamente la fase estacionaria y por lo tanto modificar los tiempos de retencion y

producir senales de fondo en el detector o picos fantasmas.

El gas portador se elige principalmente de acuerdo al tipo de detector empleado y en segundo término la

velocidad del andlisis que se desea.

Es importante medir y controlar el caudal del gas portador, pues la eficiencia de la columna depende de
una apropiada velocidad lineal del gas, y en el andlisis cualitativo el flujo del gas debe ser constante para
tener tiempos de retencién reproducibles.

Esto se logra conectando reguladores de dos etapas en el cilindro del gas portador y reguladores del
caudal, aunque muchos cromatégrafos modernos son equipados con medidores electrénicos del caudal los
cuales son controlados por computadoras; mientras que la medicion de los caudales usualmente se hace

con un caudalimetro de burbuja de jabon. (29, 30)
Inyector

La introduccion de muestras en el cromatdgrafo de gases es mediante jeringas (de 1 a 10 pl de volumen de
inyeccién) o vilvulas muestreadoras de gases, en el caso de las jeringas la muestra entra al inyector al

perforar con una jeringa un septum de goma de silicon autosellable ubicado en la cabeza del inyector.

El inyector es una cimara de vaporizacién instantdnea situada en la cabeza de la columna, constituida por
un alineador de vidrio contenido en un bloque metalico, donde la muestra es vaporizada y barrida hacia la

columna.
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Normalmente el inyector estd 50 °C por encima del punto de ebullicién del componente menos volitil de

la muestra, el inyector debe ser calentado uniformemente para que la muestra se vaporice rapidamente sin

que haya descomposicion térmica debido a puntos calientes o condensacion debido a puntos frios.

Las columnas capilares exigen muestras mucho menores, en estos casos se emplea un sistema divisor de la
muestra (modo Split su nombre en Inglés), que permite pasar a la cabeza de la columna solamente una
pequena fraccion de la muestra inyectada, desechdndose el resto. Esta técnica impide la sobrecarga de la
columna, pero desperdicia una porcién significativa de la muestra; si se desea mejorar la sensibilidad se
puede introducir la muestra en la columna por el modo Splitless su nombre en Inglés; también se puede
inyectar toda la muestra directamente en la columna (modo On Column su nombre en Inglés), en el cual el
inyector es enfriado, la aguja de la jeringa se introduce en la columna, después de la inyeccion el inyector

es rapidamente calentado y comienza la separacion. (29, 30, 31)

Horno.

La temperatura de la columna se controla al colocar la columna dentro de un horno, por lo que las

columnas deben ser enrolladas. Para tener tiempos de retencién reproducibles la temperatura del horno

debe ser controlada en el orden de 0.1 °C.

Puede suceder que si la temperatura de la columna es muy alta los picos salen muy juntos al principio del
cromatograma pobremente resueltos, por el contrario si la columna esta muy fria los compuestos no

eluyen a un tiempo razonable, obteniendo picos muy anchos.

Las separaciones cromatograficas pueden ser isotérmicas o programadas: en las separaciones isotérmicas
la temperatura de la columna se mantiene constante durante el andlisis, provee una resolucién éptima pero
s6lo pueden separarse compuestos con intervalos de punto de ebullicién estrechos; en las separaciones con
temperatura programada la temperatura aumenta durante el andlisis, al comenzar el andlisis la temperatura
es baja para resolver los compuestos que tienen tiempos de retencion pequenos, conforme el andlisis
avanza la temperatura aumenta reduciendo los tiempos de retencion de los compuestos que eran mas

retenidos. (29)
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Columna.

En la cromatografia de gases hay dos tipos bdsicos de columnas las empacadas y las tubulares abiertas o
capilares, estas ultimas de amplio y mayor uso en los dltimos anos.

Las columnas empacadas se construyen con tubos de acero inoxidable, o vidrio; los didmetros internos
van de 1.6 a 9.5 mm y con frecuencia la longitud es de 1 - 5 m, estas columnas se empacan con un soporte
interno o adsorbente de gran drea, usualmente tierra de diatomeas y la fase estacionaria se deposita sobre

estos.

La eficiencia de estas aumenta cuando el tamaio de particula disminuye, y dan mejores separaciones para
mezclas de gases y compuestos de bajo peso molecular.

Las columnas capilares tienen un didmetro interno de 0.53 mm o menos, usualmente el capilar se
construye de silica fundida la cual se recubre con poliimida para proteger la pared exterior. La capa de
fase estacionaria cubre la pared interior y usualmente tiene un intervalo de grosor de 10 a 0.25 pum.

Para una mayor eficiencia la fase estacionaria se distribuye a través de la columna como una capa delgada.

En las columnas tubulares abiertas la capa de fase estacionaria se deposita en la pared del tubo, por lo que
este tipo de columnas tiene una trayectoria para el flujo abierta y sin restriccién por en medio, lo cual

disminuye la caida de presién. Figura 1.22.

Las columnas capilares pueden ser:

o Columnas tubulares abiertas con pared impregnada (wall-coated open tubular WCOT en Inglés). Son
tubos de silica fundida, en que la fase estacionaria liquida cubre la pared interior.

e Columnas tubulares abiertas con soporte impregnado (support-coated open tubular SCOT en Ingl€s).
Son tubos de silica fundida, en que la fase estacionaria liquida que estd impregnada en un soporte
cubre la pared interior.

¢ Columnas tubulares abiertas con capa porosa (porous-layer open tubular PLOT en Inglés). Son tubos

de silica fundida, en que la fase estacionaria s6lida cubre la pared interior. (29, 32)
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Fase estacionana Fase estacionania liquida Pamcu.las de fase
sobre un soporte séhido estacionana solida

©

Pared de lacolumna
Colurana tubular shiertade  Colurmna tubular abierta recubierta  Columna tubular shierta
pared recubierta (WCOT) de un soporte (SCOT) de capa porosa (PLOT)

Figura No 1.22: Tipos de columnas tubulares abiertas

La fase estacionaria contenida en la columna determina la retencion y selectividad de la separacidn, esto

debido a las interacciones moleculares del soluto con la fase estacionaria (dipolo-dipolo, dipolo-dipolo

inducido, puentes de hidrégeno, interacciones dispersivas).

Tipos de fase estacionaria:

Liquidas: comiinmente son elaboradas de polisiloxanos (Si-O),, con diversos grupos funcionales como
metilos, fenilos, cianopropilos, la concentracion y tipo de grupos funcionales determina la
selectividad; fases estacionarias polares como el polietilenglicol y ésteres (diisodecil ftalato,

dietilenglicol succinato, etc.); fases especiales para compuestos quirales.

2. Adsorbentes sélidos: elaboradas a partir de polimeros porosos entrecruzados como acrilonitrilo-
copolimero de divinilbenceno, estireno-copolimero de divinilbenceno, polivinil pirrolidona, etc., otros
adsorbentes son alumina, silica gel, zeolitas, etc.

3. Entrecruzadas: Estas presentan enlaces covalentes entre sus moléculas, por lo que aumenta su
temperatura limite y su tiempo de vida.

4. Enlazadas: en estas las fases liquidas forman enlaces covalentes con las paredes de silica fundida de la
columna, son térmicamente més estables y conservan las propiedades cromatogrificas de las fases
liquidas originales. (29)

Detector.

El detector es un dispositivo que mide la concentracion de cada uno de los componentes de la muestra y

genera una sefal eléctrica proporcional a dicha concentracién. Cuando la concentracién es alta tiende a ser

no lineal y a baja concentracién la cantidad minima detectable es definida como la concentracién que da

una respuesta tres veces mayor que el ruido (linea base). El intervalo de linealidad de un detector es
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definido como la concentracién entre el limite de deteccién y cuando la respuesta se desvia de la

linealidad un 10 %. (29)

Los detectores pueden ser sensibles a la concentracion, es decir, su respuesta depende sélo de la
concentracién del analito; o sensibles a la masa, responden a la masa del analito que entra al detector por
unidad de tiempo.

Los detectores que responden a todos los analitos son llamados universales y los que s6lo responden a

ciertos compuestos son llamados selectivos.

En general se desea que los detectores tengan las siguientes caracteristicas: Adecuada sensibilidad,
estabilidad y reproducibilidad, respuesta universal, respuesta selectiva, respuesta lineal, simplicidad y

durabilidad. 31)

A continuacién se describen tres de los detectores (ademas del espectrometro de masas) mas usados en la

cromatografia de gases:

Detector de Ionizacién de Flama (DIF).

En un quemador que produce una flama de hidrégeno, el efluente de la columna se mezcla con hidrégeno
y aire, al aplicar una diferencia de potencial entre el extremo del quemador y un electrodo colector se
produce una corriente la cual proviene de los iones y electrones generados en la flama hidrégeno-aire.
Cuando entra en la flama material ionizable con el eluyente de la columna, este se quema y la corriente
aumenta notablemente, la corriente que resulta se dirige para su medida hacia un amplificador operacional
de alta impedancia.

Este detector es sensible a la masa, pues responde al mimero de dtomos de carbono que entra en el
detector por unidad de tiempo, es insensible a compuestos como H,O, CO,, SO, y NOx, grupos
funcionales como carbonilo, alcohol, halégeno y amina, originan en la llama pocos iones o pricticamente
ninguno. Tiene una elevada sensibilidad (10" g/s) y un gran intervalo de respuesta lineal (10") y bajo

ruido; aunque una de sus desventajas es que destruye la muestra. (29)
Detector de Conductividad Térmica (DCT).

Consiste en un filamento metdlico en espiral sostenido en el interior de una cavidad que esta dentro de un
bloque metilico, al pasar una corriente a través del filamento se eleva su temperatura. El filamento pierde
calor al transferirlo por medio de conduccion térmica con las moléculas del gas portador, conveccién libre
y forzada, radiacién y conduccién a través de los contactos del metal. La velocidad con la que el filamento

pierde calor depende de la composicién y flujo del gas.
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Cuando eluye una muestra de la columna, como las moléculas de esta son mds grandes y se mueven con
mayor lentitud conducen menos el calor, la temperatura del filamento aumenta y causa el correspondiente
incremento en la resistencia eléctrica. El cambio de resistencia del filamento se mide mediante un circuito

con puente de Wheatstone.

Este detector es de respuesta universal, tiene un amplio intervalo lineal (10%), no es destructivo de la

muestra, pero tiene una sensibilidad relativamente baja; 10” g de soluto/ml de gas portador. (29, 31)

Detector de Captura de Electrones (DCE).

El detector de captura de electrones mide la disminucién de una senal en vez del aumento de la corriente.

A medida que el gas acarreador fluye a través del detector, una lamina radiactiva de *Ni ioniza las
moléculas de un gas auxiliar (normalmente N,) y forma electrones lentos, estos se desplazan hacia al
anodo y se colectan produciéndose una corriente constante que se amplifica y mide. Al introducir en el

detector una muestra que contenga moléculas que capturan electrones se reducird esa corriente.

Este detector es de respuesta selectiva para compuestos halogenados, per6xidos, quinonas y grupos nitro,
no es sensible a grupos funcionales como aminas, alcoholes e hidrocarburos; tiene un intervalo limitado de

respuesta lineal (10%), y no altera la muestra de manera significativa. (31, 32)
1.2.4.14 Ventajas y desventajas de la cromatografia de gases.

Las principales ventajas de la cromatografia de gases son:

» Alta resolucion: Lo que permite separar muestras complejas.

* Velocidad: Separa varios compuestos en poco tiempo.

e Sensibilidad: Es capaz de separar mezclas complejas y detectarlas en concentraciones
extremadamente bajas esto dltimo depende del tipo de detector utilizado.

* Sencillez.

¢ Resultados cuantitativos.

Mientras que sus limitaciones son:
e Muestras muy complejas requieren de extraccion, limpieza o derivatizacién (si los compuestos a
analizar son termolabiles) antes de analizarlas por cromatografia de gases.

e Esuna técnica “deficiente” para andlisis cualitativos.
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¢ Esuna técnica deficiente para usarla en escala preparativa.
« Esdificil tratar compuestos iénicos, compuestos de elevada polaridad y compuestos de peso molecular

elevados pues no son volatiles. (29, 31)

1.2.4.2 Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas es una metodologia espectroscOpica en la cual se generan espectros
caracteristicos y tnicos para las moléculas de distintos compuestos, por lo que aporta informacion acerca
de la estructura de las moléculas orgdnicas, estructura y composicion de superficies sélidas, relaciones
isotépicas de atomos en las muestras, etc.

El principio bajo el cual operan los espectrometros de masas es el de promover la ionizacion de las
moléculas de un compuesto y posteriormente separar y cuantificar los distintos iones que se han

producido.

Cuando a una molécula la hacemos interaccionar con una fuente de alta energia (ca. 70 eV) provocamos la
salida de un electrén del orbital molecular, con ello se genera el i6n molecular (M™); si el i6n queda con
un exceso de energia que no es capaz de estabilizar, se fragmentara expulsando un fragmento neutro (mx)
y formando un i6n fragmento (A™) de menor masa:  Figura No 1.23

M +e ——a M™ +2¢

M*' —a A"+

Figura No 1.23. Proceso de ionizacién.

Si el i6n fragmento A™ ain posee un exceso de energia que no pueda estabilizar, éste continuard

fragmentdndose expulsando mas fragmentos neutros y produciendo iones de masas cada vez menor.

Figura No 1.24

() | o+ _(md)

> elc

Figura No 1.24. Mecanismo de fragmentacion.
Cuando en un espectro de masas se puede definir uno de estos procesos, se le denomina “mecanismo de
fragmentacion”.

Cualquiera de los iones formados puede seguir distintos mecanismos de fragmentacion y esto tan solo

depende de la cantidad de energia que recibi6 la molécula durante la ionizacion, todos los mecanismos de
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fragmentacién que pueda seguir una molécula constituyen un patrén de fragmentacion y este es

caracteristico y tinico para una molécula. Figura No 1.25

NN

Figura No 1.25 Patr6n de fragmentacion.

Los procesos en espectrometria de masas son unimoleculares, consecutivos y competitivos. ésto quiere
decir que cada molécula de un compuesto se comportard en una forma distinta e independiente de las
demds. En la ionizacion, cada molécula podrd adquirir una energia diferente que la conducira a través de
diferentes mecanismos de fragmentacion, produciendo diferentes iones; sin embargo para un compuesto
determinado existirdn ciertas estructuras iénicas que son mds estables y que por lo tanto generen iones
fragmento preferentes. Esto da lugar a la formacion de un mayor mimero de iones de una masa

determinada.

Si después de la ionizacion separamos los iones formados en funcién de sus masas, no sélo tendremos
informacién de la masa de la molécula original (definida por el valor M™) sino que también se registran
los distintos fragmentos de dicha molécula. Los espectrometros de masas estdn disenados para separar los
iones de distinta masa que se producen en la ionizacién segin su relacién masa/carga (m/z); sin embargo
la mayoria de los iones producidos en este tipo de ionizacién se forman con una sola carga (z =1), por lo
que la relacion masa/carga es igual a la masa (m/z =m) y se tiene una resolucion mdsica. El otro valor que
registran los espectrometros de masas es el del nimero de iones de un mismo valor m/z que se generan y
se define como la intensidad de las senales, el valor de intensidad estd en relacion directa con la
estabilidad del i6n formado y ésto es un reflejo de la estructura del mismo. Una senal intensa debe

corresponder a un i6n estable, lo que a su vez implica una estructura estable. (33)

El espectro de masas es un grifico de barras en el que se relacionan la intensidad relativa de los iones con
su relacion masa/carga (m/z), y €stos son caracteristicos para cada compuesto, el tamafio o el marco del
espectro de masas estd definido por el valor m/z del i6n molecular M™ y las distintas piezas las
constituyen los iones fragmentos A*, B*, C', etc. a sus respectivos valores de m/z, todos estos iones se
encuentran traslapados en el espectro de masas y el i6n con mayor intensidad es denominado pico base y
se le asigna un valor de 100, y la intensidad del resto de los iones se considera como un porcentaje de la

intensidad del pico base. (29)
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1.2.4.2.1 Instrumento: Espectrometro de Masas
Los componentes que constituyen un espectrometro de masas son: 1) sistema de introduccién de muestra,

2) fuente de ionizacién, 3) analizador masico, 4) sistema de coleccion de iones (detector), 5) sistema de

coleccion de datos y 6) sistema de vacio. Figura No 1.26

Sistema de introduccién
de la muestra

\
Fuente de Analizador D Procesador Dispositivo
ionizacion | de masas. > 1ECLOE: > de la senal > de lectura

Vacio.

Espectro de masas

Abundancia

Figura. No 1.26: Esquema de un Espectrémetro de Masas. m/z

Sistema de Introduccion de la muestra.

Permite la introduccién de una muestra representativa en forma gaseosa en la fuente de iones con la
minima perdida del sistema de vacio. La necesidad de producir un alto vacio se debe a que las particulas

cargadas, incluidos los electrones interactian con los componentes de la atmésfera y como consecuencia

son neutralizados.

Los espectrometros de masas estan equipados con diversos tipos de entradas que se adaptan a distintas

muestras:
e Sistemas indirectos de entrada: para muestras termoestables.
¢ Entrada por sonda directa: para muestras liquidas o sélidas no volatiles.
e Sistemas de entrada cromatogrificos y de electroforesis capilar: para determinacién de

componentes de mezclas complejas.

Fuente de ionizacion.

Este es el principal elemento de los espectrometros de masas, ya que la obtencién de un buen espectro
depende de que se haya realizado una buena ionizaciéon. La fuente de ionizacién convierte los
componentes de la muestra en iones positivos (generalmente son el 90 %), mediante el bombardeo con

electrones, fotones, iones o moléculas.
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Las fuentes de ionizacion pueden ser de fase gaseosa o de desorcion. En la primera se volatiliza la muestra
en el sistema de introduccién y luego se ioniza, esta fuente se utiliza para compuestos térmicamente
estables que tengan puntos de ebullicion menores de 500 ° C; mientras que en la segunda la muestra en
estado s6lido o liquido se transforma directamente en iones gaseosos y es utilizada para muestras no

voldtiles y térmicamente inestables.

Las fuentes de iones pueden ser:
¢ Fuentes duras: comunican energia suficiente para producir iones fragmentados con una relacién
masa/carga menor que la del ion molecular, y provee informacion estructural y naturaleza de los
grupos funcionales, aunque su desventaja es que puede desaparecer el pico del ion molecular
impidiendo establecer el peso molecular del analito.
¢ Fuentes blandas: dan lugar a poca fragmentacién, por lo que el espectro de masas resultante,
consta del pico del ion molecular y s6lo algunos o ningiin otro pico, por lo que sirve para la

determinacién exacta del peso molecular.

Métodos de ionizacién mas utilizados en espectrometria de masas.

Tales métodos se dividen en dos categorias métodos unimoleculares (impacto electrénico o ionizacién por
campo) y bimoleculares (ionizacion quimica). En el primero la muestra es gasificada para después entrar a
la cdmara de ionizacion en donde interactia con un haz de electrones. En la segunda categoria, que
incluye las técnicas de desorcion, los iones se forman a partir de muestras en fase condensada dispuestas

dentro de las cimaras de ionizacion.
Ionizacién por Impacto Electrénico

Los electrones emitidos desde un filamento de renio o tungsteno incandescente son acelerados y forzados
a describir una trayectoria helicoidal, por efecto de un pequeno campo magnético. El nimero de electrones
es controlado por la temperatura del filamento, mientras que su energia lo es por el potencial a que se
mantiene el filamento. Los iones se forman por el intercambio de energia durante la interaccién del haz
electrénico con las moléculas de la muestra, lo que produce un ién molecular que generalmente se halla en
un estado de excitacion electrénica y vibracional. Posteriormente se produce la relajacion mediante la
fragmentacion de los iones moleculares que dan lugar a iones de masas mds bajas y en algunos casos se
transfiere un dtomo de hidrégeno al i6n molecular protonado resultando en un pico intenso (M+1)".

Los iones positivos producidos por el impacto electrénico pasan a través de una rendija del espectrémetro

de masas hacia el analizador mésico.
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Algunas de sus desventajas son que se necesita volatilizar la muestra; puede desaparecer el pico del ion
molecular, impidiendo establecer el peso molecular del analito, aunque una extensa fragmentacién permite

identificar estructuralmente los posibles analitos.

Tonizacién Quimica

La ionizacion quimica es el resultado de las interacciones quimicas iénico-moleculares entre una gran
cantidad de iones, formados a partir de un gas reactivo, y las moléculas neutras procedentes de una

pequeia cantidad de muestra,

La ionizacién quimica consiste en hacer interaccionar los electrones emitidos con en gas reactivo el cual
como consecuencia es ionizado. Los iones del gas reactivo interaccionan con las moléculas de la muestra
para producir la ionizacién de los componentes de la muestra. La ionizaciéon quimica produce menos iones
fragmento y mds iones moleculares (M™) y iones protonados (M+1)" o (M-1)", estos iones son
importantes para el andlisis cualitativo pues sirven para identificar el peso molecular de la muestra. Un
ejemplo es la interaccién electrénica con el metano (gas reactivo) que produce iones CH,™, CHs", C;Hs",
estos iones interactian con las moléculas de analito por cuatro mecanismos bdsicos: (1) transferencia de
carga, (2) transferencia de proton, (3) abstraccién del hidruro y (4) adicion.

Los gases reactivos mds usados son: metano, isobutano y amoniaco.

Analizador de masas.

El analizador de masas separa el haz iénico en todos sus componentes segin su relacién masa/carga (m/z).
Los espectrémetros de masas se clasifican segin la naturaleza del analizador de masas en: sector
magnético, cuadrupolar, de tiempo de vuelo y trampa de iones. A continuacién se explican estos

analizadores:

I. De sector magnético: Por historia son los analizadores que por mayor tiempo se han utilizado y
usan un imdn o electroimdn para hacer que el haz procedente de la fuente de iones se desplace con
una trayectoria semicircular por el tubo analizador, el barrido de los iones de diferente masa se

lleva acabo variando la fuerza del campo del imdn o el potencial de aceleracién.

Hoy los analizadores que se conocen como de doble enfoque usan un sector de campo eléctrico

para seleccionar los iones con una sola energia cinética y un sector de campo magnético para
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seleccionar los iones con una sola masa/carga, por lo que los iones mds ligeros se desvian mds que
los iones pesados, finalmente los iones dispersados inciden en el detector y el espectro es obtenido

por el barrido de ambos sectores.

El doble enfoque le da a este instrumento una alta resolucién y exactitud mdsica, es capaz de

medir iones con valores de m/z mayores de 10,000 uma.

2. Cuadrupolar: Consta de cuatro barras cilindricas paralelas que actian como electrodos. En donde
a las barras opuestas se les aplica al mismo tiempo potenciales de radiofrecuencia y corriente
directa. Los iones son acelerados a través de las barras, son deflectados y atraidos alternadamente
por los polos de éstas y para una especifica amplitud de radiofrecuencia y voltaje de corriente
directa s6lo los iones con una sola relacion m/z pueden llegar al detector; iones grandes o
pequenos chocardn con las barras y serdn neutralizados. El intervalo completo de masas es barrido
por un cambio sistemdtico del radio de amplitud de la radiofrecuencia del voltaje de corriente

directa. Una de sus ventajas es que los tiempos de barrido son pequefios.

3. De trampa de iones: Aqui se aplica un campo de radiofrecuencia al electrodo confiriendo a los
iones Orbitas estables. El espectro de masas es obtenido por la desestabilizacién de las 6rbitas para
masas individuales (m/z), una a la vez. Cuando sus 6rbitas son desestabilizadas alrededor de la

mitad de los iones son inyectados al detector.

4. De tiempo de vuelo: Los iones positivos se producen mediante el bombardeo de la muestra con
impulsos cortos de electrones, iones secundarios o fotones generados por liser. Los iones
producidos son acelerados mediante un campo eléctrico, Las particulas aceleradas pasan al tubo
analizador en donde sus velocidades dentro del tubo varian inversamente con sus masas, llegando

primero al detector las particulas mas ligeras que las mds pesadas.

Su principal desventaja es que tiene una menor resolucioén y reproducibilidad que los separadores
de masas magnéticos y cuadrupolares; aunque algunas de sus ventajas son: facilidad de
accesibilidad a la fuente de iones, un intervalo de masas virtualmente ilimitado y rapidez en la

adquisicion de datos.

Los espectrémetros de masas de sector magnético y cuadrupolo son los mds populares dada la facilidad se

su acoplamiento con CG y su simple control a través de computadoras. Ambos permiten una resolucién
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unitaria, esto es pueden distinguir un Am =1 (entre m/z =100 y m/z =101); sin embargo existen equipos

que permiten resoluciones de Am =0.00001, los cuales se denominan equipos de alta resolucion. (33)

Detector.

Este es un multiplicador de iones (o electrones) que permite una respuesta rapida y una ganancia aceptable
(1 * 10°) y ademds genera una senal proporcional al nimero de iones que llegan a €l. Existen diferentes

tipos de detectores entre los cuales se encuentran los siguientes:

e Canal multiplicador de dinodo continuo: Es el mas comiin de los detectores, cuando un i6n choca
con la cubierta de oxido de plomo en la pared del detector, se emiten electrones. Estos electrones
son enviados al detector donde ellos también chocan con la pared emitiendo mds electrones. El
efecto neto es una cascada donde un i6n produce hasta un millén de electrones. La corriente de

estos electrones es amplificada para producir una senal.

e Canal multiplicador de electrones de dinodos discretos: Tiene una serie de dinodos alineados y
cada dinodo se mantiene a un potencial mas alto que el anterior. El cdtodo y los distintos dinodos
tienen superficies de Cobre — Berilio, las cuales emiten rdfagas de electrones cuando son

alcanzadas por iones o electrones de elevada energia.

¢ Copa de Faraday: El detector esta alineado de manera que los iones que salen del analizador
incidan sobre el electrodo colector. La carga de los iones positivos que inciden en la placa es
neutralizada por un flujo de electrones procedentes de tierra y la caida del potencial resultante es

amplifica para producir una senal. (29, 31)

Sistema de vacio.

Los iones producidos deben llegar hasta el detector sin haber sufrido cambios, para ello se requiere que no
exista otro gas presente que pueda dar lugar a colisiones ion-molécula. Esto se logra con el alto vacio
(1*10° a 1*107 torr) y es por ello que los espectrémetros de masas cuentan con bombas mecénicas y

bombas de difusién o turbomoleculares que permiten alcanzar esos niveles de vacio.
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Sistema de coleccion de datos.

Como todo tipo de instrumentos se requiere de un registro permanente de los eventos, en el caso de la

espectrometria de masas la velocidad de adquisicion de datos es muy rdpida por lo que es necesario el uso

de computadoras las cuales agilizan la entrega de resultados y reportes. (33)

1.2.4.2.2  Aplicaciones de la espectrometria de masas.

Entre las aplicaciones mas importantes se encuentran las siguientes:

=T R SRR

3

Elucidacién de la estructura de las moléculas orgdnicas y biolégicas.

Determinacion del peso molecular de péptidos, proteinas y oligonucleétidos.

Determinacion de secuencias de aminodcidos en muestras de polipéptidos y proteinas.

Deteccién e identificacion de especies separadas por cromatografia y electroforesis capilar.
Identificacién de drogas de abuso y sus metabolitos en sangre, orina y saliva.

Pruebas para confirmar la presencia de drogas en sangre de caballos de carreras y en atletas
olimpicos.

Determinacién de residuos de plaguicidas en alimentos.

Control de compuestos orgénicos volitiles en agua de suministro, etc. (31)

1.2.4.23 Ventajas y desventajas de la espectrometria de masas como instrumento analitico.

Ventajas:

Sensibilidad: puede medir cantidades muy pequenas de analito.
Especificidad: que se debe a los patrones de fragmentacién caracteristicos, los cuales aportan
informacién acerca del peso y de la estructura molecular, los cuales son usados para la

identificacién de compuestos desconocidos 6 para la confirmacién de compuestos en una muestra.

Mientras que su desventaja:

Es dificil de establecer cuales son las distintas especies que puedan estar presentes en una mezcla

de compuestos.
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1.2.4.3 Sistema acoplado Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM).

1.2.4.3.1 Ventajas que se obtienen al acoplar un cromatografo de gases a un espectrémetro de
masas.

La cromatografia de gases es una magnifica herramienta para separar y cuantificar mezclas complejas,
pero deja mucho que desear en cuanto a la identificacion de los compuestos que logra separar. La
espectrometria de masas es una magnifica metodologia para la identificacion de compuestos, sin embargo
con ella no es posible el andlisis de mezclas. Como se puede ver ambas técnicas son complementarias y su
acoplamiento dio como resultado una herramienta poderosisima para el andlisis de compuestos orgénicos,
pues con €ste tipo de sistemas es posible identificar y cuantificar los componentes de una mezcla

compleja, en un corto tiempo y con cantidades muy pequenas de muestra.

El acoplamiento de estos dos instrumentos dio como resultado el desarrollo de una nueva metodologia
mucho mds poderosa que permite realizar andlisis que antes resultaban imposibles de resolver. En la
actualidad son varios los sistemas de referencia internacional (ASTM, EPA, NIOSH, USP, etc) que

incluyen a los sistemas CG/EM como una metodologia de rutina para la realizacién de algunos ensayos.

1.2.4.3.2 Instrumento CG/EM.

Los componentes del sistema acoplado CG/EM son: cromatégrafo de gases, espectrometro de masas, y

sistema de computo. Figura No 1.27

) %

e Colmma | g tede Analizador Multiphicador
womzacion de masas  de electrones

Inyector

Entrada del | | | Sistema de
gas portador LJ.J . i adquisicidn
="
Homo I % Vacio ;:a::n;h:tu
s datos
Linea de Lentes

transferencia  de enfoque

Figura No 1.27: Esquema del sistema acoplado CG/EM.

Un problema de incompatibilidad entre el CG y el EM era la diferencia entre las presiones requeridas,
mientras que el cromatdgrafo opera a presiones altas, el espectrometro de masas esta disenado para operar

al alto vacio; por lo que se necesitaba de una interface que llevara los componentes de la muestra de un
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ambiente a otro, la interface introducia los analitos sin perdidas por adsorcién o condensacién, eliminando
la mayor parte del gas acarreador. Las interfaces incluian a un tubo llamado linea de transferencia que
llevaba al efluente cromatografico a la interface, este se calentaba usualmente 25 ° C arriba de la
temperatura mds alta de la columna, para evitar la condensacion y adsorcion del analito.

En la actualidad el uso de columnas capilares de un didmetro externo de 0.3 mm o menor ha hecho posible
introducirlas directamente en la fuente de ionizacion, por lo que el uso de la linea de transferencia ya no es

necesario.

Filamento de la fuente de ionizacidn: picos cromatogréificos grandes (pico del disolvente) pueden dainar el
filamento y este puede apagarse cuando estos picos eluyen; debido a esto se prefiere mantener apagado el
filamento al inicio de los andlisis cromatogrificos, que es cuando eluyen los disolventes, esto es conocido
como “Solvent Delay™ (su nombre en Inglés). Al incrementar la corriente del filamento aumenta la
sensibilidad del espectrémetro de masas pero también disminuye el tiempo de vida del filamento. Por lo

que se requiere cambiar el filamento y limpiar la fuente cada cierto tiempo.

Para detectar los picos estrechos del cromatégrafo de gases el espectrometro de masas debe hacer un
barrido rdpido a través del intervalo de masas seleccionado, esté método es conocido como SCAN (su
nombre en Inglés). El valor de m/z que es barrido es seleccionado por el operador, un barrido lento da
mayor sensibilidad, pero a valores mds grandes de barrido disminuye la sensibilidad porque se reduce el
tiempo en el que pasa cada m/z. Un valor de barrido tipico para un Cromatégrafo de Gases/Espectrémetro
de Masas es de 33-300. Se comienza con una m/z = 33 porque los picos del aire m/z = 28 y 32 son

eliminados.

Cuando se desea mejorar la sensibilidad del espectrémetro de masas se elige un intervalo estrecho de m/z
o uno solo, esta técnica es llamada monitoreo selectivo de iones (selected ion monitoring, SIM su nombre
en Inglés). Para maximizar la sensibilidad los valores de SIM pueden incluir el pico base y otro ion

abundante.

Las ventajas principales de un espectrémetro de masas como detector para cromatografia de gases son:

¢ Esun detector universal para CG.
* Alta sensibilidad: 10"°g por el método SCAN y 10"°g por el método SIM.
e Especificidad para la identificacion de compuestos desconocidos o su confirmacion, es muy

sensible pues los analizadores mdsicos reducen la interferencia de fondo.
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e Es muy especifico pues los patrones de fragmentacién son caracteristicos y proporcionan
informacion acerca del peso y la estructura molecular.
e Los picos son identificados al comparar su espectro de masas con los de una biblioteca o se

determina su estructura por los patrones de fragmentacién que presentan.

Y sus desventajas son:

e Tiene un costo de mantenimiento alto.
¢ Necesita un operador con experiencia.

o Esdificil igualar la precision y exactitud obtenida con otros detectores. (29, 31, 33)

1.2.4.3.3 Campos de aplicacion de los sistemas acoplados CG/EM

Cualquier muestra que pueda ser sometida a un andlisis por CG podrd, en principio, ser analizada en
CG/EM. El requisito que generalmente se establece es el que los componentes de la muestra posean una
presion de vapor alta a la temperatura de operacién de los equipos (de — 10 a 450 ° C). Otro requisito, que
tiene mds que ver con los andlisis cuantitativos, es el de asegurarse que todos los componentes de la
mezcla sean voldtiles, que eluyan de la columna en un tiempo razonable y que no se degraden

térmicamente.

Tradicionalmente los andlisis por CG se practican tanto para formulaciones, en donde solo interesa
determinar los componentes mayoritarios o bien en el andlisis de trazas; este intervalo tan amplio de

concentraciones es también aplicable a los sistemas CG/EM y el extremo inferior puede atin ser menor.

Los campos en los que este tipo de instrumentos se ha empleado es muy variado, por ejemplo, en la
determinacién de plaguicidas en jugos de frutas, mantequilla, etc. identificacion de los componentes de
medicamentos y determinacion de sus metabolitos en fluidos biol6gicos, determinacién de subproductos

en sintesis orgdnicas, etc. (33)
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1.3  Métodos para analisis de plaguicidas en alimentos.

Dado el impacto que tiene el uso de plaguicidas en el ambiente su determinacion en los productos
alimenticios y en el medio ambiente es de vital importancia por lo que se han desarrollado diversas
metodologias para determinarlos en suelo, agua y alimentos siendo la cromatografia de gases capilar la

técnica mas utilizada para su determinacion.

Los plaguicidas desarrollados recientemente son mds sofisticados en su quimica, selectividad y solubilidad
pues son disefiados para ser efectivos en aplicaciones de baja concentracion, debido a ésto las
metodologias disenadas para su determinacion deben ser capaces de detectar niveles de partes por billén
(ng/kg) o menores, ademds de que los niveles legales de tolerancia para estos compuestos quimicos han

llegado a ser tan bajos que se requiere incluso de detecciones en niveles de partes por trillén (ng/kg).

Actualmente con los instrumentos modernos disponibles se pueden tener sensibilidades cercanas a los
mg/kg (ppm), por lo que para medir cantidades menores es necesario concentrar (enriquecer) los
plaguicidas presentes sin que se pierdan los analitos o se concentren las impurezas de reactivos y/o

materiales.

1.3.1 Eleccion de un método para la determinacion de plaguicidas.

Para elegir el método de determinacion de plaguicidas apropiado se deben tomar en cuenta dos cosas, la
primera es el tipo de muestra a analizar, pues su composicion (contenido de grasa, agua, azicares, etc.)
afecta la separacion de los residuos de plaguicidas de la matriz que los contiene; mientras que la segunda

toma en cuenta las caracteristicas quimicas de los plaguicidas, por ejemplo su polaridad:

Plaguicidas polares: azodrin, monitor, monocrotofos, ometoato, etc.
Plaguicidas no polares: DDT, clordano, lindano y dieldrin o N-metil carbamatos como carbarilo,

aldicarb y metomil.

Ademds el método seleccionado no debe aportar nuevas interferencias que pudieran imposibilitar la
determinacién de los plaguicidas; debe ser capaz de confirmar la identidad de los analitos ademds de
cuantificarlos; el recobro obtenido para el método elegido debe estar dentro del intervalo aceptable que
marca dicha metodologia ademds de validar el método para cada tipo de muestra, pues no se sabe el efecto

que puede tener la naturaleza de la matriz en la determinacion. (19, 34)
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1.3.2  Etapas involucradas en los métodos de analisis.

En general los métodos de anilisis de plaguicidas involucran dos etapas: preparacién de la muestra y
determinacion, la primera incluye extraccion, limpieza y concentracién. Este tipo de metodologias
determina un solo plaguicida o sus familias y se conocen con el nombre de métodos selectivos o
multiresiduos; en la actualidad la tendencia es desarrollar métodos multiresiduos multiclase, es decir estas
nuevas metodologias determinan residuos de diferentes plaguicidas simultineamente en una extraccion-

determinacion.

1.3.2.1  Extraccion.

El proceso de extraccion se lleva a cabo generalmente usando uno o varios disolventes. El propésito de la
extraccion es remover la mayor cantidad de residuos de plaguicidas que sea posible de la muestra con un
minimo de contaminacion. Esto se logra al dividir la muestra en particulas mds pequenas
(homogenizando) para aumentar el drea superficial que estd en contacto con el disolvente, el cual debe
disolver los plaguicidas y disolver lo menos posible los demds componentes de la muestra. El extracto
obtenido es entonces separado del material sélido por filtracién al vacio. El objetivo de la homogenizacién
es romper los tejidos de la planta y exponer los plaguicidas que penetraron al interior para que

interaccionen con el disolvente.

Cuando se desea extraer residuos de plaguicidas de productos que tienen gran cantidad de humedad, se
debe usar disolventes que sean miscibles con el agua ya que estos lograran extraer mejor los analitos al

estar en contacto directo con la muestra durante la homogenizacion.

Los disolventes mds usados para la extraccién son acetonitrilo o acetona y sus mezclas con agua (para
muestras con humedad < 30 %), aunque el acetato de etilo ha comenzado a introducirse en este tipo de
metodologias.

Se prefiere usar acetona (p. eb. 56.5° C) como disolvente de extraccién porque es mds volitil que el
acetonitrilo (p. eb. 81.6° C) y por lo mismo es mds ficil de concentrar, pero el acetonitrilo sigue siendo el
disolvente mds popular pues tiene la ventaja de ser un disolvente mas fuerte (es mas polar) y es
rapidamente miscible con el agua, pero su mayor ventaja es que puede ser separado del agua por una
simple adicién de sal (salting out por su nombre en Inglés) y el azeotropo que forma con el hexano puede
ser concentrado facilmente pues su punto de ebullicion es de 52° C y en este caso la concentracién de la

muestra es relativamente mds simple que una solucién acuosa de alcohol o acetona. (19, 34, 35, 36)
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1.3.2.1.1 Influencia de los disolventes.

Es esencial que los disolventes usados en estas metodologias sean de alta pureza, pues si contienen
impurezas estas son concentradas al evaporar el disolvente, también se debe tomar en cuenta la respuesta
que tiene el disolvente en el detector usado porque usualmente se usan detectores que son selectivos para
un elemento que contiene la molécula analizada, por lo que el extracto final no debe estar disuelto en un
disolvente que contenga elementos a los que el detector responda.

Al aumentar la polaridad del disolvente de extraccion los métodos tienen la capacidad de extraer mayor
cantidad de residuos pero también aumenta la cantidad de compuestos coextraidos, la presencia de
disolventes polares en el extracto afecta el proceso de limpieza por lo que los residuos extraidos deben ser
transferidos a otro disolvente para después ser limpiados.

Se prefiere usar disolventes con bajo punto de ebullicién, pues esto permite una ripida evaporacién de los
mismos para ajustar la polaridad de los extractos y que estos sean compatibles con el detector.

En general todos los disolventes varfan en toxicidad y para estas metodologias se deben usar los menos

toxicos.

1.3.2.2 Limpieza.

Los procedimientos de limpieza purifican los extractos por lo que permiten una identificacidn definitiva
de los residuos extraidos que se encuentran en bajas concentraciones, sin embargo, la mayoria de los

procedimientos de limpieza adsorben, destruyen o remueven algunos residuos de analitos del extracto.

En este paso se eliminan en gran medida los compuestos coextraidos de la muestra (que impiden el
andlisis directo de la misma) y muchos plaguicidas polares, la mayoria de los procedimientos de limpieza
involucran a la cromatografia ya sea en columna o cartuchos y el tipo de adsorbentes y disolventes de
elucion usados dependera de las caracteristicas quimicas de los compuestos que se desea recobrar. Existen

diversos procedimientos de limpieza entre los que destacan:

e Particion Liquido-liquido: Los disolventes usados deben ser poco téxicos, de bajo punto de
ebullicion, no afectar el detector usado y minimizar la concentracién de los componentes polares
extraidos de la muestra. Las combinaciones de disolventes comiinmente usadas son:

- Para frutas y verduras grasas: acetonitrtilo-éter de petréleo-agua.
- Frutas y vegetales en general: acetona-cloruro de metileno-éter de petréleo-agua.
e Columna empacada con Florisil: Esta columna absorbe los componentes polares y no se puede

usar si los plaguicidas a recobrar son polares.

Bl
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¢ Columna empacada con carbon-celita-oxido de magnesio: Esta columna no debe usarse para la
limpieza de plaguicidas polares (por ejemplo monitor y acefato) porque el 6xido de magnesio
puede absorber los plaguicidas polares.

e Columna empacada con carbén-celita silanizada: Esta columna puede usarse para la limpieza de

plaguicidas polares, medianamente polares y no polares.

En el caso de las columnas antes mencionadas estas pueden ser: de escala reducida o

minicolumna.

e Extraccion en fase solida: Los adsorbentes mds utilizados son los de fase reversa (C18), Florisil, y
adsorbentes de intercambio i6nico.
e Cromatografia de permeacion en gel: Separa muy bien la grasa de los plaguicidas disueltos en

ella. (19, 34, 35)

En el caso de los métodos multiresiduos multiclase se toman varias alicuotas independientes del extracto y
se les somete a diferentes tipos de limpieza, asi estas alicuotas pueden ser determinadas en diferentes

técnicas instrumentales.

1.3.2.3 Concentracion.

Las técnicas de concentracién mds adecuadas se eligen en funcién del método de extraccion seleccionado,
de los analitos y del disolvente a concentrar. En éste paso los analitos son concentrados al evaporar el
disolvente, el cual nunca se debe evaporar a sequedad pues de ser asi se pueden perder los analitos. Por
ejemplo algunos estudios han demostrado que hay grandes pérdidas del plaguicida «-BHC cuando los
extractos se evaporan casi a sequedad en el concentrador Kuderna-Danish. El disolvente de los extractos
purificados solo es evaporado casi a sequedad cuando interfiere en la determinacion, por ejemplo en el
caso de las extracciones para plaguicidas organohalogenados en las que se usa cloruro de metileno, éste
debe ser removido por completo antes de la determinacién cuando el detector que se usa es captura de
electrones.

En general para concentrar el aparato mas usado es el concentrador K-D, también se usan el rotavapor y el
evaporador con corriente de nitrégeno; aunque actualmente la tendencia es eliminar este paso o
simplificarlo al usar las nuevas técnicas de preparacién de muestras en las cuales se usan pequefias

cantidades de disolventes. (38)
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1.3.2.4  Separacion.

Para una adecuada separacién de los analitos en un sistema cromatogrifico, los extractos en los que se
encuentran los analitos deben ser limpiados adecuadamente para no danar las columnas cromatogrificas,
no reportar la presencia de falsos residuos o cuantificarlos con una exactitud inadecuada o enmascararlos

por completo.

En el caso de la cromatografia de liquidos y de gases la seleccion de las columnas depende de la
naturaleza de los plaguicidas que serdn separados, asi por ejemplo, si se desea separar plaguicidas clorados
o piretroides se usa una fase estacionaria no polar y por el contrario cuando se desea separar plaguicidas
polares una fase estacionaria polar es la mds adecuada, pero para los métodos multiresiduos se prefiere

usar fases estacionarias no polares o medianamente polares. (38)

1.3.2.5 Deteccion.

Debido a que el proceso analitico esta sujeto a posibles errores de interpretacion o medicién es necesario
confirmar la identificacién de los residuos. La eleccién de los procedimientos de confirmacion depende de
la identificacion tentativa del plaguicida, la cantidad de muestra disponible para el andlisis, tipo de

muestra y disponibilidad de la instrumentacién requerida para la prueba de confirmacion.

Para confirmar la identidad de cualquier residuo encontrado en los primeros andlisis la FDA requiere de
un Espectrémetro de Masas y para ello se debe contar con un sistema acoplado CG/EM o bien se pueden
confirmar los residuos previamente reportados por técnicas menos rigurosas con un andlisis

cromatogréfico adicional (CG o CLAE), con diferentes columnas, fases méviles y/o detectores.

Los detectores para cromatografia de gases de uso comtin es este tipo de metodologias son: el detector de
captura de electrones, fotométrico de flama, termoidnicos (Nitrégeno-Fésforo), de conductividad
electrolitica y los sistemas acoplados CG/EM que estin tomando mds importancia en las metodologias
multiresiduos pues detectan y confirman simultineamente la estructura de los plaguicidas que pueden ser

volatilizados. (35, 36, 38)
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1.3.3 Métodos multiresiduos para analisis de plaguicidas.

Como se menciono anteriormente, existen métodos que analizan un solo plaguicida o sus familias y
métodos que son capaces de determinar diferentes clases de plaguicidas simultaneamente. Los primeros
son llamados métodos selectivos y se emplean cuando se sabe qué tipos de plaguicidas se encuentran en

las muestras o cuando un residuo no puede ser determinado por un método multiresiduo comuin.

Los métodos multiresiduos multiclase determinan un gran nimero de plaguicidas con caracteristicas
quimicas diversas en una sola extraccién en un gran nimero de alimentos, este tipo de métodos se emplea

en muestras de origen desconocido, es decir se desconoce con que tipo de plaguicidas fueron tratadas.
1.3.3.1  Principales métodos multiresiduos.

Existen dos métodos multiresiduos principales para la determinacion de plaguicidas en alimentos, los
multiclase y los selectivos, los primeros se clasifican segin el tipo de alimento que analizan, mientras que
los métodos selectivos se clasifican segiin las carateristicas quimicas de los plaguicidas, y cada método a
su vez tiene diferentes procedimientose de extraccidn, limpieza, determinacion y confirmacién entre los

que se puede elegir.

Meétodo I para alimentos no grasos.
Método II para alimentos no grasos.

Métodos multiresiduos multiclase * ; ;
Método para alimentos grasos.

Métodos para N-Metilcarbamatos.

Métodos multiresiduos selectivos Métodos para dcidos y fenoles.
Meétodos para herbicidas del tipo fenilurea.

Métodos para Bencimidazoles.

Las metodologias mas usadas en la actualidad son las ya reportadas por diversas organizaciones mundiales
como las de la FDA, AOAC, EPA, etc., algunas de estas metodologias son resumidas en el Apéndice A
Tabla 1-A. (19, 34, 35, 37) Antes de comenzar el andlisis de la muestra se debe contar con la informacion
necesaria para facilitar el desarrollo de cada uno de los pasos del método multiresiduo a utilizar, por lo que

se debe tomar en cuenta cada uno de los puntos que se mencionan a continuacion:

Ld
En el método I se extrae con acetona o sus mezclas con agua.
En el método II se extrae con acetonitrilo o sus mezclas con agua.
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1. Revision de procedimientos. — - Anilisis de procedimientos apropiados.
2. Preparar la muestra ———p  Muestreo y cantidad de muestra

Productos con contenido de grasa > al 2 %
{lacteos, carne, pescados, semillas, etc).

Basado en el tipo de producto. Productos no grasos (< 2 % de grasa), (frutas y
vegetales, granos, efc).
3. Eleccién del método Huevos/hnevos secos

N-Metilcarbamitos.
| . . o Acidos y fenoles.
Basado en el tipo de residuos especilicos W o E
p p Herbicidas del tipo fenilurea.

Bencimidazoles.

Caracteristicas del producto
4. Revisar informacién de soporte. Preparacion de la muestra

(si se necesita) Control de calidad....
5. Desarrollo del analisis. —— » Métodologias
6. Identificacién de los residuos,. ——» Segtin su comportamiento quimico.
7. Cuantificacién de los residuos.—p  CG o CLAE.
8. Confirmar los residuos ———  » Instrumentos disponibles.

9. Reportar los residuos. ————® Establecer procedimientos.

Entre los métodos multiresiduos generales que cubren el mayor nimero de residuos de plaguicidas y

muestras se encuentran los siguientes:

I. Método Mills-Olney-Gaither (MOG): Método para vegetales y frutas con alto contenido de
humedad (> 30 % H,0) no grasos (< 2% de grasa).

2. Meétodo de Luke: Para frutas y vegetales no grasos.

3. Meétodo para carbamatos Krause: Extraccién con acetona y determinacién por cromatografia de

liquidos. (19, 34)
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En la Tabla No 1.12 se muestran los procedimientos que conforman cada uno de los métodos antes

mencionados.

Tabla No 1.12: Principales métodos multiresiduos.

Plaguicidas clorados y fosforados. Carbamatos
Alimentos no grasos (< 2%), de baja y alta humedad Alimentos grasos (> 2%) Al'me':t:sz %o}grasos
Método de Luke MOG MOG Método de Krause
Polar hasta no polar Relativamente no polar Moderadamente no polar modificado.
Extraccion.
Acetona o acetona-agua. Acetonitrilo o
Etil y/o éter de petroleo. Acetona.

Particion con cloruro de
metileno.

acetonitrilo-agua.

|

Particion con éter de petréleo.

J

Particion con acetonitrilo- éter
de petrdleo.

)

Particién con cloruro de
metileno.

Limpieza.

Limpieza polar
Columna de carbon-celita

!

Limpieza no polar
Florisil

J

Columna de MgO-celita-
carbon.

Florisil con mezcla de éteres o
cloruro de metileno.

|

Florisil PCBs
Eluir con éter de petréleo o
mezcla de éteres o cloruro de
metileno.

Florisil con mezcla de éteres o
cloruro de metileno.

Florisil PCBs
Eluir con éter de petrdleo con
mezcla de éteres y cloruro de
metileno.

Columna de carbén-celita
silanizada.

(19)

1.3.3.2

Ventajas de los métodos multiresiduos multiclase vs métodos multiresiduos

selectivos.

Una ventaja obvia de los métodos multiresiduos multiclase es que pueden determinar una mayor cantidad
de residuos de plaguicidas simultaneamente en comparacion con los métodos selectivos.

El tiempo empleado en el andlisis de los métodos multiclase es menor, pues en una sola extraccién se
pueden determinar decenas de compuestos.

Las cantidades de disolventes empleados se reducen considerablemente disminuyendo los costos y la

cantidad de desechos producidos y ademas se elimina el uso de disolventes altamente téxicos. (34)
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1.4 Evaluacion de métodos de analisis.

Cualquier método que sea nuevo o bien se haya modificado deberda ser validado para confirmar su
efectividad (evaluar desempeno del laboratorio). En general los pardmetros que se evaltan son: linealidad,
exactitud, precision (reproducibilidad y repetibilidad) y limite de deteccion. Este dltimo parametro se

calcula cuando la concentracion del analito se encuentra dentro del nivel de trazas.

1.4.1 Limite de deteccion instrumental (LDI).

Como ya se menciond antes es importante calcular el limite de deteccion cuando se determinan analitos a
concentraciones muy bajas. Existen muchas definiciones de limite de deteccion y en general éste se define
como un niimero expresado en unidades de concentracion (o cantidad) que define la menor concentracion
(o cantidad) de un compuesto (0 elemento) que un quimico analitico puede determinar y que sea
estadisticamente diferente de la sefial generada por un blanco. (41) Esta definicién esta incompleta por lo
que deja un buen margen de libertad para decidir la definicion exacta de limite de deteccion, ya que no
existe un consenso adecuado para su definicién exacta, éste se le define cominmente como la cantidad de
concentracion de analito que proporciona una sefnal igual a la senal del blanco, (ys) mds tres veces la
desviacion estandar del blanco, (Sg). (18)
LDI=yg + 38

Esta definicién no es adecuada para los métodos cromatograficos pues en estos no existe blanco.

La definicién de Iimite de deteccion aplicada a contaminantes alimenticios, es la concentraciéon minima de
un contaminante que puede ser detectada cualitativamente pero no cuantitativamente. La FDA lo define

como una sefial que es 3 veces mayor que la sefial del ruido. (19)

La EPA recomienda estimar el limite de deteccion empleando uno de los siguientes incisos:
1. LDI igual a la concentracién que corresponda a una relacién sefial-ruido de 2.5 a 5.
2. El LDI se considera como tres veces la desviacion estindar de las medidas instrumentales del

analito.

[FS]

LDI igual a la region de la curva estandar donde hay un cambio significativo en la sensibilidad
(ruptura de la pendiente de la curva estdndar).

4. LDI igual a las limitaciones instrumentales. (42)
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El método matemdtico ofrece otra definicion de limite de deteccion que es mds completa:

LDI= X, +35y

En donde al interpolar en la recta de la regresion de la curva de calibracion el punto (y4 + _a’S\,l ), se
obtiene en el eje de concentracion el valor de X que es el limite de deteccion con un 50 % de error; y

Sy, es ladesviacion estindar de X,.  Figura No 1.28

Este limite de deteccion también puede obtenerse al interpolar directamente el punto (v, + _?S‘.\ ) con la

recta y. en donde se obtiene el valor de LDI con un 95 % de confianza.

\

| |
| |
‘ 5

Za t X 1t iy
%1p1 *rer *erm

e

Figura No 1.28. Obtencion de los limites de deteccion y cuantificacién
instrumentales a partir de la recta de regresion y sus intervalos de confianza,

Para calcular tanto el limite de deteccién como el de cuantificacion, el método matemadtico presupone que
existe una relacién lineal entre la sefial analitica (y) y la concentracion del analito (x), por lo que se calcula

la “mejor” linea recta que pasa a través de los puntos de la curva de calibracién por el método de los

minimos cuadrados, es decir “la linea debe pasar por el centro de gravedad de los puntos (x, y) ™.

Cada uno de los puntos de la gréfica estd sujeto a un error experimental. El método de minimos cuadrados
supone que todos los errores se encuentran en la sefal (y), lo que provoca que haya desviaciones en esta
direccion entre los puntos experimentales y la recta calculada.

Como existen errores aleatorios de los valores de la pendiente y de la ordenada al origen, primero se
calcula la desviacion estdndar sobre la regresién (S, ) con la cual se pueden calcular las desviaciones
estandar sobre la pendiente (b) y sobre la ordenada al origen (a). Para calcular el limite de deteccion
ademads se necesita conocer los intervalos de confianza (al 95 % en este caso) sobre la recta calculada, en
los cuales se interpola para conocer el LDI y también el LCI (Limite de Cuantificacién Instrumental) con

el mismo nivel de confianza. (43, 46)
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1.4.2 Limite de cuantificacion instrumental (LCI).

Al igual que en el limite de deteccion instrumental también existen diferentes definiciones para €ste, entre

las cuales se describen las siguientes:

El limite de cuantificacion es el limite mds bajo para mediciones cuantitativas precisas y se sugiere usar el

siguiente valor para éste:
(18) LCI=yz + 10 8p

Usualmente en los métodos de andlisis de alimentos la definicién de limite de cuantificacién, es la
concentracién minima de un contaminante en una muestra alimenticia que puede ser determinada
cuantitativamente con precision aceptable. La FDA lo define como una sefal que es 10 veces mayor que

la senal del ruido. (19)
La definicion de limite de cuantificacion segin el método matematico es la siguiente:

Loi= X, +35 -

Donde X |, que es el limite de cuantificacién con un 50 % de error y se obtiene al interpolar el LDI con la

recta (y,), éste nuevo punto se hace intersectar con la recta de la regresién para obtener X ,;y SXA es la

desviacion estdndar de dicho punto.

El LCI se puede obtener al interpolar directamente el LDI con la recta (y;) y este nuevo punto se hace
interpolar con la recta (y-) para obtener el correspondiente limite de cuantificacién con un 95 % de

confianza. Figura No 1.28

1.4.3  Variabilidad del proceso analitico.

El uso de recobros de adiciones conocidas a las matrices es parte de un protocolo analitico y sirve para
estimar la variabilidad del procedimiento analitico pues los resultados del andlisis de residuos son
afectados por factores primarios procedentes de los pasos de extraccion y limpieza por lo que se obtienen
recobros variables.

También se hacen adiciones conocidas a las muestras para verificar la ausencia de efectos de matriz o
caracterizar dichos efectos, y se deben hacer adiciones cuando se analiza una nueva matriz ya que se debe

verificar la cantidad y tipo de interferencias que provoca.
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Las matrices deben adicionarse con una cantidad que sea entre 5 y 50 veces el LDM estimado 6 entre | y
10 veces el nivel ambiental estipulado, pero no debe ser mayor que el intervalo lineal del método.
El intervalo lineal del método analitico es aquel que se encuentra entre el LCI y hasta que la curva de
calibracién se desvia de la linealidad.
Para calcular la eficiencia de recobro se debe preparar una curva de calibracién a partir de estdndares
puros (= al 95 % de pureza) y graficar el valor de la relacion de sefiales plaguicida/EI (y) como funcién de
la relacion de concentracién correspondiente del plaguicida/EI (x) y obtener los pardmetros de la regresion
(m, a, y b), donde la pendiente representa la sensibilidad del método analitico. Al interpolar en la curva los
valores de las sefales obtenidos en los experimentos de replicas de adicion de matrices, estos se
convierten en las concentraciones correspondientes del o los analitos. Con estos datos se calcula el
coeficiente de variacién (C. V.) para cada cantidad adicionada para estimar la precision de la metodologia

de extraccion empleada. (46, 31, 43, 44, 45)

14.4. Limite de deteccion y cuantificacion del método analitico (LDM y
LCM)

Ya calculada la precisiéon del instrumento (LDI y LCI) se debe calcular la precision del método de
extraccién completo, esto se hace calculando el LDM y LCM.

Para el andlisis de residuos el LDM se define como la cantidad minima de un analito que satisface los
siguientes requerimientos:

e Debe ser mayor o significativamente diferente al LDI.

e EI LDM es la concentracién en la que el recobro es mayor o igual al 70 %. La manera usual de
obtenerlo es a través de una curva de calibracion en donde se grafica la concentracion calculada
de las muestras adicionadas (y) versus la concentracion tedrica (x) de analito en la muestra
adicionada, se calculan los pardametros de regresion (m, a, y b) en donde el valor de la pendiente
multiplicado por 100 es el recobro obtenido.

e El coeficiente de variacién de la determinacién de las replicas del LDM debe ser igual o menor a

0.2 (equivalente a 20 %) (46)

Para obtener el LDM se recomienda procesar minimo siete muestras independientes a través del método
analitico completo, adicionando de 1 a 5 veces el LDI estimado. Se calcula la desviacion estandar de los
valores obtenidos y para calcular el LDM se obtiene la t de student para una cola y n-1 grados de libertad
al 99 % de confianza. (42, 46)

LDM =C.A. + tin) 1.0=099S
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Capitulo 2 Desarrollo Experimental.

2.1 Muestreo.

Se decidi6 analizar inicialmente los vegetales de hojas verdes (espinacas) que provengan de diversas dreas
del pais, debido a que se consumen en grandes cantidades por tener bajo precio (es decir son de uso
comtin en la dieta de los mexicanos) y porque se cosechan todo el afo. Estas plantas presentan una hoja
grande, y su superficie expuesta a los plaguicidas es mayor en relacién con el peso de las mismas.

Las muestras analizadas en este trabajo se obtuvieron en la Central de Abastos, supermercados y en

diversos mercados sobre ruedas en manojos de aproximadamente 250 g. con raices.

2.1.1 Obtencion de la muestra.

I. Central de Abastos (CEDA por sus siglas): Se decidié que unas de las muestras a analizar fueran
espinacas compradas en la central de abastos, debido a que ésta satisface la demanda de alimentos
de mas de 20 millones de habitantes de la Ciudad de México y su drea metropolitana, a ella llegan
alimentos de casi todas de las entidades federativas del pais y aqui se agrupan los agentes que
intervienen en la cadena de distribucién de alimentos en el drea metropolitana.

La Central de Abastos es una de las mds importantes distribuidoras de alimentos de
Latinoamérica, y realiza el mercadeo de mayoreo y medio mayoreo de los productos que ahi se
comercializan, entre los que destacan: nopal, col, rabano, cebolla de rabo, cilantro, perejil, flores y
follaje, lechuga, zanahoria, elote, coliflor, etc.

Debido a esto es posible conocer la procedencia de las espinacas, siendo las principales entidades

productoras de la Repitiblica: Puebla, Estado de México, Tlaxcala y Distrito Federal.

2. Mercados sobre ruedas: También se obtuvieron muestras de diversos mercados sobre ruedas del
Distrito Federal (D. F.), debido a que comiinmente la compra de alimentos en México y
particularmente en el D. F. es por medio de los mercados sobre ruedas donde pequenos
comerciantes venden sus productos directamente al puiblico en ciertos dias y dreas de la ciudad; y
estos pequenos productores cultivan sus propios vegetales en zonas cercanas a la ciudad por lo

que no entran en distribucién de la CEDA.

T
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3. Supermercados: Un sector de la poblacién compra sus alimentos principalmente en los
supermercados, los cuales consiguen los vegetales por un trato directo con los agricultores y los
concentran en grandes almacenes para después distribuirlos en todas sus tiendas, por lo que el

tiempo entre la cosecha y el consumo del vegetal es relativamente grande.

El principal objetivo de analizar muestras obtenidas en diferentes lugares (CEDA, mercados “sobre
ruedas” y supermercados) es conocer el tipo de plaguicidas que los agricultores aplican en los cultivos de
espinaca en particular y el tipo y cantidad de los residuos presentes en este vegetal, que de encontrarse se

compararan con los LMR’s establecidos por la SAGAR y la EPA.

2.2  Determinacion de plaguicidas en espinacas.

2.2.1 Preparacion de la muestra.

2.2.1.1 Método multiresiduo CDFA.

Para la determinacién de plaguicidas en espinacas se decidi6 emplear el Método Multiresiduo del
Departamento de Alimentos y Agricultura de California E. U. (The California Department of Food and
Agriculture CDFA, su nombre y siglas en inglés), ya que permite determinar mas de 150 plaguicidas:
organohalogenados, organofosforados y carbamatos, en 19 grupos de cultivos diferentes, ver estos datos
en el Apéndice A: tabla 2-A, y 3-A..

En dicho apéndice también se encuentra el diagrama de trabajo de este método multiresiduo y las
condiciones instrumentales empleadas para la determinacién de cada clase de plaguicida que éste método

sugiere. (39)
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Método Multiresiduo CDFA Modificado.

Del método CDFA solo se determinaron los plaguicidas que pueden analizarse por cromatografia de

gases; plaguicidas halogenados, y fosforados, aunque también se incluyen algunos carbamatos y

piretréides pueden analizarse por esta técnica. El andlisis instrumental del método multiresiduo CDFA fue

modificado empledandose para ello un sistema acoplado Cromatégrafo de Gases/Espectrémetro de Masas

(CG/EM).

La separacién de los plaguicidas se llevo a cabo en una columna con fase estacionaria de polaridad

intermedia (5 % fenil, 95 % metil polisiloxano) que es una de las 7 diferentes fases estacionarias que la

FDA recomienda para la determinacién de residuos de plaguicidas. (19, 34, 40)

En la Tabla No 2.1 se mencionan brevemente las principales diferencias entre el método CDFA inicial y

modificado.

Tabla No 2.1.

Parametro

Método CDFA.

Inicial.

Modificado.

Extraccion y Homogenizacion.

Licuar y filtrar.

Licuar, reposar el licuado, filtrar en

embudo Biichner.

Eliminacién de agua en el|Adicionar sal al extracto y agitar, [ Adicionar sal al filtrado y separar la fase

extracto. separar la fase acuosa. acuosa, adicionar Na,SO, anhidro a la fase
organica.

Concentracion de la muestra. Tomar una alicuota de 10 ml y|Tomar dos alicuotas de 25 ml y

concentrarla con corriente de aire a
70 © C para cada tipo de plaguicida.

concentrarlas con corriente de N; a 60 © C,

Limpieza.
Plaguicidas halogenados:
Plaguicidas fosforados:

Con EFS-Florisil.
Cambio de disolvente y filtrar si es
necesario.

Con EFS-Florisil.
Cambio de disolvente y filtrar.

Volumen final de la muestra. SmL. | mL.
Determinacién instrumental. Varia segun el tipo de plaguicida a [ Unica determinacién usando un sistema
determinar, acoplado CG/EM.

Confirmacion.

Uso de una segunda columna
cromatografica y/o detector.

Inmediata al obtener el espectro de masas
para cada compuesto detectado.

En la Figura No. 2.1 se muestra el diagrama de trabajo del método multiresiduo CDFA modificado

seguido de las condiciones instrumentales usadas. Cabe mencionar que la extraccién de los plaguicidas del

tipo piretréide y carbamato se llevo a cabo en la parte del método CDFA modificado correspondiente al

analisis de plaguicidas fosforados.
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Figura No. 2.2. Método multiresiduo CDFA modificado.

Adicionar 100 ml
de acetonitrilo.

Adicionar | ml de la disolucién de
surrogado y/o X pl de la disol
madre de plaguicidas.

Cortar y pesar 50 g de muestra.

o

e ]

Licuar por 2 min a velocidad media.

.

| Vertir el licuado en un vaso de pp de 250 ml,

taparlo y dejar que repose 5 min.

Filtrar el licuado a través de un embudo

Biichner con papel filtro WHATMAN # 4 de 110 mm de didmetro.

'

Verter el filtrado en un embudo de separacién que contenga 10 g de NaCl.
Agitar por 2 min y dejar que se separen las fases 5 min. !

:

Medir el volimen

;

Fase acuosa.

{

Desechos.

i, Fase orgdnica.
Secar la fase orgdnica con
NayS0y granular anhidro.
Halogenados

Fosforados

v

Tomar una alicuota de 25 ml.

.

Concentrar casi a sequedad con |
corriente de Ny y bano Maria a 60 ° C.

v

Redisolver en 2 ml de hexano.

Preacondicionar columna de
EFS - Florisil con:

I.- 5 ml de 10% acetona en Pasar la muestra a través de la
hexano. columna de EFS.

:

Eluir dos veces con 5 ml de 10 %
| acetona en hexano cada una.

'

Concentrar el eluyente casi a
sequedad con corriente de Ny,

2.- 5 ml hexano.

‘?Ed::‘:;girl Ol Redisolver y aforar a |
estindar EL | ml con ht}xuno.

e

| Inyectar 1 pl en el CG/EM. |

i, 7 o

Y .

Tomar una alicuota de 25 ml.

'

Concentrar casi a sequedad con
corriente de Ny y bano Maria a 60 ° C. |

Redisolver en 3 ml de acetona.
Pasar la muestra a través de un
filtro de nylon de 0.45 pm.

Concentrar casi a sequedad con
corriente de Ny.
Redisolver y aforara | ml | Adicaonas Al

de la disol
con aiemna' estindar EL

Inyectar 1 pl en el CG/EM.
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Condiciones instrumentales

Cromatégrafo de Gases:

e  Gas acarreador: Helio.
e Temperatura del inyector: 250 °C.
e Volumen inyectado: | pl
* Modo de inyeccién: Split pulsado
o Presion del pulso 40 psi
o Tiempo del pulso 0.25 min
o relacion de split 1:20
e Columna capilar de silica fundida (WCOT) HP-5: 5 % Fenil metil siloxano de 30 m de longitud x
0.25 mm di x 0.25 pm de espesor de fase estacionaria.
o Flujo de columna de 1.2 ml/min.

e Programa de temperatura

300°C

2 min

10 ° C/min
trow= 18 min

I min

Espectréometro de Masas.
e Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C.
e Temperatura de la fuente de ionizacién: 230 °C.
¢ Tipo de lonizacién: Impacto Electrénico (IE)
e Barrido masico de m/z = 33 — 550 uma
¢ Fuente de impacto electrénico: 70 eV

e Tiempo de encendido (Solvent delay, su nombre en Inglés): 2 min.
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Los materiales, equipos y reactivos utilizados en el método multiresiduo CDFA modificado son los

siguientes:

|.- Instrumentacién:
Sistema acoplado CG/EM
Cromatégrafo de Gases Hewlett Packard HP 6890
Detector de Masas Hewlett Packard HP 5973
Inyector automdtico Agilent 7683
Gas acarreador: helio de ultra alta pureza marca PRAXAIR.

2.- Materiales y Aparatos

Licuadora con vaso de vidrio de ocho velocidades Osterizer.
Balanza granataria con una precisién de 0.1 g
Balanza analitica con una precisién de 0.0001 g
Evaporador con corriente de nitrégeno.
Procesador de vacio para 12 muestras con unidad de control de vacio J. T. Baker.
Parrilla de calentamiento.
Cartuchos de extraccion en fase sélida:

Florisil de 500 mg de 8 ml de capacidad, BAKERBOND spe 7420-06, Lote E06109, J. T.

Baker
Filtros de Nylon WHATMAN de 0.45 pm.
Viales Headspace de 6 y 10 ml con sellos de aluminio y septas de TFE/silicon.
Viales de vidrio de 2 y 40 ml con tapa de teflon Agilent
Viales de vidrio de 100 pl Agilent
Micropipetas:

Gilson de 50 — 200 pl.
Finnpipette de 200 — 1000 pl.

Whatman No 4 de 11 cm de diametro.
Desecador.
Probeta de 10 ml con divisiones de 1 ml.
Probeta de 100 ml con divisiones de 10 ml.
Vasos de precipitado de 30, 50 y 250 ml.
Pipetas volumétricas de 0.5, 1 y 25 ml.
Matraces aforados de: 1, 2, 5, 10, 25 y 50 ml.

Embudo Biichner de 11 ¢m de didmetro.
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Kitasato de 250 ml.
Pipetas pasteur desechables.

Tubos de vidrio de 50 ml.

3.- Reactivos y patrones.

Plaguicidas:
Clorados:

Mirex: Chem Service Lote 241-136B 99.4 % de pureza caducidad 07/07.
DDT: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Endrin: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Metoxicloro: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Lindano: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Aldrin: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Endosulfan: PolyScience Corp 99 % de pureza.
Heptacloro: PolyScience Corp 99 % de pureza.

Fosforados:

Malatién: Riedel-de Haén 98.1 % de pureza lote 71980 caducidad 17-01-02.
Chem Service 98.2 % de pureza lote 256-112B caducidad 02/04.

Ometoato: Riedel-de Haén 98.3 % de pureza lote 80610 caducidad 02-09-03.

Chem Service 98 % de pureza lote 265-112A caducidad 12/02.

Paration: Chem Service 98 % de pureza lote 245-79A caducidad 06/04.

Azinfos metil: PolyScience Corp 99 % de pureza.

Disulfotén: PolyScience Corp 99 % de pureza.

Naled: PolyScience Corp 99 % de pureza.

Piretréides:
Permetrina: Chem Service (20 % cis — 78 % trans) Lote 265-32A caducidad 05/04.

Deltametrina: Riedel-de Haén 99.8 % de pureza lote 72110.

Cipermetrina: Chem Service (mezcla de isémeros) 254-14B 98 % de pureza caducidad

02/04.

Carbamatos:

Carbarilo: Chem Service 99 % de pureza lote 265-15A caducidad 05/04.
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Maneb: Riedel-de Haén 94.5 % de pureza lote 9117X caducidad 27-10-01.
Chem Service > 95 % + 0.5 % de pureza lote 265-48A caducidad 05/05.

Estandar interno: Acenafteno 99% de pureza, marca Aldrich lote 11016DX.
Surrogado: Antraceno 97% de pureza, marca Aldrich lote 17607BZ.
Sulfato de sodio anhidro (Na,SOy) J. T. Baker lote T1302.

Sal comiin (NaCl)

Disolventes: Deben ser grado plaguicida o equivalente.
Acetonitrilo grado HPLC J. T. Baker lotes E02253, V07469 y V36C53
Hexano J. T. Baker lote G16273 y Mallinckrodt Nanograde lote 4159 T43E93
Acetona grado plaguicida J. T. Baker lote M-31600
Cloruro de metileno Mallinckrodt Nanograde lote 3023T07403.
Metanol J. T. Baker lote X41C21

Disoluciones':

Mezcla de 10% Acetona en hexano: medir 90 ml de hexano con una probeta de 100 ml, y

completar el volumen a 100 ml con acetona.

Disolucién estdndar de antraceno (surrogado, S) de aproximadamente 100 ppm: pesar

aproximadamente pero con precisién 0.0025 mg de antraceno y aforar a 25 ml con acetonitrilo.
Disolucién madre de acenafteno (Estindar Interno, EI) de aproximadamente 400 ppm: pesar
aproximadamente pero con precision 0.004 g de acenafteno y aforar a 10 ml con metanol — cloruro

de metileno.

Disolucién estiandar EI de aproximadamente 200 ppm: de la disolucién anterior tomar 5 ml y

aforar a 10 ml con metanol — cloruro de metileno.

Disolucién madre de plaguicidas de aproximadamente 1000 ppm: pesar aproximadamente pero

con precision 0.025 g de cada plaguicida y aforar a 25 ml con metanol — cloruro de metileno.
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Disolucién secundaria de plaguicidas de aproximadamente 200 ppm: de la disolucién anterior

tomar | ml y aforar a S ml con metanol — cloruro de metileno.

Disolucién secundaria de plaguicidas de aproximadamente 10 ppm: de la disolucién madre de

plaguicidas tomar 0.05 ml y aforar a 5 ml con metanol — cloruro de metileno.

Disolucion estandar de plaguicidas de aproximadamente 0.5 ppm: de la disolucién anterior tomar

0.25 ml y aforar a 5 ml con metanol — cloruro de metileno.

Preparacion de las disoluciones estdndar para la curva de calibracion: de la disolucion secundaria
de plaguicidas de aproximadamente 200 ppm tomar alicuotas de 0.50, 0.40, 0.35, 0.30, 0.25, 0.20,
0.15, 0.10 y 0.05 ml y aforar a 2 ml cada una con cloruro de metileno, antes de aforar adicionar a

cada una 0.10 ml de la disolucién estandar EI de aproximadamente 200 ppm.

Preparaciéon de las disoluciones estindar para la evaluacién de los limites de deteccion y
cuantificacién instrumentales: de la disolucién secundaria de plaguicidas de aproximadamente 10
ppm tomar alicuotas de 0.20, 0.10 y 0.05; de la disolucion estidndar de plaguicidas de
aproximadamente 0.5 ppm tomar alicuotas de 0.10 y 0.05 ml; aforar a 2 ml cada alicuota con
cloruro de metileno, antes de aforar adicionar a cada una 0.10 ml de la disolucién estandar EI de

aproximadamente 200 ppm.

' Nota: Todas las disoluciones se guardaron en viales de vidrio con tapa de teflon y se almacenaron a 4 °C.
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2.3 Evaluacion del método multiresiduo CDFA modificado.

Para evaluar esta metodologia se analizaron cuatro clases diferentes de plaguicidas: halogenados,
fosforados, piretroides y carbamatos.
Entre los plaguicidas estudiados se encuentran los permitidos por la SAGAR y la EPA para aplicarse en

cultivos de espinaca. La Tabla No 2.1 muestra los plaguicidas analizados en cada clase mencionada.

Tabla No 2.1. Plaguicidas analizados.

Clase Plaguicida estudiado.

Aldrin, Endosulfan, Endrin. DDT, Heptacloro,
Lindano. Metoxicloro y Mirex.

Halogenados

Azinfos metil, Disulfotén, Malation, Naled,

Fosforados -

Ometoato y Paratién
Piretroides Cipermetrina, Deltametrina y Permetrina
Carbamicos Carbarilo y Maneb

Las hojas de datos de estos plaguicidas se encuentran en el Apéndice B.

2.3.1 Limite de deteccion instrumental (LDI).

Para calcular tanto el limite de deteccién como el de cuantificacion se uso el método matematico.
Para determinar el limite de deteccién instrumental se asumié que todos los plaguicidas analizados tienen
un factor de respuesta muy parecido por lo que se construy6 una curva de calibracién multicomponente

con un intervalo muy bajo de concentracién para tener una buena estimacién de la ordenada al origen.

La curva calibracién se hizo con cinco puntos los cuales se inyectaron por triplicado, y se preparé a partir
de la disolucién madre de plaguicidas de 1000 ppm, el intervalo de concentracién fue de 1, 0.5, 0.25,0.1 y
0.05 ppm para la mayoria de los plaguicidas, excepto para cipermetrina que fue de 0.2 a 0.02 ppm;
ometoato y malation de 20 a 7 ppm, la cual fue inyectada en el cromatégrafo de gases usando las
condiciones instrumentales mencionadas anteriormente y detectada en el espectrometro de masas por el

modo SIM usando un solo ion para la cuantificacién y deteccién de cada plaguicida.
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2.3.2 Limite de cuantificacion instrumental (LCI).

La definicién de limite de cuantificacién usada en esta tesis es la que proporciona el método matematico:

Lci= X, +SSX;‘

El LCI se obtuvo al interpolar directamente el LDI con la recta (y,) de la curva de calibracion de cada
plaguicida y este nuevo punto se interpolo con la recta (y-) para obtener el correspondiente limite de
cuantificacién con un 95 % de confianza.

Los cdlculos correspondientes al LDI y LCI se encuentran en el Apéndice D.

2.3.3 Recobro.

Antes de adicionar las espinacas con los plaguicidas a analizar se hizo un blanco de método, el cual
consistio en hacer toda la extraccion conforme al método multiresiduo CDFA modificado pero sin
contener la muestra (solo disolventes) para determinar el tipo de interferencias que introduce €ste método
seguido del andlisis de una muestra inicial para determinar las interferencias que introduce la muestra

(compuestos coextraidos) Apéndice E.

Se adicionaron dos cantidades diferentes a la matriz estudiada (espinacas), la cual fue analizada
previamente para verificar que estaba exenta de residuos de plaguicidas, las cantidades adicionadas de los
plaguicidas analizados fueron menores o aproximadamente iguales al L.M.R estipulado por la SAGAR y
la EPA, cada adicién se hizo por duplicado, es decir se hicieron dos extracciones independientes para la
misma cantidad adicionada. Dichos extractos fueron adicionados con 80 y 200 pl de la disolucién madre
de plaguicidas de aproximadamente 1000 ppm de concentracién en el tercer paso del diagrama de trabajo
(presentado anteriormente) del método multiresiduo CDFA modificado y procesados conforme esta
metodologia de extraccion. Ver los cromatogramas en el Apéndice E.

En el caso de los plaguicidas clorados que estin prohibidos por lo que no existe L.M.R reportado, se

adicionaron aproximadamente 2 ppm. En la Tabla No. 2.3 se muestran las cantidades reales adicionadas.

Para evaluar las cantidades recobradas de plaguicidas adicionados en estos dos andlisis se hicieron dos
curvas de calibracién independientes en donde la concentracién adicionada a las matrices se encuentra en
el intervalo central de la curva de calibracién correspondiente, posteriormente los plaguicidas fueron

cuantificados por €l método del estandar interno, el valor obtenido de la interpolacién en la curva de
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calibracion fue multiplicado por el factor de concentracion del método para obtener la cantidad recuperada

en mg de plaguicida/kg muestra. Apéndice D

El intervalo de concentracion de la primera curva de calibracién fue de 30, 25, 20, 15y 10 ppmz, es decir
entre 2.4 y 0.8 mg de plaguicida/kg de muestra. Los coeficientes de correlacién obtenidos fueron mayores
a 0.99 excepto para, malatién, endosulfan, permetrina y deltametrina que fueron de 0.98 y 0.97 para naled.
Apéndice D

El intervalo de concentracién de la segunda curva de calibracion fue de 50, 45, 40, 35, 30, 25y 20 ppm“.
es decir entre 4.8 y 1.6 mg de plaguicida/kg de muestra. Los coeficientes de correlacién obtenidos fueron

mayores a 0.99 para todos los plaguicidas. Apéndice D

Tabla No. 2.3. Cantidad adicionada de plaguicidas a la matriz de espinaca.

P~ C.A.Nol C.A.No2 L.M.R (ppm
Plaguicida | ™ o) (ppm) SAGM{?EI‘.)P;

DDT 1.54 3.84 -
Heptacloro 1.72 4.30 -
Metoxicloro 1.64 4.11 -
Aldrin 1.64 4.10 =
Endrin 1.72 4.29 =
Lindano 1.57 3.92 1.0
[Endosulfan 1.70 4.24 20
Azinfos 1.56 3.89 2.0
Mirex 1.64 4.10 -
Maneb 1.65 4.13 =z
Carbarilo 1.56 3.90 12.0
Permetrina 1.57 3.94 20.0
Deltametrina 1.59 397 ==
Antraceno S 1.87 347 =
Ometoato*® 1.54 3.84 =
Paratién 2.39 5.98 1.0
Malatién 1.53 3.82 8.00
Cipermetrina 0.28 0.70 -
Disulfoton 1.55 3.87 0.75
Naled 2.05 5.14 3.0

*Dimetoato: L. M. R. (EPA): 2.0 ppm
C. A.: Cantidad Adicionada ( mg plaguicida/kg muestra)
S: Surrogado

Para fines practicos se dird que la C. A. No 1 es equivalente a 1.6 ppm y la C. A.No 2 a 4 ppm.

? El intervalo de concentracién para naled fue de 38 a 25 ppm, para paratién de 45 a 15 ppm y para cipermetrina de 5

a3 ppm.
¥ El intervalo de concentracién para naled fue de 77 a 32 ppm, para parati6én de 75 a 30 ppm, para cipermetrina de 10
a4 ppm y para maneb de 100 a 20 ppm.
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2.34 Limite de deteccion y cuantificacion del método CDFA modificado
(LDM y LCM).

Después de calcular la precision del instrumento (LDI y LCI) se evalio la precisién del método de
extraccion completo a través del LDM y LCM, los cuales se calcularon a partir de los LDI, LCl y el

recobro obtenidos anteriormente para cada plaguicida:

Después de calcular los limites de deteccién y cuantificacion instrumentales en unidades de mg de
plaguicida/kg de muestra para cada plaguicida, se asumié que esta concentracién era equivalente al
recobro del método de extraccién obtenido, y usando una relacion directa se calculo cual seria la cantidad
equivalente a un 100 % de recobro, la cual es el LDM y LCM respectivamente, en el Apéndice D se

encuentra un ejemplo del célculo.

2.4 Determinacion de plaguicidas en espinacas.

2.4.1 Registro inicial y cuantificacion de plaguicidas encontrados en

espinacas.

Usando el método multiresiduo CDFA modificado se hizo un registro inicial de los plaguicidas que
pudieran estar presentes en espinacas, para ello se analiz6 un gran nimero de espinacas compradas en
distintos mercados, supermercados y la CEDA, procedentes de diversas dreas del pais. Tabla No. 2.4.

El objetivo de hacer un registro inicial de los plaguicidas en las muestras es saber que tipos de plaguicidas
se estdn utilizando para proteger este tipo de cultivos, y por consiguiente saber que tipo de plaguicidas

serdn cuantificados posteriormente.

Las muestras se analizaron durante las 24 horas siguientes a su compra para evitar la perdida de algunos
plaguicidas, especialmente los organofosforados que tienen un corto tiempo de vida media. En la
extraccion sélo se usaron las hojas (parte comestible) y no se les dio ningiin tratamiento de limpieza
anterior, solo se elimino el exceso de tierra.

Las hojas fueron cortadas en cuadrados de 0.5 x 0.5 cm de ancho aproximadamente y después se
mezclaron en una charola donde se procedié al muestreo por cuarteo.

El surrogado que se uso en éste método fue antraceno en lugar de antraceno decadeuterado, la cantidad

adicionada fue de 0.5 ppm en muestra aproximadamente.
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Los plaguicidas que se espera encontrar son los permitidos por la SAGAR, al analizar espinacas de
origenes diferentes se sabra que tipo de plaguicidas se usan realmente, los plaguicidas que se encuentren
en este registro inicial seran cuantificados posteriormente por el método del estandar interno tomando en
cuenta el porciento de recobro del surrogado en la cuantificacién y se comparard la cantidad encontrada

con el L.M.R reportado por la SAGAR.

Tabla No. 2.4. Origen de las muestras analizadas

Compra y procedencia de las muestras.

Supermercado | (Superama) Mercado | (Tlaxcala). Verdulerias D. F. (origen desconocido)
Supermercado 2 (Aurrera) Mercado 2 (Edo de México) | Central de abastos:

Supermercado 3 (Comercial [ Mercado 3 (origen desconocido) ¢ San Gregorio Xochimilco
Mexicana) e  Sta. Ma Uxalpa Toluca (Edo
Supermercado 4 (Wal-Mart) Mercado 4 (Puebla) México)

o Tlaxcala

Mercado 5 (Xochimilco)
e  San Martin Puebla

Mercado 6 (Milpa alta)
Mercado 7 (Cuautitldn)
Mercados establecidos en diferentes zonas del D. F.
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Capitulo 3 Resultados y Anilisis de Resultados.

3.1 ;Por qué usar un método multiclase para la determinacion de

plaguicidas en espinacas?

En México a pesar de la existencia de organismos especializados en el uso de plaguicidas como la
Comisién Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias
Toxicas (CICOPLAFEST, por sus siglas), no existe informacion confiable sobre el uso de plaguicidas,
pues es una prictica comin entre los agricultores el uso de mezclas no autorizadas o que no corresponden
al cultivo, es decir se desconoce el tipo de plaguicida que ha sido usado por lo que se decidié emplear un

método multiresiduo multiclase en lugar de un método multiresiduo selectivo.

3.1.1 Método multiresiduo CDFA modificado.

La principal modificacion hecha a ésta metodologia fue el uso de un sistema acoplado CG/EM, ya que al
analizar muestras con otros detectores como el de captura de electrones, fotométrico de flama, etc., se
pueden reportar falsos positivos, es decir, solo se confirma la identidad de los picos por su tiempo de
retencion, el problema es que pueden existir otros compuestos (llamados residuos analiticos no
identificados) que tengan el mismo tiempo de retencion de los plaguicidas analizados. La presencia de los
residuos analiticos no identificados se debe a uno de los siguientes factores: es un nuevo plaguicida, es un
metabolito no encontrado antes o interferencias coextraidas.

El uso de sistemas acoplados CG/EM permite la identificacién de los compuestos separados por
Cromatografia de Gases; por lo que cada compuesto se identifica no solo por su tiempo de retencién sino
también por su espectro de masas, el cual es caracteristico para cada compuesto.

Dado que el detector empleado es un Espectrémetro de Masas que operé en el modo de barrido completo
(SCAN su nombre en Inglés), por lo que no es tan sensible como los detectores empleados en la
metodologia CDFA, se decidié analizar una alicuota mayor del extracto y concentrarlo hasta un volumen

final de 1ml.

Aunque este detector en el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM sus siglas en Inglés) es tan sensible
como el detector de captura de electrones y demds detectores empleados en la metodologia CDFA, no se

uso en el modo SIM en la deteccién de plaguicidas en espinacas porque se deseaba identificar los
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compuestos presentes en los extractos de las muestras analizadas no solo los plaguicidas sino también las

interferencias de matriz y de método, las cuales son de gran importancia pues pueden coeluir con los

plaguicidas dando lugar a reportes de falsos positivos cuando se usa otro tipo de detectores.

Al realizar las primeras extracciones de espinacas uno de los principales problemas que se observé fue la
presencia de remanentes de agua en los extractos concentrados, para eliminar los residuos de agua se uso
sulfato de sodio granular anhidro. El obtener extractos secos es un punto critico en esta metodologia pues
se sabe ya que una cantidad minima de agua hidroliza los plaguicidas presentes en la muestra por lo que
no pueden ser determinados. (40)

Dado lo anterior, la metodologia de extraccion-determinacion propuesta fue evaluada obteniendo los
limites de deteccién y cuantificacién instrumentales y de método. La determinacién de plaguicidas en
espinacas usando el método multiresiduo CDFA modificado consistié de un registro inicial de estos en las

muestras, los cuales se cuantificaron por el método del estindar interno.

3.2 Evaluacion del método CDFA modificado.

Para evaluar esta metodologia se analizaron cuatro clases diferentes de plaguicidas: halogenados,
fosforados, piretroides y carbamatos. Los primeros han sido prohibidos o restringidos desde la decada de
1950 por lo que no se espera encontrarlos en las muestras, pero se incluyeron en la validacién para
demostrar que esta metodologia es capaz de determinarlos; mientras que los plaguicidas fosforados y
carbamatos son los de mayor uso en todo el mundo por su gran eficacia insecticida y baja persistencia, los
fungicidas de mayor uso son los ditiocarbdmicos y algunos de estos son usados en los vegetales como
preservadores poscosecha por lo que se incluyo en este estudio a uno de ellos, Maneb (en la presente tesis
este fungicida se colocé en la clase de los carbamatos); en la actualidad la tendencia es difundir el mayor
uso de los insecticidas piretroides (naturales y/o sintéticos) ya que son altamente téxicos para los insectos,
en especial los mosquitos y presentan baja toxicidad en los animales de sangre caliente, por lo que

también se analizaron en el método multiresiduo CDFA modificado.

La separacion cromatografica de los plaguicidas estudiados y sus espectros de masas se presentan en el

Apéndice C.
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3.2.1 Limites de deteccion y cuantificacion instrumentales.

Para obtener los limites de deteccién y cuantificacion instrumentales se inyect6 la curva de calibracion
multicomponente en el CG/EM y el detector opero en el modo SIM usando un solo ion para la deteccion
de cada plaguicida con el fin de obtener una mayor sensibilidad, los iones elegidos para cada plaguicida
son el pico base del espectro de masas de cada compuesto. Tabla No 3.1

El Cromatograma No C-2 corresponde a una disolucién de la curva de calibracién multicomponente.

Tabla No 3.1. lones de los plaguicidas utilizados en la deteccién por SIM.

Plaguicida tr. (min) m/z
Acenafteno (EI) 3.64 153
Ometoato 441 156
Naled 4.98 109
Lindano 6.01 181
Antraceno (S) 6.30 178
Disulfotén 6.40 88
Carbarilo 7.27 144
Heptacloro 7.32 100
Malatién 7.88 173
Aldrin 7.96 263
|Paratién 8.09 291
Maneb 8.63 64
Endosulfan 9.36, 10.40 241, 195
Endrin 10.24, 12.01 263.317
DDT 11.22 235
Metoxicloro 12.25 227
Azinfos 12.81 160
|[Mirex 13.00 272
[Permetrina 13.85, 13.99 183
Cipermetrina 14.74, 14.83, 14.91, 14.94 163
[Deltametrina 16.36 181

Con los datos obtenidos se hicieron las graficas de calibracién para cada plaguicida siendo el eje de las
ordenadas la relacién de dreas (plaguicida/EI) y el de las abscisas la relacion de concentraciones
(plaguicida/El), los datos obtenidos fueron procesados conforme el método matemitico para obtener el
LDI correspondiente. Apéndice D

Al disminuir las concentraciones de la curva de calibraciéon multicomponente para algunos plaguicidas no
se obtuvo respuesta en el detector mientras que otros proporcionaban una senal grande a las mismas
eoncentraciones inyectadas, en la Tabla No 3.2 se muestran las concentraciones minimas detectadas para

cada plaguicida analizado.
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Tabla No 3.2 Concentraciones minimas detectadas en el CG/EM

— Concentracién minima detectada (ppm).
Plaguicida SCAN SIM PP
DDT 4.800 0.2400
Heptacloro 5.3800 0.1076
Metoxicloro 5.1400 0.5140
Aldrin 5.1200 0.1024
Endrin 5.3600 -
Lindano 4.900 0.0980
Endosulfan 5.300 0.1060
Azinfos 19.4400 -
Mirex 5.1200 0.0256
Maneb 18.400 --
Carbarilo 19.5200 --
Permetrina 9.8400 ==
Deltametrina 14.8800 =¥
Antraceno 4.3400 0.4340
Ometoato 9.6000 3.0000
Paratién 7.4800 --
Malatién 4.7800 0.7000
Cipermetrina 3.5200 --
Disulfotén 4.8400 0.0968
Naled 25.6800 --

Al analizar las curvas de calibracién de cada plaguicida se observa que la pendiente varia en cada una de
ellas, es decir cada compuesto tiene un factor de respuesta diferente en el detector por lo que se

recomienda usar un intervalo de concentracién diferente para cada compuesto. Figuras No 3.3-a y 3.3-b

Figura No. 3.3-a. Curva de calibracion multicomponente
para calcular limite de deteccion.
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Figura No. 3.3-b
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Debido a lo mencionado anteriormente sélo se obtuvieron los limites de deteccién y cuantificacién
instrumentales para los plaguicidas que presentaron los factores de respuesta mas grandes, es decir que a

muy bajas concentraciones atn son detectados por el CG/EM. Tabla No 3.4

Tabla No 3.4. Limites instrumentales.

Plaguicida | LDI (ppm) LCI (ppm)
Lindano 0.4163 0.8281
Aldrin 0.1919 0.3778
Disulfoton 0.2773 0.5458
Heptacloro (.5531 1.1153
Endosulfan 0.3025 0.5957
Mirex 0.1097 0.2175
Ometoato 4.1440 7.9867
Malatién 1.6394 3.2206
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3.2.2 Recobro.

En la siguiente tabla se presentan los recobros obtenidos en la muestra adicionada con 1.6 ppm de

plaguicidas para ambas extracciones.

Tabla No 3.2.

Plaguicida Extracciéon Clorados Extraccion Fosforados %
8 %R | S cV. | %R S Cv. | %R
DDT 46.32 2.76 5.95 50.41 3.29 6.52 C
[Heptacloro 51.78 1.16 2.24 68.10 2.52 3.71 ¢
Metoxicloro 58.82 .22 0.37 59.93 1.36 227 é]
Aldrin 51.09 1.49 2.92 66.49 1.56 235 C
Endrin 52.95 0.91 1.71 56.87 0.10 0.17 c
Lindano 38.66 0.70 1.81 49.18 1.87 3.80 E]
Endosulfan 44.90 1.68 3.75 47.83 0.15 0.31 C
Azinfos NR - -- NR -- - NR
[Mirex 36.02 0.06 0.18 39.62 0.23 0.59 &
[Maneb NR = e NR - - b
(Carbarilo 66.07 2.95 4.46 64.21 5.88 9.15 =
|Permetrina 58.31 2.36 4.05 61.21 1.63 2.67 %
Deltametrina NR - -- NR - - S
Antraceno S | 65.68 5.46 8.31 73.15 2.11 2.88 =
Ometoato NR - -- NR - = NR
Paration 56.52 2.08 3.68 57.92 1.50 2.59 C
Malation 63.38 2.81 443 64.47 1.91 2.96 v
Cipermetrina NR - -- NR - - C
Disulfotén 49.17 2.38 4.85 63.65 1.86 2.92 P
Naled NR - -- NR -- &= NR
C: completo (> 80 %); P: parcial (50 — 80 %); S: pequerio (< 50 %); V: variable; NR: No recobrado.
#Recobros proporcionados por el PAM (34) S: Desviacién estandar, C.V.: Coeficiente de variacion.

Al analizar los recobros de los extractos adicionados con 1.6 ppm se observé que la mayoria de los
plaguicidas presentaron recobros incompletos al comparar los valores obtenidos con los reportados por el
PAM, y que algunos plaguicidas se degradaban Cromatograma F-1, apareciendo en el cromatograma los
picos de los productos de descomposicién de los plaguicidas listados en la Tabla No 3.3, por lo que el
recobro reportado para estos plaguicidas se obtuvo sumando las dreas del plaguicida correspondiente y su
metabolito, carbarilo se degradé por completo a naftol por lo que el recobro se calculé con el metabolito
solamente.

Los bajos recobros y la degradacion de estos plaguicidas se atribuyeron inicialmente a que los extractos no

fueron analizados inmediatamente (las muestras se analizaron entre 7 y 15 dias después de extraidos.
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Tabla No 3.3

Plaguicida Metabolito
Carbarilo Naftol
DDT DDD
Metoxicloro Metoxicloro olefina

El método 8081A de la EPA reporta que si la degradacién de DDT es mayor del 15 % el cromatégrafo de
gases presenta sitios activos en el inserto del inyector o en alguna otra parte del sistema. El porcentaje de
degradacién de DDT en los extractos para plaguicidas clorados y fosforados fue de 47 % y 37 %

respectivamente, lo cual indico que se tuvo un problema instrumental. (47)

Lo anterior se comprobé comparando dos cromatogramas de una misma disolucién estandar de 30 ppm, el
primer cromatograma formé parte de la primera curva de la calibracién (inicialmente el inserto estaba
desactivado) y el segundo se obtuvo después de inyectar los extractos adicionados con 1.6 ppm.
Cromatogramas F-2 y F-3 en el Apéndice F

En el primer cromatograma no se observa degradacion de ningiin plaguicida mientras que en el segundo se
encontré que algunos plaguicidas se degradaron, Tabla No 3.4, y que ometoato, naled, malatién, azinfos,

cipermetrina, maneb y deltametrina no se recobraron.

Tabla No 3.4. Degradacién de algunos plaguicidas en la disolucién estdndar de 30 ppm.

Plaguicida Metabolito tr (min) % Descomposicién
Carbarilo Naftol 3.87 100
Lindano BHC 3.55 22.1
Aldrin Isodrin 8.45 0.6

DDE 9.72
s
DDT 0,p-DDT 10.49 15
Endosulfan Endosulfan éter 6.77 2.1
. Metoxicloro olefina 10.98
MBI o,p-Metoxicloro 11.35 20
Piretroides 3-Fenoxibenzaldehido 5.40 -

*Ver los cdlculos en el apéndice F

Estos problemas se deben a que el inserto y la lana de vidrio en el inyector presentaron sitios activos
después de inyectar disoluciones estindar y muestras (aun los insertos nuevos y la lana de vidrio grado
pesticida presentan sitios activos que degradan algunos plaguicidas fosforados y al Carbarilo) por lo que
se desactivaron varios insertos y lanas de vidrio con diferentes procesos de silanizacion obteniéndose la
mejor desactivacién del inserto al silanizarlo con hexametildisilazano y la lana de vidrio con

dimetildiclorosilano y trimetilclorosilano. Ver la técnica de silanizacién en el Apéndice F .
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Al inyectar nuevamente la misma disolucién estandar de 30 ppm usando un inserto bien desactivado se
observé que todos los plaguicidas estaban presentes y que las dreas y alturas de todos los picos
aumentaron considerablemente. Cromatograma No F-4

Cabe mencionar que al inyectar una disolucién de 200 ppm se observé que ademis Naled se descompone

en Diclorvos y los plaguicidas fosforados se degradan en Fosforoditioato.

Después de corregir el problema anterior se inyecté la segunda curva de calibracién y se analizé la
segunda muestra adicionada con 4 ppm.

Cabe mencionar que esta muestra se inyecté 3 dias después de extraida usando un inserto en mal estado y
2 meses después con un inserto desactivado adecuadamente. Al usar un inserto activado se obtienen
menores respuestas de los plaguicidas porque se degradan antes de entrar a la columna cromatografica.

Tablas No 3.5y 3.7

Dado lo anterior antes de iniciar un andlisis de plaguicidas se debe tener el cromatégrafo en perfecto
estado (inyector y columna) pues de no ser asi se obtendrin falsos recobros para algunos plaguicidas los
cuales serdn menores a lo esperado. También se debe tomar en cuenta que los plaguicidas fosforados
producen nuevos sitios activos en el inserto por lo que éste debe cambiarse cada cierto nimero de
inyecciones de estindares o de muestras y ademas debe optimizarse el modo de inyeccién para evitar la

pérdida de estos plaguicidas por adsorci6én o termélisis en el inyector. (49)

Tabla No 3.5. Plaguicidas degradados en los extractos adicionados
con 4 ppm usando un inserto activo.

Plaguicida % Descomposicion
Extraccion clorados Extraccion fosforados
Carbarilo/Naftol 100 100
DDT/DDD y 0,p-DDT 100 39.60
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Tabla No 3.6. Recobros obtenidos en la muestra adicionada con 4 ppm usando un inserto activado.

Plaguicida Extraccion Clorados. Extraccion fosforados. %R *
%R S C.V. %R S C.v.
DDT 14.96 0.53 3.55 20.27 0.54 2.65 &
Heptacloro 13.83 0.03 0.20 32.38 0.45 1.38 C
Metoxicloro 18.11 0.48 2.66 21.08 0.52 2.45 C
Aldrin 14.08 0.04 0.25 32.43 1.58 4.88 C
Endrin 18.33 0.55 3.01 22.75 0.59 2.61 C
Lindano 14.86 0.03 0.19 28.92 0.03 0.10 C
Endosulfan 20.80 0.70 3.37 25.96 1.52 5.86 [
Azinfos NR -- -- NR - -- NR
Mirex 11.99 0.26 2.18 16.55 0.25 1.50 G
Maneb NR = - NR -- -- o
Carbarilo 35.62 247 6.95 115.70 108.93 94.15 --
Permetrina 17.76 1.49 8.40 23.73 0.95 4.02 1%
Deltametrina NR -- -- 17.67 0.40 2.28 S
Antraceno S 27.09 0.21 0.76 54.96 1.80 3.27
Ometoato NR -- -- 15.55 0.30 1.91 NR
Paration 31.61 0.91 2.89 31.23 0.81 2.60 C
Malatién 34.83 3.67 10.54 40.59 241 5.94 V
Cipermetrina NR -- -- 60.60 1.97 3.26 (o
Disulfoton 23.49 0.04 0.15 41.69 2.49 5.97 P
Naled NR - -- NR NR
C: completo (> 80 %); P: parcial (50— 80 %); S: pequefio (< 50 %); V: variable; NR: No recobrado.
*Recobros proporcionados por el PAM (34) S: Desviacion estdndar. C.V.: Coeficiente de variacion.

Al usar un inserto debidamente desactivado los porcentajes de descomposicion disminuyen notablemente
en comparacion con el obtenido al usar un inserto activo, y los recobros mejoraron significativamente para
la mayoria de los plaguicidas a pesar del tiempo transcurrido entre la extraccion y la determinacion. Tabla

No 3.6

Tabla No 3.7. Plaguicidas degradados en los extractos adicionados
con 4 ppm usando un inserto desactivado.

Plaguicida % Descomposicion
Extraccion clorados Extraccién fosforados
Carbarilo/Naftol 14.54 12.24
DDT/ DDD 58.48 29.71
Mctox!clorofn,p— 43.95 16.83
Metoxicloro
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Al comparar las extracciones para plaguicidas clorados y fosforados usando un inserto desactivado; en la
primera, se obtienen menores recobros por la limpieza adicional con EFS-Florisil, aunque la variacién en
estos es menor que en la extraccion para plaguicidas fosforados en la cual solo hay un cambio de

disolvente por lo que los recobros son mayores. Tabla No 3.8

Tabla Ne 3.8. Recobros obtenidos en la muestra adicionada con 4 ppm usando un inserto desactivado.

Plaguicida Extraccion Clorados Extraccion Fosforados %R*
9R S C.V. %R S C.V. i
DDT 29.17 .44 4.95 88.60 10.40 11.74 {3
Heptacloro 19.90 0.95 4.80 55.73 12.78 22.94 C
Metoxicloro 51.14 1.82 8.57 135.96 22.90 16.85 C
Aldrin 19.30 0.31 1.61 59.59 13.51 22.66 C
Endrin 33.06 1.05 3.17 72.96 13.01 17.83 C
Lindano 25.77 0.83 3.21 56.74 11.04 19.46 C
Endosulfan 4381 1.80 4.10 77.81 8.44 10.85 C
Azinfos 38.70 5.18 13.39 51.83 6.02 11.61 NR
Mirex 31.36 5.99 19.10 80.85 9.27 11.47 &
Maneb NR -- -- NR - -- &
Carbarilo 51.39 745 14.50 87.81 11.20 12.76 55
Permetrina 79.25 13.27 16.75 161.62 18.76 11.61 Vv
Deltametrina 57.08 6.77 11.86 83.24 13.82 16.60 hY
Antraceno S 36.41 1.75 4.80 99.83 23.22 23.26 =
Ometoato 15.23 0.10 0.65 65.92 8.78 1331 NR
Paration 75.01 7.19 9.59 55.20 8.04 14.57 C
Malation 70.99 9.16 12.91 94.56 16.90 17.87 V
Cipermetrina 481.09 | 447.66 93.05 306.55 64.82 21.15 &
Disulfoton 24.75 0.57 2.29 63.10 14.64 23.20 P
Naled NR - o NR - = NR
C: completo (> 80 %); P: parcial (50 — 80 %); S: pequeno (< 50 %); V: variable; NR: No recobrado.
*Recobros proporcionados por el PAM (34) S: Desviacién estandar. C.V.: Coeficiente de variacion.

A pesar de que los recobros mejoraron, la limpieza con EFS-Florisil no es suficiente para aislar las
interferencias apolares coextraidas lo que ocasiona coelucion entre las interferencias y los plaguicidas (en
especial en la extraccion de clorados) haciendo dificil su deteccién y una apropiada integracién de los
picos correspondientes| por lo que se obtienen evaluaciones falsas en los recobros de plaguicidas clorados
y piretroides especialmente, por lo que los coeficientes de variacién de los recobros son mayores en los
plaguicidas que eluyen en donde hay mayor interferencia por la coelucién presente en el cromatograma.

Cromatogramas No E-5 y E-6
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3.3 Limites de Deteccion y Cuantificacion del Método.

Para calcular los limites de deteccién y cuantificacién instrumental se utilizaron los recobros calculados a
partir de la muestra adicionada con 4 ppm que se inyectdé con el inserto desactivado y los limites de
deteccion y cuantificacion instrumentales de la Tabla No 3.4; los cuales se obtuvieron con el instrumento
en mal estado.

Los limites de deteccién y cuantificacion del método obtenidos se presentan en las Tablas No 3.9y 3.10, y
a pesar de que las condiciones instrumentales no fueron del todo adecuadas, los limites de deteccién y
cuantificacién del método que se calcularon son menores que los LMR’s reportados por la SAGAR vy la
EPA, es decir, si las muestras analizadas tuvieran plaguicidas se podrian detectar facilmente aunque la

cuantificacién no seria del todo confiable si el CG/EM no esta del todo optimizado.

Tabla No 3.9.Limite de deteccion de método.

- LDM (ppm)

Plraidida Extraccién clorados. Extraccion fosforados.
Lindano 0.1292 0.0587
Disulfoton 0.0620 0.0243
Aldrin 0.1149 0.0372
Heptacloro 0.2224 0.0794
Endosulfan 0.0552 0.0311
Mirex 0.0280 0.0109
Ometoato 2.1768 0.5029
Malation 0.1847 0.1387

Tabla No 3.10.Limite de cuantificaciéon de método.

Plaguicida > LEM (ppiny) : LMR (ppm)
Extraccién clorados. | Extraccién fosforados.
Lindano 0.2571 0.1168 1.00
Disulfoton 0.1221 0.0479 0.80
Aldrin 0.2262 0.0733 =
Heptacloro 0.4484 0.1601 -
Endosulfan 0.1086 0.0612 2.00
Mirex 0.0555 0.0215 o
Ometoato 4.1952 0.9693 2.00*
Malatién 0.3629 0.2725 8.00

*LMR para dimetoato (EPA)

Al comparar los resultados obtenidos de LDI, LCI y recobros se observa que los mejores datos provienen
de la extraccién para plaguicidas fosforados ya que existe una menor manipulaciéon de muestra y menor

coextraccion de interferencias por el cambio de disolvente, por lo que los limites de deteccién y
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cuantificacién de método calculados a partir de ésta extracciéon son menores que los obtenidos de la
extraccion para plaguicidas fosforados; es decir, dicha extraccién es mds eficiente en la determinacién de

todos los tipos de plaguicidas que la extraccion para plaguicidas clorados.

3.4 Determinacion de plaguicidas en espinacas.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para las espinacas analizadas usando un inyector
desactivado, en donde ya se tomé en cuenta el porcentaje de recobro del surrogado para la cuantificacion,
es decir el recobro de antraceno obtenido en cada andlisis. Tabla No 3.11 Dichos resultados se compararan
con los LMR's reportados para cada plaguicida en espinaca, como no se encontré reportado un LMR para
ometoato en espinaca ni otra hortaliza similar se comparard la cantidad detectada con el LMR de su
andlogo azufrado dimetoato que es de 2 ppm, ya que los fosforotioatos son mds téxicos que los
fosfoditioatos el LMR de ometoato debe ser menor que el de dimetoato. En el caso de maneb el LMR con

el que se compara es el reportado en lechuga que es de 10 ppm.

Tabla No 3.11. Resultados finales del anlisis de plaguicidas en espinacas.

Procedencia de las muestras Plaguicidas Concentraciéon
detectados ppm
Mercado # 1 (Tlaxcala). Malation 6.164
Ometoato 12.88
Maneb 24.29
Mercado 2 (Edo de México) Ometoato 8.136
Maneb 1.384
Mercado 3 (origen desconocido) Ometoato 0.186
Maneb 1.232
Mercado 4 (Puebla) ND ---
Mercado 5 (Xochimilco) ND -
Mercado 6 (Milpa alta) Metamidofos™® NC
Mercado 7 (Cuautitlan) ND ——
Verdulerias D. F. (origen desconocido) ND ==
Central de abastos: San Gregorio Xochimilco ND -
Sta. Ma Uxalpa Toluca (Edo México) ND
Tlaxcala ND
San Martin Puebla ND
Supermercado | (Superama) ND -
Supermercado 2 (Aurrera) ND -
Supermercado 3 (Comercial Mexicana) ND "
Supermercado 4 (Wal-Mart) ND e

#* G Recobro del surrogado en dicha determinacién:51.04 %
NC: No cuantificado; ND: No detectado.
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Con lo que respecta a las concentraciones determinadas en la espinaca comprada en el mercado 1 las
concentraciones de ometoato y maneb son 6.44 y 2.43 veces mayores que sus LMR’s establecidos,
mientras que la espinaca comprada en el mercado 2 contiene una concentracién de ometoato 4 veces
mayor. Una concentracion tan alta de ometoato nos dice que el tiempo de espera entre la aplicacién de
plaguicidas y la recoleccién de espinaca no fue el suficiente como para que dichos compuestos se
degradaran, aunque por otra parte el encontrar maneb, un fungicida no recomendado para espinaca puede
ser indicacién de que la aplicacién de dichas mezclas de plaguicidas no autorizadas para ese cultivo se

usan para prolongar la vida de anaquel de dicha hortaliza.

Entre los plaguicidas que se determinaron se detect6 la presencia de un plaguicida fosforado llamado
metamidofos el cual no fue cuantificado por falta del estandar puro correspondiente, este insecticida no se
aplica en espinacas pero si en lechuga y vegetales del género Brassica (5),y su presencia solo indica que
los agricultores usan diferentes tipos de plaguicidas (ya sean recomendados o no por la CICOPLAFEST)

para proteger sus cultivos.
En general se puede decir que la cantidad de plaguicidas detectados en espinacas rebasa el LMR

establecido por la SAGAR y la EPA pero el niimero de muestras que presentaron esta incidencia es tan

pequeiio que no es de gran importancia toxicolégica.
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Capitulo 4 Conclusiones y recomendaciones.

4.1 Preparacion de muestra.

El desarrollo de un adecuado protocolo de preparacién de muestra es fundamental para obtener extractos
con la minima cantidad de interferencias co-extraidas, asi como para evitar la descomposicion de los

plaguicidas y recobros aceptables.

La extraccién en fase sélida es de gran ayuda para eliminar interferencias co-extraidas, sin embargo
debido al alto contenido de componentes no polares el uso de un solo cartucho de extraccién no es
suficiente para eliminar las ceras, fitoles y colestenoles presentes en las espinacas, por lo que se propone
utilizar una limpieza adicional de EFS - CI18 para eliminar estas interferencias o precipitar las ceras

extraidas al bajar rdpidamente la temperatura de los extractos iniciales y filtrarlos.

También es de vital importancia eliminar toda el agua remanente de los extractos pues de no ser asi los
plaguicidas se hidrolizan durante la concentracién de la alicuota a analizar, la concentracién debe hacerse
cuidadosamente para no evaporar completamente el disolvente lo cual daria como resultado la perdida

total de los plaguicidas. (19)

El andlisis instrumental de los extractos obtenidos debe hacerse lo mis pronto posible para evitar la
degradacién, adsorcién o isomerizacién de los plaguicidas, por lo que se debe determinar el tiempo
maximo de almacenamiento de los extractos en el cual los plaguicidas no presentan degradacion o

isomerizacion.

4.2 Determinacion cromatografica.

Para obtener una adecuada determinacion cualitativa de todos los plaguicidas se debe contar con un
sistema de verificacion del CG/EM, de lo contrario los resultados obtenidos no serdan del todo reales.

Uno de los principales problemas que se presentaron en este estudio fue el generado por las camisas del
puerto de inyeccién del cromatégrafo de gases y la lana de vidrio que se emplea en el inserto para evitar
que la columna se tape. Ambos presentan sitios activos lo cual provocaba la degradacién completa o
parcial de todos los plaguicidas; por lo que antes de comenzar cualquier andlisis se debe verificar que el

inserto se encuentra en buenas condiciones ya que ademas este sufre una activacién gradual al inyectar
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continuamente estandares de plaguicidas fosforados y muestras, por lo tanto se debe contar con insertos y
lana de vidrio bien silanizados los cuales deben cambiarse conforme se requiera (prueba de degradacién

de Carbarilo, DDT y de Aldrin).

Para verificar que el sistema instrumental se encuentra en éptimas condiciones se recomienda contar con
una solucién de verificacion que contenga aquellos plaguicidas susceptibles a degradacién, la cual debe

ser inyectada antes de analizar estindares o muestras.

4.3 Evaluacion del método multiresiduo CDFA modificado.

En general los recobros obtenidos por el método multiresiduo CDFA modificado son menores a los
reportados por el método II para alimentos no grasos del PAM debido a que CG/EM no estaba
debidamente optimizado; por lo que solo se obtuvieron los LDM y LCM para la mayoria de plaguicidas
clorados y tres fosforados los cuales son inferiores a los limites maximos de residuos permitidos por
SAGAR y EPA, aiin usando un instrumento fuera de condiciones ideales, por lo tanto se debera evaluar

nuevamente esta metodologia.

A pesar de los problemas instrumentales encontrados, el método multiresiduo CDFA modificado es capaz

de determinar plaguicidas en muestras reales y muestras adicionadas satisfactoriamente.
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4.4 Determinacion de plaguicidas en espinacas.

De todas las muestras analizadas solo un porcentaje pequeno de estas dio un resultado positivo en la

presencia de plaguicidas.

Maneb y Metamidofos no se encuentran en las listas de plaguicidas recomendados para el cultivo de
espinaca por la CICOPLAFEST, pero no son plaguicidas prohibidos o restringidos.

De manera que la primera conclusion a la que se puede llegar a pesar de un muestreo tan pequeno
(tomando en cuenta los voliimenes que maneja la Central de Abastos), es que los agricultores tienen
buenas practicas agricolas con lo que respecta a la aplicacién de mezclas de plaguicidas y tiempos de
cosecha.

La segunda es que debido al consumo de espinacas no existe una contribucién importante en la dieta con
lo que respecta a plaguicidas. Es importante hacer notar que a pesar de que se analizaron
cuantitativamente los extractos para un grupo de plaguicidas se realizé un andlisis cualitativo de todos los

extractos buscando cualquier otro plaguicida que pudiera estar presente.

Es importante continuar el estudio con esta metodologia en diferentes hortalizas y productos de la dieta de
los habitantes del D.F., procedentes de diversas zonas del pais y cultivadas en diferentes ciclos de cosecha
para comparar el tipo de plaguicida aplicado segiin el tipo de vegetal y la estacién de su siembra y los

efectos en la dieta de la poblacién.
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Apéndice A. Métodos multiresiduos para la determinacion de plaguicidas.

Tabla 1-A. Procedimientos de extraccion.

Analito Muestra Solvente de extraccion Procedimiento de limpieza Determinacion
Organoclorados Frutas, Acetona. El filtrado se extrae con éter de petroleo-CH,Cl,, se adiciona sal a la fase acuosay | CG-KCl
Organofosforados | Vegetales se extrae con CH,Cl,. Las fases orgdnicas son combinadas y secadas con Na,SOy termoidnico.
Organonitrogena- anhidro. CG-DCE
dos Los plaguicidas organoclorados y organonitrogenados se determinan por CG.

Los plaguicidas organohalogenados: se hace una limpieza con Florisil y se

determinan por CG.
Organoclorados Alimentos Acetona-agua (2:1) Se adiciona NaCl al filtrado y se extrae con CH,Cl, CG-DCE
Organofosforados | Grasas (La cantidad de agua La fase orgénica es secada con Na,SOy anhidro. Se concentra y disuelve en CG-DFF
Otros plaguicidas depende del contenido ciclohexano-acetato de etilo (1:1). La solucién es limpiada por CPG con CG-DNF
(organonitrogena- de agua en las muestras). | ciclohexano-acetato de etilo (1:1). Las grasas son disueltas en la fase movil y se CG-EM (SIM)
dos, etc) limpian por CPG directamente. Se toma una alicuota, la cual se concentra y

disuelve en acetato de etilo.

Los plaguicidas nitrogenados, fosforados y los que contienen azufre son

determinados por CG.

Los plaguicidas clorados requieren de una limpieza adicional con una minicolumna

de silica gel y son determinados por CG. Los eluyentes son: (1) hexano-tolueno

(65:35), (2) tolueno, (3) tolueno-acetona (95:5), (4) tolueno-acetona (80:20), (5)

acetona.

Para plaguicidas halogenados y PCB’s la fase organica solo se lava con H,SO4

conc. El solvente se reemplaza por isooctano, y se determina por CG.
Organoclorados Frutas, Acetona. El filtrado se extrae con éter de petr6leo-CH,Cl,, se adiciona sal a la fase acuosay | CG-DCEL
Organofosforados | Vegetales se extrae con CH,Cl,. Las fases orgdnicas son combinadas y secadas con Na,SO, CG-DFF
Organonitrogena- anhidro.
dos Los plaguicidas organoclorados y organonitrogenados se determinan por CG.

Los plaguicidas organohalogenados: se hace una limpieza con Florisil y se

determinan por CG.
Plaguicidas Alimentos no 35 % agua en acetona. El filtrado se extrae con éter de petréleo-CH,Cl,, se adiciona sal a la fase acuosay | CG-DCEL

grasos de baja se extrae con CH,Cl,. Las fases orgdnicas son combinadas y secadas con Na,SOy CG-DFF

humedad (<
10%)

anhidro, e inyectadas en un CG o se limpia una vez mds con una columna de
carb6n mezclado (carbon-celita-oxido de magnesio, 1:4:2) o florisil.
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Analito Muestra Solvente de extracciéon Procedimiento de limpieza Determinacion
Organoclorados Frutas, Acetona, Se adicionan agua y salmuera al filtrado y se extraen con CH,Cl; o hexano. La fase | CG-DCE
Organofosforados | Vegetales. Acetona-agua orgdnica es secada con Na,SO, anhidro, se concentra y se disuelve en ciclohexano- | CG-DNF
Carbamatos y (Para cereales). CH,Cl, (85:15). La solucién es limpiada por CPG con la misma solucién. La
otros. fraccién tomada se concentra, se disuelve y se determina por CG.

Organoclorados Frutas y Acetona. El filtrado es extraido con CH,Cl,-hexano (1:1) La fase orgénica es secada con CG-DCE

Organofosforados | vegetales. Na,S0, anhidro, se concentra y se disuelve en ciclohexano- CH,Cl, (1:1). La CG-DFF

Carbamatos, solucién es limpiada por CPG con la misma solucién. La fraccion tomada se CG-DNF

funguicidas. concentra, se disuelve con 10% de acetona en ciclohexano y se determina por CG. | CG-DIF

Organoclorados Frutas y Acetato de etilo mas El filtrado es concentrado y limpiado por CPG con ciclohexano-acetato de etilo CG-DCE

Organofosforados | vegetales, adicion de Na,SO,. (1:1). Se colecta una fraccidn a la que se le adiciona un estdndar interno y la CG-DNF

Funguicidas. grasas, cereales. mezcla es inyectada en un CG sin evaporacion.

Organoclorados. Vegetales, Acetona. Se concentra el filtrado, se adiciona una solucién de NaCl al 5 % y se extrae con CG-DCEL
arroz, hojas de hexano. La fase orgénica es concentrada y disuelta con ciclohexano-CH,Cl, (1:1).

Té. La solucién es limpiada por CPG con la misma solucién. La fraccion es
concentrada, disuelta en hexano y analizada por CG.

Plaguicidas Alimentos Extraccion con fluidos | La muestra se mezcla con tierra de diatomeas y se extrae. Los extractos de CG-DFF
grasos y no supercriticos. (CO,). muestras grasosas son limpiados por CPG con Hexano-CH,Cl, (1:1) y determinado | CG-DCEL
grasos. por CG.

Organoclorados Frutas y Acetonitrilo. Se adiciona sal al filtrado y se extrae. El acetonitrilo se coloca en tres viales CG-DCE

Organofosforados | vegetales. separados, se concentra y reconstituye con benceno para determinar los plaguicidas | CG-DNF

Carbamatos. clorados, para los fosforados se reconstituye con acetona. La tercera porcion se CG-DFF

reconstituye con metanol-agua (1:3) y se usa para la determinacién de carbamatos. | CLAE
CG-EM
Plaguicidas. Cosechas. Acetato de etilo El filtrado se concentra y disuelve con ciclohexano- acetato de etilo. La solucién es | CG-DCE
(adicionar Na,SO, limpiada por CPG con la misma solucién. La fracciéon tomada se concentra y CG-DFF
anhidro). disuelve con ciclohexano- acetato de etilo (1:1). se determina por CG. CG-DNF

Plaguicidas Frutas y Acetonitrilo. Se adiciona sal al filtrado y se extrae. El acetonitrilo es secado con Na,SO, CG-EM
vegetales. anhidro, se concentra y se disuelve con acetona.

Organoclorados Frutas y Acetonitrilo. El extracto es filtrado a través de SPE Cg. Se adiciona buffer y salmuera al eluato y | CG-DCEL

Organofosforados | vegetales. se extrae. Una porcién de acetonitrilo es concentrada y analizada por CG par la CG-DFF

Carbamatos. determinacidn de plaguicidas clorados y fosforados. Otra porcién de acetonitrilo se | CLAE

pasa a través de un cartucho de SPE (de silica enlazada con aminopropil) y los
carbamatos son analizados por HPLC.
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Analito | Muestra Solvente de extraccion Procedimiento de limpieza Determinacion
Plaguicidas, Frutas y Acetona. Se extrae con CH,Cl, y se limpia por CPG con ciclohexano-acetato de etilo (1:1). | CCFAE
Organofosforados, vegetales. Se separa en una minicolumna de silica gel, los eluyentes son (1) hexano-tolueno
funguicidas (65:35), (2) tolueno, (3) tolueno-acetona (95:5), (4) tolueno-acetona (80:20), (5)
halogenados, acetona.
piretroides, triazinas,
fenilureas,
carbamatos.

Carbamatos. Frutas y Para muestras no grasas: | Prepurificar usando una particién acetonitrilo-hexano que es necesaria para la CLAE
vegetales. (1) CH,Cly-agua. extraccion con el dltimo solvente. Limpiar por cromatografia en columna con
(2) Acetonitrilo. Florisil.
Para muestras grasas:
Acetonitrilo.
El mismo procedimiento descrito arriba con la prepurificacion y cromatografia en
columna.
Plaguicidas. Productos Acetona. Se adiciona salmuera al filtrado y se extrae con hexano. La fase organica es lavada | CG-EM
agricolas. con agua, y secada con Na,SOy, concentrada y disuelta con ciclohexano-acetona
(1:1). La solucién es limpiada por CPG con ciclohexano-acetona (1:1). La fraccién
es concentrada e inyectada en CG-EM.
Carbamatos, Suelo. Metanol-agua (2:1). Se extrae en Soxhlet. El volumen del extracto es reducido en un rotavapor CG-DNF
triazinas, acetamida, (remover el solvente por completo). La fase acuosa es disuelta en agua, se coloca CG-EM
dinitroanilina y otros. en un cartucho de C;g y se eluye con acetato de etilo.
Insecticidas y Frutas y Acetona-agua (2:1). Se extrae con CH,Cl, y se limpia con CPG con ciclohexano- acetato de etilo (1:1). | CCFAE
funguicidas. vegetales. Se separa con una minicolumna se silica gel. (1) CH,Cl,, (2) hexano-acetona (8:2),
(3) acetato de etilo, (4) metanol-agua (6:4), (5) metanol-agua (7:3).
Organoclorados, Frutas y La muestra molida es mezclada con Florisil, transferida a una columna y eluida con | CG-DCE
organofosforados, vegetales. acetato de etilo o CH,Cl,-acetona (9:1). CG-DFF
piretroides, CG-DNF
carbamatos,
triazinas, ureas.
Organoclorados Frutas y Extraccion con fluidos Atrapar con Hypersil ODS, y eluir con acetonitrilo. CG/EM
Organofosforados vegetales. supercriticos con CO,. (trampa de
Carbamatos iones)
Piretroides y otros.
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Analito Muestra Solvente de extraccion Procedimiento de limpieza Determinacién
Plaguicidas 1.- Productos | Acetona. 1.- Productos con alta humedad: La muestra se homogeniza con acetona y se CG/EM
con alta filtra. El filtrado se filtra a través de una columna de Sep-Pak C,g y se eluye la (trampa de iones,
humedad. muestra con 30 % agua en acetona. 1Q)
2.- Productos 2.- Productos con baja humedad: La muestra se homogeniza con agua, se muele | CLAE
con baja con acetona a alta velocidad y se filtra. El filtrado se filtra a través de una
humedad. columna de Sep-Pak Cg y se eluye la muestra con 30 % agua en acetona.
3.- Alimentos 3.- Alimentos grasos: Se adiciona a la muestra oxalato de potasio y celita, se
grasos. muele a mano hasta obtener un polvo fino, se transfiere a una columna de pre-
particion unida a una columna Sep-Pak Cg, y se eluye con 20 % de agua en
acetona. El eluato se extrae con acetona-CH,Cl, (50:100). La fase organica es
secada con Na,SO, anhidro, concentrado y disuelto con acetona-éter de petrdleo
(5:10). La solucién es filtrada a través de una columna Accell Plus QMA-Sep-
Pak NH, y se filtra a través de acetona-éter de petréleo (1:2). Se combinan los
eluatos y se concentran y disuelven en acetona.
Plaguicidas Frutas y 1.- Acetona-agua (2:1). | Adicionar salmuera al filtrado y extraer con las siguientes soluciones: CG-DCE
vegetales. Acetato de etilo. CG-DNF

2.-
(1) Acetato de etilo
(ii))Hexano-acetona (8:2)

Ter-butil metiléter.

Dietiléter.

Eter de petréleo.

Ciclohexano-acetato de etilo (1:1).

Ciclohexano

La fase orgdnica se seca con Na,SQOy, se concentra y disuclve con ciclohexano-
acetato de etilo (1:1). La solucién es limpiada por CPG, con el mismo solvente.
Se toma una alicuota que se concentra y disuelve con acetato de etilo, y se
determina por CG.

R

El siguiente procedimiento es igual al mencionado anteriormente.

Motohashi Noboru et al. 1996. Review Official multiresidue methods of pesticide analysis in vegetables, fruits and soil. Journal of Chromatography A Vol 745 pp 333-346.
CG-KCI Cromatograffa de Gases-Detector Termoiénico.
CG-DCE: Cromatografia de Gases-Detector de Captura de Electrones.
CG-DFF: Cromatografia de Gases-Detector Fotométrico de Flama.
CG-DNF: Cromatografia de Gases-Detector Nitrégeno Fésforo.
CG-EM: Cromatografia de Gases-Espectrometria de masas.
CG-DCEL: Cromatografia de Gases-Detector de Conductividad Electrolitica.
CG-DIF: Cromatografia de Gases-Detector de Ionizacién de Flama
CLAE: Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia.
CCFAE: Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficiencia.
1Q: Tonizacién Quimica.
CPG: Cromatografia de Permeaciéon en Gel.
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Tabla 2-A. Cultivos en las que se puede emplear el método multiresiduo CDFA.

Namero del grupo de cosecha.

Nombre.

|

Raices y tubérculos.

2 Hojas de raices y tubérculos.

3 Bulbos.

4 Vegetales frondosos (excepto el género
Brassica).

5 Vegetales frondosos del género Brassica.

6 Legumbres.

7 Follage de legumbres.

8 Frutas.

9 Cucurbitdceas.

10 Ciltricos.

11 Pomelos

12 Drupas.

13 Bayas.

14 Nueces.

15 Cereales.

16 Forraje, pastura y paja de cereales.

17 Forraje de pasto, pastura y heno.

18 Alimentos no grasos para animales.

19 Hierbas y especias.
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Tabla 3-A. Plaguicidas determinados por el método multiresiduo CDFA.

Organofosforados. Organohalogenados. Carbamatos.
a-Mevinfos Fensulfotion Alaclor Lindano Aldicarb
B-Mevinfos Fention Aldrin Metaloclor Aldicarb sulfona
Acefato Fonofos Aletrin Metoxicloro Albicarb sulféxido
Azinfos etil Forato Anilazina Metribuzin Bendiocarb
Azinfos metil Fosalone Atrazina Nitrofen BPMC
Bensulide Fosfamidon Benefin o,p-DDD Bufencarb
Bromofos Fosmet Bifenox o.p-DDE Carbarilo
Carbofenotion [sofenfos Bifentrin 0.p-DDT Carbofurano
Clorfenvinfos Leptofos Captatol o.p-Dicofol 3-OH Carbofurano
Clorpirifos Malaoxon Captan Oxadiazinon 3-ona Carbofurano
Clorpirifos metil Malatién Carbofenotion Oxifluorfen Isoprocarb
Compound Merfos Ciflutrin p.p-DDD Metiocarb
Crotoxifos Metamidotos Cipermetrina p.p-DDE Metiocarb sulféxido
Crufomato Monocrotofos Cis-Permetrina p.p-DDT Metomilo
Cumafos Metidation Clorbenzilato p.p-Dicofol I-Naftal
Demeton Ometoato Cloroneb Pendimetalin Oxamil
Dialifor Oxidemeton metil Clorotalonil Pentacloroanilina Promecarb
Disulfoton Paratién Clorprofam Pentaclorobenceno Propoxur
EPN Paratién metilico Clortal dimetil Pentacloronitrobenceno
Dioxatién Pirimifos metil Diclobenil Piretrinas
Diazinon Profenofos Diclona Profluralin
Diazoxon Propetamfos Dicloran Pronamida
Diclorvos Ronnel Dieldrin Propanil
Dicrotofos Tetraclorvinfos Endosulfan 1 Sulfalato
Dimetoato Tionazin Endosulfan II Terbacil
Etion Triazifos Endosulfansulfato  Tetradifon
Etoprop Tributilfosfato Endrin Tetrametrina
Fenamifos S.S.8- o Esfenvalerato Tiobencarb

) Tributilfosforotrition
Fenclorfos Sulprofos Etalfluralin tran-Permetrina
Fenitrotion Temefos Etilan Triadimefon
Terbufos Fenarimol Trifluralin
Fenvalerato Vinclozolin
Folfet a-BHC
Heptacloro B-BHC

Heptacloro epéxido  §-BHC
Iprodiona e-BHC

A continuacién se muestra el diagrama de trabajo correspondiente a la preparacion de la muestra del
método multiresiduo CDFA vy las condiciones instrumentales.
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Figura No A-1. Método Multiresiduo CDFA.
Cortar y pesar 50 g de muestra,

Licuar por 2 min a alta velocidad.
Filtrar en un contenedor de vidrio que contenga 10 g de sal.
Agitar vigorosamente por un minuto y dejar que las fases
acuosa y orginica se separen.

{

Tomar una alicuota de 10 ml de acetonitrilo para cada clase de plaguicida.

.

Evaporar cada alicuota casi a sequedad con corriente de aire. a 70 °C.

Halogenados Carbamatos

Fosforados l

s S - \ .
Redisolver en 2 ml de hexano. Redisolver en 5 ml de acetona. Redisolver ca 2 ml de MeOH al 1%
€n CH2C|2.

| (e l

Preacondicionar columna de EFS - Florisil con:

Si es necesario pasar la
1.- 5 ml de 10% acetona en hexano. p

Preacondicionar columna de EFS - NH, con:
muestra a través de un &

(=5 mlbexo. filtro de nylon de 0.2 pm. .- 5 ml de MeOH al | % en CH,Cl5.
Pasar la muestra a través de l
la columna de EFS. ~ T ~ Pasar la muestra a traves de
Inyectar en la columna de EFS.
CG-DFF.

Eluir dos veces con 5 ml de 10 % - :
Sestond st livanicuds G Eluir dos veces con 2 ml de MeOH al | %

l- - - en CH,Cly.

Concentrar con corriente de aire, a 40 °C. l . )
¢ Concentrar con corriente de aire. a 40 °C.

l.

Redisolver y aforar a 2.5 ml con metanol y
l pasar a través de un filtro de nylon de 0.2 pm.

Redisolver y aforar a 5 ml con hexano.

/" Inyectar en CG-DCE y ‘

_ “CG—DCI_EL- Inyectar en CLAE con

detector de fluorescencia.

EFS: Extraccién en Fase Sdlida.
DFF: Detector Fotométrico de Flama.
DCE: Detector de Captura de Electrones.

DCEL: Detector de Conductividad Electrolitica.

CLAE: Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia.
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Condiciones instrumentales del método multiresiduo CDFA.
Para plaguicidas organofosforados:

Instrumento: CG-DFF

Columnas:
DB-1 (dimetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.53 mm de didmetro interno x
1.5 m de espesor de fase estacionaria.
DB-17 (50 % fenilmetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.53 mm de
didmetro interno x1.0 pum de espesor de fase estacionaria,

Temperatura del inyector: 220 ° C.

Temperatura del detector: 250 ° C.

Volumen de inyeccidn: 1 pl.

Rampa de temperatura:

250°C
12 mi
150° C min
10 ° C/min
2 min troral = 24 min

Para plaguicidas organoclorados:

Instrumento: CG-DCE

Columnas:
DB-1 (dimetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno x
0.25 um de espesor de fase estacionaria.
DB-17 (50 % fenilmetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.25 mm de
didmetro interno x 0.25 um de espesor de fase estacionaria.

Temperatura del inyector: 220 ° C.

Temperatura del detector: 320 ° C.

Volumen de inyeccién: | pl.

Rampa de temperatura:

270°C
/8 min
150°C
6 ° C/min
2 min troa = 30 min
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Instrumento; CG-DCEL

Columnas:
DB-1(dimetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.53 mm de didmetro interno x
1.0 um de espesor de fase estacionaria.
DB-17 (50 % fenilmetil polisiloxano), de 30 m de longitud x 0.53 mm de
diametro interno x 1.5 pm de espesor de fase estacionaria.

Temperatura del inyector: 220 ° C.

Temperatura del detector: 250 © C.

Volumen de inyeccion: 2 pl.

Rampa de temperatura:

260 ° C
10 min
160°C -~
10 ° C/min
2 min tToral = 22 min

Para carbamatos.

Instrumento: CLAE con detector de fluorescencia.
Detector: longitud de onda de excitacién, 330 nm.
Longitud de onda de emisién, 465 nm.

Columna: C18, tamano de particula 5 pm.

Flujo: 1.0 ml/min.

Volumen de inyeccién: 20 pl.

Gradiente de elucién:
Inicial: 80:20 agua:acetonitrilo. (2 min)
Al minuto 16.  10:90 agua:acetonitrilo. (2 min)
Al minuto 18.1. 80:20 agua:acetonitrilo.

Tiempo total: 21.0 min.
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Apéndice B. Datos de los plaguicidas analizados".

Aldrin.
cl Cl

Cl
Cl

Cl Cl
No CAS: 309-00-2 C,,HgClg P.M. 364.91g/mol

Sinénimos: 1,2,3,4,10,10-Hexacloro-1-4,4a,5,8,8a-hexahidro-1,4:5,8-dimetanonaftaleno; HHDN;

octaleno; compuesto 118.

Propiedades: Cristales, p. f. 104 ° C; p. vap. 7.5%10° mm Hg (20 ° C). Pricticamente insoluble en agua.
Estable en presencia de dlcalis orgdnicos e inorgdnicos, estable a la accién de cloruros metilicos

hidratados. Se epoxidiza a dieldrin en organismos vivientes.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DLsg oral en ratas: 39 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.0001 mg (aldrin + dieldrin)/kg.

p,p’-DDT.
C=Cl,

Cl I I Ci

Sinénimos:  1,1'-(2,2,2-Tricloroetil)-bis[4-clorobenceno]; diclorodifeniltricloroetano; clorofenotano;

No CAS: 6088-51-3 C|4H9C15 P.M. 354.49 g/mol

clofenotanodicofano; pentaclorin; Agritan; Gesapon; Neocid.

Propiedades: Cristales, p. f. 108.5-109 ° C; p. vap. 1.5%10° mm Hg (20 ° C). Pricticamente insoluble en
agua. Solubilidad en g/100 ml de solvente a 25 °C: acetona 58, benceno 78, benzil benzoato 42,
tetracloruro de carbono 45, colobenceno 74, ciclohexanona 116, xileno 18.3. Se convierte en DDE por
catdlisis con Fe (III) y cloruros de aluminio. Puede sufrir dehidrocloracién a temperaturas mayores a

50 °C.

Usos: insecticida.

*~ The Merck Index. Thirteenth Edition. 2001 USA

- Worthing and Walker. 1987. The pesticide manual. A world compendium. Published by the British Crop Protection Council. 8™
Edition. Great Britain.

- Patnaik Pradyol. 1999. A comprehensive guide to the hazardous properties of chemical substances WILEY 2™ Edition. USA.
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Toxicidad: DLsg oral en ratas: 113 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.02 mg/kg.

Endosulfan.
Cl
Cl ; 9]
\
G
/
Cl . o]
No CAS: 115-29-7 CoH(Cl0:S  P.M. 406.93 g/mol Cl

Sinéminos:  6,7,8,9,10,10-Hexacloro1,5,5a,6,9,9%-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiopin-3-oxido;

sulfito ciclico del 1,4,5,6,7,7-hexacloro-5-norborneno-2,3-dimetanol; Clortiopin; Malix;Thiodan; Thionex.

Propiedades: producto técnico, cristales cafés con p. f. 70-100 ° C (p. f. 106 ° C para el compuesto puro).
Pricticamente insoluble en agua. Soluble en la mayoria de solventes organicos. Estable en dcidos
minerales diluidos, hidrolizado rapidamente por alcalis en diol y oxido se sulfuro. El producto comercial
es una mezcla de o-isémero(endosulfan 164 — 67 %), p. f. 108-110 ° C y B-isémero (endosulfan 11 29 — 32
%), p- . 208-210° C.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DLs; oral en ratas: 43 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.008 mg /kg.

Endrin.
Cl

Cl

o]}
Cl
No CAS: 72-20-8 C:HCLO  P.M. 380.91 g/mol ¢
Sinénimos: (laa,2B,2aB,30,60,6aP,7B,7aB)-3,4,5,6,9,9-Hexacloro-1a,2,2a,3,6,6a,7, 7a-octahidro-2,7,:3, 6-

dimetanonaft[2,3-bJoxirano; mendrin; nendrin; hexadrin; ENT-17251.

Propiedades: cristales, se descompone a 245 °C. p vap. a 25 °C: 2*10”7 mm Hg. Solubilidad en g/100 ml

de solvente a 25 °C: acetona 17, benceno 13.18, tetracloruro de carbono 3.3, hexano 7.1, xileno 18.3.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DL oral en ratas: 7.5 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.0002 mg/kg.
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Heptacloro.

Cl cl
Cl (@Q
Cl

Cl

Sinénimos: 1H,1.4.5,6,7,8,8-Heptacloro-3a,4,7,7tettrahidro-4,7-metanoindeno; E-3314; Velsicol 104;

No CAS: 76-44-8 CoHsCh P.M. 373.32 g/mol

Drinox; Heptamul.

Propiedades: cristales, p.f. 95-96 °C. p vap. a 25 °C: 3*10™ mm Hg. Solubilidad en g/100 ml de solvente a
27 °C: acetona 75, benceno 106, tetracloruro de carbono 112, ciclohexanona 119, alcohol 4.5, xileno 102.

Susceptible a epoxidacidn.
Usos: insecticida.

Toxicidad: DL, oral en ratas: 100 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.0005 mg/kg.

Lindano.
Cl Cl

Cl --Cl

No CAS: 58-89-9 CeHeCls P.M. 290.83 g/mol Cl Ci

Sinénimos: (1e,20,3B.40,50,6PB)-1,2,3,4,5,6-Hexaclorociclohexano; y-HCH; Yy-hexaclorobenceno; Y-

BHC; ENT-7796; Jacutin; Lintox; Lerexano.

Propiedades: cristales, p.f. 112.5 °C. p vap. a 20 °C: 9.4*10° mm Hg. n;’;’ 1.644. Solubilidad en g/100 ml

de solvente a 20 °C: acetona 43.5, benceno 28.9, tetracloruro de carbono 24, éter 20.8, etanol 6.4.

Insoluble en agua. Es dehidroclorinado por dlcalis. En solucién se pierde el 50 % en 11 ha pH 9.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DLs, oral en ratas: 88 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.01 mg/kg.

np Indice de refraccién a 20 °C.
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C-Cl,
I I OMe

Sinénimos: 1,1°-(2,2,2-Tricloroetil)bis[4-metoxibenceno]; DMDT; metoxi-DDT; Marlato.

Metoxicloro.

No CAS: 72-43-5 CiH;sCLO,  P.M. 345.65 g/mol MeO

Propiedades: cristales dimérficos, p.f. 78-78.2° o 86-88 °C. Practicamente insoluble en agua. Soluble en

alcohol. Sus solubilidades son aproximadamente iguales a la s de DDT.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DL, oral en ratas: 5.0 g/Kg.
IDA para el hombre: 0.1 mg/kg.

Mirex.
o ,C
Cl Cl
cl =
~cl
cl c C
No CAS: 2385-85-5 CioChis P.M. 545.55 g/mol cl

Sinénimos: 1,1a,2,2,3,3a,4,5,5,5a,5b,6-Dodecaclorooctahidro-1,3,4-meteno- | H-ciclobuta[cd]-pentaleno;
Hexacloropentadieno, CG-1283, ENT-025719, Declorano.

Propiedades: cristales blancos inodoros. Pricticamente insoluble en agua. Solubilidad a temperatura
ambiente: dioxano 15.3%, xileno 14.3 %, benceno 12.2 %, tetracloruro de carbono 7.2 %, etilmetilcetona

5.6 %. Practicamente no corrosivo a metales. Se descompone a 485 °C.

Usos: insecticida, retarda el fuego en plasticos y papel.

Toxicidad: DL, oral en ratas: 600 mg/Kg.
DLs, cutdnea en ratas: > 2000 mg/kg
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Azinfos metil

cH,O.1I
P—8—

¢ N
CH,O N

No CAS: 86-50-0 CoH2N;OsPS; P.M. 317.33 g/mol N

Sin6nimos: Acido 0,0-dimeti S-[(4-0x0-1.2,3-benzotriazin-3(4H)-il)metil]ester fosforoditioico; Bayer 17147; ENT-
23233; R-1582; Cotnion-metil; Gusathion M; Guthion.

Propiedades: cristales; p. f. 73 - 74 © C; d;° 1.44; n}J 1.6115. Solubilidad en agua a 25 ° C: 33 mg/l.
Soluble en metanol, etanol, propilen glicol, xileno, otros disolventes organicos. Sus soluciones en metanol,
y propilen glicol son estables hasta por 3 semanas. Inestable a temperaturas > 200 °C. Es hidrolizado por

acidos y bases.

Usos: insecticida, acaricida.
Toxicidad: DLsg oral en ratas: 11 mg/Kg.

DLsy dérmica en ratas: 220 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.0025 mg/kg.

Disulfotén.

S
CHOHONT _s._cn,
No CAS: 298-04-4 CsHisO.PS;  P.M. 274.41 g/mol CH,CH,O
Sinénimos: Acido O,0-dietil S-[2-(etiltio)etillester fosforoditioico; tiodemeton, ~ditiodemeton;

Bayer19639; ENT-23347; Disyston.

Propiedades: aceite incoloro, p. eb. a 0.01 mm Hg : 132 - 133 °C. dfa 1.144; n;)u 1.5348. p. vap. 1.8%10™

mm Hg (20 ° C). Insoluble en agua. Es metabolizado por plantas y animales a sulféxido, sulfona, andlogo

oxigenado y 2-etiltioetil mercaptano.

Usos: insecticida.

Toxicidad: DLsg oral en ratas: 2.63 mg/Kg.
DLy dérmica en ratas: 6 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.002 mg/kg.

d;" Gravedad especifica a 20 °C.
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Malation.

,SI/()CH;
CH;CH,COOCHSP]
OCH;

No CAS: 121-75-5 CioH1sO4PS;  P. M. 330.36 g/mol CH3CH,COOCH,
Sinénimos: dietil (dimetoxifosfinotioiltio)succinato, maldison, malaton, mercaptotion, carbofos.
Propiedades: El malatién técnico (95 5 % de pureza) es un liquido dmbar claro; p. f. 2.85 ° C; p. eb. 156 -

157 °C a 0.7 mm Hg; p. vap. 5.3 mPa (30 ° C); d.” 1.23; nff 1.4985. Solubilidad a temperatura ambiente:

145 mg/l agua, miscible en la mayoria de disolventes orgdnicos incluyendo alcoholes, ésteres, cetonas,
éteres y aceites vegetales. Se hidroliza a pH > 7.0 0 < 5.0. Estable en buffer acuoso a pH 5.26.
Se metaboliza por hidrélisis de los ésteres carboxilico y fosforoditioato y/o por oxidacién del

fosforoditioato a fosforotioato (malaoxon).

Usos: insecticida y acaricida.

Toxicidad: DLs, oral para ratas: 1000mg/Kg.
DLs (24 h) cutdnea en conejo: 4100 mg/Kg.
Toxicidad tépica en abejas: DLs, 710 ng/abeja.
IDA para el hombre: 0.02 mg/Kg.

Metamidofos.
(@]
II:!’
MeO '“7 “NH,

No CAS: 10265-92-6 C,HgNO,PS  P.M. 141.13 g/mol SGH;

Sinénimos: Ester del acido O,S-dimetil fosforamidotioico; Bayer 71628; ETN-27396; SRA-5172;

Monitor; Tamaron.

Propiedades: Cristales, p.f. 54 °C. n}, 1.5092. Densidad a 44.5 °C: 1.31.; p. vap. 3*10™ mm Hg (30 ° C).

Soluble en agua y etanol.

Usos: insecticida y acaricida.

Toxicidad: DLs oral para ratas: 27 mg/Kg.
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Naled.

No CAS: 300-76-5  C,H;Br,Cl,O,P P.M. 380.78 g/mol Br

Sinénimos: Ester del dcido 1,2-dibromo-2,2,-dicloroetilfosférico; bromclofos; ENT-24988:0MS-75; RE-

4355; Bromex; Dibrom; orto-dibrom.

Propiedades: Liquido de olor pungente, p.eb. 110 °C a 0.5 mm de Hg, dfs 1.96. Puede ser cristalizado,

p.f. 26.5 — 27.5 °C, p.vap. aproximada 2%10" mm Hg a 20 °C. Practicamente insoluble en agua. Se
hidroliza por completo en agua en 48 h. Soluble en hidrocarburos aromaticos y clorados, cetonas y

alcoholes. Los metales o agentes reductores lo descomponen en diclorvos.

Usos: insecticida y acaricida.

Toxicidad: DLs oral en ratas: 250 mg/Kg.
DL cutdnea en ratas: 800 mg/Kg.

Ometoato.

il OCH;
CH;NHCOCH,SP,

No CAS: 1113-02-6 CsH,NOLPS  P.M.213.2 OCHj;

Sinénimos: Dimetoato andlogo oxigenado; O,0-Dimetil S-metilcarbamoilmetil fosforotioato.
Propiedades: Aceite de color amarillo a incoloro, se descompone a 135 ° C; p. vap. 3.3 mPa a 20 ° C;

d} 1. 32; n; 1.4987. Miscible en agua, acetona, etanol. Se hidroliza a 24 ° C, el 50 % de su

descomposicién ocurre en 2.5 dias a pH 7.

Usos: Insecticida y acaricida.

Toxicidad: DLs, oral en ratas:50 mg/Kg.
DLsj (7 dias) cutdnea en ratas: 700 mg/Kg.
Toxicidad tépica en abejas: DLsy ng/abeja.
IDA para el hombre: 0.0003mg/K
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S
CH,CH,O_Ii

SP—0 NO,
CH,CH,0
Sinénimos: Ester del acido O,0-dietil O-(4-nitrofenil)fosforotioico; dietil-p-nitrofenil monotiofosfato;

DNTP; S.N.P; E-605; AC-3422; ENT-15108; Alkron; Folidol; Fostox E; Rhodiatox; Tiofos.

Paration.

No CAS: 56-38-2 CioH\sNOsPS  P.M. 291.26 g/mol

Propiedades: Liquido amarillento, p.eb. 375 °C a 760 mm Hg, p.f. 6 °C, d;° 1.26; n}; 1.5370; p.vap. a 20
°C: 3.78*10° mm Hg. Viscosidad a 25 °C: 15.30 cp. Soluble en alcoholes, ésteres, €teres, cetonas,
hidrocarburos aromdticos. Practicamente insoluble en agua (20 ppm), éter de petréleo, queroseno.
Incompatible con sustancias que tienen pH > 7.5. Se isomeriza por completo en su andlogo O,S-dietilo. Es

muy téxico porque se metaboliza en su andlogo oxigenado formando después dietil-4-nitrofenilfosfato.

Usos: Insecticida y acaricida.

Toxicidad: DLs, oral en ratas: 13 mg/Kg.
DLsj cutdnea en ratas: 21 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.005 mg/kg.

Cipermetrina.
H,C._CH,
C|>=/&n/0 /©
(@]
Cl
No CAS: 52315-07-8 CyH,;sCoNO; P.M. 416.30 g/mol o N
Sinénimos: ($)-o-ciano-3-fenoxibencil-(+)-cis,-trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano

carboxilato; NRDC-149; FMC-30980; PP-383; Ammo; Arrivo; Baricad; Basatrin; Demon; Flectron;
Ripcord.

Propiedades: Potente piretréide sintético que existe como una mezcla de isémeros cis y trans, el producto
comercial es una mezcla de ocho isémeros. Semi-s6lido viscoso, p.f. 60 — 80 °C. Insoluble en agua.

Soluble en metanol, acetona, xileno, cloruro de metileno.

Usos: Insecticida.

Toxicidad: DLsg (8 dias) oral en ratas: 250 mg/Kg.
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gr HC CH, /@
E o)
sr/%'é\f 0
O CN

Sinénimos: (S)-a-ciano-3-fenoxibencil-( 1R)-cis-3-(2,2,-dibromovinil)-2,2,-dimetilciclopropano

carboxilato; decametrina; esbecitrin; FMC-45498; NRDC-161; RU-22974; Butox; Decis.

Deltametrina.

No CAS: 52918-63-5 CxH9Br,NO; P.M. 505.21 g/mol

Propiedades: cristales, p.f. 98 — 101 °C. Soluble en etanol, acetona, dioxano. Insoluble en agua.
Usos: Insecticida.

Toxicidad: DLsq oral en ratas: 31 mg/Kg.
IDA para el hombre: 0.02 mg/kg.

Permetrina.

H,C_ CH,
>._.. . =_rr 0
No CAS: 52645-53-1 CyHxCLO: PM.391.29 g/mol  © 0

Sinénimos:  3-(fenoxifenil)metil (%)-cis,trans-3-(2,2-dicloroetenil)-2,2-dimetilciclopropanecarboxilato;

FMC-33297; NIA-33297; NRDC-143; PP-557; Corsair; Dragnet; Ectiban; Ridect.

Propiedades: Piretréide sintético estable a la luz, de los cuatro isémeros posibles solo dos de ellos tienen
actividad plaguicida. La mezcla técnica contiene aproximadamente 60 % trans- y 40 % cis-isémeros.
Liquido viscoso amarillo, p.f. aproximado: 35 °C, p.eb. 220 °C a 0.05 mm Hg, densidad 1.190 — 1.272 a
20 °C: p.vap. a 50 °C: < 1¥10° mm Hg. Solubilidad en agua: < 1 ppm, soluble o miscible en disolventes

orgdnicos excepto etilen glicol.

Usos: Insecticida

Toxicidad: DLsg oral en ratas: 3801 mg/Kg
DLs, (8 dias) oral en ratas: 1500 mg/Kg
IDA para el hombre: 0.05 mg/kg.
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Carbarilo.
(o]
Aeon
H
No CAS: 63-25-2 C:H;NO; P.M. 201.22 g/mol

Sinénimos: |1-Naftalenol carbamato; 1-naftil N-metilcarbamato; ENT-23969; OMS-29; UC-7744; Arylam;

Carylderm; Derbac; Dicarbam; Sevin.

Propiedades: Cristales, p.f 142°C, Moderadamente soluble en DMF, acetona, isoforona, ciclohexanona.
Solubilidad en agua a 30 °C: 120 mg/L. Presion de vapor a 25 °C: <4*10" mm Hg. Estable al calor, luz,

dcidos, hidrolizado por dlcalis.

Usos: Usos: Insecticida de contacto.

Toxicidad: DLsg oral en ratas: 250 mg/Kg
IDA para el hombre: 0.01 mg/kg.

Maneb.
.?
)
CHNHC—S
Mn
CH;N H(l:—s/
]
No CAS: 12427-38-2  (CsHgMnN,S,), P. M. (265.3), g/mol

Sinénimos: manebe; manganeso etilenbis(ditiocarbamato).

Propiedades: Sélido cristalino amarillo densidad: 1.92. Solubilidad: virtualmente insoluble en agua y
solventes organicos comunes, se disuelve en agentes quelantes, soluble en cloroformo y piridina. Se
descompone por exposicion prolongada al aire y humedad y rapidamente por dcidos.

Usos: Funguicida.

Toxicidad: DL, oral en ratas macho: 6750 mg (técnico)/Kg.
IDA para el hombre: 0.05 mg/Kg.
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Propiedades: cristales, p.f. 95 °C. Insoluble en agua. | g se disuelve en: 31 ml de alcohol, 56 ml de

Acenafteno.

No CAS: 83-32-9 Cp2Hyp P.M. 154.21 g/mol

Sin6nimos: 1,2-Dihidroacenaftileno; peri-etilenaftaleno; 1,8-etilenaftaleno.

metanol, 25 ml propanol, 2.5 ml de cloroformo, 5 ml de benceno o tolueno.

Usos: intermediario en la produccién de colorantes: manufactura de plasticos: insecticida; fungicida.

Antraceno.

Propiedades: Cristales, p.f. 218 °C, p.eb. a 760 mm Hg: 342 °C. Insoluble en agua. 1 g se disuelve en: 67

No CAS: 120-12-7 C].;Hm P.M., 178.23 g/mol

ml de alcohol, 70 ml de metanol, 200 ml éter, 85 ml de cloroformo, 62 ml de benceno, 31 ml de disulfuro

de carbono, 86 ml de tretracloruro de carbono, 125 ml de tolueno.

Usos: produccién de colorantes y antraquinona.
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Apéndice C. Separacion cromatogrifica.

Apéndice C.
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A continuacion se presentan los espectros de masas del EL S, y plaguicidas del cromatograma anterior.
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Scan 1831 (12.885 min): CPG10-14.D
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Apéndice D. Cilculos de la evaluacion de Método.

Curvas de calibracion para Limite de Deteccion y Cuantificacién Instrumental.

Se ilustran dos ejemplos de las graficas obtenidas y después una tabla con los pardmetros de regresion

obtenidos para los demads plaguicidas.
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Tabla No 1D. Parametros de la regresion.

Plaguicida. Ordenada Pendiente Coef C.
Lindano -5.23185*10™ 0.08252 0.98129
Disulfotén -4.45894*10™ 0.09619 0.99752
Heptacloro -0.00118 0.20239 0.99724
Aldrin -4.07969*%10 0.10303 0.99988
Endosulfan -5.6631%10” 0.12725 0.99856
Mirex 3.3294*10” 0.20647 0.99212
Ometoato -0.04591 0.11742 0.99204
Malatién -0.06813 0.23738 0.99937

Apéndice D.

Calculos de LDI y LCI usando el método matematico.

Si existe una relacion lineal entre la senal analitica (y) y la concentracion del analito (x), la “mejor” linea
recta que pasa a través de los puntos de la curva de calibracion se calcula por el método de los minimos
cuadrados.

Cada uno de los puntos de la grifica estd sujeto a un error experimental. El método de minimos cuadrados
supone que todos los errores se encuentran en (y), lo que provoca que haya desviaciones en esta direccién
entre los puntos experimentales y la recta calculada. Algunas de esas desviaciones (conocidas como los
residuos de (y)) serdn positivas y otras negativas, por lo que se intenta minimizar la suma de los cuadrados

de los residuos. La recta se calcula basdndose en el principio de que “la linea debe pasar por el centro de

gravedad de los puntos (;, ;)

Para la recta

y=a+bx (1-D)
i -0 -0}
b= = (2-D)
Z(x;’ _x)h
a=y-bx (3-D)

Para calcular los errores aleatorios de los valores de la pendiente y de la ordenada al origen, primero se

calcula el valor de S\-n (desviacion estdndar sobre la regresion) con la relacion:

20 = Yeue)’
- n—2

S (4-D)
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Las desviaciones estiandar sobre la pendiente (b) y sobre la ordenada al origen (a) estin dadas por:

S\'J’\
B (5-D)
/Z(x,. —x)’
S (6-D)

Limite de deteccion.

Para calcular el limite de deteccién es necesario conocer los intervalos de confianza sobre la recta
calculada:

y, = y+b(x,—x)£1S,,, [1+ 1, W8 )’ (7-D)

Z(r -’
en donde t es el valor de la “t de student”, a dos colas, con un nivel de confianza s para n-2 grados de
libertad.
Se calcula primero el valor de ( y, ) para x; =0. Con este valor se calcula el valor correspondiente de

xen larecta ( y_). Para despejar el valor de x de las ecuaciones de las rectas ( y, ) se utiliza un término

auxiliar:

([*S\h)

> (x,—x)*

i

C=b"- (8-D)

por lo que despejando x, en la ecuacién 7-D, para la recta ( y, ) se obtiene:

= -— S -
£ =.':—£(_v—,\',,}—'r i [I+ ]] + Yo m¥) »’ (9-D)
C C

Z(r—r)

y para larecta ( y_):

- - S
5= xm L (- y,) e (u’] e De=y) (10-D)
: C C

2 (5 =)’

Entonces, el limite de deteccién se obtiene sustituyendo el valor calculado de (y,) para x=0 en la ecuacién

10-D.
-3D-
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Para calcular el limite de cuantificacidn, se calcula ahora el valor de (v,) para x=LD, y nuevamente con

este valor se calcula el valor de (x) en la recta (y.) Este valor corresponde al limite de cuantificacién.

A continuacion se ejemplifica como se calculo el LDI y LCI.

4D -
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R e S R T R e W R Y R W
X y Xi-X (xi-x)2 yi-y (yi-y)2 (xi-x)(yi-y) ycalc (yi-ycalc) (yi-ycalc)2 (xi)2
Mirex 0.05 0.0116 0.0314 0.0009860 0.0075 5.579E-05 0.000235 0.010977 0.000623 3.885E-07 0.0025
0.05 0.0105 0.0314 0.0009860 0.0064 4.057E-05 0.000200 0.010977 -0.000477 2.273E-07 0.0025
0.05 0.0115 0.0314 0.0009860 0.0074 5.431E-05 0.000231 0.010977 0.000523 2.738E-07 0.0025
0.025 0.0056 0.0064 0.0000410 0.0015 2.159E-06 9.404E-06 0.005526 0.000074 5.469E-09 0.000625
0.025 0.0052 0.0064 0.0000410 0.0011 1.143E-06 6.844E-06 0.005526 -0.000326 1.063E-07 0.000625
0.025 0.0047 0.0064 0.0000410 0.0006 3.241E-07 3.644E-06 0.005526 -0.000826 6.823E-07 0.000625
0.01 0.0015 -0.0086 0.0000740 -0.0026 6.920E-06 2.262E-05 0.002256 -0.000756 5.710E-07 0.0001
0.01 0.0017 -0.0086 0.0000740 -0.0024 5.908E-06 2.090E-05 0.002256 -0.000556 3.087E-07 0.0001
0.01 0.0022 -0.0086 0.0000740 -0.0019 3.727E-06 1.660E-05 0.002256 -0.000056 3.094E-09 0.0001
0.005 0.0015 -0.0136 0.0001850 -0.0026 6.920E-06 3.578E-05 0.001165 0.000335 1.119E-07 0.000025
0.005 0.0013 -0.0136 0.0001850 -0.0028 8.013E-06 3.850E-05 0.001165 0.000135 1.809E-08 0.000025
0.005 0.0016 -0.0136 0.0001850 -0.0025 6.404E-06 3.442E-05 0.001165 0.000435 1.888E-07 0.000025
0.003 0.001 -0.0156 0.0002434 0.00 9.801E-06 4.884E-05 0.000729 0.000271 7.321E-08 0.000009
0.003 0.00066 -0.0156 0.0002434 0.00 1.205E-05 5.414E-05 0.000729 -0.000069 4.821E-09 0.000009
0.003 0.0014 -0.0156 0.0002434 0.00 7.457E-06 4.260E-05 0.000729  0.000670566  4.497E-07 0.000009
suma 0.279 0.06196 0.0000 0.0045876 0.0000 0.000221489 0.001000224 3.41293E-06  0.009777
promedio 0.0186 0.004130667
pendiente 0.2180
ordenada 0.0001
CALCULO DEL L.D. X 0.0186
Y 0.004130667
n 15 1+1/n 1.066666667
t(n-2) 2.16
Suma(xi-X)2 0.0045876 B 0.21803 Sb 0.0076
Suma(xi-X)(yi-Y) 0.001000224 A 0.00008 Sa 0.0002
Suma(yi-calc)2 3.41293E-06 Sy/x 0.00051

Suma(xi)2 0.009777
Término aux. C 0.047269093

X 0

Y+ 0.001258103 X-LD  0.0107 LD. 0.1097 ppm
CALCULO DEL L.C. X 0.0107

Y+ 0.003558705 X-LC  0.0212 L.C. 0.2175 ppm
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Datos de regresion lineal para las curvas de calibracién con un intervalo de concentracién de 30 a 10 ppm:

Area P/EI

Area P/EI

Mirex

4.0 -
] 30.72 - 10.24 ppm
3.5
] A
3.0 4 /
u e
2.0 y -
Y=A+B*X
1.54 7 Parametro Valor Error
/ A -0.76358 0.1706
1.0 B 1.1246 0.07488
0.5 /}/ R SD N P
0.99342 328642 5 6.40693E-4
0'0 1) ) L) ) ) L) o 1
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0
Concentracion P/EI
e Disulfoton
) 29.04 - 9.68 ppm
3.0 4
2.5
2.0 /
1.5 4
Y=A+B*X
/ Parametro Valor Error
124 A -0.72186 0.08549
1 B 1.12004 0.04437
0.5 4
R SD N P
0.99765 2.78774 5 1.36362E-4
0'0 L] ) L) T bl L ¥ L L) L) ] T
0.8 1.2 1.6 2.0 24 2.8 3.2 36

Concentracion P/EI

-6D -



Area P/EI

Apéndice D.
R N I G R S S I R W e e R

1 Permetrina
&8 29.52 - 9.84 ppm
1.8 -
J e
1.6 //’
1.4 [ -
1.0-:
0] /(: A+B*X
. _~~  Parametro Valor Error
0.6 r A -0.70167 0.12189
-~ W B 0.65779 0.06319
ot Bap o |
] ~
0.2 - e R sb N P
1 . 7 0.98644 571076 5 0.00189
0.0 +/# Y T Y T ¥ T Y T " T x
0.0001.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35

Concentracion P/EI

Tabla No 2D. Parametros de la regresion.

Plaguicida | Ordenada | Pendiente | Coef. C.
Lindano -0.47468 0.7722 0.99701
Heptacloro -1.02114 1.0889 0.99513
Aldrin -0.86615 1.00614 0.93988
Endosulfan -0.78663 0.68675 0.98271
Endrin -0.74423 0.74711 0.99218
DDT -0.7905 1.02446 0.99721
Metoxicloro -1.20381 1.08039 0.99229
Mirex -0.76358 1.1246 0.99342
Ometoato -0.98279 0.63599 0.99894
Disulfoton -0.72186 1.12004 0.99765
Malatién -0.67453 0.94712 0.98236
Paration -1.19642 0.6548 0.99436
Carbarilo -(.89832 0.44695 0.99251
Permetrina 0.70167 0.65779 0.98644
Deltametrina -0.35403 0.24896 (.98458
Antraceno S -1.07814 1.18072 0.99253
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Datos de regresion lineal para las curvas de calibracién con un intervalo de concentracion de 60 a 20 ppm:

Area P/EI

Area P/EI

— Mirex
1 20.48 - 51.2 ppm
6.0 -
5.5-'
o //
45 W j
4.0 Y
//
35+ _Y=A+B"*X
3.0 )/ Parametro Valor Error
i A -0.5102 0.10686
254 P B 1.33828 0.05471
2.0 e
i /./ R SD N P
154 - 0.9975 2.23622 5 1.49741E-4
1?5 2!5 ' 370 ' sfs ' 4fo ' 4?5 5?0
Concentracién P/EI
Naled
e 32.1 - 77.04 ppm
0.21 -
0.18 -
0.15
Y=A+B*X
0.12 4 Parametro Valor Error
A -0.06036 0.00226
0.09 - B 0.04597 5.32617E-4
0.06 R SD N P
0.9998 0.47692 5 <0.0001
2!0 2f5 3:0 375 4fo 4f5 5fo 515 sfc 615

Concentracic';nP/ El
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Area P/EI

Area P/EI

Apéndice D.
B NS IR R L RO A A S A S SRR AR R S S S

- Carbarilo
19.52 - 48.8 ppm e
P
3.0 4 /i
i
. //
2.5
2.0
r//<ZA+B‘X
1.5 P Parametro Valor Error
A -0.83289 0.08631
/ B 0.96823 0.02989
1.0 P
& R SD N P
/ 0.99857 1.16502 5 <0.0001
0.5 T Y T ' T Y T T T T T Y 1
1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5
Concentracion P/EI
6 Cipermetrina
4.4 -10.56 ppm
1.4 4
1.2 /
1.0 +
0.8 4
Y=A+B"*X
0.6 - Parametro Valor Error
A -0.49612 0.03408
— /§/ B 221271 0.06471
] / R SD N P
0.2 0.99872 0.71101 5 <0.0001

T v T ' T " T * T 2 T o T
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Concentracion P/EI
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Tabla No 3D. Parametros de la regresion.

Plaguicida | Ordenada | Pendiente | Coef. C.
Lindano -0.33054 0.90845 0.99966
Heptacloro -0.41485 1.15717 0.99921
Aldrin -0.35696 1.03377 0.99903
Endosulfan 0.68468 0.93519 | 0.99908
Endrin -0.59125 0.96829 0.9985
DDT -0.69546 1.43112 0.99831
Metoxicloro -0.83394 1.38397 0.99669
Mirex -0.5102 1.33828 0.9975
Ometoato -0.56137 1.06439 0.99916
Naled -0.06036 0.04597 0.9998
Disulfot6n -0.36913 1.0127 0.99793
Malatién -0.63004 1.36189 0.9984
Paratién -1.07246 0.98271 0.99788
Azinfos -0.29183 0.59922 | 0.99757
Carbarilo -0.83289 0.96823 | 0.99857
Maneb -0.01394 0.02898 0.9997
Permetrina -0.45516 0.93084 | 0.99851
Cipermeltrina -0.49612 221271 (.99872
Deltametrina -0.3822 0.59408 0.99845
Antraceno S -0.97551 1.70992 0.99906

Férmulas empleadas en el cdlculo de recobro y cuantificacién de los plaguicidas en las muestras:

Ecuacién de la recta:
y = a + bx , es decir igual a A% =a+F, x (11-D)
! El

Concentracién del plaguicida en 1 ml de extracto (C),,):

("4, )

Ciy =|— = ¥Cp =mgP | L (12-D)
Concentracion del plaguicida en la muestra (Cy):
ImlV 0.1LE
Cy=Cpy o8 x "L x = mgP [ kgM (13-D)
L 25mlA 0.05kgM
Calculo del recobro (% R):
%Rz_cﬁf.*io() (14-D)

Mt
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Promedio ( X ):
= X
X= Y=
Z n

Desviacion estandar (S):

8= \u'[ Z

n-—1

Coeficiente de variacion (C. V.):

CV.= i(100)

X

Ejemplo de cédlculo para la obtencién del recobro del plaguicida Carbarilo:

(15-D)

(16-D)

(17-D)

Cgr=12 ppm
Cyy, Carbarilo: 3.9 ppm
Area
Regresion Archivo El Plaguicida Area P/EI Cimi___ Cu 9%R
a= -0.83289 EIOOF-1F 2083777 4977707 2.3888  38.9881 3.1190 79.89
b= 0.96823 EI00OF-2F 1463908 4439486 3.0326  46.7141 3.7371 95.73
r= 0.99857 %R 8781
S 11.20
c.vV. 1276
Calculos para obtenerel L.D.M y el L.C.M:
C, =LDI (6 LC;)*Imwf o GLLE, = mgP | kgM (18-D)
25mlA  0.05kgM
Cu
LDM  (LCM )= —M_*100 (19-D)
9% R

Ap: Area del plaguicida.

Agy: Area del Estandar Interno.

Cy: Concentracién en muestra calculada.
Cyy: Concentracién en muestra teérica.
E;: Volimen del extracto inicial.

F,.: Factor de respuesta relativo.

A: Alicuota analizada

M: Muestra

P: Plaguicida.

Vi Volimen final de (A)

- 11D -
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Apéndice E. Cromatogramas del método multiresiduo CDFA

modificado.

Abuncdance

60000

55000

50000

45000

40000/

1
asoool

|
30000
25000
20000
15000/

10000

5000

(e B8

Time- -

TIC: BCCL1T.D

12 ¢

Dioctiladipat
Butilftalato

11 .36

BHA

=157

Bis(2-etilhexil)ftalato

T
12.00

T
14.00

=
16.00

Cromatograma No E-1. Blanco de método, extraccion para clorados.

Abundcance

TIC: BCOF1.D

60000 3|68
12.5
55000
El
50000 Dioctiladipatg
Bis
4
5000 4 P
40000
35000 Butilftalato
30000
7.64
25000| |gHAa &
BHT
20000
6.27
15000 339,
10000 aEgijftalato
5000
T —T B T (o T et TR
4.00 6.00 10.00 12.00

Time--=

14.00

(2-etilhexil)ftalato

g e —————

16.00

Cromatograma No E-2. Blanco de método, extraccion para fosforados.
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Espectros de masas de las interferencias del blanco de método.

Saonmnm 221 (B.3917 min): BCOFRT D (<)
LR R

Butilhicdroxiawni=ol

H, OH
H,C—C
H,C

3

| OMe
1 C!1H1502
P.M. 180.24

Fars

g
?4_.

CH

(BA)

CH,

3

137

123

1 £

1973
2OER

IR

Espectro de masas No |E.

40 S0 60 7O 80 90 1001101201380 140160 160170 180 1902060210 220

Scan 279 (3.733 min): BCOF1.D (-)
205
Butilhidroxitolueno (BHT)
CH, OH CH,
| |
HC—C C—CH,
|
H,C CH
CH,
C|5H2‘0 220
P.M. 220.36
57
a1 145
105 177
Ao 119
Il | l ) 281
40 eo0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Espectro de masas No 2E.

-2E -



P TR TR BT S Tt

25

20

L= 1 EY

2o

=1

3y

=25

20

15

1O

Apéndice E

50 Cor A TR ST SR DU TR B T A S ORI i L £ AN

Soeaary 3BV (3 370 rmim): BCOF 1 0D (-)
LS RN

Erilftanlaates

C12H1404
P. M. 222.24

A
LI LA

P

L

O
0/"“\..
O_CH
(0]

CH,
3

=LY S

R -

AAdrvnrrclanryeses

25

f=Tw]

a5

a0

=

7O

=2

S0

T T T
A0 S50 GO

Espectro de masas No 3E.

Scan 942 (V.83 min): BCOoFT D
LK 2=

Butilftaulata

0]
o/\/\

Osom s
o
C16H2204
P.M. 278.35

=41
1 Crey

PE LEN 122
L, I i

1 "?- o

el = 1

O A0 90 100 110 120 1730 140 150 160 170 180 190 200210

=aa

[Rats 3

=
I I [EL N e = )
i | :[

t

Ll
.

“3Cx E‘O B’C’ o -BTO S0 1601"lD1éD1éD1A—DTéO1&01"701é01é02002‘1°2:‘20

Espectro de masas No 4E.
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Scan 1573 (11.364 min): BCOF1.D (-)
14

100
(CgH,;J00C(CH,),COO(C,H,,)
C?ZH42
P. M. 286
Dioctiladipato
i 57
]: 1 o (R =
| [ |
1 | 147
! |
| 3
T |
284 101
EER
165 1803 207 ] 2549 =2
A = "J"l“ s 3 "[||'|I'"|'| e = PSRRI T -|‘| --ul'—‘
so0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Espectro de masas No 5E.
Scan 1776 (12.561 min): BCOF1.D
149
Bis(2-etilhexil)ftalato
i /\ﬁ\/\
(0]
0]
X \/t/\/
024H3804
167
P.M. 390.56
27
) =07
133 e ‘
T l |I ll | R AL S W% L T'T"'l'lll ¥
<40 s0 80 100 120 140 1850 180 200 =220 240 260 280

Espectro de masas No 6E.
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Interferencias coextraidas de la matriz (espinaca) y sus espectros de masas correspondientes.

PSS SINTRTS ETTRTSTEY

4200000
4000000
3800000
3600000
3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
24400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

Timea--=

Abundance

i/ z -

TIC: EZVOFR.D
v

trans-Fitol
alfa- Tocoferol
165. 821
|
Eicosanol gama-
El Elasteddil linoleato
s Espinaceno
Neaofitadieno

3RO =

E €65 135 £ £ 120

3 #
. Lo N aaas
: T

4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.0010.0011.0012.0013.0014.0015.001 6.001 7.00

Cromatograma No E-3. Extraccién para plaguicidas fosforados.

Scan 1179 (9.040 min): EZ7OF.D

40 60 80 100

Espectro de masas No 7E.

trans-Fitol

CH, CH, CH, CH,
™
Hsc/l\/\/'\/\/'\/\/K/\OH
C,oHi0
P.M. 296.53
123
137

e 196
151165179 DOoOR221235 250263 <1 5 296

S221235 250263 1 29
120 140 160 180 200 =220 =240 260 280 300
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30
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Scanrn 1361 (10,113 rminm): IEJ'?‘DFD =)

Espectro de masas No 8E.

Elastaercol

C29H480
P.M. 412.37

‘ SRy “3ees

25

i ‘ e b=y 1
| [ |
T 1 T T

[

iy, - - L
410 G‘D 280 1001201401601 802002202402602803003203403680380400

Scan 1571 (11.352 min): EZ7OF. D

13
P |
Neaeofitadieno
1233 CHZ
CH,
£3E;
’ H,C CH,
55 3
CooHag
|. P.M. 278.30
=
105
1335
207
151
1 T;‘a 193 =7
40 680 80 100 120 140 160 180 =200 220 240 260 280
Espectro de masas No 9E.
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Scan 1687 (12.036 min): EVOF.D (-)

B3 Etil linoleato

AN:\/:\{CH
L | | | C,H360,
‘ \ ‘ P. M. 308.50

N
©

265
281 305 334

A ol k] (oSN || B ] i
ST R | it N

T T r
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Espectro de masas No 10E.

Scan 1965 (13.675 min): E7OF.D (-)

83
57
a7 H,C—(CH,);5OH
CpHy0O
P.M. 298.32
69
Eicosanol
a3
11
125
139
15 .
‘ |h31 66180194 221235 _e 311

N | Al 1. 1297 1 1 ,I,T||!._ 7 N

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Espectro de masas No | 1E.
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Scanmn 2132 (14 .6860 min): E7OF D
LR

e Espinacanc

CNH-SO
P.M. 410.72

1

L ] =
Lo ... B 2a .
-3 S2CGOP2R T299 & ] rd <2 14
ikl W =3 w1 T } i ARG

R T T 1 T T T
G40 S0 80 1001201401 6071 8020022028402 6028030032034 03603803 00420430

(AT

Espectro de masas No 12E.

N T S L=t

Scoan 2397 (168.222 min): E7OF.D (-)
1541

L=1-1
=20
E=1=1

=41 €5
20

arTam- T oocofaral

= CusHesO;
ao P. M. 416.68

=0

=25

=0 121
e e
15 it
] L=y
10

=25
isi-eal !3;@1 | 'T" ErE
e WS
40 60 80 100120140160 180200220240260280300320340360380400420

i

Espectro de masas No 13E.
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Socoan 2497 (16. 812 min): E7OFR. D
Ve

=R IAO
O alfa-Tocoferol

=S
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way . Fel-Fa—i-1-T00") 1,1 '-fd'_- et ] 4(!)]”‘ Moy
40 60 80 1001201401601 802002202402 602 8030032034 0G60380400420440
[ R T e

Espectro de masas No I14E.

e R T P e
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Tafren
25
=20
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s a3

r=1=3 HO ' Cz TH4BO
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as 17
=N, B Y |
=S

=13
=0 L]
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Espectro de masas No 15E.
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A uamctanrmace
TIIC: E10CL..D
1€ T3
7T 50000
Zooooo oo
Etil-linoleato
650000 trans-Fitol Tocoferol
500000
) armaa-—
o =
550000 B3 .97
Cplestenol
500000
450000
E=til
400000
linoleato
oarma-
35S 0000
Gondrilasterol
Tocofergl
BZOOOOO 1 =il
.
Condrilaster ]
os50000 Neofitadieno linoleato
= Eicosanol \ =
ac. Palmitico Q
200000 spinacenco 1 £3
=
1 50000
3D.S
1 00000 Digiprolactona <
50000 i
S A T T T T T T T T L]
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.001 1.0012.001 3.0014.001 5. 0016.001 7.00
TETRrTIE e o
4.E i6 laguicidas clorad
Cromatograma No E-4. Extraccion para plaguicidas clorados.
ANEovarnchiaryeer
Scan 659 (5.973 min): E10CL . D ()
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Cromatograma No E-5. Extraccién para plaguicidas clorados de la espinaca adicionada
con 4 ppm de plaguicidas aproximadamente. (usando un inserto desactivado)
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Cromatograma No E-6. Extraccién para plaguicidas fosforados de la espinaca adicionada
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Apéndice F. Degradacion de plaguicidas.
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Cromatograma No F-2. Estdndar de 30 ppm usando un inserto inicial desactivado
comercialmente.
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Cromatograma No F-3. Estindar de 30 ppm usando un inserto activo'. Los compuestos de
degradacién presentes son: Naftol; A: 3-Fenoxibenzadehido; B: Endosulfan éter; C: Isodrin; D: DDE; E:
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Cromatograma No F-4. Estindar de 30 ppm usando un inserto desactivado en el laboratorio.
Todos los plaguicidas no presentan degradacion y se obtiene una mejor forma de pico con mayor
drea y altura.

' Nota: El inserto fue activado al inyectar continuamente tanto disoluciones estdndar de plaguicidas como muestras
(extractos de espinaca).
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A continuacién se presentan los espectros de masas de los productos de degradacion de los plaguicidas
. 2
antes mencionados™:
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Espectro de masas No 2F.

? Nota: Los plaguicidas Lindano y Aldrin presentan una isomerizacién y no una degradacién como los demds plaguicidas

mencionados.
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Ejemplo de cédlculo de porciento de descomposicion para DDT conforme el Método 8081A de la EPA:

- er:‘e«s de los picos de degradacion (DDD + DDE)
Y%oDescomposicion = = : —_————— - — *10
Y dreas de todos los picos (DDD + DDE + DDT))

0

Silanizacién del inserto:

Lavar el inserto asegurandose que quede bien limpio (de ser necesario hasta con dcido nitrico
concentrado), colocarlo en una ampolleta y adicionar 3 gotas de hexametildisilazano, sellar la
ampolleta. Colocar dicha ampolleta en un horno y elevar la temperatura hasta 150 © C después de
I h a dicha temperatura elevarla hasta 300 ° C y mantener a dicha temperatura por 24 h.

Se saca la ampolleta del horno y se deja enfriar. El inserto se lava 3 veces en ultrasonido con los
siguientes disolventes, tolueno, cloruro de metileno y acetona 15 minutos con cada disolvente, los
cuales han sido secados previamente con sulfato de sodio anhidro; posteriormente se seca el

inserto al vacio.

Silanizacién de la lana de vidrio:

En un vial de 40 ml con tapa de teflén se coloca la lana de vidrio y se llena con una solucién de 5
— 10 % de dimetildiclorosilano + trimetilclorosilano (1:1) en tolueno. Mantener el vial a 80 ° C
por 24 h.

Lavar la lana de vidrio en ultrasonido con tolueno por 15 minutos, repetir el procedimiento con los
siguientes disolventes, cloruro de metileno, acetona, metanol y acetona. Secar en estufa a una

temperaturade 50a60° C. (48
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