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Abstract

ABSTRACT

Miniaturized methods based on matrix solid-phase dispersion coupled to solid
phase extraction and high performance liquid chromatography with diode array or
fluorescence detection (MSPD-SPE-HPLC/DAD and MSPD-SPE-HPLC/FLD) were
developed for the trace simultaneous determination of organophosphorus pesticides
(OPPs) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in bovine tissue respectively. The
pesticides: parathion-methyl, fenitrothion, parathion, chlorfenvinphos, diazinon, ethion,
fenchlorphos, chlorpyrifos and carbophenothion, as well as the hydrocarbons:
benzo[a]lanthracene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene and benzo[a]pyrene
were used. To perform the coupling between MSPD and SPE, 0.05 g of sample was
dispersed with 0.2 g of Cys silica sorbent and packed into a stainless steel cartridge
containing 0.05 g of silica gel in the bottom. After a clean-up of high and medium polarity
interferences with water and an acetonitrile:water mixture, the OPPs and PAHs were
desorbed from the MSPD independent cartridges with pure acetonitrile and afterwards
directly transferred to a dynamic mixing chamber for dilution with water and
preconcentration into an SPE 20 mm x 2.0 mm I.D. Cyg silica column. Subsequently, the
OPPs and HAPs compounds were eluted on-line with the chromatographic mobile phase
to the analytical column and the diode array detector or fluorescence detector for their
separation and detection, respectively. The methods were validated and yielding recovery
values between 91 % and 101 % for OPPs and 96 % and 99 % for PAHs, and precision
values, expressed as relative standard deviations (RSD), which were less than or equal to
12 % for OPPs and lower than or equal to 10 % for PAHSs. Linearity was good and ranged
from 0.5 to 10 pg g~* for OPPs and 0.1 to 0.6 ng g™* for PAHSs. The limits of detection of the
OPPs were in the range of 0.04-0.25 g g ! and the limits of detection of the PAHs were of
0.012 ng g *. The methods were satisfactorily applied to the analysis of samples from
unhealthy animals and food samples. They are recommended for food control, research
efforts when sample amounts are limited and laboratories that have ordinary

chromatographic instrumentation.
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Resumen

RESUMEN

Se desarrollaron dos métodos miniaturizados de analisis basados en la técnica de
dispersion de matriz en fase sélida (DMFS) acoplada a la extraccion en fase solida (EFS) y la
cromatografia de liquidos (CLAR) con detector UV con arreglo de diodos (DAD) y de fluorescencia
(DFL) para el andlisis a nivel de trazas de 9 plaguicidas organofosforados (OFFs) y 4 hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) en tejidos de bovino. Los OFFs analizados (metil paration,
fenitrotion, paration, clorfenvinfos, diazindn, etién, fenclorfos, clorpirifos y carbofenotién) se
encuentran regulados por la norma mexicana NOM-Z00-028-1995 para higado de bovino. Los
HAPs analizados (benzo[alantraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno)
estan dentro de los 16 HAPs prioritarios en el andlisis ambiental regulado por la “Environmental
Protection Agency” (EPA). Para llevar a cabo el acople entre la DMFS y la EFS, 0.05 g de muestra
fueron dispersados con 0.20 g de silice Cg, posteriormente se empacd la mezcla en un cartucho de
acero inoxidable que contenia en el fondo 0.05 g de silice virgen. Después de efectuar las etapas
de limpieza de interferentes de alta y mediana polaridad con agua y mezclas de acetonitrilo:agua,
los OFFs y los HAPs fueron eluidos del cartucho de dispersién con acetonitrilo puro y directamente
transferidos a una cdmara de mezclado dinamica donde el extracto fue diluido con agua. La mezcla
fue pre-concentrada en una precolumna de acero inoxidable que contenia silice Ci, (EFS).
Subsecuentemente, los OFFs y los HAPs fueron eluidos por la fase movil del sistema
cromatografico hacia la columna analitica y los detectores DAD y DFL respectivamente. Los
métodos acoplados fueron validados satisfactoriamente, reportando recobros entre 91y 101 % y
valores de precision (C.V. %) menores o iguales al 12 % para los OFFs. La metodologia DMFS-EFS-
CLAR/DAD presentd una adecuada linealidad en un intervalo entre 0.5 y 10 pg g 'y limites de
deteccién entre 0.04-0.25 ug g . El método DMFS-EFS-CLAR/DFL generd recobros entre 96 % y
99 % y valores de precision menores o iguales al 10 % para los HAPs. Ademas exhibié una
adecuada linealidad entre 0.1 y 0.6 ng g™' y limites de deteccién para los 4 HAPs de 0.012 ng g™
Los métodos fueron satisfactoriamente aplicados al analisis de muestras de higado provenientes
de necropsias animales enfermos y otras muestras alimenticias. Los métodos se recomiendan para
el control de la calidad en alimentos, cuando la cantidad de muestra es limitada y solo se cuenta
con instrumentacién cromatografica ordinaria. El acople de esta metodologia de extraccidn al

sistema de analisis es el primer reporte realizado en la literatura especializada.
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1. INTRODUCCION

El aumento progresivo en el uso de pesticidas para el control de diferentes plagas
en plantas y animales ha generado un alto impacto socio-ambiental debido a su
persistencia en el entorno y a su toxicidad. Una de las principales caracteristicas
fisicoquimicas de gran parte de estas sustancias xenobidticas es la afinidad que presentan
por los tejidos con alto contenido de lipidos, razén por la cual su bioacumulacién en
tejidos blandos de organismos superiores se presenta con relativa facilidad. Por ejemplo,
algunos estudios indican que el pesticida organofosforado diazindn causa efectos
hepatotdxicos con cambios en la bioquimica y en la ultra-estructura en higado de ratas
Wistar (Kalender et al., 2005). De hecho, a los pesticidas en general se les asocia con dafios

patoldgicos y cromosdmicos en humanos (Webster et al., 2002).

Los ejemplos tipicos de acumulacion de residuos de pesticidas estan representados
por los que ocurren con los compuestos organofosforados (OFFs), los cuales se han
detectado en tejidos de animales como los bovinos (Garcia de Llasera and Reyes-Reyes, 2009)
y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), registrados en tejidos con altos
contenidos de lipidos, como es el caso de érganos de bovinos y porcinos (Ciganek y Neca,

2006) y en muestras animales de origen acuaticos (Smoker et al., 2010).

Una vez en el organismo, los OFFs pueden acumularse en el tejido graso y a pesar
de su degradacion en metabolitos primarios y secundarios inducidas por accién de la luz,
sistemas enzimaticos, microorganismos y cambios de pH, se han encontrado en musculo
de res algunos OFFs y sus metabolitos, aun después de la coccion (Coulibaly y Scoot, 1994).
La ingesta prolongada de estas sustancias en los humanos causa serios problemas en el
sistema nervioso central por la inhibicidn de neurotransmisores como la acetil-

colinesterasa lo que produce la muerte por paro respiratorio (Bird et al., 2008).

Por su parte, los HAPs son catalogados por las agencias internacionales de control
ambiental (EPA y la Comunidad Europea) como el grupo de contaminantes de mayor
riesgo para los seres humanos. Las actividades antropogénicas y naturales han generado la
acumulacién de estas sustancias en diferentes alimentos disponibles a la poblacién. En

organismos superiores su acumulacién causa dafios genéticos, manifestdndose en
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problemas teratoldgicos y carcinogénicos, razén por la cual su determinacion en
diferentes tipos de matrices contribuye al control ambiental y de toxicidad en organismos

destinados al consumo humano.

Entonces, el mayor reto para el desarrollo de métodos confiables en Ia
determinacién de contaminantes quimicos, es la complejidad de las matrices bioldgicas
(como los tejidos de animales higado, rifidn, musculo y pulmén) que influyen en la
exactitud y precision de los métodos analiticos. Sin embargo, en la actualidad se
presentan diferentes técnicas en las que se busca disminuir el impacto ambiental y hacer
mas eficientes a las metodologias de extraccidn asi como a las de andlisis, manteniendo la

rigurosidad analitica necesaria para su aplicacién.

La cromatografia de gases con detector de masas y la cromatografia de liquidos
con detectores ultravioleta visible y de fluorescencia son los sistemas de andlisis mas
comunmente utilizados para la cuantificacién de OFFs y HAPs a nivel de trazas (Smoker et
al., 2010; Buonasera et al., 2009; Salm et al., 2009; Martinez-Nieto et al., 2009). La extraccién
solido-liquido (ESL) y la extraccidon liquido-liquido (ELL) como técnicas de extraccion
clasicas son aun muy usadas en la determinacion de estos contaminantes a partir de
tejidos de animales. Estas técnicas se caracterizan por el alto consumo de disolventes,
etapas largas de tratamiento de la muestra y tiempos de andlisis prolongados.
Generalmente estos procesos de extraccion son llevados a cabo fuera de linea “del inglés
off-line”, lo cual significa que la extraccion y el andlisis se encuentran separados. De esta
forma aumenta la manipulacién de la muestra y con ello la disminucidn de la precisién del

método.

Por otra parte, el acople de las metodologias de extraccidon a los sistemas de
analisis permite la simplificacion de los procedimientos de tratamiento de muestra
tradicionales gracias a la manipulacion de pequenas cantidades de muestra y de
disolventes, reduccion de las fuentes de error y tiempo de andlisis, asi como el incremento
de la sensibilidad respecto a las metodologias operadas fuera de linea. De esta forma es

mas rdpido y eficiente monitorear contaminantes en muestras bioldgicas (con alto
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contenido de lipidos) destinadas al consumo humano, asi como contribuir con el

diagndstico veterinario.

En la actualidad el desarrollo de metodologias acopladas para el analisis de
muestras bioldgicas se ha desarrollado éxitosamente para el manejo de muestras liquidas,
sin embargo, es aun incipiente para muestras sélidas, dada la complejidad de las mismas.
La extraccion en fase sélida (EFS) es una de las técnicas de extraccion mas comunmente
utilizada para el aislamiento de contaminantes a nivel de trazas de matrices bioldgicas en
estado liquido, tales como orina (Panuwet et al., 2008) y plasma (Herrera et al., 2002);
ademas puede ser facilmente acoplada a la cromatografia de liquidos (Zhao et al., 2010;
Ledn-Gonzdlez et al., 2011). Para el caso de muestras bioldgicas sélidas, la EFS ha sido
utilizada en los protocolos de tratamiento de muestras en linea “del inglés on line” como
sistema de pre-concentracidn y/o como etapa de limpieza “clean up” (Alcaide-Molina et al.,

2009).

Es de resaltar que las metodologias, una vez acopladas, presentan la facilidad para
ser automatizadas mediante la implementacion de electrovélvulas, auto-muestreadores,

cartuchos y tubos de acero inoxidable e interfases (Diaz-Plaza et al., 2007).

La Dispersidon de Matriz en Fase Sélida (DMFS) es otra técnica de extraccién que
actualmente es de las mas empleadas para la extraccién de un amplio nimero de
compuestos en diferentes y complejas matrices de tipo animal (Barker, 2007). El principal
objetivo de esta técnica es la dispersidn de la matriz en un soporte sélido para facilitar la
destruccién de la arquitectura de la matriz y de esta forma permitir la elucion selectiva de
los analitos de interés con una mezcla de disolventes apropiada. La DMFS presenta
versatilidad con muestras sélidas, semisélidas o de alta viscosidad, ademas del manejo de
cantidades de muestra (0.5 a 1.0 g) y disolventes reducidas en comparaciéon con las

metodologias convencionales.

El acople de la DMFS a la EFS y al sistema cromatografico para el analisis de
residuos de pesticidas e hidrocarburos aromaticos en muestras bioldgicas no ha sido

reportado en la literatura especializada; la posibilidad de acoplamiento brindaria un
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avance importante en el desarrollo de las metodologias en linea debido a las grandes
ventajas que estas ofrecen. Liu y col. (2011) utilizaron la DMFS para la extraccién de
ésteres de polifenil polibromato e hidroxilatos andlogos a partir de muestras ambientales
(suelo, pescado y cortezas de arboles); en este trabajo de investigacion, el primer extracto
obtenido fue analizado directamente por CG-DCE y el segundo extracto por CG-EM/EM.
No se realizaron etapas previas de pre-concentracion de los extractos pues los sistemas de

deteccion empleados presentan alta sensibilidad (5 - 213 pg mL™) y selectividad.

El presente trabajo de investigacidn buscd desarrollar metodologias acopladas
entre la DMFS, la EFS y la cromatografia de liquidos con detectores ultravioleta visible con
arreglo de diodos (DAD) y de fluorescencia (DFL) para el andlisis simultaneo en tejidos de
bovino de 9 OFFs y de 4 HAPs, respectivamente. Los OFFs analizados (metil paration,
fenitrotion paration, clorfenvinfos, diazindn, etién, fenclorfos clorpirifos y carbofenotion)
son usados frecuentemente en México para el control de plagas en cultivos y establos,
razon por la cual se encuentran regulados por la norma NOM-Z00-028-1995. Los 4 HAPs
(benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno)
analizados se eligieron entre los 16 HAPs considerados por la EPA como compuestos de

alto riesgo a nivel ambiental debido a que son muy bioacumulables en tejidos.

Una vez desarrollada y validada la metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD o
DFL se efectuaron las correspondientes aplicaciones a muestras de higado con lesiones
patoldgicas provenientes del Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo
(CAIT), en el cual se reportd una elevada mortalidad de animales jovenes, presumiéndose
como posible causa, el contacto con sustancias tdxicas de acuerdo con las observaciones
de los médicos veterinarios patélogos. El andlisis de HAPs se realizé también en muestras
patoldgicas de higado y ademas en muestras alimenticias de jamon. El desarrollo de los
métodos analiticos propuestos representa uno de los primeros trabajos acerca del acople

de la DMFS al sistema cromatografico en muestras sélidas de alta complejidad.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

v

Desarrollar métodos miniaturizados basados en la técnica de Dispersion de Matriz
en Fase Sdélida (DMFS) para la extraccién de Pesticidas Organofosforados (OFFs) e
Hidrocarburos Aromadticos Policiclicos (HAPs) en muestras de higado de bovino,

con posterior analisis por cromatografia de liquidos.

2.2 Objetivos Particulares

v

Optimizar y validar un método por cromatografia liquida de alta resolucién con
detector ultravioleta con arreglo de diodos, para la separacion analitica de los
pesticidas organofosforados: Metil paration, Fenclorfos, Paration, Clorfenvinfos,
Diazindn, Etidn, Clorpirifos, Fenitrotion y Carbofenotion.

Optimizar y validar un método por cromatografia liquida de alta resolucién con
detector de fluorescencia, para la separacién analitica de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos: Benzo[a]pireno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]fluoranteno
y Benzo[alantraceno.

Desarrollar métodos miniaturizados basados en la técnica de Dispersién de Matriz
en Fase Sélida (DMFS) para la extraccidon de los pesticidas organofosforados e
hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de higado de bovino.

Lograr el acople de la columna de Dispersidn de Matriz en Fase Sélida al sistema
cromatografico via una pre-columna de pre-concentracién, para la elucion en linea
de los plaguicidas organofosforados y los hidrocarburos aromaticos policiclicos en
muestras de higado de bovino.

Aplicar las metodologias analiticas desarrolladas a la determinacion de los
compuestos en estudio en muestras provenientes de necropsias de bovinos, los
cuales presentaron muerte en estado juvenil sin causa determinada, con

posibilidades de haber sufrido sobreexposicidn a tdxicos.
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La presencia de residuos de plaguicidas organofosforados (OFFs) y de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en tejidos animales (p.ej. higado de peces,
bovinos, etc.) es de gran interés en el area de los alimentos (Brian y Scoot, 1994, Coulibaly y
Scoot, 1993). Estas sustancias son consideradas muy toxicas para el ser humano y por tal

razon existen regulaciones a nivel internacional para su control.
3.1 Caracteristicas generales de los plaguicidas organofosforados (OFFs)

Gran numero de plaguicidas OFFs presentan una elevada persistencia en el medio
ambiente, razén por la cual se han reportado varios problemas en la salud humana
(Lagand y Faberi, 2004; Hajslova y Zrostlikova, 2003; Monika y Buszewski, 2004) directamente
relacionados con la exposicién a diferentes fuentes de contaminacion. Una de las
principales reacciones de los OFFs en medio acuosos es la hidrdlisis bien sea por el atomo
de P o en la cadena alquilica; la oxidacién del enlace P=S a P=0 es otra de las reacciones
que se llevan a cabo bajo condiciones bidticas o abidticas de tal forma que la conversiéon
del enlace fosfoditionato a sus homodlogos del oxigeno incrementa fuertemente la
toxicidad para insectos y mamiferos. En la figura 3.1, se observa la reaccién de hidrdélisis

tipica de los OFFs.
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Figura 3.1. Hidrdlisis del diazindbn al 4cido dietiltiofosférico y 2-isopropil-4-metil-6-
hidroxipirimidina.

Los OFFs inhiben las estearasas fosforilasas, en especial a la enzima
acetilcolinesterasa causando la acumulaciéon de la acetilcolina neurotransmisora, por lo
tanto hay mayores evidencias de intoxicaciéon por los cambios quimicos en el sistema
nervioso central ademads de los sistemas urinario, reproductor y en el pancreas. Asi por

ejemplo, el diazindn ha demostrado afectar el transporte de membrana mitocdndrica en
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higado de ratas y provocar alteraciones en el citocromo P-450 en higado de seres

humanos (Russo y Luigi, 2002; Kalender et al., 2005).

La mutagenicidad y carcinogenicidad son otros de los efectos daninos asociados a
la presencia de plaguicidas OFFs siendo especificos hacia ciertos érganos tales como el
higado, rifdn y corazén. En medicina veterinaria, la insuficiencia hepatica aguda ha sido
asociada a reacciones adversas de los medicamentos, toxicos ambientales, aditivos en los
alimentos, agentes infecciosos entre otros (Coster y Gudrun, 2008; Zafer y Guler, 2007;

Webster et al., 2002).

En la tabla 3.1 se indican la férmula general y los principales grupos de OFFs de
interés en medicina veterinaria; los grupos R; y R, son radicales alquilo generalmente
metilo o etilo, el grupo X es caracteristico de cada especie quimica, siendo
frecuentemente un radical arilo y suele contribuir de forma importante a sus propiedades

fisicoquimicas y bioldgicas.

Tabla 3.1. Clasificacion de los organofosforados de interés en medicina veterinaria.
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3.1.1 Absorcidn de pesticidas organofosforados (OFFs) en humanos

En humanos expuestos a este tipo de sustancias, la absorcidon por la piel no es
uniforme en toda la superficie corporal para un determinado compuesto. En el caso del
paratidn, la absorcion dérmica en distintas zonas del cuerpo humano varia desde 0 %, en
el arco plantar, hasta el 100 % en el escroto; entre ambas cifras extremas estan: 8.6 % en
la cara ventral del antebrazo, alrededor del 33 % en distintos puntos de la caray el 63 %

en las axilas.

La temperatura ambiental elevada es otro factor importante que contribuye a la
absorcion cutanea. La excrecion de p-nitrofenol urinario en voluntarios, tras la aplicaciéon
de la misma cantidad de paratidon a la piel, ha demostrado que la absorcién por via
dérmica aumenta con la temperatura, probablemente a consecuencia de un aumento de
la circulacién periférica en estas condiciones; la humedad relativa alta, que también la

favorece, actia de manera similar (Aboudania y Lapadula, 1990).
3.1.2 Distribucién

Una vez absorbidos, los OFFs, sus metabolitos se distribuyen rapidamente por todo
los érganos y tejidos, aunque las concentraciones mas elevadas se alcanzan en el higado y
los rifiones, antes de ser eliminados de manera practicamente total por la orina y las
heces. No obstante, los compuestos mas lipofilicos pueden almacenarse en pequefia
proporcién en los tejidos grasos y en el tejido nervioso dada su riqueza en lipidos de

donde pueden ser posteriormente liberados.
3.1.3 Metabolismo

El catabolismo de los compuestos organofosforados una vez absorbidos tiene
lugar, en parte, a través de las llamadas esterasas “A”, enzimas que los hidrolizan a una
velocidad considerable, actuando como desintoxificadoras. El catabolismo de los OFFs

sigue las dos fases habituales de biotransformacién de los xenobidticos en el organismo.
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Las denominadas fases | y Il. En la figura 3.2 se presenta la fase | de biotransformacién con

las 8 reacciones que la comprenden.
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Figura 3.2. Fase |. Proceso de biotransformacidon, metabolismo general de los plaguicidas
organofosforados.

Unicamente la reaccién 1 da como resultado un aumento de toxicidad; en ésta
ocurre una desulfuracion oxidante del éster de fosforotioato produciéndose su analogo
oxigenado. Esto es llevado a cabo por el sistema MFO (monooxigenasa de funcidon mixta).
En el caso de los mamiferos los metabolitos obtenidos en la fase | pueden ser hidrolizados
por enzimas hidrolasas aril y alifaticas (reaccidon 8) encontradas en sus tejidos, pero los

insectos carecen de estas enzimas haciéndolos mas susceptibles (Casarett et al., 1996).

El metabolismo de estos compuestos transcurre principalmente en el higado vy
como resultado final de la transformacién de la molécula se originan los “grupos
salientes” que son caracteristicos de cada organofosforado en particular (por accién de
citocromos P-450) y un total de hasta 8 alquilfosfatos diferentes (por accidon de las

esterasas A) que son comunes para el conjunto de los organofosforados.
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3.1.4 Eliminacion

En términos generales, entre 75 y 100 % de los OFFs administrados por via oral se
transforman en compuestos solubles, entre los que se encuentran los alquilfosfatos
prolongandose su eliminacién urinaria por un periodo que oscila entre 24 y 48 horas tras
la administracion (experimental). Debe tenerse en cuenta, no obstante, que la absorcién
por via dérmica puede ser mas lenta, puede extenderse durante un periodo mas largo vy,
en consecuencia, su eliminacién puede prolongarse mas alla del referido plazo, puesto
que representa el resultado de la integracién de todo el proceso de absorcién (Obiols,

2000).

3.1.5 Normativa

Décadas atrds, el paration fue el plaguicida mas utilizado en la agricultura. Sin
embargo, por su elevada toxicidad su uso esta totalmente restringido (junto con el metil-
paratidn) y sujeto al procedimiento de consentimiento fundamentado previo del Convenio
de Rotterdam (que regula los movimientos internacionales de algunas sustancias
peligrosas). Otros organofosforados, algo menos tdxicos, se siguen usando, como el
malatidn, dimetoato y clorpirifos, pero lentamente son reemplazados por otras nuevas

moléculas, como los piretroides o bipiridinilos.

Dado que los plaguicidas OFFs tienen elevada toxicidad (muchos estan prohibidos
en paises del primer mundo) es prioritario balancear los beneficios respecto a sus riesgos
de modo que la produccion nacional de agroalimentos sea sustentable. Algunos reportes
(Relya, 2005) indican que plaguicidas prohibidos o restringidos son exportados a paises en
desarrollo en forma irregular, por lo que es menester estudiarlos también desde el punto

de vista legal y sanitario.

Por lo anterior y por el hecho que los bovinos son animales domésticos destinados
a la alimentaciéon humana, las Normas Oficiales Mexicanas NOM-004-200-1994 regulan 14
plaguicidas OFFs en grasa, higado, rifidn y musculo en bovinos con limites maximos

permisibles (LMP) para diferentes plaguicidas: Diazinon, Di-syston, Ronnel y Metabolitos,

10
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Clorpirifos, Fenitrotion, Malation, Paration, Trition, Etion, Coumafos, Clorfenvinfos,

Diclorvos, Fention y Triclorfon.

Asi mismo, la norma oficial mexicana NOM-028-Z00-1995 establece las
condiciones para el analisis de residuos de plaguicidas OFFs, en higado y musculo de
bovinos, equinos, porcinos, ovinos, caprinos, cérvidos y aves, por cromatografia de gases,
realizando una extraccién solido — liquido previa y posterior limpieza del extracto en
columnas con adsorbentes. En la tabla 3.2 se indican los correspondientes valores de los

limites maximos permisibles para 14 OFFs en higado y musculo de bovinos.

Es importante destacar que, en términos generales algunos OFFs como el
clorpirifos y el paratidn son lipofilicos y presentan volatilidad intermedia. Sin embargo, en
alimentos sometidos a coccién a varias temperaturas, entre 70 y 80 °C, la estabilidad de
los plaguicidas paratidn, fentidn y clorpirifos en musculo de bovino es relativamente alta,
persistiendo al final del proceso de coccion el 76 % de paration, 74 % de fention y el 70 %
de clorpirifos de la concentracién inicial; éstos plaguicidas fueron extraidos por técnicas

convencionales sélido — liquido y liquido-liquido (Coulibaly y Scoot, 1993).

3.1.6 Métodos de extraccion y cuantificacion de plaguicidas organofosforados en

muestras bioldgicas

Los OFFs han sido determinados por diferentes métodos de extraccidn y analisis en
aguas superficiales, organismos acudticos y mamiferos (Serrano y Lépez, 1999; Walter y Lott,
1993). En la actualidad, existe gran variedad de métodos analiticos reportados en la
literatura las cuales incluyen rutinas laboriosas, tiempos prolongados de analisis y
consumo excesivo de disolventes.

Se debe sefialar que las etapas basicas de la determinacién de plaguicidas son:

a) Extraccion. El procedimiento de extraccidn esta sujeto al tipo de plaguicida a estudiar y
a la naturaleza del sustrato que lo contiene; debe tener una recuperacion superior al 80 %

y ser suficientemente efectivo. Normalmente el método consiste en una homogeneizacién

11
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del sustrato a alta velocidad, mezclado con disolventes y un desecante como sulfato

sddico anhidro, junto con aglomerantes del tipo tierra de diatomeas.

Tabla 3.2. Norma Oficial Mexicana NOM-004-Z00-1994, control de residuos toxicos en musculo e
higado de bovinos. Limites Maximos Permisibles.

Compuesto

Diclorvos

Diazindn

Di-Syston

Fenclorfos y metabolitos

Clorpirifos y Metabolito

Fenitrotion

Malation

Paratidon

Tritién (Carbofenotion)

Etion

Coumafos

Clorfenvinfos

Fention y metabolitos

Triclorfon

Tejido

Musculo
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Higado
Musculo
Musculo
Higado
Musculo

Musculo

12

Limites maximos permisibles
(mg kg”)

0.02
0.70
0.70
0.10
0.10
4.00
4.00
2.00
2.00
0.05
0.05
4.00
4.00
0.70
0.70
0.07
0.07
2.50
1.00
1.00
0.20
0.20
0.10

0.10
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b) Purificacion del extracto. A pesar que se utilizan métodos de extraccién muy selectivos,

es habitual purificar el extracto para eliminar compuestos co-extraidos que puedan
interferir en la determinacién de los residuos. Como en el caso de la extraccion es dificil
encontrar un método universal de purificacion, los ejemplos mas comunes son los
procesos de adsorcion en columna, cromatografia en capa fina, co-destilacién por arrastre

y cromatografia de exclusién molecular (Sun y Chen, 2008).

c) Determinacidn. La determinacion de residuos de plaguicidas ha evolucionado de forma
paralela al avance de técnicas analiticas. Se han empleado métodos bioldgicos como la
medida de la actividad colinérgica de los OFFs, métodos espectrofotométricos, reacciones
de fluorescencia y fosforescencia, métodos cromatograficos: cromatografia en papel,
cromatografia en capa fina, cromatografia gaseosa (la mas empleada) y cromatografia
liquida. Ademas de lo expuesto hasta ahora, hemos de destacar que se han conseguido,
acoplando a la cromatografia, tanto en fase liquida como gaseosa, una serie de técnicas
analiticas que han mejorado sensiblemente los resultados; dentro de éstos se pueden
citar: resonancia magnética nuclear, espectrometria de masas y técnicas radio quimicas

gue han ayudado a la determinacién de plaguicidas asi como a la de sus metabolitos.

Otros métodos emplean la técnica de Extraccidn en Fase Sélida (EFS) y Fluidos
Supercriticos (EFSc) para minimizar el tamafio y pasos en el tratamiento de la muestra con
alto contenido de grasa; la aplicacién de la cromatografia liquida, con pasos previos de
limpieza, la extraccion soxhlet, la extraccion acelerada con disolventes (EAD), la extraccién
asistida con microondas (EAM), dispersion de matriz en fase soélida (DMFS) o la
combinaciéon DMFS con EAD, aumentan la eficiencia de purificacion, dando como
resultado extractos libres de grasa, recuperando en mililitros a los analitos de interés

(Frenich y Plaza, 2007; Beyer y Merek, 2008; Pagliuca y Gazzoti, 2005).

Pagliuca y col. (2005) determinaron el contenido de 8 OFFs en leche de vaca e
higado de jabali empleando como adsorbente C;g para la muestra de higado y posterior

analisis por cromatografia de gases, obteniéndose cromatogramas limpios de
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interferencias. En la figura 3.3 se observa la elucién de los plaguicidas clorpirifos, diazindn,

etil paratidn, entre otros.

A il
1.00
0.75 Clorpirifos Metil clorpirifos _ ,,

: \ | Etil paration

Dimetoato |
0.50 \ Diazinén | |
: \ Etil paration l |

| |
0.25 0.2 ‘E |
| Metamidofos ! P
0.004— 00 kw flLFL_,/_.UUl-f’L"’M'} - i
0 5 10 15 20 25 30 5 10 5 20 25 30 35 4
Minutos Minutos
a b

Figura 3.3. Cromatograma del extracto de: a. Higado de jabali. b. Leche de vaca. Tomado de
Plaguica y col. (2005).

Sin embargo, son pocos los trabajos encontrados en la literatura que presentan
métodos de extraccidn simples y rapidos para el manejo de las muestras lipidicas. La
DMFS origina metodologias simples, rapidas y adecuadas para el manejo de muestras
sélidas, semisdlidas y de alta viscosidad que ademds tienen un caracter lipidico; esta
técnica tiene el potencial para ser automatizada, pero hasta el momento, esto aun no ha

sido realizado (Valsamaki y Boti, 2006; Kruve y Kunnapas, 2008).

En la tabla 3.3 se presentan algunos métodos de extraccién y cuantificacién de
OFFs en diversas matrices. Las metodologias convencionales se caracterizan por consumir
un numero significativo de reactivos, ademas de complicadas secuencias en el tratamiento
de la muestra como es el caso de la ELL y la ESL. Por el contrario, las metodologias
actuales consisten en sistemas de analisis rapidos, sensibles, ecoldgicos y lo

suficientemente robustos para aplicarse en diferentes matrices.

La DMFS como técnica de extraccidn y la EFS como sistema de limpieza “clean up”
son ampliamente utilizadas para el tratamiento de muestras sdlidas (frutas, tejidos de

animales, insectos, etc.) dadas las ventajas de versatilidad que ofrecen. El clorpirifos y el
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Tabla 3.3. Métodos de extraccion y cuantificacion recientes en la determinacidn de plaguicidas en matrices complejas.

Tipo y tamafio . . o .. . Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
de muestra (g) analisis (ngkg) (%)
. ELL: (AcOEt (20 mlL)-sonicacién-
Fensulfotion, . o L,
. i centrifugacién-filtracién-secado- LD: 4.4-37.5
enamifos, _
Alimentos para ACN (2.0 mL) y agua (4.0 mL). ng mL L Buonasera
Profenofos, Fonofos, S.P ) . CLAR/UV 37-119
bebes: 5.0 e EFS: “Clean up” (Cis, secado N,, 14.5-125.0 etal., 2009
Isofenfos, Dialifos, » o 1
. elucién ACN (10 mL), evaporacion, ng mL-
Sulprofos y Protiofos L,
diluciéon ACN:Agua 1:9
Granos de . L EAM: ACN 95 % a un flujo 1.0 mL
) ) Trituracion, -1 . Ay
trigo, maiz, L min~ por 10 min. Dilucién del Chen et al.,
. Organoclorados homogeneizacion y ) B CLAR /UV LD: 19-37 86 - 105
arroz y frijol: extracto con agua para “clean up 2007
secado con N, por 24 h
0.050 EFS en Cyg)
Trituracion,
A ., DMFS: 0.5 g Clg, 1.0 g Nast4, .
Frutasy . homogeneizacion 2 . . o, Covaci et al.,
36 pesticidas . clean-up”: 0.5 g silice. Elucidn: CG/EM LC: <20 60-120
vegetales: 0.5 almacenamiento a -20 2010
oc DCM: AcOEt (4:1)
Simazina, Diazindn, . L L.D: DNF: 1-
. . . o ) » Adsorcion y Desadsorcion térmica 4
Aceite de olivo: | Clorpirifos Fenitrotion Filtracion (0.22 um), . . 89 pug Ly i
» . ) en interfase TOTAD a 275 °C por | CG/DCE/DNF N.R Diaz, 2007
20 puL Malation, Paration; almacenamiento a 4 °C 5.0 mi con DCE: 0.9-
.0 min
Fentoato y Etion 4.7 ug L*

LD: Limite de Deteccidn. LC: Limite de Cuantificacion. DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Sdlida. ELP: Extraccion con Liquidos Presurizados. ESL: Extraccién Solido

Liquido. EFS: Extraccidn en Fases Sélida. ELL: Extraccién Liquido-Liquido. EAM: Extraccidn Asistida por Microondas. DCM: Diclorometano. MeOH: Metanol. AA: Acido
Ascorbico. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN: Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. UV: Detector
Ultravioleta. DCE: Detector de Conductividad Eléctrica. DNF: Detector para Nitrogeno y Fésforo. °T: Temperatura. E.I: Estandar Interno. N.R: No Reportado. S.P: Sin

pre-tratamiento.
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Tabla 3.3. (Continuacion) Métodos de extraccidn y cuantificacidn recientes en la determinacién de plaguicidas en matrices complejas.

Tipo y tamafio . . o .. . Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
de muestra (g) analisis (ngkg) (%)
. » DMFS: 2.0 g Cyg, florisil o alimina
Trituracién y mezcla p .
. ] y 0.200 g de Na,SO,. “Clean-up
Alimento para . . L homogénea de cereales . L. . ,
Piretroides, pesticidas . con florisil o alimina. Elucion con LD: 0.03-1.5. Ferndndez et
ganado: 0.5- con aceite vegetal, CG-uDCE >75
OCs y OFFs o 5-10 mL AcOEt o hexano; se lleva LC:0.12-5.0 al., 2008
1.0 sales y oxido.
. . . a sequedad el extracto vy
Refrigeracion a -20 °C .
redisuelve con 200 ul de AcOEt.
o DMFS: 2.0 g de Cyg, elucion con i
) Clorpirifos, ) ., p ,, Garcia  de
Higadoy . Trituracion, 5.0 mL de ACN puro. “Clean up
, Clorfenvinfos, L, . LD: 25-100 Llasera and
musculo de . L homogeneizacion y | con 0.5 g silice. El extracto se CLAR/DAD 55-101
. Diazinon, Fenitrotion, . L, . LC: 75-300 Reyes-Reyes,
bovino: 0.5 . . refrigeracién a -20 °C evapora y se redisuelve con
y Metilparation 2009
250 uL de ACN puro
, ESL: 60 mL de AcOEt y “clean-up”
Higado: pollo, .
L por CPG con AcOEt:ciclohexano .
cerdoy Homogeneizacion y " LD: 0.01-8.7. Garrido et
OFFsy OCs . ., . (1:1 v/v). DMFS: 2.0 g Cy5y “clean- | CG-EM/EM 62 -115
cordero: 0.5a refrigeracion a -20 °C i’ o ., LC: 0.08-23.2 al., 2007
c0 up” con 2.0 g de florisil, elucion
con 10 mL AcOEt
., LD: 5-80 .
. DMFS: 40-80 mg de Cg. Elucidn Kristenson 'y
. . Almacenamiento en N, OFFs y 5-35 o
Insectos: 0.040 | OFFsy Piretroides L con 100 pL AcOEt para OFFs vy CG-EM 52-94 | Shahmiri,
liquido ) . para
3.5 mL hexano para piretroides . . 2004
piretroides

LD: Limite de Deteccién. LC: Limite de Cuantificacion. DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Sélida. ELP: Extraccion con Liquidos Presurizados. ESL: Extraccién Sélido
Liquido. CPG: Cromatografia de Permeacidn en Gel. EFS: Extraccién en Fases Sélida. ELL: Extraccién Liquido Liquido. DCM: Diclorometano. MeOH: Metanol. AA: Acido

Ascérbico. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN: Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. uDCE: Micro-
detector de Conductividad Eléctrica. UV: Detector Ultravioleta. DAD: Detector con Arreglo de Diodos. ° T: Temperatura. E.I: Estandar Interno. N.R: No Reportado. S.P:

Sin pre-tratamiento.
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Tabla 3.3. (Continuacion) Métodos de extraccidn y cuantificacién recientes en la determinacién de plaguicidas en matrices complejas.

Tipo y tamafio . . o .. . Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
de muestra (g) analisis (ngkg) (%)
Musculo de Trituracion, i
. Clorpirifos, Fenitrotion L, DMFS: 2.0 g de Cy5 con “clean-up” Garcia de
Ajolote . L, homogeneizacién y o s, CLAR/DAD | LD: <500 90 Llasera et
) y Metilparation . o de silica gel y elucién con ACN
mexicano: 0.5 refrigeracion al, 2010
Trituracion, o .
L, DMFS: 0.025 g Cg. Limpieza con Kristenson y
. . homogeneizacion y .,
Frutas: 0.025 | OFFsy un piretroide . 8.0 mL de agua. Eluciéon con CG-EM LD: 4-90 83-118 | Haverkate,
almacenamiento a -
. 100 ulL AcOEt 2001
20°C
. LD: 0.01-0.94
. DMFS: 1.0 g de tierras 1 .
Jugos de o Almacenamiento a 4°C. . i .. ng mL". LC: Radisic et
12 Pesticidas L . diatomdceas y elucion con 10 mL | CLAR-EM/EM 71-118
frutas: 1.0 mL Sonicacion por 15 min 0.03-3.12 ng al., 2009
de DCM 1
mL
Sanere ELL: 100 pL de la disolucion de
& Dimetoato, Fentidn, L . ZnS0O, 0.3 M con MeOH (1:5 v/v), LC: 0.5 ng Salm et al.,
humana: 100 L, . Analisis inmediato ) . L CLAR-EM/EM 1 97 -106
] Diazindn y Clorpirifos centrifugacién y analisis de 20 pL mL 2009
H del extracto
L Homogeneizacion y L
Frutas: 0.1a OFFs, triazinas y . DMFS: 0.1-0.025 g Cg, elucidon con Ramos et al.,
. . almacenamiento de la CG-uDCE LD: < 0.56 62-116
0.025 piretroides 700 pL de AcOEt 2009

pulpaa-20°C

LD: Limite de Deteccidn. LC: Limite de Cuantificacion. DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Solida. ELP: Extraccion con Liquidos Presurizados. ESL: Extraccién Solido
Liquido. EFS: Extraccidn en Fases Sélida. ELL: Extraccién Liquido Liquido. DCM: Diclorometano. MeOH: Metanol. AA: Acido Ascorbico. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN:
Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. UV: Detector Ultravioleta. DAD: Detector con Arreglo de

Diodos. uDCE: Micro-detector de Conductividad Eléctrica. °T: Temperatura. E.I: Estdndar Interno. N.R: No Reportado. S.P: Sin pre-tratamiento.
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Tabla 3.3. (Continuacion) Métodos de extraccidn y cuantificacidn recientes en la determinacidn de plaguicidas en matrices complejas

Tipo y tamafio . . o .. . Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
de muestra (g) analisis (ngkg) (%)
ELL: 100 mL AcOEt y 50 g de
Leche Na,S0,. Evaporacion del
. . ., LD: 5.0-19 ng Salas et al.,
pasteurizada: | 13 OFFs N.R sobrenadante y redisolucidn con CG/DFF Lt 33-99 2003
m
50 mL 10 mL de hexano y ELL con 50 mL
de ACN
ESL:  Mdsculo de pescado,
3 extraccion con ACN y posterior
Mdsculo de ) . LD: Pescado
. Clean-up” con Cy;g y -NH,. ESL: Sun y Chen,
pescado y Clorpirifos N.R . CG/DFF 0.2 y | 60-110
. Alimento, 100 mL de ACN pre- ] 2008
alimentos: 5.0 ., p Alimento: 1.0
concentracion a 2.0 mL “Clean-
up” Cigy -NH,.
DMFS: 2.0 g Cy3. Co-columnas de
. Fluoroquinolonas, Almacenamiento a | abajo hacia arriba: 1.0 g de LD: 9000-
Tejido de ] . ) .. Wang et al.,
. 05 OFFs y N-metil -18 °C. Trituracion y | Na,SO,, 0.25 g Ci; mezcla CLAR/DAD 22000. LC: | 60-108 2009
orcino: 0.
P carbamatos homogeneizacion (muestra:adsorbente) y 0.5 g 30000-74000

Na,S0O,. Elucidon con 8 mL ACN

LD: Limite de Deteccidn. LC: Limite de Cuantificacion. DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Sélida. ELP: Extraccion con Liquidos Presurizados. ESL: Extraccién Sélido
Liquido. EFS: Extraccién en Fases Sélida. ELL: Extraccién Liquido Liquido. DCM: Diclorometano. MeOH: Metanol. AA: Acido Ascérbico. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN:
Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. UV: Detector Ultravioleta. DAD: Detector con Arreglo de

Diodos. DFF: Detector Fotométrico de Llama. °T: Temperatura. E.l: Estdandar Interno. N.R: No Reportado. S.P: Sin pre-tratamiento.
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diazindn son los OFFs mas comUnmente analizados en muestras alimenticias debido a su

amplio uso y estabilidad en sistemas bioldgicos.
3.2 Caracteristicas generales de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son compuestos quimicos que se
componen de dos o mas anillos aromaticos simples sin heterodtomos ni sustituyentes.
Son componentes naturales de materias primas organicas, especialmente de petrdleos
crudos, generados por pirdélisis de la materia orgdnica, combustién incompleta de fésiles,

en procesos industriales, etc. (Sanchez-Brunete y Ester, 2007).

Quimicamente, los hidrocarburos aromaticos son compuestos por regla general
bastante inertes a la sustitucion electrofilica y a la hidrogenacion, reacciones que deben
llevarse a cabo con ayuda de catalizadores. Esta estabilidad es debida a la presencia de
orbitales degenerados (comparando estas moléculas con sus analogos alifaticos) que

conllevan a una disminucién general de la energia total de la molécula.

Puesto que el benzo[a]pireno (BaP) es el hidrocarburo aromatico policiclico mas
estudiado y dado que es representativo de los efectos nocivos que ocasionan los
compuestos de este grupo, se acostumbra expresar los impactos ocasionados por los

hidrocarburos aromaticos policiclicos en términos de equivalencia con el benzo[a]pireno.

A menudo estos contaminantes no polares persisten en el medio ambiente vy
presentan una fuerte tendencia a bioacumularse en tejidos lipidicos de los organismos
superiores, incluyendo al ser humano, a través del consumo de alimentos contaminados
(Pena et al., 2007). Las propiedades semivolatiles de los HAPs les otorgan gran movilidad,
ademas de presentar una baja solubilidad en agua, la mayoria de ellos son lipofilicos;
también dependiendo de su caracter aromatico los HAPs absorben la radiacién

ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico.

Los compuestos de mayor persistencia se acumulan en plantas (se absorben por las

raices), peces, invertebrados terrestres y acudticos ademas los mamiferos pueden
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absorber los HAPs por inhalacién, contacto dérmico o por ingestién aunque con menor

frecuencia (zhu, 2008).
3.2.1 Absorcidn de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en humanos

El estudio de estas sustancias comenzé tras observarse la relacion entre la
aparicidon de ciertos canceres de la piel con actividades profesionales que implicaban
contacto con alquitran y hollin. Los HAPs en humanos se almacenan en sangre, placenta y
en la leche materna; el benzo[a]pireno interviene en la pérdida del factor de crecimiento
epidérmico y en animales, en la disminucién de la fertilidad y crecimiento fetal, entre

otros trastornos (Singh, 2008).
3.2.2 Distribucién

Una vez liberados a la atmdsfera, los HAP en el aire pueden ser inhalados por el
hombre; las particulas de HAP tienen un didametro < 2.5 um y pueden ser inhaladas y
depositadas en los pulmones. Las particulas son retenidas en los pulmones y debido a su
diminuto tamafio pueden tapar los conductos alveolares y al ser particulas liposolubles
pueden almacenarse en los tejidos grasos del cuerpo o entrar en las membranas celulares

causando lesiones en érganos y en tejidos.

La mayoria de los HAPs sufren foto-oxidacién, siendo ésta, una forma para
eliminarlos de la atmdsfera. La reaccion de fotooxidacion mas frecuente es la formacién
de endoperéxidos, que pueden convertirlos a quinonas. Los HAPs reaccionan rapidamente
con oOxidos de nitrégeno o acido nitrico, por ejemplo, el antraceno puede oxidarse a
antraquinona por accion del HNOs o dar un derivado nitrogenado mediante una reaccién

de sustitucion con NO,.
3.2.3 Metabolismo

La biotransformacién de los HAPs a moléculas diol-epdxido es realizada por el

complejo enzimatico CYP1Al. Durante el metabolismo del BaP ocurre una primera
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oxidacion de la molécula de hidrocarburo (inactiva), obteniéndose el 7,8-epdxido que
posteriormente, tras la hidrélisis con epéxido hidrolasa, da lugar al trans -7,8-diol el cual
es, finalmente, oxidado a 7,8-diol-9, 10-epdxido que es una molécula con centro activo en
el carbono situado en la posicion C-10. Como consecuencia de la acumulacién de estas
sustancias en el organismo se desarrollan tumores en piel, pulmones, huesos, mamas vy

estdmago (Kazerouni et al., 2001).

En la figura 3.4 se indica el metabolismo del benzo[a]pireno en humanos.

|.-"".""' BaP-Epdxidos
909

BaP-Glutation
H
SG

7, B-dihidromi-7 S-dihidro-EaP
(dihidrodiol-BaF)

7 B-dihidraxi-9, 1 0-oni-
Y 7.8,9,10-tetrahidro-BaP
{dihidrodiolepixido-BaP)

OH OH
7.8, 10-tetrahidrowi-7,8,9, 10-tatrahidro-BaP Aducto BaP-macromalécula

Figura 3.4. Representacion esquematica del metabolismo del benzo[a]pireno en humanos (US
Department of Health and Human Services (ATSDR)). EH: Epdxido hidrolasa. GST: Glutation-S-
Transferasa.

La carcinogenicidad de los HAPs se ha asociado con la complejidad de la molécula
(ndmero de anillos), el peso molecular, el caracter lipofilico, la actividad metabdlica a un
intermediario diol-epdxido reactivo y con la capacidad de unirse covalentemente al ADN

(Bostrom et al., 2002).
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3.2.4 Normativa

Se han caracterizado mdas de 600 HAPs. De estos, el mas simple y ademas el mas
volatil es el naftaleno, el cual tiene dos anillos aromaticos y esta presente exclusivamente
en la fase gaseosa. En el otro extremo, estan los mas grandes, entre 5 y 6 anillos, tienden a
estar presentes Unicamente en la fase de material particulado. Hace algunos aios la
Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés)
identific6 los HAPs mas frecuentes, comUnmente conocidos como “los 16 HAPs

prioritarios segun la EPA”, los cuales se indican en la tabla 3.4 (Simon et al., 2006).

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer, conocida por sus siglas en
inglés IARC, después de multiples investigaciones agrupa a los diferentes compuestos
estudiados en cinco grupos, de acuerdo con sus propiedades carcinogénicas: 1-
Carcinogénico para Humanos, 2A-Probablemente Carcinogénicos para Humanos, 2B-
Posiblemente Carcinogénicos para Humanos, 3-No clasificable como Carcinogénicos para

Humanos y 4-Probablemente no Carcinogénicos para Humanos.

Cabe resaltar que los HAPs analizados en este estudio estan ubicados dentro de los
grupos de posiblemente carcinogénicos (2B) y el BaP como carcinogénico (1) para
humanos, esto indica que el analisis de estas sustancias brinda una excelente guia de Ia

contaminacién en productos alimenticios.

En Europa y EUA., se han establecido limites maximos permisibles de 0.03 a 1.0
ppb, de benzo[a]pireno en alimentos. En la tabla 3.5 se indican algunas concentraciones
de HAPs encontradas en alimentos destinados al consumo humano. Destacan por sus
contenidos elevados en benzo[a]pireno los productos sometidos a la técnica de

conservacion ahumado.
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Tabla 3.4. Caracteristicas principales de los 16 HAPs prioritarios.

Compuesto Férmula | Grupo Punto de Punto de Presion de Log
Fusion (°C) | Ebullicion (°C) | vapor (kPa) Kow
Acenafteno CioHyg 3 90-96 278 - 279 2.10x 10" 3.98
Acenaftileno CyoHg - 92-93 265 - 280 3.90x 10" 4.07
Antraceno CuHo 3 216 - 219 340 3.60 x 10° 4.45
Benzo[a]antraceno CigH1po 2B 157 - 167 435 1.50 x 10* 5.61
Benzo[a]pireno CyoH1z 1 177 -179 493 - 496 7.30x 10" 6.06
Benzo[b]fluorantreno | CyHq, 2B 167 - 168 481 6.70 x 10" 6.04
Benzo[k]fluorantreno | CyoHq, 2B 198 - 217 471 - 480 2.10x 10" 6.06
Benzo[g,h,i]perileno CyHp 3 275 -278 525 1.30 x 10* 6.50
Criseno CigHp 2B 252 - 256 441 - 448 5.70 x 10" 5.56
Dibenzo[a,h]antraceno | CyH1, 2A 266 -270 524 1.30 x 10* 6.84
Fluoranteno CisH1o 3 107 - 111 375-393 6.50 x 10" 4.90
Fluoreno Ci3Hyo 3 116 - 118 293 -295 8.70 x 10" 4.18
Indeno[1,2,3- CyoH1y 2B 163.6 497,1 1.40 x 10" 6.58

cd]pireno .
CioHsg 2B 80.2 218 1.10x10 3.37

Naftaleno 1
CiHio 3 96 - 101 339 -340 2.30x 10 4.45

Fenantreno L
CisH1o 3 150 - 156 360 - 404 3.10x 10 4.88

Pireno

Adaptado de EPA 1999 e IARC. K,,,: Coeficiente de reparto octanol:agua
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Tabla 3.5. Concentraciones de benzo[a]pireno en diferentes alimentos. Tomado de Vives y col.
(2001).

1

Alimento Benzo[a]pireno ug kg’
Tocino 0.011
Chorizo 0.12-0.34
Jamon 0.009

Atun 0.023

Salmén 0.04

Trucha 0.57

Sardina 2.46
Pescado ahumado 35.5-139

nigeriano

Carne ahumada 10.5-66.9

Aceite crudo de colza 2.46

Las normas mexicanas no establecen limites maximos permisibles de HAPs en
productos marinos, solo existen normativas de control mediante las NMX, algunas de las
cuales son: -NMX-F505-1993-SCF1  “Productos de la Pesca-Ostiones ahumados enlatados
en aceite; NMX-F-481-SCF1-2001 “Mejillones enlatados” ; NMX-FF-080-1992 “Productos

III

Avicolas- Carne de pollo de engorda en cana

En México, Unicamente se cuenta con limites permisibles de HAPs en sedimentos y
en agua potable, los cuales son establecidos en la norma NOM-EM-138-ECOL-2002. La
Comision General de las Comunidades Europeas REGLAMENTO (CE) No 1881/2006 DE LA
COMISION, establece una cantidad maxima de benzo[a]pireno en alimentos ahumados y

organismos acuaticos entre 1 a 10 ug kg™ en base humeda.

3.2.5 Métodos de extraccidn y cuantificacion de HAPs en muestras bioldgicas

La determinacién analitica de los HAPs en suelos, sedimentos o tejidos bioldgicos

usualmente requiere métodos complejos y costosos que dificultan su cuantificacion. La
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extraccion soxhlet es considerada como el método estandar (Nam et al., 2003), incluso se
acopla a técnicas versatiles como la EFS en la determinacién de 13 HAPs en placenta de
mujeres con partos prematuros (Singh, 2008); sin embargo el uso de grandes cantidades de
disolventes y tiempo de tratamiento, impulsa al desarrollo de nuevas técnicas de
extraccidon, que incluyen la extraccion liquida presurizada ELP, también conocida como
extraccidon acelerada con disolvente EAD (por sus siglas en inglés PLE y ASE) (Lundstedt et
al., 2000; Belkessam et al., 2005) y la extraccién con fluidos supercriticos EFSc (por sus siglas

en inglés SFE).

Estas metodologias requieren equipos costosos, aunque existen otras alternativas
que incluyen la extraccion asistida por microondas EAM (MAE por sus siglas en inglés), la
cual es una técnica rdpida y simple, pero esta limitada por la eficiencia en la extraccion
(Sanchez-Brunete y Ester, 2007). Muchos protocolos de pre-tratamiento de muestras
implican la saponificacidn, la extraccidn liquido - liquido de HAPs con hexano, ciclohexano
o isooctano y posteriormente limpieza del extracto con una columna empacada con silice,
alimina o florisil; el extracto final se evapora y redisuelve con acetonitrilo para su
posterior aplicaciéon al cromatdgrafo de liquidos. En este proceso el hexano es
considerado como el disolvente mdas apropiado para elevar los porcentajes de

recuperacién de los HAPs (Barranco y Alonso, 2003).

Por el contrario, la dispersion de matriz en fase sdlida (DMFS) provee de una
alternativa rapida, simple y econdmica que facilmente genera extractos analizables por
técnicas cromatograficas de liquidos y gases, con porcentajes de recuperacién altos y
minimiza las interferencias de matriz, ademas de bajos limites de deteccién en muestras

bioldgicas con alto contenido de lipidos (Barker, 2007).

La extraccién de HAPs por dispersidn de matriz en fase sdlida disminuye el tamafio
de muestra y el volumen de disolventes, incluso se presentan diferentes alternativas para

conservar la muestra (por ejemplo la liofilizaciéon) (Pena y Casais, 2008) y mejorar los
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recobros de HAPs; sin embargo hasta el momento existen pocos reportes de la extraccién

y posterior cuantificacién de HAPs en higado y musculo de bovinos.

Pensado y col. (2005) mediante DMFS cuantificaron 11 HAPs en muestras de
pescado y los cromatogramas de los extractos de pescado para benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[alantraceno, benzo[k]fluoranteno, entre otros HAPs, se

muestran en la figura 3.5.

40
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16 18 2}) 212 24 2(:
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Figura 3.5. Cromatogramas de los extractos de dos diferentes especies de pescado por DMFS: 1.
Benzo[alantraceno, 2. Benzo[b]fluoranteno, 3. Benzo[k]fluoranteno, 4. Benzo[a]pireno. Tomado
de Pensado y col. (2005).

En la tabla 3.6 se indican las metodologias de extraccién y de analisis de HAPs mas

comunmente empleadas en matrices complejas reportadas en la literatura especializada.
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Tabla 3.6. Métodos de extraccion y cuantificacion recientes en la determinacidn de hidrocarburos aromaticos policiclicos en matrices complejas.

Tipo y tamaio de . ] L. .. L. Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza . ” Referencia
muestra (g) analisis (ng kg™) (%)
MEFS: Se utilizé una columna capilar C-
Muestras de Sil 19 CB acoplada al CLAR y se LD: (0.3-4.6) Ishizaki et al
alimentos: Tés : 40 15 HAPs S.P desorbieron los analitos con la fase | CLAR/DFL x 10°. LC: >70 2010 v
pL movil del sistema cromatografico, N.R
agua:ACN.
EAM: Con la muestra saponificada se
Peces, algas Saponificacion de calenté por 10 min a 100 °C en un LD: 0.0048 -
! ! i icro- 2 kH | .07 LC: Zh .
camardn, mariscos: 12 HAPs grasas con KOH y sistema de micro-ondas a 230 . &€ CLAR/DFL 0.075ylLC 85-105 ang et al,
R sobrenadante se evapora redisuelve 0.016 - 2010
2.0 Etanol a 60 °C "
con una mezcla metanol:agua. “Clean 0.250
up”. EFS con alimina.
Carney pollo al BaP tcr(i)tCLfrI::iénal s:tr::i)g; ESL: Con 15 mL de NaOH por 3-6 h. L.D: 0.01- Farhadian et
yp BbF yp Posterior EFS, elucién con 60 mL de | CLAR/DFL | 0.03 y LC: | 68-118
carbon: 5.0 almacenamiento a - al., 2010
Fluoranteno R DCM. 0.09-0.1
18°C
EAD: Se utilizé una celda de extraccidn
. ., con silice virgen y alimina para limpieza L.D: 0.00044-
Matrices marinas: Trituracion, del extracto, programa de extraccion 0.0017 y LC: Liguori et al
0.25a5.0¢g 24 HAPs lf;;)fr:;icz)giirg:zauon y con isoctano a °T: 100 °C, el extracto se CG/EM 0.0015 - 75-119 2006
pre-concentré a 0.5 mL. “Clean up”: 0.0058

CPG con DCM como disolvente.

LD: Limite de Deteccion. LC: Limite de Cuantificacion. MEFS: Microextraccién en Fase Sélida. EAD: Extraccidn Asistida con Disolventes. ESL: Extraccion Sdlido Liquido.

EFS: Extraccién en Fases Sélida. EAM: Extraccion Asistida con Microoondas. CPG: Cromatografia por Permeacion en Gel. DCM: Diclorometano. AcOEt: Acetato de

Etilo. CPG: Cromatografia por Permeacion en Gel. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. DFL: Detector de

Fluorescencia. °T: Temperatura. N.R: No Reportado. S.P: Sin pre-tratamiento.
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Tabla 3.6. (Continuacion) Métodos de extraccidon y cuantificacion recientes en la determinacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos en matrices

complejas.

Tipo y tamafio de . . o .. N Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza P 41 Referencia
muestra (g) analisis (ug kg) (%)
Hidrdlisis enzimatica: 10 pL de muestra,
e . ap N f10 uL de elnzcilma y 4;30 uL de aiua LD: N.R. y
ilis de pescado: sy macenamiento a - | fueron mezclados. Incubacion por 2 h a . uontisjarvi
1.0 mL metabolitos | 80 °C 37 °C. Centrifugacién y eliminacién de CLAR/DFL | LC:20.2-477 75-94 etal., 2004
proteinas con metanol. El sobrenadante
fue inyectado.
EAM: 2.0 g de muestra en 20 mL de
Trituracion y | hexano a 115 °C por 15 min Clean-up
Carne ahumada: 1 a HAPs liofilizacién, EFS: con 5.0 g silice en fase reversa | CLAR/EFL LD: N.R. 77 -103 Purcaro et
3 : . LC:0.2a0.6 al., 2009
almacenamiento elucibn con 8 mL de la mezcla
hexano:DCM (70:30).
ELL: Saponificacion de la muestra con
Almacenamiento a - | 10 mL de KOH (2N-metanol). Digestidn LD: < 03 y Serpe et al
Mejillones: 2.0 11 HAPs 20 °C. | por 2 h. ELL con 20 mL de ciclohexano, | CLAR/DFL LC'.< 0 9' N.R 2010 v
Homogeneizacién centrifugacién y evaporacién del A
sobrenadante a 0.2 mL.
EFS-CLAR-DAD: La pre-concentracion se
A deri HAP Ajuste del pH: 2.5- 10 | realizé a un flujo de 4.2 mL min™ por 10 LAR/DAD LD: L_(1).9—5i.€f 7.11 Liang et al,
gua derio 8 > HCl o NaOH min. Se utilizé como adsorbentes filtros CLAR/ :lgR y L&) 87-115 2006
de cigarrillo y silice Cys. o
EFS-NC: Se adiciona a la muestra 1 mL
, Almacenamiento  a | de NC. Centrifugacién vy filtracién de la Lb: ~0.030- Jiménez-Soto
Agua de rio: 10 mL 8 HAPs 4 °Cy filtracién mezcla. El sélido se lava con 100 uL de CG-EM 8268 zy Le: 21-96 etal., 2012

hexano y se inyectan 2 plL al CG

LD: Limite de Deteccion. LC: Limite de Cuantificacion. ELP: Extraccién con Liquidos Presurizados. EAM: Extraccidn Asistida por Microondas. ESL: Extraccién Sélido

Liquido. EFS-NC: Extraccion en Fases Sdlida con nantotubos de carbono. ELL: Extraccion Liquido Liquido. DCM: Diclorometano. MeOH: Metanol. AcOEt: Acetato de

Etilo. ACN: Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. UV: Detector Ultravioleta. DAD: Detector con

Arreglo de Diodos. DFL: Detector de Fluorescencia. EFL: Detector de Espectrofluorescencia. °T: Temperatura. N.R: No Reportado.
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Tabla 3.6. (Continuacion) Métodos de extraccidn y cuantificacion recientes en la determinacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos en matrices

complejas.
Tipo y tamafio de . . o .. N Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
muestra (g) analisis (ng kg ) (%)
Higado, rifidn, Soxhlet: Las muestras fueron sometidas
pulmén, musculo y Se  homogeneizaron a 2 h de reflujo con DCM, “clean-up”:
humor vitreo en , & por CPG a un flujo de 1.0 mL min™. El LD: N.R. y LC: Ciganek y
. . 16 HAPs los organos y se . CLAR/DFL 67 - 80
porcinos y bovinos: N extracto se hizo pasar por cartuchos de 0.005-0.01 Neca, 2006
. liofilizaron . . S
Tamafio de muestra 10 g florisil. Se evapord y redisolvié con
no indicada ACN.
EAD: Extraccion con 200 mL de
Hojas de té de DCM:Acetona (1:1 v/v) por 45 min a
i ° . - i ifugd . - Yin et al,
gingko (Gingko 18 HAPs Lavado de hojas con | 120 °Cy P: 1500-2000 psi. Se centrifugd CG/EM LD: 1.0-10 y 53.117
] Acetona:Etanol 1:1 el extracto y el sobrenadante se LC: N.R. 2011
biloba L.): 10-15 B} .
evaporé con N, posteriormente se
redisolvié con 1.0 mL de hexano.
ESL.: 5 mL de agua y 10 mL de ACN o
ActOEt se mezclaron con la muestra por
18 BPCs espacio de 1 min Se centrifuga la
5n: i - i . . Kalachova et
Pescado y camarodn: 7 DFB AImacenamlen.to ”18 mezcla por 5 min, el so!orenadante es CG/EM LD: N.R.y LC: 73-120
10 °C. Homogeneizaciéon | evaporado con N,. Se redisuelve con 1.0 0.05-0.25 al., 2011
32 HAPs “ ”
mL de n-hexano. “Clean up”: EFS con
silice virgen y eluciébn con n-
hexano:DCM.
ESL-US: La muestra se mezcla con ACN
i i4 ion 1: . - Lui et al,
Productos 4 HAPS Trituracion de las | en relacion 1:3 (p/v) y se somete a US. CLAR/DLM LD: 0.4-20 y 87-102
ahumados muestras El sobrenadante se concentra a 50°C y LC: 1.4-6.7 2011

redisuelve con 1 mL NaH,PO, pH 4.5

LD: Limite de Deteccidn. LC: Limite de Cuantificacién. BPCs: Bifenilos Policlorados. DFB: Difenilos Eter Polibromados. ELP: Extraccién con Liquidos Presurizados. EAD:

Extraccidn Asistida con Disolventes. ESL: Extraccién Sélido Liquido. US: Ultrasonido. EFS: Extraccion en Fases Sélida. CPG: Cromatografia de Permeacion por Gel. ELL:
Extraccidon Liquido Liquido. DCM: Diclorometano. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN: Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM:
Espectrometria de Masas. DLM: Detector de Longitud Multiple. DFL: Detector de Fluorescencia. °T: Temperatura. N.R: No Reportado.

29




3. ANTECEDENTES

Tabla 3.6. (Continuacion) Métodos de extraccidn y cuantificacion recientes en la determinacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos en matrices

complejas.
Tipo y tamafio de . . o .. N Técnica de LDyLC Recobros .
Contaminantes Pre-tratamiento Técnica de extraccion y limpieza s 1 Referencia
muestra (g) analisis (ng kg ) (%)
ESL: A la muestra se le adicioné 10 mL
de metanol y centrifugd. Se aplico
ultrasonido por 20 min se volvid
Muestras de Homogeneizacién vy centrifugar P se aranZIo ol LD: 0.003- Shamsiour
sedimentos, suelo: 13 HAPs separacién con filtro gar, P CLAR/DFL | 0.04 y LC: 81-92 p 4
sobrenandante. ELL: El sobrenadante Hassan, 2010
2.0 de 200 mesh N.R.
fue mezclado con 0.5 mL de hexano, se
llevd a sequedad con N, y redisolvié con
25 pL de metanol.
ELL: La muestra se mezcld fuertemente
corl 100 mL de agua y hexano. “Clean LD: 0.03-0.15
. up”: EFS: 15 mL del sobrenadante se .
Miel y propéleos: Almacenamiento @ aso por un cartucho con la mezcla miel 'y 0.02- Dobrinas et
Y propoleos: 15 HAPs temperatura oniaalis . CG/EM | 0.07 N.R
1.0 . alumina, silice y sulfato de sodio y se , al., 2008
ambiente . propdleos
eluyeron los analitos con 20 mL de la LC: NR
mezcla n-hexano:DCM 3:1. Se evapord T
el extracto con N, a 1.0 mL.
DMFS: 0.5 g de muestra mezclados con
HAPs Liofilizacion 0.5 g de tierras diatomdceas. CPG: Con L.D: 0.01- Ferndndez-
Mejillén: 0.5 alquilados homogeneizacion Yia g de Bio-SX-3. Elucion con CG/EM 0.67 y LC: 93-115 | Gonzdlez et
q & AcOEt:Hexano (1:1). Co-adsorbentes 0.02-1.93 al.,, 2010
florisil.

LD: Limite de Deteccion. LC: Limite de Cuantificacion. ELP: Extraccidn con Liquidos Presurizados. DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Sélida. EAD: Extraccién Asistida
con Disolventes. ESL: Extraccion Sélido Liquido. EFS: Extraccidn en Fases Sélida. CPG: Cromatografia de Permeaciéon por Gel. ELL: Extraccion Liquido Liquido. DCM:
Diclorometano. AcOEt: Acetato de Etilo. ACN: Acetonitrilo. CG: Cromatografia de Gases. CLAR: Cromatografia de Liquidos. EM: Espectrometria de Masas. DAD:
Detector con Arreglo de Diodos. DFL: Detector de Fluorescencia. °T: Temperatura. N.R: No Reportado. S.P: Sin pre-tratamiento.
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3.3 Métodos de extraccion acoplados a la cromatografia

Uno de los grandes retos que presentan las metodologias analiticas actuales, para
la extraccidon y posterior andlisis de contaminantes en diversas matrices, es desarrollar
procedimientos que permitan una menor manipulacion de la muestra (disminucién de las
fuentes de error - disminuciéon del nimero de etapas en el pre-tratamiento), menor
consumo de disolventes (metodologias amigables con el medio ambiente), disminucion en
los tiempo de andlisis y aumento de la sensibilidad (disminucién de los limites de

deteccion y cuantificacion).

Las metodologias en linea (on-line en inglés: extraccidn y andlisis secuencial) han
ganado en los ultimos afios gran interés en la literatura especializada, pues su desarrollo
en el andlisis de trazas de contaminantes orgdnicos en muestras bioldgicas presentan
ventajas sobresalientes respecto a las metodologias fuera de linea (off-line en inglés)
(Hyotylainen y Riekkola, 2004). En la tabla 3.7 se comparan los procedimientos de

tratamiento de muestra en linea y fuera de linea.

Tabla 3.7. Comparacién de los procedimientos de tratamiento de muestra en linea, fuera de linea.

. Tiempo - T
Procedimiento Ma.nejo del de Precision Sensibilidad POSIblhqad de Slmphc'd.ad
sistema i automatizaciéon | en el equipo
analisis
Fuera de linea Paralelo Alto Baja Moderada Baja Simple
En linea Secuencial Bajo Alta Alta Alta Relativamente
complicado

Las metodologias fuera de linea son una buena opcion cuando el nimero de
muestras es pequefio, porque usualmente no se requiere de un método automatizado. Sin
embargo, cuando este numero aumenta se hace necesario utilizar sistemas acoplados que
optimizan la calidad de los resultados. La sensibilidad de los procedimientos en linea es

mayor y aun mas cuando la cantidad de la muestra es limitada.

Entre las etapas generales a considerar para el desarrollo de sistemas acoplados en

linea se destacan: la miniaturizacién de la metodologia de extraccién, transferencia de los
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analitos de interés al sistema de analisis (mediante el uso de interfases) y analisis por el
sistema de medida mads indicado. Una vez optimizada cada una las anteriores etapas, es
posible acoplar y automatizar la metodologia en estudio. Las metodologias de extraccién
que han sido acopladas a los sistemas cromatograficos son variadas; dentro de las técnicas
mas comunmente empleadas para el manejo de muestras sélidas estan: Extraccion en
Fase Soélida (EFS), Extracciéon con Liquidos Presurizados (ELP), Extraccion Asistida por

Microondas y Ultrasonido (EAM y EAU), entre otras.

A continuacién se citan algunos ejemplos de sistemas acoplados en el analisis de

contaminantes organicos en diversas matrices.
3.3.1 Extraccion en Fase Solida (EFS) acoplada a sistemas cromatograficos

Una de las técnicas mds empleadas en la extraccion de contaminantes en
diferentes matrices es la extraccién en fase sélida (EFS). En las metodologias basadas en
esta técnica, la muestra liquida se aplica a un cartucho o pre-columna empacada con un
adsorbente capaz de fijar los compuestos de interés. La recuperacion de los analitos se
lleva a cabo por la adicidn de un volumen pequeio de disolvente de elucidn fuerte ya sea
un disolvente organico o una mezcla hidrorganica. La fraccién se colecta y puede
inyectarse directamente o puede evaporarse a sequedad para reconstituirse en un
disolvente adecuado para el anadlisis por la cromatografia de gases o liquidos (Hennion,

1999).

El principio basico de la EFS es la transferencia de analitos a partir de la fase mavil
a los sitios activos de la fase solida adyacente. Esta transferencia se estimula por la
seleccion de condiciones apropiadas de operacidon de los 3 principales componentes:
adsorbente-analito-eluente (Hennion y Pichon, 1994). Las etapas generales de la EFS son: 1.
Humedecimiento y acondicionamiento del adsorbente. 2. Aplicacion de la muestra. 3.
Lavado-elucidon de los compuestos interferentes. 4. Elucion de los analitos de interés en un

pequefio volumen de disolvente.
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Las fases sélidas que se emplean en la EFS son similares a las utilizadas en
cromatografia de liquidos (silice derivatizada: Cg, Cis Csq, etc.; polimeros: divinilbencenos
estireno, etc.), donde las silicas modificadas quimicamente con diferentes grupos quimicos
son las mas empleadas. Las diferentes fases se clasifican segun el tipo de interaccién que
tengan con el analito; las interacciones son consecuencias de las propiedades quimicas y
basicamente son de tres tipos: interacciones polares, interacciones no polares e

interacciones de intercambio idnico.

La EFS puede utilizarse como un paso de limpieza del extracto “clean up” o como
sistema de pre-concentracién de los analitos (mas utilizado en el modo on-line).
Dependiendo de la aplicacién deseada, la naturaleza de la fase (o adsorbente) y el tipo de

disolvente empleado garantizara los resultados de limpieza o pre-concentracién deseados.
En la EFS los pardmetros mds relevantes en el proceso de pre-concentracion son:

- El volumen muerto: volumen requerido para llenar todos los poros de la fase o
adsorbente.

- Retencion: es el fendmeno que causa la inmovilizacion de las moléculas del analito
debido a la atraccién entre estas y el adsorbente.

- Elucion: es el proceso por el cual el analito se desadsorbe de la fase, la elucién ocurre
cuando el analito presenta mayor afinidad por el eluente. Una elucién es apropiada
cuando no requiere mas de 5 veces el volumen muerto de la columna.

- Capacidad: es la masa total del analito que puede quedar fuertemente retenida en
condiciones ideales por una cantidad de adsorbente.

Los pardmetros anteriormente descritos deben optimizarse en todo proceso que

implique la retencidn y recuperacion selectiva de los analitos de interés.

La EFS se ha trabajado en linea con la cromatografia de gases y de liquidos,
empleando valvulas convencionales neumaticas de inyeccién de cromatografia liquida
dotadas con pre-columnas para concentrar los contaminantes en muestras acuosas

(Hankemeier y Rozenbrand, 1998). El problema tipico de los acoples a la cromatografia
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liquida radica en los pasos de limpieza a los cuales deben someterse a la muestra antes de
ser inyectada; pensando en lo anterior se han disefiado dispositivos que constan de pre-
columnas que retienen los analitos de interés y permiten la elucién de las interferencias

mas abundantes de la matriz.

En la figura 3.6 se presenta un acople tipico de la EFS a la cromatografia de liquidos
con detector de masas para el analisis en linea de farmacos y sus metabolitos en muestras
de plasma; el sistema esta constituido por una vdlvula de conmutacién de 6 vias la cual
estd provista de un cartucho de EFS. Esta valvula se encuentra conectada a la bomba
cromatografica que se encarga de pre-concentrar la muestra en el cartucho de EFS,
posicion A; posteriormente se gira la valvula de conmutacién para transferir los analitos
(retenidos en el cartucho de EFS) al sistema cromatografico, posicién B (Zang et al., 2005).
De esta forma fue posible analizar 8 analitos en 2.8 min y 300 muestras sin cambios

detectables en la robustez del método.

EFS _ CL EM

Residuos

Espectrometrol

de Masas Posicion A

Columna
| Monoalitica

EFS CL EM

—
Residuos

Columna
L Monolitica )

Cartucho

Bomba LC
Automuestreador

Figura 3.6. Esquema de la configuracidon en linea de la EFS al sistema CLAR/EM/EM para el anélisis
de verapamil y metabolitos. Posicién A: Se carga la muestra en el cartucho de EFS. Posicion B:
Elucién y analisis de los compuestos retenidos en el cartucho de EFS hacia el sistema
cromatografico. Tomado de Zang y col. (2005).
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La EFS presenta algunas limitaciones y en particular en el analisis de sustancias
polares donde los volimenes de fuga y la capacidad del cartucho pueden ser demasiado
bajos, razén por la cual cada uno de los anteriores parametros debe ser optimizado en los

sistemas en linea.

3.3.2 Microextraccion en Fase Soélida (MEFS) acoplada a sistemas cromatograficos

La microextraccion en fase sélida (MEFS) (SPME por sus siglas en inglés) emplea
una fibra de silice fundida recubierta con un material adsorbente que sirve para la
extraccién, la cual puede estar constituida por un polimero liquido o un adsorbente sélido.
Esta capa puede extraer diferentes tipos de moléculas, volatiles o no volatiles. La cantidad
de moléculas extraidas por la fibra es proporcional a su concentracidén en la muestra,

siempre y cuando se alcance el equilibrio termodinamico.

Luego de la extraccidn, la fiora de MEFS es transferida al puerto de inyeccion del
instrumento de separacidn (generalmente un cromatégrafo de gases o liquidos) donde la
desorcion de los analitos toma lugar. El método de MEFS resulta muy atractivo pues la
extraccidn se realiza de manera rapida y puede ser llevada a cabo sin necesidad de utilizar

solventes.

Scott y Abdul (2008) trabajaron en la optimizacién del acoplamiento entre un
sistema de MEFS y la cromatografia liquida para la determinacién de HAPs en matrices
acuosas; la activacion de la columna analitica se realizd con la mezcla de disolventes
apropiados mediante dos bombas controladas por un computador (figura 3.7). La muestra
se depositd en el capilar (el cual ocupa la posicion del bucle) por medio de un dispensador

cuando la valvula de inyeccidn se encontraba en posicidén de carga.
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Figura 3.7. Acople entre microextraccion en fase sélida a la cromatografia de liquidos. PDMDPS:
Polidimetildifenilsiloxano. Tomado de Scott y Abdul (2008).

Una vez alcanzado el tiempo de equilibrio entre la muestra y la fibra se inyectan los
HAPs concentrados a la columna analitica mediante el lavado de la fibra por la fase movil

(acetonitrilo:agua).
3.3.3 Extraccion Asistida con Microondas (EAM) acoplada a sistemas cromatograficos

La extraccién asistida por microondas EAM (MAE por sus siglas en inglés) es una
técnica ampliamente reconocida por su versatilidad en el manejo de muestras sélidas.
Varios estudios comparativos han indicado que esta técnica presenta caracteristicas
analiticas iguales o superiores a las técnicas soxhlet, extracciéon con liquidos presurizados

(ELP) y extraccion con fluidos supercriticos (EFSc) (Hyotylainen y Riekkola, 2004).

En la EAM el disolvente organico y la muestra estdn sometidos a la radiacion
proveniente de un magnetrén; el disolvente o la muestra pueden tener caracter
dieléctrico. Las principales ventajas de la EAM son la alta velocidad de extraccién (debido
al rdpido aumento de la temperatura) y la facilidad de operacién instrumental. La
temperatura elevada asociada a la alta transferencia de masa permite extracciones

cuantitativas y reproducibles.
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En la actualidad existen pocos documentos publicados acerca del acople entre la
EAM a los sistemas cromatograficos. Chen y col. (2007) realizaron el acople de la EAM a la
cromatografia de liquidos para el analisis de pesticidas organoclorados en muestras de
granos (arroz, trigo, maiz y frijol). En la figura 3.8 se presenta el acople: EAM-EFS-CLAR/
DUV.

Conector T

Columna Analitica

Reservorio de
disolventes

Cavidad Celdade
resonante extraccion .
Sistema de microondas u

Residuos Agua Residuos

Figura 3.8. Acople de la EAM a la cromatografia de liquidos, mediante la EFS para el andlisis de
pesticidas organoclorados presentes en granos. Tomado de Chen y col. (2007).

Este es un claro ejemplo en donde se acoplan dos metodologias de extraccidn
(EAM y EFS) al sistema cromatografico. La muestra irradiada en la zona de microondas
(celda de extraccion) fue extraida con una disolucion de ACN:Agua al 95 v/v a un caudal de
1.0 mL min™? (por la bomba peristéltica, B1-figura 3.8). La extraccién se optimizé por
recirculacion del disolvente a través de la muestra por espacio de 10 min. Posteriormente
s6lo 1.0 mL del extracto fue diluido en linea con agua. El extracto fue pre-concentrado en
una columna de EFS para retener cuantitativamente a los pesticidas organoclorados
(mediante una segunda bomba, B2-figura 3.8), los interferentes de la matriz fueron
eliminados. Después se did la transferencia de los analitos a la columna analitica con la

fase movil ACN:Agua 75:25 v/v para su posterior separacidn y analisis a 238 nm.

La EAM también ha sido acoplada a la cromatografia de gases (Ericsson, 2003)

empleando el mismo principio de acople del ejemplo anterior; andlisis de muestras de aire
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con ésteres organofosforados fueron determinados con el sistema EAM-EFS-CG/DNF en

un tiempo total de 1.5 h con recobros superiores al 97 %.
3.3.4 Extraccion Asistida con Ultrasonido (EAU) acoplada a sistemas cromatograficos

En la extraccidon asistida con ultrasonido EAU (UAE por sus siglas en inglés),
vibraciones acusticas con frecuencias mayores a 20 kHz son aplicadas a las muestras. Estas
vibraciones causan burbujas con presidn negativa, las cuales al colapsar remueven los
analitos desde la superficie de la matriz. Tradicionalmente la EAU se lleva a cabo en el
modo estatico, sin embargo en los sistemas en linea el proceso debe ser dindmico; tal

como sucede con otras técnicas de extraccion.

Las extracciones dindmicas presentan varias ventajas: los analitos son removidos y
transferidos desde la matriz sélida al disolvente y la exposicién continua de la muestra a
disolvente fresco aumenta el niumero transferencias de los analitos desde la matriz al

disolvente.

La EAU puede ser acoplada a la cromatografia de liquidos y de gases; Caballo-Lopez
y Luque de Castro (2003) realizaron el acople de la EAU al sistema cromatografico de
liquidos para el analisis de N-metilcarbamatos en muestras de suelo y alimentos

(manzanas). En la figura 3.9 se indica el diagrama de acoplamiento entre los dos sistemas.

La celda de extraccion (EC) fue colocada en un baifo de agua a 40 °C, a través de la
cual se re-circulé agua a pH= 10 a un caudal de 1.25 mL min™” mediante una bomba
peristaltica (PP). Durante este proceso se aplicéd, por 2.0 min, radiacién ultrasonido.
Posteriormente el extracto fue filtrado previo a la etapa de pre-concentracién, la cual se
llevé a cabo en una columna de EFS con silica Cig (IV4), los analitos retenidos en la
columna fueron eluidos con un volumen optimizado de metanol. El extracto metandlico
fue conducido hacia el puerto de inyeccidén con aire (IV); posteriormente se transfirieron
los analitos presentes en el extracto a la columna analitica mediante la fase movil

metanol:agua 40:60 v/v.
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Figura 3.9. Acople de la EAU a la cromatografia de liquidos para el andlisis de N-metilcarbamatos
en suelos y alimentos. PP: Bomba peristaltica. R: Residuos. EC: Celda de extraccién. SV: Valvula
selectora. IV, y IV,: Valvulas de conmutacién. IV: Puerto de inyeccién. HPP: Bomba de alta presion.
HC: Cdmara de hidrdlisis. DC: Camara de derivatizacién. OPA: Ftaldialdehido. Tomado de Caballo-
Lépez y Luque de Castro (2003).

Los resultados indicaron un tiempo de analisis reducido (4 min) respecto al método
oficial de la EPA 8318 para el anadlisis de N-metilcarbamatos en muestras de suelo (4 h).
Los recobros obtenidos estuvieron entre 77 y 95 % para muestras de suelos y 85 y 101 %
para alimentos; la degradacidn de los analitos al utilizar esta metodologia acoplada no fue

registrada.

Es importante resaltar que una vez optimizado el acople entre la metodologia de
extraccién y el sistema de analisis el siguiente paso es la automatizacién del mismo. Para
ello el uso de electrovalvulas de conmutacién, automuestreadores, cartuchos en acero
inoxidable, controladores automdaticos de bombas de alta y baja presién e interfases

permitiran la futura automatizacién.

Otra de las metodologias empleadas en la preparacion de muestra sélidas o
semisodlidas es la dispersién de matriz en fase soélida (DMFS), la cual ha sido aplicada a

diferentes tipos de matrices con excelentes resultados de exactitud, precisién y robustez
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analitica en la extracciéon de una amplia gama de contaminantes orgdnicos e inorganicos
(Karageorgou y Samanidou, 2011; Capriotti et al., 2010; Moreda et al., 2009; Bogialli y Di Corcia,
2007; Barker, 2007). El acople de la DMFS a los sistemas cromatograficos mediante la EFS
para el andlisis de OFFs y HAPs en muestras bioldgicas complejas no ha sido reportado. A
continuacion se describe con mayor detalle esta técnica analitica dado que la DMFS fue

utilizada para la extraccion de los OFFs y los HAPs.
3.4 Generalidades sobre la Dispersidon de Matriz en Fase Sélida (DMFS)

Desde que se introdujo la DMFS en 1989 por Barker, esta técnica ha sido
mencionada en mds de 250 publicaciones donde se aplica a diferentes matrices (Barker,
2007). La DMFS se basa en diversos principios fisicoquimicos que involucran la dispersién

completa de la matriz en el soporte sdlido.

La DMFS ha tenido diversas aplicaciones debido a la facilidad de eliminar muchas
de las complicaciones tipicas de la extraccién liquido-liquido (ELL) o de la extraccion
solido-liquido (ESL), ademas del manejo de muestras biolégicas complejas semisdlidas,
sélidas o altamente viscosas. En el proceso de dispersién, la muestra (higado, fruta, etc.),
fortificada con una disolucion estandar de los analitos o con un estandar interno, es
colocada en un mortero de agata o de vidrio, el cual contiene una cantidad apropiada de
adsorbente o dispersante (silice Cyg, Cg, silice cianopropilamino, florisil, arena, grafeno (Lui

etal, 2011), etc.).

La eleccidon adecuada del dispersante o adsorbente favorece el analisis cuantitativo
de los analitos en una determinada matriz. Un ejemplo de este comportamiento es el
reportado por Kristenson y Haverkate (2001), en el cual el uso de silicas derivatizadas (Cg,
Cig, etc.) favorecio la retencion de 11 pesticidas (recobros mayores) frente a la silica sin
derivatizar, cuando se aplicd la DMFS a muestras de frutas. En la figura 3.10 se presentan
los recobros porcentuales de los 11 pesticidas analizados con diferentes adsorbentes. El

bajo poder de retencién de la silice frente a la silice derivatizada quedd claramente
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demostrado, pues los recobros obtenidos para los pesticidas de alta y mediana polaridad

oscilaron entre 0y 20 %.

c18
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Diazinén — Metil- Feniroin  Malatén — Fention i clorpirifos Meti- Metidation ~ Azinfos Permetrin - Permetrin
parafion bromafos -metll (cis) (rans)

Pesticidas

Figura 3.10. Recobros porcentuales + DS (n= 4) para 11 pesticidas a partir de naranjas usando
diferentes adsorbentes, nivel de fortificacion: 0.5 ng mg™. Tomado de Kristenson y Haverkate
(2001).

La silice-C1g es el material que ofrece los mejores resultados para trabajar con
muestras bioldgicas, ya que al actuar como abrasivo produce fuerzas de dispersidn en la
arquitectura de la matriz, la cual forma una bicapa sobre las particulas del soporte gracias
a las interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas de varios de los componentes,
favoreciéndose el aislamiento posterior del analito; la homogeneidad y la delgada capa de
muestra que cubre a las particulas dispersantes permite alcanzar una alta eficiencia en el
proceso de transferencia de masa, lo cual explica los altos porcentajes de recuperacién

con baja cantidad de disolvente.

En la figura 3.11.a, se presenta una microscopia electrénica de barrido (MEB) de
particulas de silice derivatizada, antes del proceso de dispersién de la muestra. En figura
3.11.b, se indica la MEB de las particulas de silice después de la dispersidon de higado de
bovino. Recientes aplicaciones de DMFS en diferentes tipos de matrices, emplean otros

adsorbentes en el proceso de dispersidn, tales materiales van desde silicatos no

41



3. ANTECEDENTES

derivatizados (silica gel, arena, etc.) (Teixeira y Teixeira, 2005), hasta sélidos orgdanicos

(fibras grafiticas, nanotubos de carbono, materiales poliméricos, etc.) (Ravelo et al., 2008).

Figura 3.11. a. Microscopia electrdnica de barrido (MEB: resoluciédn de 20 um), particulas de silice
derivatizadas C,g antes de la dispersion. b. MEB (resolucion de 20 mm) particulas de silice después
de la dispersidn de higado de bovino. Tomado de Barker, 2000.

La relacion entre la cantidad de muestra y el adsorbente puede variar acorde con
las necesidades del andlisis, sin embargo muchas aplicaciones utilizan una relacién 1:4 por
optimizacién de la metodologia (Barker, 2000). El adsorbente y la muestra son macerados
hasta conseguir una pasta homogénea que posteriormente es transferida y empacada en
una columna de polipropileno donde se lleva a cabo la secuencia de limpieza y elucién
selectiva de los analitos de interés. En la figura 3.12 pueden detallarse los pasos tipicos de
la metodologia de extraccion.

. Muestra y adsorbente 11. Homogeneizacion IIl. Transferenciade V. Compactacién V. Elucién de VI. Elucién

Maceracién lamezclaala del cartucho con interferentes de analitos
columna de DMFS un filtro
Muestra  Adsorbente

»
A 4 ITIT I

| Analitos
- N
—
SR CLAR/ DAD-DFL

o=

Figura 3.12. Pasos tipicos de la DMFS.
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En ocasiones se utilizan co-columnas que consisten en otra fase sélida o soporte
cromatografico (alumina, silica virgen, carbén grafitizado, silice acida, etc.) (Lagand y
Faberi, 2004), que puede incorporarse dentro de la columna de dispersiéon o en columna
aparte y suelen emplearse como etapas adicionales de limpieza o asisten en el aislamiento
del analito. En las muestras de origen animal regularmente se emplean materiales con
capacidad de retener lipidos (silica virgen, florisil, alimina o silice-Cg, entre otros). Es
posible realizar eluciones multiples o secuenciales que permitan aislar una o varias clases

de compuestos con la dispersién de una sola muestra.

Zhao y Wielen (1999), optimizaron la secuencia de limpieza con adsorbentes y el
perfil de elucién de alquilfenoles etoxilados a partir de musculo de pescado; en la figura
3.13 se presenta el esquema del cartucho de DMFS con co-columna de 6xido de aluminio
desactivado con un 5 % de agua. Esta metodologia generd recobros por encima del 90 %

de los analitos en cuestion.

Disolvente de elucion

C-18 + musculo de
pescado + estandar

Filtros 0.45 um” 2277 f,:::_.__A]z()s

,,,,,

Filtro de 0.2 um

___—Vial de recoleccion

Figura 3.13. Esquema de una columna de DMFS modificada con co-columna de 6xido de aluminio.
Tomado de Zhao y Wielen (1999).

Muchas de las ventajas de esta metodologia de extraccidn radican en la facilidad
de eliminar las interferencias tipicas que se presentan al manejar la extraccion liquido-
liquido o extraccidn en fase soélida de muestras sélidas, semisdlidas o con alta viscosidad,
las cuales no se pueden someter directamente a una separacion cromatografica como es

el caso de los tejidos grasos de animales.
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3.5 Factores que influyen en la eficiencia de la DMFS

La DMFS junto con la EFS se pueden considerar como procedimientos de
cromatografia de liquidos simple y en general se aplican los mismos principios. Sin
embargo la DMFS posee caracteristicas que la diferencian de la EFS y la hacen mas
compleja, en comparacion con los procesos cromatograficos estandar. La DMFS se disefid
principalmente para romper y dispersar los componentes de una muestra sélida con un
soporte sélido unido a una fase organica que pueda ser utilizado posteriormente como
material de empaque en una columna de la que puedan eluirse los componentes de

interés.

De esta forma, la muestra dispersa forma parte de la columna misma y en sentido
estricto es parte del sistema cromatografico (Barker, 2000). En DMFS las interacciones
dinamicas involucradas no se comprenden del todo, sin embargo se conocen varios
factores que han mostrado afectar la eficiencia en el proceso. En la figura 3.14 se resumen

los parametros analiticos mas relevantes en la eficiencia de la metodologia de extraccion

DMES.
i Naturaleza del
Naturaleza del soporte y Naturaleza de la Nattura;elfa (:e Ida rr]a_tglz de Ila disol d Efectos de la
i G e s fase enlazada muestra (efecto de acidos, sales, iso verljce e .
poliméricas, silicas agentes quelatantes, antioxidantes, elucién
enlazadas) etc.)

Figura 3.14. Factores que influyen en la eficiencia de la DMFS.

Naturaleza del soporte sélido: hasta el momento la mayoria de los articulos publicados
gue involucran a la DMFS utilizan soportes a base de silice. Un aspecto positivo de usar
este tipo de adsorbentes es la presencia de grupos silanoles sin derivatizar, los cuales
tienen un papel importante, ya que son capaces de formar enlaces de hidréogeno con las

moléculas de agua, lo que permite obtener una mezcla homogénea seca (Barker, 2000).
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Tamano de particula: se ha reportado el uso de particulas de adsorbente de 40 um de
diametro; en otras investigaciones se han empleado mezclas de particulas entre 40 vy

100 pm que producen buenos resultados, ademas de ser mas econdmicas.

Naturaleza de la fase unida: la mayoria de las aplicaciones de la DMFS utilizan materiales
para la generacién de cromatografias en fase inversa como la Cg y Cys. Existen algunas
dudas respecto al rol que desempefia la presencia y la naturaleza de la fase unida; se cree
que la fase unida lipofilica es esencial para romper, dispersar la muestra y también

permitir la formacién de una nueva fase o bicapa que se asemeja a una membrana celular.

Naturaleza de la muestra: debido a que la matriz forma parte de la columna
cromatografica, es de esperarse variaciones en los resultados y recobros de los analitos al
cambiar de una matriz a otra. Mientras que la fase unida estd inmovil sobre el soporte
sélido, los componentes de la matriz no lo estan. Por esta razén ciertos componentes de
la muestra se eluyen por clases de compuestos o fracciones dependiendo del disolvente
que se emplea para eluir y las interacciones dinamicas entre los componentes en la matriz
dispersa y la fase sélida. Las interacciones de la matriz con la fase sélida y la fase mavil
afectan de forma importante el orden de elucion de los compuestos de la columna de

DMFS (Barker, 2000).

Modificaciones a la matriz: asi como en ocasiones es necesario en EFS alterar las muestras
para modificar el estado de ionizacién de los componentes y asegurar que ciertas
interacciones de las fases estacionarias y/o del disolvente de elucién ocurran, en la DMFS
pueden adicionarse acidos, bases, sales, agentes quelatantes o antioxidantes antes de
dispersar la muestra y/o aditivos en el disolvente de elucion para aumentar la eficiencia

del proceso.

Naturaleza del disolvente de elucion: en la DMFS se debe considerar la polaridad relativa
del disolvente de elucidn y la naturaleza de la fase estacionaria para determinar lo que
permanece en la columna de dispersidn y lo que se eluye. Si se da el caso que muchos de

los analitos eluyen con los componentes de la matriz, la secuencia y disefio del perfil de
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elucidon puede ayudar a retener los componentes de la muestra en la columna y recuperar
los analitos de interés con alto grado de especificidad. Esto no siempre se logra y es
entonces cuando el uso de co-columnas y otras técnicas de limpieza deben ser empleadas

(Barker, 2000).

Cada uno de estos parametros debe optimizarse adecuadamente para la
extraccién de un determinado compuesto. Las ventajas que presenta la DMFS es el uso de
pequefias cantidades de muestra, disolventes, soporte, posibilidad de automatizacion y

versatilidad en el manejo de varios tipos de muestras.

La miniaturizacién de la metodologia podria ser en el futuro un método potente
para trabajar en linea con cromatografia liquida mediante el uso de vélvulas para el
acoplamiento de pre-columnas de extraccién conectadas a la columna de analisis y asi
disminuir errores y el empleo minimo de muestra y disolventes (Berrueta et al., 2001;

Kristenson y Haverkate, 2001; Kristenson y Shahmiri, 2004; Barker, 2000).

3.6 Aplicacion de la DMFS en el andlisis de contaminantes organicos en matrices

complejas

En la tabla 3.8 se describen algunas de las mas recientes aplicaciones de la DMFS

en el andlisis de contaminantes en diversas matrices.
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Tabla 3.8. Aplicacién de la DMFS para la extraccion de diversos contaminantes en matrices
complejas.
Recob Técni
Tipo de . Cantidad de | Adsorbente Disolvente ecobros | Tecnica .
Contaminante ‘. (%) y LD de Referencia
muestra muestra (g) (g) de elucién 1 .
(ug kg™) | andlisis
10 mL n-
13 Est 2.0 florisil
Tejido de or 33:()2;;2_ 0.5 co?coch)JnmSInla hexano- 70-110 CG- Campone
pescado & ’ . acetona LD: 0.2-9 DNF etal., 2010
rados de alumina
(6:4)
0.5 Cyg, 1.0
Nast4, 10 mL .
Frutasy | 3¢ besticidas 0.5 “clean-up”: | DCM:AcOEt | ©0120 | cgpm | Covaciet
vegetales o LD: N.R. al.,, 2010
0.5 silice (4:1)
virgen
2.0 Cyg,
Alimento Piretroides, florisil o 5-10 mL >75 G- Ferndndez
para pesticidas OCs 0.5-1.0 aliminay AcOEt o LD: 0.03- ocE | etal. 2008
ganado y OFFs 0.2 de hexano; 1.5 H M
Na,S0,.
Garcia de
Higado y 2.0Cyg
! -101 Ll
musculo “Clean up” 5.0 mLde >>-10 CLAR/ aseray
5 OFFs 0.5 s LD: 25- Reyes-
de con 0.5 silice | ACN puro. DAD
bovino virgen 100 Reyes,
& 2009
OCs y Estes cG/
. difenil y 0.4 Cas, ” 1.3 mLde >>-130 Moliner et
Biota . . 0.1 Clean-up LD: 0.3- DCE-
polibrominato 0.1 florisil ACN puro 70 DIF al., 2009
(PBDEs) ' -
. Fluoroquinolo
Tejidos | c OFFsy N- gmLacN | 801108 | ars | wang et
de . 0.5 2.0 Cys. LD: 9000-
. metil puro DAD al., 2009
porcino 22000
carbamatos
0.2 PMI
Tejidos Enrofloxacina Clean-up”: 3.0mLde 83-102 CLAR/ Qiao y
de pollo y 0.2 0.045co- | ACN:ATFA |\ b o9 | DAD | Suna, 2010
P Ciprofloxacina columna de (99:1 v/v) ) ’
PMI

LD: Limites de deteccidon. OFFs: Plaguicidas organofosforados. OCs: Pesticidas organoclorados. PMI: Polimeros
molecularmente impresos. ATFA: Acido tetrafluoroacético. DCM: Diclorometano. AcOEt: Acetato de etilo. CG:
Cromatografia de gases. CLAR: Cromatografia de liquidos. DNF: Detector de nitrégeno-fésforo. EM: Espectrometro de
masas. uDCE: Micro-detector de conductividad eléctrica. DCE: Detector de conductividad eléctrica. DIF: Detector de
ionizacidn por flama. DAD: Detector ultravioleta visible con arreglo de diodos.
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Tabla 3.8 (Continuacion) Aplicacion de la DMFS para la extraccion de diversos contaminantes en
matrices complejas.

Recob Técni
Tipo de . Cantidad de | Adsorbente | Disolvente fco ros | Tecnica .
Contaminante ‘s (%) y LD de Referencia
muestra muestra (g) (g) de elucién 1 P
(ug kg™) | analisis
Café Yy 2.0 Clg, .
sustitutos de Acrilamida 0.5 “clean-up”: 4.0 mL de 84-97 CG/EM Dias et al.,
. agua LD: 5 2010
café 1.0 Cyg
100 mL 91-114 . .
PLa:rir::oie 43 PB-DES 4.0 8#?()%;"’ hexano:DC | LD:0.34- | CG/EM em’ "’ggg 5
M (8:2) 10.7 o
Lomo de Aminas ;-Sorl:';i‘;‘; 83-112 CIIE-II\A/I'?/ Self et al
, L 0.5 2.0 Silice-CN LD: 19.7- . M
atun biogénicas reguladora Orbi- 2011
. 1640
de amonio trampa
1. 1.
Higado de Residuos de 0.25 z:)r((e:rlmztjeo 6.0 mLde 59-84 CLAR/ Quintana
bovino fenotiazinas ’ mar ACN LD: 100 DFL etal., 2010
2.05silice 25 mL
. . “ ', 60-120 | CLAR/ | Maldaner
Frijol-Soya 6 Pesticidas 1.0 clean-up”: | AcOEt:Met LD: 40-80 DAD et al,, 2008
0.5Cg anol (8:2)
2.0 alimina 45 mL 91-104
Mousculo de . DCM:hexa- LD: Shen et al.
16 OC 2.0 acid 10 CG/EM ’
pescado > a(;\llaas-'(-) no(3:7)y | 0.008- / 2011
> EAD 0.05
0.4
84-111
. nanotubos 10 mL Suetal,
Mantequilla Hormonas 0.5 de carbono ACOEt LDi(;.Z- CG/EM 2011
multicapa '
Vegetales 3 Fenilurea 05 1.0 alimina 8.0mL I_8D7-§)013- EC/ Wang et
g herbicidas ) neutra DCM O 2' DEQL al.,, 2011
L‘;dgtzge 17 HAPS 0o 1.0florisily | 6.0mL 76-104 | CLAR/ ?Z';;Sy
residuales 0.5 Na,SO, DCM LD: DFL 2008

LD: Limites de deteccién. HAPs: Hidrocarburos aromaticos policiclicos. DCM: Diclorometano. OCs: Pesticidas
organoclorados. PB-DES: Difenileteres polibrominados. ACN: Acetonitrilo. AcOEt: Acetato de etilo. CG: Cromatografia de
gases. EAD: Extraccidn asistida con disolventes. CLAR: Cromatografia de liquidos. DFL: Detector de fluorescencia. EM:
Espectrémetro de masas. EC: Electroforesis capilar. DEQL: Detector electro-quimioluminiscente. DAD: Detector
ultravioleta visible con arreglo de diodos.
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En general, la DMFS emplea bajos volimenes de extraccion (del orden de 1.3 a
100 mL), minimas etapas de tratamiento de la muestra y una amplia versatilidad para la
extracciéon de un amplio grupo de contaminantes en diversas matrices. El acople de la
DMFS a los sistemas cromatograficos (los mas empleados en la actualidad) brindaria
grandes ventajas en el andlisis de OFFs y HAPs en matrices bioldgicas, siendo las

sustancias mas monitoreadas a nivel ambiental.
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4. SECCION EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos y Disolventes

- Metanol grado cromatografico, JT Baker 99.97 %, (Phillipsburg, NJ, EUA).

- Acetonitrilo grado cromatografico, JT Baker 99.9 %, (Phillipsburg, NJ, EUA).

- Agua Desionizada con 18.2 MQ.cm™ de resistividad.

- Silice LC-18 diametro de particula de 40 um, SUPELCO (Bellefonte, PA, EUA).

- Silice Cyg Nucleosil didametro de particula 10 um, Phenomenex (San Francisco, CA, EUA).

- Silice C-18-PAH CHROMABOND diametro de particula de 45 um, Macherey-Nagel
(Bethlehem, PA, EUA).

- Silice virgen LC-Si didmetro de particula de 40 um SUPELCO (Bellefonte, PA, EUA).

- Polimero PLRP Bondesil-env Varian, (Palo Alto, CA, EUA).

- Estdndares de plaguicidas organofosforados, Chem. Service (West Chester, PA, EUA) con

pureza certificada > 98 %: Metil paratién, Paratién, Fenitrotién, Clorfenvinfos, Diazindn,

Etidn, Fenclorfos, Clorpirifos y Carbofenotién.

- Estandares de hidrocarburos aromaticos policiclicos, Chem. Service (West Chester, PA,

EUA) con pureza certificada > 99 %: Benzo[alantraceno, Benzo[b]fluoranteno,

Benzo[k]fluoranteno y Benzo[a]pireno.

4.2 Material y Equipos

4.2.1 Sistema cromatografico

Andlisis de plaguicidas organofosforados (OFFs)

- Cromatdgrafo de Liquidos, Varian (Palo Alto, CA, EUA), equipado con una bomba ternaria
modelo 9012.

- Detector ultravioleta visible con arreglo de diodos, Varian (Palo Alto, CA, EUA), modelo
9065.

- Inyector Manual, Rheodyne 7725 (i), IDEX Health & Science Group (Cotati, California,
EUA), con bucle de 20 pL.

- Columna analitica en acero inoxidable, RES-ELUT Cyg (5 um x 150 mm x 4.6 mm 1.D.),

Varian (Palo Alto, CA, EUA), para el andlisis de plaguicidas.
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- Columna de guarda en acero inoxidable (20 x 2 mm I.D.), Upchurch Scientific
(Washington, EUA), empacada con silice C;g Nucleosil.

- Reservorio para disolventes de 250 mL, Wheaton (Milville, NJ, EUA).

- Ultrasonido para desgasificacion de disoluciones y fase moévil, Bransonic modelo 1510

(EUA).

Andlisis de hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAPs)

- Cromatdgrafo de Liquidos, Varian (Palo Alto, CA, EUA), equipado con una bomba ternaria
modelo 9012.

- Detector de Fluorescencia, Varian (Walnut Creek, CA, EUA), modelo Prostar 363.

- Interface, Varian (Walnut Creek, CA, EUA), modelo Star 800.

- Columna analitica en acero inoxidable, Spheri-5 ODS (5 um x 250 mm x 4.6 mm |.D.),
Perkin Elmer’s Brownlee (San José, CA, EUA).

- Columna de guarda en acero inoxidable (20 x 2 mm 1.D.), Upchurch Scientific
(Washington, EUA), empacada con silice C1g Nucleosil.

- Inyector manual, Rheodyne 7725 (i), IDEX Health & Science Group (Cotati, California,
EUA), con bucle de 20 pL.

- Jeringa de 50 pL, Hamilton (Reno, NV, EUA).

- Codificacién y tratamiento de datos con el “software LC Workstation multi instrument”
Version 6.20.

- “Poly View 2000- Diode Array Spectral- Processing software”

4.2.2 Material para la preparacion de muestra

- Cartuchos de polipropileno de 6 y 1 mL con frits de politetrafluoroetileno PTFE, Varian
(EUA).

- Mortero de dgata de 50 mL.

- Manifold de 10 puestos, Ashcroft (CT, EUA).

- Viales contapade 1,5y 10 mL.
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- Espatula de acero inoxidable.

- Jeringa de polipropileno de 20 mL HSW.

- Balanza analitica Adventurer-Pro 110 + 0.0001 g, modelo AV114C, Ohaus (Pine Brook, NJ,
EUA).

- Micropipeta de volumen variable 100 — 1.000 pL, Eppendorf (Alemania).

- Micropipeta de volumen variable 2 - 20 uL, Pipetman, Gilson (Francia).

- Deionizador y purificador de agua Millipore, Simplicity UV (Bedford, MA, EUA).

- Homogeneizador de muestras Ultraturrax, Labortechnik IKL (Staufen, Alemania).

4.2.3 Equipos y aditamentos para el acople de la DMFS y la EFS al sistema

cromatografico
DMEFS

- Bomba reciproca con caudales de 0.2 a 8.0 mL min™*, modelo 100-S Eldex (Napa, CA,
EUA).

- Cartucho en acero inoxidable (30 x 8.0 mm I.D.) Optilab (Berlin, Germany).

- Valvula de disolventes selectora de 6 vias, Upchurch Scientific (Washington, EUA).

- Valvula de conmutacion de 6 vias, Rheodyne 7000 IDEX Health & Science Group (Cotati,
California, EUA).

- Un puerto de llenado manual, Rheodyne 7012 Health & Science Group (Cotati, California,
EUA).

- Dos camaras dinamicas de mezclado de 6.0 x 2.3 cm en teflén y en acero inoxidable.

- Plancha de agitacién magnética modelo 500, Troemner (NJ. EUA).

- Reservorio de disoluciones frascos ambar de 30 mL.

- Bucle de 5.0 mL, 1.0 mm (0.040”) I.D. x 1/16” OD., Rheodyne (Cotati, California, EUA).

EFS

- Pre-columna con filtros en acero inoxidable (20 x 2.0 mm 1.D.), Upchurch Scientific

(Washington, EUA).
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- Bomba reciproca con caudal de 0.1 a 7.5 mL min~, modelo CC-S-100-S, Eldex (Napa, CA,
EUA).

- Valvula de conmutacion de 6 vias, Rheodyne 7000 IDEX Health & Science Group (Cotati,
California, EUA).

- Capilares en acero inoxidable entre 0.1-0.5 mm I.D. para las diferentes conexiones.

- Tubo de teflén de 0.062” I.D. x 1/8” 0O.D. x 10°, Upchurch Scientific (Washington, EUA).
- Férulas y conectores.

4.3 Preparacion de disoluciones estandar de OFFs y HAPs

Disoluciones de plaguicidas organofosforados (OFFs)

Se prepararon disoluciones estandar de (100 + 1) mg L™ de cada uno de los
plaguicidas, utilizando metanol como disolvente. A partir de estas disoluciones se
realizaron las correspondientes diluciones para la optimizacion de la separacién
cromatografica y la deteccidon por espectroscopia UV. Posteriormente, se preparé una
disolucién estandar de (500 + 3) mg L' en metanol, con los 9 plaguicidas. Con esta
disolucidn se llevaron a cabo las diferentes fortificaciones a muestras de tejido de bovino,
asi como la preparacién, por dilucién, de disoluciones de trabajo. Las disoluciones

anteriormente preparadas, fueron almacenadas en recipientes ambar a 4 °C.
Disoluciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

Se prepararon disoluciones estandar de (100 * 3) mg L™ de cada uno de los
hidrocarburos aromaticos, utilizando metanol como disolvente. A partir de estas
disoluciones se realizaron las correspondientes diluciones para la optimizacién de la
separacion cromatografica y la deteccion por fluorescencia. Posteriormente, se prepard
una disolucién estandar de (25 + 2) mg L™ en metanol, con los 4 hidrocarburos. Con esta
disolucién se llevaron a cabo las diferentes fortificaciones a muestras de tejido de bovino
asi como la preparacién, por dilucién, de disoluciones de trabajo. Las disoluciones

anteriormente preparadas, fueron almacenadas en recipientes dmbar a 4 °C.

53



4. SECCION EXPERIMENTAL

4.4 Metodologia

Para el cumplimiento de los objetivos se planted un conjunto de etapas

experimentales que se resumen en la figura 4.1.

OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA Y DETECCION DE LOS 9 OFFs Y 4 HAPs

Log k’vs. f (% metanol)

/ 9 OFFs »{ CLAR/DAD
A excY Aemis= HAPs | ¢ Separacion Cromatogréafica y Deteccién

A uv— OFFs ¥

M 4 HAPs || CLAR/DFL

y

Validacién del sistema croma

limites de deteccion y cuantificacion

tografico: linealidad, precision y

MINIATURIZACION DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION POR DMFS CON OFFs FUERA DE LINEA

{ Relacion de muestra:adsorbente (1:4). Cantidades
{| analizadas: 0.500, 0.125, 0.062 y 0.050 g de muestra

Preparaciéon de la muestra: | Secuencia de

La DMFS se aplic a muestras | gisoluciones ACN:Agua: 25:75, 30:70, 40:60 y 60:40 v/v

de higado de bovino,

limpieza de interferentes con Estudio de

recobros y

optimizando:

1Y Volumen de elucion de OFFs con diferentes
disoluciones de ACN:Agua: 80:20 v/vy 100 %

precision

Limpieza del extracto con adsorbente: silice virgen J

OPTIMIZACION DE LA PRE-CONCENTRACION DE OFFS POR EFS EN LiNEA

Pre-concentracion

del extracto

Dilucidn del proveniente de la DMFS que contiene a los

extracto con agua OFFs, optimizando:

Efecto de la proporcién de ACN:Agua en la eficiencia de pre-
concentracion de los OFFs: 20:80, 25:75, 30:70, 40:60 y 50:50 v/v

Efecto del caudal en la eficiencia de pre-
concentraciéon de los OFFs a: 0.8, 1.0y 1.5 mL min™

Efecto de la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de pr

e-concentracion de los OFFs: PLRP-polimero y silice Cyg

[ Estudio de recobros ]

Figura 4.1. Diagrama general de la metodologia aplicada
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ESTUDIO DE TRES PROTOTIPOS PARA EL ACOPLE ENTRE LA DMFS A LA EFS Y AL SISTEMA
CROMATOGRAFICO

Estudio de recobros con OFFs Precision con OFFs

Acople del cartucho de
DMEFS en acero inoxidable al S~o -

~ —-—
I P

sistema cromatografico ) .
Estudio de 3 prototipos de acople entre la DMFS a la EFSy a la CLAR

1. Tubo vacio. 2. Bucle de 5.0 mL y 3. Cdmara dindmica de mezclado

VALIDACION DEL METODO EN LINEA DMFS-EFS-CLAR/DAD PARA OFFs Y APLICACION A
MUESTRAS DE HIGADO CON DANOS PATOLOGICOS

) L ,
Validaciéon (In-house) de la metodologia Aplicacion de la metodologia en
en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD linea a muestras de higado con

dafio patolégico

v

Linealidad, precisidon, exactitud, robustez (muestras de

musculo y pulmén de bovino) y limites de deteccién vy
cuantificacion

ADECUACION DEL METODO ANALITICO ACOPLADO PARA LA DETERMINACION DE HAPs EN
MUESTRAS DE HIGADO N\

.-" Secuencia de limpieza de interferentes, mezclas de
‘| ACN:Agua: 30:70y 40:60 v/v

Estudio de
recobros y

Preparacion de la muestra:
La DMFS se aplicé a 0.050 g

.4 Volumen de elucién de HAPs con ACN al 100 % precision

de muestra de higado de

bovino, optimizando: Limpieza del extracto con adsorbente: silice virgen

OPTIMIZACION DE LA PRE-CONCENTRACION DE HAPs POR EFS EN LINEA

Pre-concentracion del extracto
proveniente de la DMFS que contiene

a los HAPs, optimizando:
. |

Efecto de la proporcion de ACN en la eficiencia de pre- Efecto del caudal en la eficiencia de pre-
concentracion de los HAPs: dilucion del extracto con concentracion de los HAPs:a 0.8,1.0y 1.5
agua a 50:50, 40:60 y 30:70 v/v de ACN:Agua mL min™

4{ Estudio de recobros }:

Figura 4.1. (Continuacion) Diagrama general de la metodologia aplicada
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VALIDACION DE LA METODOLOGIA EN LINEA DMFS-EFS-CLAR/DFL PARA HAPs

N
Validacion (In-house) de la metodologia (Aplicacién de la metodologia en linea a
en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL » muestras de higado con dafio

* patoldgico y jamdn

Linealidad, precisién, exactitud, robustez (muestras de musculo y pulmon
de bovino) y limites de deteccidn y cuantificacion

Figura 4.1. (Continuacion) Diagrama general de la metodologia aplicada

4.4.1 Optimizacion del acople entre la DMFS al sistema cromatografico (CLAR/DAD) para

la determinaciéon de OFFs en muestras de higado

4.4.1.1 Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y deteccion de los 9 OFFs por

CLAR/DAD

Mediante un barrido espectroscépico entre 190 - 367 nm fueron obtenidos los
espectros UV de cada uno de los OFFs a partir de disoluciones estandar de 10 mg L  en
metanol a un flujo de 1.0 mL min'y en condiciones isocraticas de elucién con una mezcla
metanol:agua 90:10 v/v como fase movil. Se seleccionaron las longitudes de onda de
mayor absorbancia por encima de los 220 nm; por debajo de esta longitud de onda las
interferencias espectrales debidas a los componentes de la matriz son mayores, razén por
la cual no se establecieron en esta zona las longitudes de onda especificas para cada

plaguicida.

Para la optimizacién de la separaciéon cromatografica de los 9 OFFs se utilizd una
columna analitica con silice C;3 como fase estacionaria y se calculd, con una disolucién de
5.0 mg L™ de la mezcla de OFFs en metanol, el logaritmo del factor de retencion (Log k')
para cada plaguicida en funcion de la composicion de la fase moévil (mezclas de
metanol:agua de 90:10, 80:20, 70:30, 65:35 y 60:40 v/v a un flujo de 1.0 mL min™), de

acuerdo con la ecuacion 4.1.
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Logk =—, (4.1)

tr: Tiempo de retencion, en minutos.
t,: Tiempo muerto, en minutos (el tiempo muerto de la columna fue estimado mediante la inyeccion de una
disolucion de NaNO; 0.6 mg L preparada en una mezcla metanol:agua 50:50).

Se verificé graficamente la dependencia del Log k” en funcidn del porcentaje de
disolvente orgdnico en la fase mévil. Ademds se estimaron los valores de resolucién (R;)
para cada pico cromatografico (ecuacion 4.2) con el fin de observar si la separacion entre
los compuestos presentd valores de Ry 2 1. De esta forma se obtuvo la relacion de fase
movil adecuada para iniciar un gradiente lineal a 100 % de metanol y de esta forma

conseguir la separacion cromatografica de los 9 OFFs.

__ 2(trp—try)

R. =
S Wbi+Wby'

(4.2)

try: Tiempo de retencion, en minutos, del primer pico cromatogrdfico en eluir.
tr,: Tiempo de retencion, en minutos, del sequndo pico cromatogrdfico en eluir.
Whb,: Ancho del primer pico cromatogrdfico, en minutos.

Whb,: Ancho del sequndo pico cromatogrdfico, en minutos.

4.4.1.2 Validacion del sistema cromatogrdfico para OFFs: linealidad, precision y limites de

deteccion y cuantificacion

Disoluciones estandar de 1.0, 10, 15, 20 y 25 mg L™ de la mezcla de los 9 OFFs
fueron inyectadas (20 pL) por triplicado al sistema cromatografico para establecer la
linealidad a las longitudes de onda especificas para cada plaguicida. Se elaboraron las
correspondientes curvas de calibracion relacionando drea del pico cromatogrdfico (en UA)
vs. concentracion (en mg ). La precisidon del sistema fue evaluada en términos de la
repetibilidad y de la precisidn inter-dia; la repetibilidad o precisién intra-dia se determind
mediante inyecciones sucesivas (n= 3) para cada una de las disoluciones estandar de la
mezcla de los 9 OFFs (1.0 a 25 mg L™). La precisién inter-dia se evalué en dias diferentes
mediante cinco réplicas con dos disoluciones estandar de 1.0 y 25 mg L'™%; en cada caso

fueron evaluados los correspondientes coeficientes de variacidn porcentual (C.V. %).
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La sensibilidad del sistema cromatografico fue estimada en funcién de los limites
de deteccién y de cuantificacién, para ello se establecieron los limites de deteccién
experimentales (LDE) por medio de inyecciones sucesivas de disoluciones cada vez mas
diluidas (0.5, 0.4, 0.3 0.2y 0.1 mg L") hasta obtener una relacién sefial:ruido (S/N) igual a
3 y para los limites de cuantificacion experimentales (LCE) se realizaron inyecciones
sucesivas de disoluciones por encima de los LDE hasta obtener una relacion S/N igual a 10

(Currie, 1995).
4.4.2 Miniaturizacion de la metodologia de extraccion DMFS para OFFs fuera de linea

Para llevar a cabo el acople de la DMFS al sistema cromatografico fue necesario
realizar la miniaturizacién de las cantidades de muestra y adsorbente establecidas en un
método de extraccion fuera de linea previo (Garcia de Llasera et al., 2009) el cual utiliza
0.50 g de muestra mezclada con 2.00 g de adsorbente (silice Cig), siguiendo la tipica
relacién 1:4 propuesta por Barker (Barker, 2007). A continuacién se describen los pasos

generales de la metodologia de extraccidn y el proceso de miniaturizacién.

4.4.2.1 Preparacion del adsorbente para la DMFS

Se utilizo silice C15 como adsorbente para la DMFS que fue
acondicionada mediante lavados con metanol y acetonitrilo
con relacion de 2.5 mL por cada gramo de adsorbente,
posteriormente se secd al vacio con el sistema de extraccidn

como se presenta en la figura. La fase asi acondicionada fue

empacada en recipientes para su posterior uso.

4.4.2.2 Preparacion de la muestra para la DMFS fuera de
linea

Se realizaron ensayos preliminares con muestras de higado
de bovino, consistentes en pesar (0.5000 * 0.0001) g de
muestra (A) completamente homogénea, se fortificd con una

disolucién estandar de la mezcla de los 9 OFFs (B). El tiempo

de equilibrio y evaporacion del disolvente fue de 15 min,
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tiempo optimizado en previos trabajos (Reyes-Reyes, 2006).
Se peso (2.0000 * 0.0001) g de silice C;g que se adiciond a la
muestra (C), posteriormente se macerd hasta obtener una

mezcla homogénea en el mortero de agata (D).

4.4.2.3 Preparacion del cartucho de DMFS

Una vez obtenida la mezcla homogénea
muestra:adsorbente, se rellené un cartucho de polipropileno
(6 6 1.0 mL), el cual contenia un filtro (frit) de PTFE en el
fondo (A); una vez que toda la mezcla fue transferida al
cartucho se colocé un segundo filtro en la parte superior para
compactar levemente la mezcla. El cartucho se colocé en el

sistema de vacio para llevar a cabo la optimizacion de las

secuencias de limpieza y extraccidon cuantitativa de los
analitos (B) para su posterior inyeccion al sistema
cromatografico.
4.4.2.4 Relacion muestra:adsorbente analizadas por DMFS

Los ensayos preliminares consistieron en simular la DMFS sin muestra de higado. Para
esto se pesaron (2.0000 + 0.0001) g de silice C3 y se fortificd con 20 uL de una disolucién
estdndar de 500 mg L™ de la mezcla de los 9 OFFs (10 ug), se dejé en reposo 15 miny
posteriormente se efectud la DMFS como se describié anteriormente. Posteriormente se
aplicé la DMFS a diferentes cantidades de silice Cig para llegar a la optimizacién de la
miniaturizacién del método, en la tabla 4.1 se presentan las diferentes cantidades de silice
Ciganalizadas.

Para cada cantidad de adsorbente se optimizaron las secuencias de limpieza y elucidn
de los OFFs, realizando los triplicados correspondientes. El recobro porcentual de cada

plaguicida en cada ensayo se calculd con la ecuacién 4.3.
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Area del pico en el extracto

Recobro (%) =

x 100 (4.3)

Area del pico en disoluci 6n control

En la tabla 4.1 se indican las concentraciones de las disoluciones control utilizadas en los
estudios de recobros, las cuales estdn de acuerdo con el nivel de fortificacién empleado y

con el volumen optimizado para la elucién cuantitativa de los OFFs del cartucho de DMFS.

Tabla 4.1. Ensayos preliminares con DMFS. Cantidades analizadas en la miniaturizacion de la
DMFS, (réplicas n=3).

e g ez Concentracion
Muestra (g) Adsorber;tt; silice Cy5 Fort(lflc)a*cnon disolucién
g He control (mg L)
0.5000 2.0000 10y 30 10.0y 5.0
0.1250 0.5000 10 2.5
0.0625 0.2500 10 3.3
0.0500 0.2000 10 10.0

*Fortificacion a partir de una disolucién de 500 mg L™
Una vez optimizada la secuencia de limpieza y de elucidn de los OFFs del cartucho de
DMFS sin muestra, se aplico la DMFS a muestras de higado manteniendo siempre
constante la relacién muestra:adsorbente (1:4). En la tabla 4.1 se indican las cantidades
de muestra analizadas. Se realizaron los correspondientes triplicados de cada ensayo para

evaluar la precision y la exactitud del método por medio de los valores de los C.V. %.
4.4.2.5 Optimizacion de la secuencia de limpieza y elucion de OFFs por DMFS fuera de linea

Considerando la elevada complejidad de las muestras analizadas fue necesario
evaluar diferentes eluentes de limpieza para la eliminacién de interferentes de alta y
mediana polaridad (lipidos de bajo peso molecular, vitaminas hidrosolubles, minerales,

aminodcidos, etc.) previa a la elucién de los OFFs del cartucho de dispersion.

En la DMFS la silice C1g retiene compuestos cuya afinidad con este adsorbente es
alta en presencia de disolventes con bajas fuerzas de elucién, por lo tanto se analizaron
diferentes mezclas con alto contenido de agua y baja concentracién de disolvente

organico en las etapas de limpieza que favorecen la retencion de los OFFs; las fracciones
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correspondientes fueron inyectadas al cromatodgrafo para evaluar posibles fugas de los
compuestos de interés y de esta forma elaborar los frentes de elucién, los cuales indican
la distribucién de cada uno de los analitos en el adsorbente. El analito que presente mayor
coeficiente de reparto se desplazard mds lentamente respecto a aquellos cuyos
coeficientes sean mas bajos (Valcdrcel, 1994). De esta forma se estimaron los volimenes de

fuga y de elucion para cada uno de los compuestos estudiados.

Se emplearon como disolventes de limpieza diferentes mezclas de
acetonitrilo:agua; las cuales han demostrado mayor eficiencia en la eliminacidon de
interferencias en comparacién con el metanol cuando se trabaja con muestras de higado
(Garrido-Frenich et al., 2007; Garcia de Llasera et al., 2009). Para la elucion selectiva de los
OFFs se utilizaron mezclas de disolventes mas concentradas en ACN (80:20 v/v y 100 %)
que garantizardn recobros cuantitativos. En tabla 4.2 se indican todas las secuencias
ensayadas para la limpieza y posterior elucion de los OFFs aplicando la DMFS con vy sin
muestras de higado.

Tabla 4.2. Secuencias de limpieza y de elucién de los 9 OFFs con DMFS. Ensayos realizados con y
sin muestra.

Etapas de limpieza
Ensayo | Muestra:Adsorbente (g) Elucion
1 2 3
1 0.5000:2.0000 20mLH,0 | 3.0mLACN25% | 1.0 mLACN 60 % | 6.0 mL ACN 100 %
50mLH,0 | 20 mLACN 25% | 2.0 mLACN 50% | 4.0 mL ACN 80 %
2 0.1250:0.5000 50mLH,0 [ 20 MLACN 25% | 2.0 mLACN40% | 4.0 mLACN 80 %
5.0mLH,0 | 3.0mLACN30% | 1.0mLACN40% | 4.0 mLACN 80 %
2.5mLH,0 [ 3.0mLACN30% | 1.0mLACN40% | 3.0 mLACN 80 %
3 0.0625:0.2500
25mLH,0 | 1.5mLACN30% | 0.5 mLACN40% | 3.0 mLACN 80 %
2.5mLH,0 [ 1.0mLACN30% | 0.AmLACN40% | 1.0 mLACN 80 %
4 0.0500:0.2000
2.5mLH,0 | 0.6 MLACN30% | 0.AmLACN40% | 1.0 mL ACN 80 %

En cada una de las secuencias estudiadas, el objetivo principal fue realizar la

limpieza de interferentes con volimenes altos de las disoluciones menos concentradas en
acetonitrilo y en el caso de la elucién de los OFFs desorber selectivamente a los
compuestos de interés sin eluir lipidos de alto peso molecular que interfirieran con la

sefial espectroscopica de cada analito en el cromatograma correspondiente.
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Los extractos fueron inyectados al sistema cromatografico (CLAR/DAD) para
determinar el contenido de OFFs mediante la comparacion del area obtenida en el
extracto frente al drea de una disolucién estandar de la mezcla de los 9 OFFs (los niveles
de fortificacién y concentracion de las disoluciones control se indican en la tabla 4.1); de
esta forma se obtuvieron los valores de los recobros (area del pico en el extracto entre

area del pico en la disolucién control - ecuacién 4.3) para cada uno de los 9 OFFs.

La secuencia del ensayo 1 (tabla 4.2) fue previamente optimizada por el grupo de
investigacion (Reyes-Reyes, 2006) y ademas fue la base para los posteriores ensayos
realizados con diferentes tamafios de muestra. En el ensayo 2 se aumentd la
concentracién del ACN:Agua del 25:75 al 30:70 v/v en la etapa de limpieza 2 (tabla 4.2),
con el fin de mejorar la eliminacion de interferentes (eliminacion del color en las
fracciones) sin desadsorber aun a los compuestos de interés. Se realizd para este ensayo

el frente de elucidn sin muestra y fortificando la silice-C;3 con 4 ug de la mezcla de OFFs.

Para la etapa de limpieza 3 se optd por disminuir la concentracidon del ACN:Agua
del 60:40 al 40:60 v/v y de esta forma evitar fugas de los OFFs mas polares (metil paration
y fenitrotion) a medida que la cantidad de muestra disminuia. En general la elucién de los
9 OFFs (ensayos del 2 al 4) se llevo a cabo con la disolucion de ACN:Agua al 80:20 v/v para
minimizar la co-elucién en el extracto de interferentes y mantener los recobros
cuantitativos. Cada ensayo se evalud por triplicado para verificar la repetibilidad y

exactitud del método aplicado.
4.4.2.6 Limpieza del extracto con silice virgen “clean up” fuera de linea

Algunos investigadores indican que la incorporacién de una segunda columna, en
el fondo del cartucho de DMFS, con un material adsorbente como silice virgen, silice C13 0
florisil son comunmente usados para la retencion de lipidos en muestras complejas,
(Barker, 2000; Kristenson et al., 2001; Barker, 2007). Por lo anterior una vez optimizadas las
secuencias de limpieza y elucién de los OFFs con muestras de higado (tabla 4.2), se evalio
el efecto de incluir en el fondo del cartucho de DMFS una co-columna de silice virgen

“clean-up” para aumentar la limpieza del extracto de interferentes polares.
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En la tabla 4.3 se describen las cantidades de silice virgen empleadas para cada
relacion de muestra:adsorbente, ademas de las concentraciones de las disoluciones
control utilizadas para determinar los recobros correspondientes. Para cada caso se
evaluaron las pérdidas por adsorcion de los OFFs en la silice virgen mediante la
comparacion entre los recobros obtenidos cuando se utilizd una co-columna de silice
virgen en el fondo del cartucho de dispersién con los obtenidos en ausencia de ésta. Se
realizé un triplicado de cada ensayo para evaluar repetibilidad y exactitud del método.

Tabla 4.3. Limpieza del extracto obtenido por DMFS con diferentes cantidades de silice virgen para
diferentes cantidades de muestra y adsorbente (réplicas n= 3).

Silice virgen (g) | Fortificacion Concentracién
Muestra (g) Adsorbente silice C,5(g) “ Cleangu ”g (g g)* disolucién
P HE & control (mg L?)
0.5000 2.0000 0.500 20y 60 10.0y 5.0
0.1250 0.5000 0.500 80 2.5
0.0625 0.2500 0.200 160 3.3
0.0625 0.2500 0.100 160 3.3
0.0500 0.2000 0.050 200 10.0

*Fortificacion a partir de una disolucién de 500 mg Lt

4.4.3 Optimizacion de la pre-concentracion del extracto de DMFS mediante EFS en linea

(EFS-CLAR/DAD) para OFFs

La extraccidon en fase sélida (EFS) es una de las metodologias de pre-concentracion
que mas facilmente se acoplan a la CLAR (Hyotylainen y Riekkola, 2004); una de las
estrategias abordadas para realizar el acople entre la DMFS al sistema cromatografico fue
utilizar la EFS para conseguir la transferencia de los compuestos de interés (OFFs y HAPs),
provenientes del cartucho de DMFS, a un segundo adsorbente con afinidad similar o igual

a la silice Cys.

Para realizar el acople de la EFS al sistema cromatografico fue necesario utilizar
una pre-columna en acero inoxidable (empacada con un adsorbente) unida a una valvula

de conmutacion (de 6 vias) que permite la pre-concentracion del extracto y su posterior
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elucién hacia la columna cromatografica. En la figura 4.2 se presenta el acople de la EFS al

sistema cromatografico en estudio.

EFS CLAR

Posicién de Inyeccion

—————— Posicién de Carga

Transductor
de la sefal

DAD

Figura 4.2. Extraccion en fase soélida (EFS) acoplada “on-line” al sistema cromatografico CLAR/DAD. E:
Reservorio para el extracto proveniente de la DMFS “off-line”. B1: Bomba de pre-concentracion Eldex. VC-1:
Valvula de conmutacidon de 6 vias. P: Pre-columna en acero inoxidable con adsorbente. Pl: Puerto de
inyeccion. VP: Valvulas de purga 1 y 2. R. Residuos. BC: Bomba cromatografica. D: Disolventes
cromatograficos 1y 2. CP: Computador. CG: Columna de guarda. CA: Columna analitica. DAD: Detector UV
con arreglo de diodos.

Para la pre-concentracion de los OFFs en el cartucho P esquematizado en la figura
4.2, fue necesario evaluar: la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de retencién
cuantitativa de los analitos, la dilucién del extracto (con agua) proveniente de la DMFS
para evitar la fuga de los OFFs de mayor polaridad y el caudal de pre-concentracion en la

bomba (B1-figura 4.2).

4.4.3.1 Efecto de la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de pre-concentracion de los

OFFs

Para estudiar la eficiencia del sistema acoplado EFS-CLAR/DAD en la retencion de
los 9 OFFs, se analizaron tres adsorbentes para la pre-concentracién, empacados en la
pre-columna P, figura 4.2. En promedio 0.037 g de polimero PLRP-S 100 A de 10-15 um,
polimero bondesil env de 40 um o silice C;3 nucleosil de 10 um fueron colocados en la pre-
columna del sistema. Se pre-concentraron disoluciones estdndar en cada una de las fases

(2.0 mL de una disolucién 0.1 mg L™ de cada OFFs). El efecto de la naturaleza del
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adsorbente se evaludé en funcién del ensanchamiento de los picos en la separacion

cromatografica de los 9 OFFs.

4.4.3.2 Efecto de la proporcion de acetonitrilo proveniente de la DMFS en la eficiencia de

pre-concentracion de los OFFs

Ensayos preliminares para incrementar la retencién cuantitativa de los 9 OFFs en el
cartucho de pre-concentracién (P, ver figura 4.2) consistieron en evaluar la siguiente

estrategia:

- Dilucion con agua del extracto proveniente del cartucho de dispersion: se prepararon 5
disoluciones estandar de 1.0 mL en ACN:Agua al 80:20 v/v a una concentracion de
0.20 mg L™ de los 9 OFFs. Posteriormente a cada disolucién se le adicioné un volumen
diferente de agua (3.0, 2.2, 1.6, 1.0 y 0.6 mL) para obtener porcentajes de ACN:Agua de
20:80, 25:75, 30:70, 40:60 y 50:50 v/v.

Las disoluciones fueron colocadas en el reservorio E, ver figura 4.2, donde se
enviaron a pre-concentracion a la pre-columna P a un caudal de 1.0 mL min* (bomba B1)
cuando la vélvula VC-1 se encontraba en la posicidon de carga. En la tabla 4.4 se describen
las secuencias de operacién para la pre-concentracién, elucidén y acondicionamiento del
sistema EFS-CLAR/DAD.

Tabla 4.4. Secuencia de operacion para la pre-concentracion del extracto (que contiene a los OFFs)
proveniente de la DMFS mediante EFS acoplada al sistema cromatografico (CLAR/DAD).

EFS CLAR/DAD
iy Pre- - Acondicionamiento Inyeccién

Ll concentracion SHUelln columna analitica directa
Vélvulas Posicidn de las valvulas
VC-1 Carga Inyeccién Carga Carga
Pl Carga/lnyeccion | Carga/lnyeccion Carga/lnyeccidn Inyeccion
Bombas Estado de las bombas
B1 Encendida Apagada Apagada/Encendida Apagada
BC Encendida Encendida Encendida Encendida

65




4. SECCION EXPERIMENTAL

Una vez las disoluciones fueron pre-concentradas, la valvula VC-1 se giré a la
posicion de inyeccion para llevar a cabo la elucion de los OFFs (retenidos en la pre-
columna (P)), mediante el paso de la fase movil hacia la columna analitica (CA) donde se
efectlo la separacidn y posterior cuantificacion de los OFFs. Una disolucién de la mezcla
de los 9 OFFs fue el control utilizado para determinar los porcentajes de recobros de los
pesticidas (p.ej. 10.0 mg L'Y); esta disolucién se inyect6 directamente al cromatdgrafo de
liquidos cuando las vdlvulas Pl se encontraba en la posicion de inyeccién y la valvula VC-1
en la posicion de carga. Con los resultados obtenidos se establecid el volumen de agua
necesario para diluir el extracto proveniente del cartucho de DMFS y garantizar la
transferencia y la retencién cuantitativa de los OFFs en la pre-columna P del sistema EFS-

CLAR/DAD.

4.4.3.3 Efecto del caudal en la eficiencia de pre-concentracion de los OFFs

Otro parametro analizado en la retencién de los contaminantes estudiados, por
EFS, fue el caudal o velocidad con que el extracto proveniente de la DMFS pasa a través de
la pre-columna P (figura 4.2). Diferentes caudales (0.8, 1.0 y 1.5 mL min™) y
concentraciones (10 mL de 2.5 y 50 pug L) fueron evaluados para determinar las
condiciones de operaciéon 6ptimas en la bomba Bl que permitieran una retencion

cuantitativa de los OFFs en el cartucho de pre-concentracién.

4.4.4 Acople de un cartucho en acero inoxidable (cartucho de DMFS) a una bomba Eldex

y valvula selectora de disolventes

Para lograr el acople entre la DMFS al sistema cromatografico fue necesario utilizar
una columna de acero inoxidable de 30 x 8.0 mm. La columna en acero inoxidable fue
empacada de la misma forma que los cartuchos de polipropileno: con 0.050 g de silice
virgen (co-columna de limpieza) y la mezcla de 0.050 g de muestra dispersada con 0.200 g
de adsorbente silice C15. El cartucho de DMFS en acero inoxidable fue conectado a una

bomba Eldex con valvula selectora de disolventes, como se presenta en la figura 4.3.
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Bomba Eldex
=EE
‘ ’ - - Cartucho
\// ’ l ﬂi en acero
; ' DMFS
'\ -\ - Valvula 3
( ) [ | () selectorade === Inyeccion
d | A i disolventes 5 CLAR
siq Bs2i fs3f —
L S Recolector
Disolventes de extracto

Figura 4.3. Acople de un cartucho en acero inoxidable para la DMFS a una bomba reciproca Eldex y
una valvula selectora de disolventes.

Con la vélvula selectora se enviaron, a través del cartucho de DMFS, las diferentes
mezclas de disolventes para la etapa de limpieza y de elucién de los OFFs (a un caudal de
1.0 mL min). Los primeros ensayos consistieron en simular la DMFS (sin muestra de
higado y sin efectuar la pre-concentracion por EFS); se fortificé 0.200 g de silice C;5 con la
mezcla de los 9 OFFs (20 pL de la disolucion de 500 mg L™Y). La silice Cyg se colocé en el
cartucho de DMFS en acero inoxidable (ver-figura 4.3) y posteriormente se aplicé la
secuencia de limpieza y de elucién de los OFFs optimizada (en la seccidn 4.4.2.5) para el

tamafio de muestra de 0.050 g.

Los extractos obtenidos fueron analizados directamente en el cromatodgrafo de
liquidos (sin pre-concentracion por EFS) y comparados frente a una disolucion estandar de
10 mg L% En la tabla 4.5 se presentan las diferentes secuencias analizadas y que pudieran
influir sobre los recobros de los OFFs cuando se trabaja el sistema en linea. Las variables
analizadas fueron: empuje de las diferentes mezclas de disolventes con agua, variaciéon del
volumen de ACN:Agua al 30:70 v/v, limpieza con ACN:Agua al 40:60 v/v, secado del
cartucho de DMFS previo a la elucion de los OFFs y elucién con ACN:Agua al 80:20 v/v 6
100 %.

Una vez optimizadas la secuencia de limpieza y la elucion de los OFFs sin muestra
con el acople de la figura 4.3 se realizaron ensayos con muestras de higado previamente

fortificadas con 10 ug de OFFs (200 pg g™ de muestra).
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Tabla 4.5. Simulacién de la DMFS sin muestra y sin pre-concentracion en silice C;3 con diferentes
secuencias de limpieza y elucién de los OFFs con la configuracidon indicada en la figura 4.3.

Volumenes
Secuencias- Analizadas | pnsayo1.  Ensayo2. | Ensayo3 @ Ensayo4 | Ensayo 5
1. Agua 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL
2. ACN:Agua al 30 v/v 0.60 mL 0.60 mL 0.60 mL 2.0mL 2.0mL
3. Agua 1.5mL 1.5mL 1.5mL No No
4. ACN:Agua al 40:60 v/v 0.40 mL 0.40 mL 0.40 mL No No
5. Agua 1.5mL 1.5mL 1.5mL No No
6. Secado No No No No Si
7. ACN:Agua al 80:20 v/v 1.0mL 2.0mL 3.0mL No No
8. ACN al 100 % No No No 2.0mL 2.0mL

Caudal bomba Eldex: 1.0 mL min™

4.4.5. Acople de la DMFS a EFS-CLAR/DAD

Teniendo como base los resultados anteriores se prosiguid al estudio de 3
prototipos que permitieran el acople entre la DMFS a la EFS y a su vez al sistema
cromatografico. A cada prototipo se le adaptd un dispositivo que favoreciera la dilucién
del extracto proveniente del cartucho DMFS y que contiene a los OFFs, pues de lo

contrario la pre-concentracion de los plaguicidas en el adsorbente no seria cuantitativa.

En todos los prototipos las etapas de limpieza de la muestra contenida en el
cartucho DMFS se aplicaron cuando la valvula 1 se encontraba en la posicién de inyeccidn,
figura 4.4, los residuos fueron eliminados por la via 6. Posteriormente se llevé a cabo la
elucion de los OFFs con la mezcla del disolvente adecuado, cuando la vdlvula 1 se
encontraba en la posiciéon de carga. El extracto fue depositado en el correspondiente
dispositivo de dilucién el cual contenia un determinado volumen de agua. La mezcla
(extracto + agua) fue pre-concentrada en la pre-columna de pre-concentracion dispuesta
en la valvula 2, ver figura 4.4. La elucion de los analitos retenidos en la pre-columna se
llevé a cabo con la fase mdvil del sistema cromatografico, cuando la vdlvula 2 se

encontraba en la posicién de inyeccion.
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\/ Eldex — Cartucho N J!Eldex
77 DMF ‘ L /) )
'8 Entrada — T ) Cartucho
‘de agua ‘ DMFS
—Posicion de inyeccion Al A A. 1
. Posicion de carga klEld ; &Bucle de 5.0 mL
; Residuos Disolventes Residuos 2 —=Posicion de inyeccion
Disheres Entrada Posicin de carga
Columna vacia
Vélwla 1 deagls iy
FA
Columna Residuos s : \ Columna
analtica i 1 analitica
A ) S A
) Pre-columna de Evaivula 2 & Pre-columna de
pre-concentracion “Ee_si—dac; pre-concentracion
Bomba CLAR Bomba CLAR
Residuos - A Residuos . ] @
= 4 (@ W
Inyector ; Inyector
Rheodyne Rheodyne
a b
Valvula selectora
de disolventes Bomba Eldex 1
—— oo gi,liuscm- Entrada de
\J— " a agua
A { i 8 Bomba Eldex 2
1

Tele
151919

Disolventes

4
Valvula 1

— Posicidn de inyeccion
Posicion de carga

de
o

Cémara
ezclad

Columna

Inyector
Rheodyne

"analitica

C

Figura.4.4. Acople del cartucho de DMFS al sistema de EFS mediante vdlvulas de conmutaciéon
Rheodyne y bombas Eldex. a. Tubo vacio como sistema de dilucién. b. Bucle de 5.0 mL. c. CAmara

dindmica de mezclado.
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A continuacidén se describen los 3 prototipos evaluados para lograr el acople.

1. Acople con tubo vacio: el primer disefio evaluado utilizé una bomba Eldex (para
impulsar los disolventes de limpieza del cartucho de DMFS y de elucién de los analitos) y
dos valvulas de conmutacién de 6 vias (valvulas 1y 2) como se presenta en la figura 4.4.a.
En este acople se utilizé como sistema de dilucién un tubo vacio en acero inoxidable que

unié a la DMFS con la EFS-CLAR/DAD.

2. Acople con bucle de 5.0 mL: al segundo prototipo se le adapté un bucle de 5.0 mL en la
valvula 1 como sistema de dilucidn del extracto proveniente del cartucho de DMFS, este

acople se presenta en la figura 4.4.b.

3. Acople con camara dinadmica de mezclado: para optimizar el proceso de dilucion del
extracto proveniente del cartucho de DMFS, se optd por incorporar al sistema de acople
una cdmara dinamica de mezclado (elaborada en tefldn para los OFFs) y una segunda
bomba Eldex, esta ultima pre-concentraria la mezcla (extracto provenientes del cartucho
DMFS mas el agua contenida en la cdmara de mezclado) en la pre-columna ubicada en la

valvula 2, este acople se presenta en la figura 4.4.c.

Los ensayos realizados con los tres prototipos consistieron en simular la DMFS sin
muestra, fortificando la silice Cig con 0.2 pg de OFFs (20 pL de una disolucién de
10 mg L™Y); la silice fortificada fue empacada en el cartucho de dispersién en el cual se
encontraba la co-columna de silice virgen. Posteriormente se aplicé la secuencia de
limpieza previamente optimizada con la metodologia fuera de linea (para el tamafio de
muestra de 0.050 g). El extracto proveniente del cartucho de DMFS (contiene a los OFFs)
fue enviado al sistema de dilucién correspondiente. Con el compendio de todos los
resultados obtenidos con el estudio de los 3 prototipos se procediéd a validar la

metodologia en linea para los OFFs.
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4.4.6 Validacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD para la determinacion
de OFFs

La validacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD fue realizada
teniendo en cuenta los parametros de una validacién “en el laboratorio” por su
denominacion en inglés “in-house”. La cual comprende la evaluacion de la linealidad,
precision (repetibilidad y precision inter-dia), limites de deteccién y cuantificacién,
exactitud y robustez (European Commission Decision 2002/657/EC/2002: Implementing Council
Directive 96/23/EC concerning the performance of analytical methods and the interpretation of

results; Wood, 1999).
4.4.6.1 Linealidad

Una vez optimizado el prototipo de acople entre la DMFS y la EFS-CLAR/DAD el
siguiente paso consistié en validar la metodologia en linea para la determinacion de OFFs
en muestras de higado de bovino. Las muestras de higado utilizadas para el proceso de
validaciéon fueron obtenidas de supermercados de la cuidad de México. Para establecer la
correspondencia entre la respuesta del detector del sistema cromatogréfico a diferentes
concentraciones de OFFs en muestras de higado (0.050 g), se realizaron curvas de
calibracién a diferentes niveles de concentracién (0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 pg g'1 de
muestra, cada uno por triplicado) para los 9 OFFs; a cada muestra se le aplicé la
metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD vy se relaciond el drea del pico cromatogrdfico
(en unidades arbitrarias UA) vs. concentracion (en g g’) de esta forma se establecid la

linealidad del método.
4.4.6.2 Exactitud

La exactitud o “veracidad” de la metodologia en linea puede ser expresada como
los recobros en los ensayos de adicionar una cantidad conocida de analito a una matriz
blanco cuando no esta disponible el material de referencia (MR) (Serrano et al., 2003). Los
recobros globales de la metodologia acoplada fueron estimados mediante la elaboracién

de las curvas que relacionan la cantidad recuperada de OFFs (en ng) vs. cantidad
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adicionada de OFFs (en ng), al multiplicar por 100 el valor de la pendiente, se estimd el
recobro global del método en linea para los 9 OFFs en estudio. Los recobros indican la
exactitud de la metodologia propuesta para la determinacién de los OFFs en muestras de

higado.
4.4.6.3 Precision

La precision del método fue evaluada en términos de la repetibilidad y de la
precisiéon inter-dia. La repetibilidad se determind mediante extracciones por triplicado
realizadas para cada nivel de fortificacidn en las curvas de calibracién. La precisién inter-
dia se evalud en dias diferentes mediante cinco réplicas para dos niveles de fortificacion
0.5y 10.0 ug g'l; en cada caso fueron evaluados los correspondientes C.V. % (Wang et al.,

2009).
4.4.6.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion experimental del método (LDEM) acoplado para la
extracciéon y posterior cuantificacion de los OFFs fueron determinados mediante
fortificaciéon secuencial decreciente de OFFs a las muestras de higado (por debajo de
0.5 ug g 0.20,0.12 y 0.04 ug g!), a las cuales se les aplicé la metodologia en linea y se
establecio la sefial en el detector de cada OFFs hasta mantener una relacién S/N igual a 3.
Los limites de cuantificacion experimentales (LCE) del sistema fueron determinados
mediante la aplicacion de la metodologia en linea a muestras de higado fortificadas a
niveles por encima de los LDE hasta establecer la concentracion segln la cual el sistema

mantiene una relacién S/N igual a 10.

Para establecer los limites de deteccion tedricos del método (LDTM) se aplicaron
los lineamientos del: “Code of Federal Regulation (US, EPA) Appendix B to Part 16
Definition and Procedure for the Determination of the Method Detection Limit” Revision

1.11”. En el cual se establecen los siguientes parametros:
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LDTM = t(,—1,1-x=0.99)- S (4.4)
[LCB — LCA] = [0.64 LDTM — 2.20 LDTM] (4.5)
Donde:

LDTM: Limite de deteccion del método en area o respuesta del detector, a 99 % de confianza

t: Valor estadistico de t con o= 0.01 y 6 grados de libertad.

s: Desviacién estandar de la respuesta del detector para n= 7 ensayos (para un nivel de

fortificacion de 1 a 5 veces mas el LDE; 1.25 ug g™ de muestra, en este caso).

[LCB-LCAL]: Es el intervalo del LDTM para un 95 % de confianza y 7 ensayos. LCB: limite de confianza

bajo y LCA: limite de confianza alto.

El valor obtenido en LDTM se interpola en la curva de calibracién correspondiente
para obtener el LDTM en ug g'1 de la muestra. Este procedimiento se llevé a cabo para un
tamafio de muestra de 0.050 g. A su vez también se estimaron los LDEM para un tamafio

de muestra de 0.100 g y en esta forma aumentar la sensibilidad del método acoplado.
4.4.6.5 Robustez

Entendida como la capacidad de un procedimiento analitico para no ser afectado
por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros del método y que provee
una indicacién de su fiabilidad durante su uso habitual (European Commission Decision
2002/657/EC/2002: Implementing Council Directive 96/23/EC concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of results; Ndsz, 2012), este parametro fue evaluado
en la metodologia en linea mediante el cambio de la matriz analizada. Para tal fin se aplico
la metodologia acoplada a muestras de musculo y pulmdén de bovino con las mismas
condiciones de preparacién de la muestra utilizadas para la validacién de la metodologia

en linea con muestras de higado.

Las muestras de musculo fueron fortificadas a diferentes niveles de concentracion:
0.5, 2.5 y 10.0 ug g, Posteriormente se aplic la metodologia en linea de DMFS-EFS-

CLAR/DAD, n= 3, para evaluar la precision y la exactitud del método propuesto mediante
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los valores de recobros y los C.V. %. La precision inter-dia del método DMFS-EFS-
CLAR/DAD fue establecida en dias diferentes con muestras de musculo (0.050 g)
fortificadas a 2 niveles de concentracion, 0.5 y 10.0 ug g”, estos ensayos fueron realizados

para n= 5. El mismo procedimiento fue aplicado a muestras de pulmon.

4.4.7 Aplicacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD a muestras de higado

con dainos patoldgicos

Una vez validado el sistema acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD se procedié a la
aplicacion del método a muestras de higado provenientes de ejemplares jévenes del
Complejo Agroindustrial de Tizayuca (CAIT). Las biopsias de higado fueron colectadas por
personal calificado del Laboratorio de Patologia Animal de la FES Cuautitlan, UNAM. Estas
muestras presentaron lesiones hepaticas, todas fueron valoradas en grado-severidad con
actividad necro-inflamatoria y etapa-fibrosis. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C
hasta su correspondiente analisis. Las muestras fueron analizadas durante las siguientes 8

horas a partir del proceso de descongelacion.

Las muestras fueron tomadas directamente del higado de los ejemplares, los
cuales no fueron sometidos al proceso de desangrado comun que se practica a todos los
bovinos destinados al consumo humano. Se realizaron dos muestreos; en el primero se
recolectaron 10 muestras (identificadas con los numeros: 2, 3,4,5,7,8,9, 10, 16 y 17) y
en el segundo se recolectaron 13 muestras (enumeradas del 18 al 30). Las muestras una
vez recolectadas fueron almacenadas a — 20 °C en el laboratorio de patologia; un total de
23 muestras de higado distribuidas en 2 lotes, fueron analizadas con la metodologia en

linea para la determinacion de OFFs.

4.4.7.1 Verificacion de OFFs en muestras de higado con lesiones patoldgicas por

espectroscopia UV y espectrometria de masas

Las muestras de higado con lesiones patoldgicas que presentaron picos

cromatograficos cuyos tiempos de retencién coincidieron con alguno de los OFFs
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analizados, fueron sometidas a analisis por espectroscopia UV (pureza espectral) y

espectrometria de masas (modo SIM, verificacién peso molecular).

| "

Pureza espectral: la pureza espectral de los picos fue evaluada con el “software” de
“PolyView 2000 modo MCA peak purity", en el que se comparan los espectros obtenidos
de las muestras con la base de datos previamente elaborada con los extractos
provenientes de muestras de higado fortificadas con los 9 OFFs. El parametro de pureza
espectral estd dado por la relaciéon de disimilaridad, DR, para el cual se manejan los

siguientes valores:

DR < 1 existe buena similaridad espectral.

1 < DR > 2 hay una pobre similaridad espectral.
DR > 2 hay una mala similaridad espectral.

Andlisis por cromatografia de liquidos (CL) - espectrometria de masas (EM): Para el andlisis
por CLAR/EM de las muestras que presentaron algun pico cromatografico referente a un
OFF, se utilizd un cromatografo de liquidos Agilent Technologies 1200 series acoplado a un
detector de masas Triple quadrupolo QQQ 6410 con las siguientes condiciones de

operacion:

Condiciones de operacion espectrometro de masa 6410

Fuente de ionizacidn: Electrospray

Modo SIM: Masa 277 6 264

Tiempo de corrida (min): 3  Polaridad: Positiva

Diferencia de potencial EMV: 0

Filtro: Encendido Temperatura del gas (°C): 350 Potencia del capilar (V): 4000
Ancho de filtro: 0.07

Flujo del gas (L/min): 9

Tiempo de permanencia (ms): 200
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Presidon del nebulizador (psi): 40

Tipo y volumen de inyeccion: Automuestreador-Volumen (uL): 0.4
Bomba binaria

Tiempo de corrida (min): 3

Flujo (mL/min): 0.4

Disolvente: 90 % ACN

Disolvente B: 10 % Acetato de amonio 5mM

Columna: Zorbax 5um x 4.6 x 50 mm. Extend-C, Agilent

Una disolucién control de 2.5 mg L™ del plaguicida en cuestién fue inyectada al
sistema CLAR/EM bajo las condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, se
inyectd el extracto correspondiente a la muestra que presentd el compuesto desconocido
cuyo espectro UV y tiempo de retencién coincide con alguno de los plaguicidas

estudiados.

4.4.8 Adecuacion del método analitico acoplado para la determinacion de HAPs en

muestras de higado

El método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD para la determinacién de OFFs fue
adecuado para la determinacion de HAPs en muestras de higado. A continuacién se

indican los parametros optimizados para el desarrollo del acople DMFS-EFS-CLAR/DFL.

4.4.8.1 Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y de la deteccion de los 4 HAPs por

CLAR-DFL

La optimizacion de las longitudes de onda de excitaciéon y emision para el analisis
de los 4 HAPs se realizd6 mediante inyecciones de una disolucion estandar de 1.0 pug L de
la mezcla de los cuatro hidrocarburos en metanol; se variaron las longitudes de onda de
excitacion y de emisién en el detector de fluorescencia, con el fin de determinar los

valores con los cuales se obtenia la mejor respuesta del detector, representada en la
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mayor area de pico cromatografico para cada compuesto. Para ello se trabajé en el modo
isocratico de elucidn y con una relacion de fase moévil metanol:agua 95:5 v/v a un flujo de

1.0 mL min.

Para la optimizacidn de la separacién cromatografica de los 4 HAPs se utilizé una
columna analitica con silice C;3 como fase estacionaria y se calculd, con una disolucidn de
1.0 ug L™ de la mezcla de los HAPs en metanol, el logaritmo del factor de retencién
(Log k') para cada hidrocarburo en funcién de la composicién de la fase mévil (mezclas de
metanol:agua de 100, 95:5, 93:7 y 91:9 v/v a flujo de 1.0 mL min'l), de acuerdo con la

ecuacion 4.1 (ver pagina 57).

Se verificé graficamente la dependencia del Log k” en funcidn del porcentaje de
disolvente organico en la fase mévil. Ademas se estimaron los valores de resolucion (R;)
para cada pico cromatografico (ecuacion 4.2, ver pagina 57) con el fin de observar si la
separacion entre los compuestos presenté valores de R; 2 1. En esta forma se obtuvo la
relacion de fase movil adecuada para conseguir la separacion cromatografica de los 4

HAPs.

4.4.8.2 Validacion del sistema cromatogrdfico para HAPs: linealidad, precision y limites de

deteccion y cuantificacion

Disoluciones estandar de 0.25, 0.50, 1.0 y 1.5 pg L' de la mezcla de los 4 HAPs
fueron inyectadas (20 pL) por triplicado al sistema cromatografico para establecer la
linealidad, a las longitudes de onda de fluorescencia respectivas para cada hidrocarburo.
Se elaboraron las correspondientes curvas de calibracidon relacionando drea del pico
cromatogrdfico (en unidades arbitrarias UA) vs. concentracion (en ug %), La precision fue
evaluada en términos de repetibilidad y de precisién inter-dia; la repetibilidad se
determind mediante inyecciones sucesivas (n= 3) para cada una de las disolucidn estandar
(0.25 a 1.5 pg L'Y). La precisién inter-dia se evalué en dias diferentes mediante cinco
réplicas con dos disoluciones estandar de 0.25y 1.5 g L™; en cada caso fueron evaluados

los correspondientes coeficientes de variacion porcentual (C.V. %).
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La sensibilidad del sistema cromatografico fue estimada en funcion de los limites
de deteccion y de cuantificacion, para ello se establecieron los LDE por medio de
inyecciones sucesivas de disoluciones cada vez mas diluidas (0.12, 0.03 y 0.015 ug LY
hasta obtener una relacion sefial:ruido (S/N) igual a 3 (Currie, 1995; Long y Winefordner,
1983) y para los LCE se realizaron inyecciones sucesivas de disoluciones por encima de los

LDE hasta obtener una relacion S/N igual a 10.

4.4.9 Aplicacion de la metodologia de DMFS para la extraccion de 4 HAPs fuera de linea

Ensayos preliminares para la extraccién de los 4 HAPs utilizando la DMFS fueron
llevados a cabo con el sistema cromatografico acoplado al detector ultravioleta visible con
arreglo de diodos (DAD). La optimizacidn de la secuencia de limpieza y de la elucién de los
HAPs del cartucho de dispersidn, se realizé inicialmente sin muestra de higado para una
cantidad de adsorbente de 0.200 g. En la tabla 4.6 se indican todas las secuencias
ensayadas para la limpieza y la elucién de los HAPs.

Tabla 4.6. Secuencias de limpieza y de elucién de los 4 HAPs por DMFS. Ensayos realizados sin
muestras de higado a un nivel de fortificacion de 0.5 ug HAPs*. Sistema CLAR/DAD.

Adsorbente (g) Etapas de limpieza Elucidn

5.0 mL ACN:Agua 5.0 mL ACN:Agua o

5mLH,0 30:70 v/v 40:60 v/v i;gcr:it)ﬁg?olg?nf
Fracciones 1.0 mL | Fracciones 1.0 mL ’
5.0 mL ACN:Agua 4.0 mL ACN:Agua

0.2000 5mLH,0 30:70 v/v 40:60 v/v ? Omt ACNolso Wi

Fracciones 1.0 mL | Fracciones 1.0 mL racciones U.om
5.0 mL ACN:Agua 4.0 mL ACN:Agua 6.0 mL ACN:Agua

5> mLH,0 30:70 v/v 40:60 v/v 80:20 v/v
Fracciones 1.0 mL | Fracciones 1.0 mL | Fracciones 1.0 mL

*Fortificacion a partir de una disolucién de 25 mg Lt

Una vez seleccionada la mejor secuencia de limpieza y de elucion de los HAPs, se
aplicé la DMFS a muestras de higado para determinar los volimenes adecuados de
elucién de todos los HAPs manteniendo los recobros cuantitativos; para tal fin se

construyeron los frentes de elucién respectivos (andlisis de fracciones de 0.5 mL). Con
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base en los resultados obtenidos se realizaron tres réplicas con muestras de higado para

evaluar la repetibilidad y exactitud del método aplicado.

Teniendo en cuenta que los HAPs presentan altos coeficientes de reparto octanol-
agua (Log K,w) entre 5.61 y 6.87 la afinidad de estos contaminantes hacia la silice Ci5 es
grande, razén por la cual los volumenes utilizados en las secuencias de limpieza de
interferentes (con ACN:Agua al 30:70 y 40:60 v/v) fueron mayores a los utilizados para los
OFFs. Para cada una de las secuencias estudiadas se elaboraron los correspondientes
frentes de elucién de los 4 HAPs, mediante la recoleccién de fracciones (1.0 6 0.5 mL) que
posteriormente fueron analizadas en el sistema cromatografico para evaluar posibles
fugas con los eluentes de limpieza y el recobro global en el proceso de elucién de los

hidrocarburos.
4.4.9.1 Limpieza del extracto con silice virgen “clean up” fuera de linea

En el caso de los HAPs una vez optimizada las secuencias de limpieza y de elucién
con muestras de higado, se analizé el efecto de incluir una co-columna de 0.050 g de silice
virgen en el fondo del cartucho de dispersion sobre los recobros obtenidos en ausencia de
ésta. Se realizaron tres réplicas para estimar la repetibilidad y exactitud del método
simulando la DMFS sin muestras de higado y fortificando a 10 pug de HAPs por gramo de

muestra.

4.4.10 Optimizacion de la pre-concentracion del extracto de DMFS mediante EFS en linea

(EFS-CLAR/DAD) para HAPs

Para la optimizacién de la pre-concentracién de los HAPs mediante EFS se

evaluaron los mismos parametros considerados para la pre-concentracién de los OFFs.

4.4.10.1 Efecto de la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de pre-concentracion de los

HAPs

Para los HAPs se evaltio unicamente la fase silice C;g3 nucleosil de 10 um en la pre-

columna de pre-concentracién; pues estos contaminantes presentan valores de Log K, lo
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suficientemente altos para retenerse fuertemente en materiales poliméricos, como es el
caso de la PLRP-S, lo cual impediria la elucién cuantitativa de los HAPs hacia el sistema

cromatografico.

4.4.10.2 Efecto de la proporcion de acetonitrilo proveniente de la DMFS en la eficiencia de

pre-concentracion de los HAPs

Utilizando las mismas condiciones de operacién del acople ilustrado en la figura
4.2, se evalud el porcentaje de ACN presente en el extracto proveniente del cartucho de
DMFS en la retencidn cuantitativa de los HAPs en la pre-columna de pre-concentracion (P
en la figura 4.2). Se prepararon 3 disoluciones estdndar de 1.5 mL en ACN al 100 % a
concentracion de 6 pug L™ de los 4 HAPs. Posteriormente a cada disolucién se le adicioné
un volumen diferente de agua (3.5, 2.2 y 1.5 mL) para obtener porcentajes de ACN:Agua
de 30:70, 40:60 y 50:50 v/v. Los picos cromatograficos de los HAPs en estos ensayos
fueron comparados frente a los obtenidos con una inyeccidn directa de una disolucidon

control de 0.5 mg L™.

4.4.10.3 Efecto del caudal en la eficiencia de pre-concentracion de los HAPs

El otro pardmetro analizado en la retencion de los contaminantes estudiados, por
EFS, fue el caudal o velocidad con que el extracto de la DMFS pasa a través de la pre-
columna P (figura 4.2). Diferentes caudales (0.8, 1.0 y 1.5 mL min™) y concentraciones
(10mLde 0.4y 1.0 ug L) fueron evaluados para determinar las condiciones de operacién
Optimas en la bomba Bl que permitieran la retenciéon cuantitativa de los HAPs en el

cartucho de pre-concentracion.

4.4.11 Validacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL para la determinacion
de HAPs

Se realizaron ensayos preliminares con la metodologia acoplada DMFS-EFS-
CLAR/DFL utilizando una camara dinamica de mezclado en acero inoxidable y se aplicd la
secuencia de limpieza y elucién de los HAPs optimizada en los ensayos fuera de linea

(seccidn 4.4.9). Posteriormente se validé la metodologia “in-house” acoplada con muestras
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de higado de bovino llevando a cabo el mismo procedimiento descrito anteriormente para

los OFFs.
4.4.11.1 Linealidad

Para establecer la correspondencia entre la respuesta del detector del sistema
cromatografico a diferentes concentraciones de HAPs en muestras de higado (0.050 g), se
realizaron curvas de calibracidn a diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.4y 0.6 ng g™ de
muestra, cada uno por triplicado) para los 4 HAPs, a cada muestra se le aplicé la
metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DFL y se relacioné el drea del pico cromatogrdfico
(en unidades arbitrarias UA) vs. concentracion (en ng g'l), de esta forma se establecio la

linealidad del método.
4.4.11.2 Exactitud

Los recobros globales de la metodologia acoplada fueron estimados mediante la
elaboracién de las curvas que relacionan la cantidad recuperada de HAPs (en pg) vs.
cantidad adicionada de HAPs (en pg), al multiplicar por 100 el valor de la pendiente, se
estimd el recobro global del método en linea para los 4 HAPs en estudio. Los recobros
indican la exactitud de la metodologia propuesta para la determinacién de los HAPs en

muestras de higado.
4.4.11.3 Precision

La precision del método fue evaluada en términos de la repetibilidad y de Ia
precision inter-dia. La repetibilidad se determind mediante las extracciones por triplicado
realizadas para cada nivel de fortificacidon en las curvas de calibracién. La precision inter-
dia se evalud en dias diferentes mediante cinco réplicas para dos niveles de fortificacién a

0.1y 0.6 ng g; en cada caso fueron evaluadas los correspondientes C.V. %.
4.4.11.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién experimental (LDE) del método acoplado para la

extracciéon y posterior cuantificacion de los HAPs, fueron determinados mediante
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fortificacion secuencial decreciente de HAPs a las muestras de higado (por debajo de
0.1 ng g*: 0.040, 0.024 y 0.012 ng g™), a las cuales se les aplicd la metodologia en linea y
se establecid la sefial en el detector de cada HAPs hasta mantener una relacion S/N igual a
3. Los limites de cuantificacion experimentales (LCE) del sistema fueron determinados
mediante la aplicacion de la metodologia en linea a muestras de higado fortificadas a
niveles por encima de los LDE, hasta establecer la concentracion segun la cual el sistema

mantiene una relacién S/N igual a 10.

Para establecer los limites de deteccion tedricos del método (LDTM) se aplicaron
nuevamente los lineamientos del: Code of Federal Regulation (US, EPA); Appendix B to
Part 16 “Definition and Procedure for the Determination of the Method Detection Limit”
Revision 1.11”. El procedimiento ya fue descrito en el apartado anterior, en la validacién

de los OFFs, mediante las ecuaciones 4.4 y 4.5 (ver pagina 73).
4.4.11.5 Robustez

Este parametro fue evaluado en el sistema en linea mediante el analisis de otros
tipos de tejidos de bovino. Para tal fin se aplicd la metodologia a muestras de musculo y
pulmén de bovino con las mismas condiciones de preparacion de la muestra utilizadas

para la validacién de la metodologia en linea con muestras de higado.

Entonces muestras de musculo fueron fortificadas por triplicado a dos niveles de
concentracion: 0.1 y 0.6 ng g'l. Posteriormente, se les aplicé la metodologia en linea de
DMFS-EFS-CLAR/DFL, para evaluar la precisién y exactitud del método mediante los
valores de recobros y C.V. %. La precision inter-dia del método DMFS-EFS-CLAR/DFL fue
establecida en dias diferentes, con muestras de musculo (0.050 g) fortificadas a 2 niveles
de concentracién, 0.1 y 0.60 ng g”, estos ensayos fueron realizados para n= 5. El

procedimiento anteriormente descrito fue también aplicado a muestras de pulmodn.
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4.4.12 Aplicacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL a muestras de higado

de bovino con dafios patoldgicos y productos alimenticios de origen animal

Una vez validado el sistema acoplado DMFS-EFS-CLAR/DFL, se procedié a la
aplicacion del método a muestras de higado provenientes de ejemplares jévenes del
Complejo Agroindustrial de Tizayuca (CAIT). Un total de 23 muestras de higado
distribuidas en 2 lotes (uno de 10 y el otro de 13 muestras), fueron analizadas con la
metodologia en linea para la determinaciéon de HAPs; ademas se realizaron analisis de los
HAPs en muestras de jamdén ahumado provenientes de supermercados de la ciudad de

México.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de la metodologia

anteriormente descrita.

5.1 Optimizacion del acople entre la DMFS al sistema cromatografico (CLAR/DAD) para

la determinaciéon de OFFs en muestras de higado

5.1.1. Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y deteccion de los 9 OFFs por

CLAR/DAD

Ill

Mediante el manejo del “software Polyview 2000” se establecieron las longitudes
de onda éptimas para la deteccion y la cuantificacion de cada uno de los 9 OFFs, que
fueron seleccionadas teniendo en cuenta la posibilidad de interferencias espectrales al
trabajar con muestras reales (A 2 220 nm). En la tabla 5.1 se indican las longitudes de
onda seleccionadas para la determinacidn de cada uno de los compuestos estudiados y en

el Anexo |l se presentan los correspondientes espectros UV de los 9 OFFs.

Con el apoyo en los valores de Log k” obtenidos con diferentes proporciones de
metanol:agua se establecieron las condiciones éptimas para lograr una adecuada
separacion de los picos cromatograficos de los plaguicidas estudiados. En la figura 5.1 se
presentan las curvas correspondientes a los Log k’ vs. composicion de la fase movil

(% Metanol) en una columna Cyg para los 9 OFFs.

La separacion cromatografica de los 9 OFFs en una columna C;g de 150 mm es
evidenciada por el comportamiento observado en las curvas de la figura 5.1, las cuales
siguen en forma paralela y lineal para cada compuesto conforme aumenta el porcentaje
de agua en el sistema. Teniendo en cuenta la variedad de solubilidades que hay entre los 9
OFFs, (valores de Log K- tabla 5.2) se puede observar que las fases moviles con alta
fuerza de elucién permiten que todos los plaguicidas eluyan rdpidamente de la columna

analitica.
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Tabla 5.1 Longitudes de onda de cuantificacién de los 9 OFFs estimados mediante el programa
“PolyView 2000-Diode Array Spectral- Processing software”: barrido 190-367 nm.

. . Longitudes de onda de Longitud de onda de
Plaguicida L, L. .
absorcion maxima (nm) cuantificacion(nm)

196.59

1. Metil paration 273
273.45
268.43

2. Fenitrotion 268
196.68
197.42

3. Paration 273
273.94
200.78

4. Clorfenvinfos 244
243.58
196.54

5. Diazinon 244
245.96

6. Etién 197.37 220
201.75

7. Fenclorfos 224
229.30
198.08

8. Clorpirifos 228.03 287
288.84
196.94

9. Carbofenotion 263
262.97

Para una relacién 90:10 v/v metanol:agua no se logré una adecuada separacién de
las curvas para los tres ultimos plaguicidas (fenclorfos, clorpirifos y carbofenotidn-figura
5.1); sin embargo el aumento del porcentaje de agua en la fase movil provocé una
sustancial mejora en la resolucién a partir de la relacion 70:30 v/v metanol:agua, con lo

cual se pudo establecer el orden de elucién para cada uno de los OFFs.

A pesar de obtener resultados satisfactorios con la relacion 70:30 v/v, se considerd
aumentar los tiempos de retencién para permitir en el cromatograma la previa salida de
compuestos polares presentes en las muestras, los cuales pudiesen actuar como

interferencias a las longitudes de onda de cuantificacion.
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Figura 5.1. Variacion del Log del factor de retencién (k') en funcién del porcentaje de metanol en
la fase mévil, en una columna analitica RES-ELUT Cyg (5 um x 150 mm x 4.6 mm 1.D.) a un flujo de
1.0 mL min™ con una mezcla de los 9 OFFs con concentracién de 5.0 mg L™ cada uno.

Tabla 5.2. Factores de retencién (Log k') y tiempos de retencién de 5 OFFs en una columna
analitica RES-ELUT Ciz a un flujo de 1.0 mL min™. Composicién de la fase moévil 65:35 v/v

metanol:agua, modo isocratico.

Tiempo de retencion

Pesticida (tr, min) Log k'+
1. Metil paration 5.975 0.620
2. Fenitrotion 7.840 0.763
3. Paration 11.621 0.957
4. Clorfenvinfos 13.025 1.012
5. Diazinon 16.236 1.116
6. Etion N.E N.E
7. Fenclorfos N.E N.E
8. Clorpirifos N.E N.E
9. Carbofenotion N.E N.E

*Reportados en: (Finizio et al., 1997) y (Serrano et al., 1997)
N.E: No establecido
*t,= 1.155 min

Log Kow™

2.86-3.00
3.16-3.43
3.10-3.90
3.85-4.22
3.42-3.81
4.19-5.07
4.88-5.07
4.96-5.20
4.75-5.12

De esta forma se decidié acondicionar el sistema cromatografico con una relacién

de fase mdvil 65:35 v/v metanol:agua y llevar a cabo un gradiente lineal creciente de esta

composicion de metanol hasta el 100 % de metanol durante un tiempo de 20 min. En la

tabla 5.2 se indican los tiempos de retencion de los primeros cinco OFFs con una fase
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movil 65:35 v/v metanol:agua en el modo isocratico, asi como sus factores de retencion

(k') y los coeficientes de reparto octanol-agua (Kow).

El coeficiente de reparto octanol-agua, K,w, €s una constante que refleja la
hidrofobicidad de los compuestos por lo que es una medida de cdmo una sustancia
quimica puede distribuirse entre dos disolventes inmiscibles; el agua (es disolvente polar)

y el octanol (es disolvente relativamente no polar, que representa a las grasas).

Los plaguicidas con una vida media y un K., altos pueden acumularse en tejido
graso y bioacumularse a lo largo de la cadena alimenticia. Tomando como referencias los
valores del Log K, es posible predecir el orden de eluciéon de los 9 OFFs en una columna

Cis.

El metil paratién (con Log K,, entre 2.86 y 3.00 - tabla 5.2) presenta menor
retencidén en la fase estacionaria y por lo tanto serd el primer OFF en eluirse cuando se
aplican las metodologias de extraccién basadas en los principio de retencién mediante el
uso de adsorbentes, de tal forma que cuando la fuerza de elucién del disolvente, esté por
encima de la fuerza de adsorcidn del analito éste eluira del sistema de extraccién. Caso
contrario sucede con los 2 ultimos OFFs (clorpirifos y carbofenotién, con Log K, entre
4.75 y 5.20), que presentan mayor afinidad y por tanto mayor retencidon en la fase
estacionaria y necesitaran un volumen mayor del disolvente para eluirse del mismo

sistema de extraccion.

En la figura 5.2 se presenta un cromatograma con la separacién analitica de los 9
OFFs aplicando las condiciones optimizadas de composiciéon de fase mdvil y gradiente

lineal de 65:35 v/v metanol:agua a 100 % de metanol en 20 min.

87



5. RESULTADOS Y DISCUSION

50

mAU
Fenclorfos Carbofenoudén

25k Clorfenvinfos

Metil paratién  Fenitrotién .
Paratién

Clorpirifos

10.0 12.5

Minutes

Figura 5.2. Cromatograma de una disolucién estdndar de 10 mg L™ de la mezcla de los 9 OFFs.
Elucién por gradiente lineal desde 65:35 v/v metanol:agua hasta 100 % de metanol en 20 min.
Columna analitica RES-ELUT Cy5 (5 um x 150 mm x 4.6 mm 1.D.) a un flujo de 1.0 mL min™y
A=220 nm con correccién en la linea base. Volumen de inyeccién 20 pL.

5.1.2. Validacion del sistema cromatogrdfico para OFFs: linealidad, precision y limites de

deteccion y cuantificacion

Con las condiciones anteriormente optimizadas respecto a la separacién
cromatografica de los plaguicidas se llevd a cabo el proceso de validacién del sistema
cromatografico como fue descrito en la secciéon 4.4.1.2. Se elaboraron las curvas de
calibracion relacionando el drea de pico cromatogrdfico (en unidades arbitrarias UA) con

la concentracion de cada OFF (en mg L) para definir la linealidad del sistema CLAR/DAD.

En la tabla 5.3 se indican las respectivas ecuaciones de las rectas y los coeficientes
de correlacién (r) para cada uno de los OFFs en estudio. Los valores de los coeficientes de
correlacién oscilaron entre 0.9976 < r < 0.9990 indicando una respuesta lineal del detector
DAD a las variaciones de las concentraciones respectivas. Por lo anterior, se puede indicar
gue existe una adecuada linealidad del sistema cromatografico para un intervalo de

concentraciones comprendido entre 1.0 y 25 mg L

En la tabla 5.4 se presentan los C.V. % correspondientes para cada una de las
disoluciones estandar inyectadas el mismo dia. La repetibilidad del sistema
cromatografico, evaluado mediante los C.V. % indicaron valores iguales o inferiores al

3.4 % paran=3.
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Tabla 5.3. Ecuaciones lineales de calibracion para los 9 OFFs en el sistema CLAR/DAD, por
inyecciones sucesivas de disoluciones estandar entre 1.0 2 25.0 mg L™.

Coeficiente de correlacion

Plaguicida (") Pendiente (m£1.C) Ordenada (b £ 1.C)
1. Metil paratidn 0.9989 3.304 £ 0.042 -1.338 £ 0.066
2. Fenitrotion 0.9985 2.047 £0.031 -0.724 £0.051
3. Paration 0.9988 2.794 £ 0.037 -0.956 £ 0.061
4. Clorfenvinfos 0.9976 2.235+0.043 -1.996 £ 0.071
5. Diazinén 0.9990 1.038 £ 0.013 0.359 £ 0.022
6. Etidn 0.9988 1.342 £ 0.018 - 0.465 +0.029
7. Fenclorfos 0.9990 2.679 £ 0.037 -1.051 £ 0.060
8. Clorpirifos 0.9990 1.309 +0.017 -0.291 +£0.028
9. Carbofenotion 0.9990 2.032 £ 0.030 -1.225+£0.051
I.C= Intervalo de confianza

Tabla 5.4. Repetibilidad del sistema CLAR/DAD evaluada en términos de los C.V. % para cada nivel
de concentracion con n= 3.

Plaguicida/mgL* 1.0 10.0 15.0 20.0 25.0

CV. %
1. Metil paration 3.2 09 12 19 13
2. Fenitrotion 28 19 08 26 1.6
3. Paration 21 19 0.4 1.3 0.9
4. Clorfenvinfos 1.2 26 09 14 29
5. Diazindén 28 20 15 29 23
6. Etion 23 27 27 14 21
7. Fenclorfos 34 17 09 10 1.0
8. Clorpirifos 20 31 14 20 1.7
9. Carbofenotion 1.6 1.0 20 1.3 0.7

La precision inter-dia del sistema CLAR/DAD en dias diferentes para dos niveles de
concentraciéon (1.0 y 25.0 mg LY reportd valores de C.V. % iguales o inferiores al 4.0 %,
valor que esta de acuerdo con el C.V. % para el sistema cromatografico indicado por la
“Food and Drug Adminstration” (C.V. % < 5.0 %) (Shabir, 2003). En la tabla 5.5 se presentan
los respectivos C.V. % para los 9 OFFs cuando disoluciones estandar fueron inyectadas en

dias diferentes (n=5).

Con base en los resultados de repetibilidad y de precision inter-dia, es posible
indicar que el sistema cromatografico CLAR/DAD present6 una adecuada precision (C.V. %

por debajo del 4.1 %, baja variabilidad) para un nivel de confianza del 95 %.
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Tabla 5.5. Precision inter-dia del sistema CLAR/DAD evaluada en términos de los C.V. % para dos
niveles de concentracion con n=5 realizado en dias diferentes.

Concentracién (mg L)

Plaguicida 1.0 25.0
CV.%

1. Metil paration 1.5 1.2
2. Fenitrotién 2.6 1.1
3. Paration 2.7 1.2
4. Clorfenvinfos 13 1.0
5. Diazinén 2.3 1.4
6. Etion 2.0 1.5
7. Fenclorfos 4.0 1.1
8. Clorpirifos 1.7 13
9. Carbofenotion 1.6 1.7

La sensibilidad del sistema CLAR/DAD puede analizarse mediante los valores
obtenidos de las pendientes de las curvas de calibracion linealizadas aplicando el método
de minimos cuadrados. El metil paratiéon presenté la mayor pendiente seguida del
paratién y del fenclorfos; por el contrario, diazinén y etion presentaron los valores mas
bajos. Este comportamiento fue confirmado con los valores de LDE que también son un
indicio de la sensibilidad del sistema de medida. En la tabla 5.6 se presenta los
correspondientes valores de LDE y LCE de los 9 OFFs segun el procedimiento indicado en

la seccion 4.4.1.2.

Los valores de los LDE oscilaron entre 0.1 y 0.5 mg L™ correspondientes a los
limites absolutos de 2 a 10 ng de OFFs detectables segun la relacion S/N= 3. El metil
paration presentd el LDE mas bajo (0.1 mg L™), nuevamente seguido del paratién y
fenclorfos, este comportamiento estd de acuerdo con los valores de pendientes
encontrados para cada uno de los plaguicidas en las respectivas curvas de calibracién. Con
el sistema CLAR/DAD se pueden cuantificar, con exactitud, concentraciones iguales o

mayor de 1.0 mg L™ para todos los OFFs.
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Tabla 5.6. Limites de deteccion y cuantificacién experimentales del sistema CLAR/DAD, S/N= 3y
S/N= 10 respectivamente. Volumen de inyeccidn: 20 puL.

Plaguicida LDE (mg L?) LDA* (ng) LCE (mg L?)
1. Metil paration 0.1 2.0 0.5
2. Fenitrotién 0.4 8.0 0.8
3. Paration 0.2 4.0 0.6
4. Clorfenvinfos 0.3 6.0 0.8
5. Diazindén 0.5 10.0 0.9
6. Etidn 0.4 8.0 0.8
7. Fenclorfos 0.2 4.0 0.6
8. Clorpirifos 0.4 8.0 0.9
9. Carbofenotidn 0.3 6.0 0.9

*LDA: Limites de deteccidn absolutos (masa detectable)
5.2 Miniaturizacion de la metodologia de extraccion DMFS para OFFs fuera de linea

5.2.1 Miniaturizacion de las cantidades muestra:adsorbente por DMFS sin y con muestras

de higado

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccién experimental 4.4.2 se realizaron
ensayos preliminares de la DMFS sin muestra de higado; para ello se fortificaron 2.00 g de
silice C13 con 20 plL de una disolucion estandar de 500 mg L™ de los 9 OFFs y se llevd a
cabo el procedimiento de limpieza y posterior elucidon de los plaguicidas como se describio
en las figuras de la seccidn 4.4.2.1. En este primer ensayo se aplicé una secuencia de
limpieza y de elucién previamente optimizada en el laboratorio y reportada en un trabajo
anterior (Reyes-Reyes, 2006), los resultados de recobros obtenidos aplicando la secuencia

en este trabajo se presentan en la tabla 5.7.

Cabe mencionar que los 20 mL de agua iniciales en la secuencia de limpieza fueron
requeridos para la eliminacion de interferentes de tipo polar presentes en las muestras
reales; posteriormente se aumenté la fuerza de elucién con acetonitrilo (al 25:75 y

60:40 v/v), el cual fue empleado con el fin de eliminar interferentes de menor polaridad.

La elucion de los OFFs se realizé con acetonitrilo al 100 %, encontrandose un
volumen dptimo para esta ultima operacién de 5.0 mL; sin embargo, se adiciond un

mililitro adicional para evitar posibles retenciones de los ultimos 4 OFFs en el sistema de
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Tabla 5.7. Aplicacién del método de Reyes-Reyes. Recobros de la secuencia de limpieza y posterior
elucion de los 9 OFFs de un cartucho de DMFS con 2.00 g de silice C,5 sin muestra y fortificacién
con 10 pg de cada OFF. (Reyes-Reyes, 2006).

Limpieza Limpieza Limpieza Elucion
. . ACN:Agua ACN:Agua ACN 100 % Recobro
Plaguicida Agua 25:75 \g//V 60:40 \g//V Fracciones de 1mL Gl(;b)al
20 mL 3mL 1mL 1 2 3 4 5 6
1. Metil paration N.I. N.D. N.D. 42 48 11 N.D. N.D N.D 101
2. Fenitrotidn N.I. N.D. N.D. 37 50 12 N.D. N.D N.D 99
3. Paratién N.I. N.D. N.D. 12 44 22 19 ND ND 97
4. Clorfenvinfos N.I. N.D. N.D. 28 44 17 8 N.D N.D 97
5. Diazinén N.I. N.D. N.D. 23 37 33 9 ND ND 102
6. Etidn N.I. N.D. N.D. N.D. 34 24 19 24 N.D 101
7. Fenclorfos N.I. N.D. N.D. ND. 48 23 16 11 N.D 98
8. Clorpirifos N.I. N.D. N.D. N.D. 39 22 19 16 N.D 96
9. Carbofenotién N.I. N.D. N.D. ND. 36 31 15 15 N.D 97

NI= No inyectado, ND= No detectado

extraccion. Con esta secuencia se lograron obtener porcentajes de recuperacion entre un

96y 101 %.

En la figura 5.3 se presenta el frente de eluciéon de los 9 OFFs con ACN al 100 %
desde un cartucho de DMFS con 2.0 g de adsorbente. Puede observarse que la elucién de
los ultimos 4 OFFs es mds lenta (frentes mas extendidos) respecto a los primeros
plaguicidas; el volumen de ACN al 100 % requerido para la elucién cuantitativa de los
analitos fue de 5.0 mL; sin embargo se adiciona un mililitro de seguridad después del
volumen total de elucidon para asegurar la total desadsorcién de los analitos, por lo

anterior se realizaron eluciones de los OFFs con 6.0 mL de ACN al 100 %.

Con los resultados anteriormente descritos se procedid a evaluar la secuencia de
elucién a partir muestras de higado previamente fortificadas con la disolucidon estadndar de
500 mg L™ de los 9 OFFs; en la tabla 5.8 se presentan los porcentajes de recuperacion
cuando la muestra de higado se encontraba presente en el cartucho de dispersién. Con la
metodologia de extraccion aplicada se obtuvieron valores de recuperacién entre 96 y

101 % para los OFFs en el eluato de acetonitrilo al 100 %.
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Figura 5.3. Frente de elucidon de 9 OFFs de un cartucho de dispersion de 2.0 g de silice Cyg, sin
muestra, fortificada con 10 pg de cada OFF. Elucion con ACN al 100 % y aplicando la secuencia
descrita en la tabla 5.7.

Tabla 5.8. Recobros de la secuencia de limpieza y de elucién de los 9 OFFs a partir de un cartucho
de DMFS, con 0.500 g de higado homogeneizado en 2.000 g de silice Cyg. Fortificacion: 60 pg gt

Limpieza Limpieza Limpieza Elucién
Plaguicida Agua ACN 25:75v/v ACN 60:40 v/v ACN 100 %

20.0mL 3.0mL 1.0mL 6.0 mL
1. Metil paration N.I N.D N.D 100
2. Fenitrotion N.I N.D N.D 99
3. Paratidn N.I N.D N.D 97
4. Clorfenvinfos N.I N.D N.D 96
5. Diazin6n N.I N.D N.D 98
6. Etion N.I N.D N.D 98
7. Fenclorfos N.I N.D N.D 98
8. Clorpirifos N.I N.D N.D 101
9. Carbofenotidn N.I N.D N.D 98

NI: No inyectado. ND: No detectado

Posteriormente, se realizaron ensayos para la evaluacién de la precision y

exactitud de la metodologia de extraccién de los 9 OFFs en muestras de higado partiendo

de 0.500 g de muestra homogeneizada con 2.000 g de silice C;s como adsorbente vy
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fortificando a 60 pug g! con la mezcla de plaguicidas. En la tabla 5.9 se detalla la
repetibilidad promedio del método de extraccién por DMFS y sus respectivos C.V. % con

muestras de higado.

Tabla 5.9. Precision en los recobros de OFFs al aplicar la DMFS a muestras de higado
homogeneizado (0.500 g) en 2.000 g de silice Cy5 y fortificadas a 60 pg g de OFFs. n=3.

Porcentaje

Plaguicida de recobro C.V.%
1. Metil paration 99 1
2. Fenitrotién 96 2
3. Paration 97 1
4. Clorfenvinfos 91 1
5. Diazinén 98 1
6. Etidon 96 1
7. Fenclorfos 99 1
8. Clorpirifos 97 2
9. Carbofenotion 97 1

El coeficiente de variacion fue menor o igual a 2 % por lo que el método de
extraccién presenta buena repetibilidad y exactitud (recobros entre el 91 y 99 %). Con
este primer método de extracciéon y demostrando su aplicabilidad con los pardmetros de
precision y exactitud reportados, se procedié a realizar la miniaturizacién de las
cantidades de muestra y adsorbente manteniendo siempre constante la relacion (1:4) de
masas entre ellas. Los voliumenes de elucién de los disolventes de limpieza y recuperacion

final de los analitos se optimizaron en cada caso estudiado.

Tomando como referencia los primeros resultados obtenidos para un tamafo de
muestra de 0.500 g y una secuencia de limpieza de 20 mL de agua, 3.0 mL de ACN:Agua al
30:70 v/v, 1.0 mL de ACN:Agua al 60:40 v/v y de elucién con 6.0 mL de ACN al 100 %, se
procedid a optimizar los voliumenes y la relacidn de la mezcla de disolventes ACN:Agua,
con el fin de eliminar la mayor cantidad de interferentes presentes en la muestra de

higado sin pérdida significativa de los analitos por fuga en los eluentes de lavado.

Para cada tamafio de muestra estudiado se ajustaron los voliumenes respectivos.

De acuerdo con la tabla 4.2 - seccidn experimental, se realizaron 3 experimentos para un
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tamafio de muestra de 0.1250 g (ensayo 2), los resultados mostraron que las relaciones de
disolventes para la limpieza de interferentes mas apropiadas fueron de 30:70 v/v (V1) y
40:60 v/v (V) ACN:Agua. La posterior elucién de los OFFs se realizé con la mezcla
ACN:Agua en relacion 80:20 v/v (Vewcon), €n lugar del acetonitrilo puro, tratando de
minimizar la elucién de interferentes desde la matriz en el posterior acople. Los
volumenes optimizados para cada relacién de muestra:adsorbente se presentan en la
tabla 5.10.

Tabla 5.10. Programa de limpieza y elucion para los 9 OFFs con diferentes tamafos de muestra y

adsorbente Cyg. V;: ACN:Agua al 30:70 v/v; V,: ACN:Agua al 40:60 v/V; Veucsn: ACN:Agua al 80:20
v/v.

Ensayo Muestra (g) Adsorbente yH,0(mL) Vv, (mL) V,(mL) Viuasn (ML)

Cis(8)
1 0.5000 2.00 20.0* 3.0* 1.0* 6.0*
2 0.1250 0.50 5.0 3.0 1.0 4.0
3 0.0620 0.25 2.5 1.5 0.5 3.0
4 0.0500 0.20 2.0 0.6 0.4 1.0

* VH,0: Volumen de agua, V;: ACN:Agua 30:70 v/v, V,: ACN:Agua 60:40 v/V, Vgucsn: ACN 100 %

A medida que el tamafio de la muestra disminuyd fue necesario ajustar los
volumenes de las disoluciones de limpieza (ACN:Agua al 30:60 v/v y ACN:Agua a 40:60 v/v)
asi como el volumen del ACN:Agua al 80:20 v/v para la elucidn cuantitativa de los OFFs.
Utilizando la informacion suministrada por los frentes de elucion fue posible optimizar

cada secuencia de limpieza y elucién de los analitos.

En la figura 5.4 se presenta el frente de elucién para los 9 OFFs a partir de un
cartucho de DMFS que contenia 0.500 g de silice Cig. Al disminuir la cantidad de
adsorbente de 2.0 a 0.5 g se observaron volumenes de fuga mas bajos para los ultimos 4
OFFs, pues a partir del primer mililitro de ACN:Agua al 80:20 v/v todos los OFFs iniciaron la
elucién; caso contrario a lo observado en el frente de elucidon presentado para un tamafio
de adsorbente de 2.0 g (figura 5.3). La elucidn cuantitativa de los 9 OFFs a partir de un
cartucho de DMFS para un tamano de silice C;3 de 0.50 g fue de 3 mL de ACN:Agua al
80:20 v/v, (mas un mililitro de seguridad: 4.0 mL de ACN:Agua al 80:20 v/v).
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Figura 5.4. Frente de elucién de 9 OFFs de un cartucho de dispersidon con 0.50 g de silice Cyg, sin
muestra, fortificado con 10 ug de cada OFF. Elucidn con ACN:Agua al 80:20 v/v y aplicando la
secuencia descrita en la tabla 5.10.

Continuado con este mismo andlisis se optimizd para un tamafio de muestra de
0.050 g la elucidn cuantitativa de los OFFs con un volumen de 1.0 mL de ACN:Agua al
80:20 v/v. El parametro de calidad analitica utilizado para evaluar el efecto de la
disminucion del tamafio de muestra sobre la precision y exactitud del método con vy sin

muestra fue el C.V. % cuyos valores se presentan en las tablas 5.11 y 5.12.

En general, los C.V. % aumentan a medida que el tamafio de muestra disminuye,
este comportamiento es de esperarse pues la extraccidon de los compuestos en pequeias
matrices es menos repetitiva a medida que disminuye el tamano de muestra, ademas de
existir el error asociado al muestreo; sin embargo, los valores de C.V. % obtenidos son
inferiores o iguales al 6 %; este valor es considerado aceptable en muestras complejas
segun la European Commission Decision 2002/657/EC/2002, la cual considera que un
método es preciso cuando sus CV. % son inferiores al 20 % y presenta porcentajes de

extraccion entre el 80 y el 110 %.
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Tabla 5.11. Recobros y C.V. % por aplicacidn de la DMFS sin muestras de higado para diferentes

cantidades de adsorbente silice C;5. n= 3.

O 00 N O Ul B W N -

Plaguicida

. Metil paration
. Fenitrotién

. Paratién

. Clorfenvinfos
. Diazindén

. Etién

. Fenclorfos

. Clorpirifos

. Carbofenotion

Diferentes cantidades de adsorbente (g)

2.000

94 (+ 1)
97 (£ 2)
96 (+ 1)
95 (£ 1)
95 (+2)
97 (£ 3)
102 (£ 2)
102 (£ 1)
102 (£ 1)

0.500 0.250 0.200
Recobros (%) (x C.V. %)
101 (+3) 99(+4) 91(+6)
106 (+3) 103 (x3) 94 (x6)
98 (+2) 99(+3) 91(+4)
102 (x5) 101(x5) 93(x6)
99 (x3) 90(x5) 94 (x6)
98 (x2) 98(x5) 95(x7)
97 (£3) 99(x4) 94(%5)
99 (x4) 98(x6) 91(x6)
100 (+2) 98(x5) 92(x6)

Tabla 5.12. Recobros y C.V. % por aplicacidn de la DMFS con muestras de higado para diferentes

tamanfios de muestra y adsorbente (1:4). Réplicas n= 3.

0O N O U1 A WN B

9.

Plaguicida

. Metil paration
. Fenitrotién

. Paration

. Clorfenvinfos
. Diazindén

. Etion

. Fenclorfos

. Clorpirifos

Carbofenotion

0.500

99 (+ 1)
96 (£ 2)
97 (£ 1)
91 (¢ 1)
98 (+ 1)
96 (+ 1)
99 (+ 1)
97(+ 2)
97( 1)

Diferentes tamafios de muestra*

0.125 0.0625 0.050
Recobros (%) (+ C.V. %)
97 (t4) 96(t4) 96 (+4)
99 (+3) 99(+4) 99 (+5)
99 (1) 99 (+2) 98 (+2)
95 (+1) 98 (+3) 101 (+4)
98 (£ 4) 94 (£ 6) 99 (£ 6)
99 (+1) 95(+2) 99 (+4)
100 (+2)  95(+4) 100 (+4)
100 (+3) 97(x4) 98(+6)
98 (+2) 100 (x4) 99 (+5)

*Los niveles de fortificacién para cada tamafio de muestra se
encuentran en la tabla 4.1. Seccién experimental

Los recobros obtenidos para los 9 OFFs mediante la aplicacion de la DMFS con y sin

muestra fueron cuantitativos, los valores van desde el 91 % (+ 4 % C.V.) hasta 106 % (+ 3 %

C.V.) para las extracciones realizadas sin muestra (tabla 5.11) y desde 91 % (+ 1 % C.V.)

hasta 101 % (+ 4 % C.V.) para las extracciones realizadas con muestras de higado

previamente fortificadas (tabla 5.12.). Por lo anterior, se puede indicar que el método de

extraccién, en las condiciones anteriormente descritas, presenta una adecuada precisién y
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exactitud para ser aplicado en un intervalo de tamafios de muestra de higado que va

desde los 0.500 hasta los 0.050 g sin perder calidad analitica en el modo fuera de linea.

Para el tamano de muestra de 0.050 g y 0.200 g de adsorbente la secuencia de
limpieza fue: 2.0 mL de agua, 0.6 mL de ACN:Agua al 30:70 v/v, 0.4 mL de ACN:Agua al
40:60 v/v y elucion de los OFFs con un volumen de 1.0 mL de ACN:Agua al 80:20 v/v; esta

secuencia fue utilizada en los ensayos posteriores.
5.2.2 Limpieza del extracto con silice virgen “clean up” fuera de linea

Una vez optimizadas las secuencias de limpieza y de elucidon de los OFFs con
muestras de higado (los extractos hasta el momento obtenidos fueron incoloros y libres
de particulas), se evalto el efecto de incluir en el fondo del cartucho de DMFS una co-
columna de silice virgen “clean-up” para eliminar compuestos interferentes presente en el

extracto (principalmente de tipo polar observados en los cromatogramas).

La cantidad de silice empleada para cada tamafio de muestra fue optimizada
teniendo en cuenta la disminucidn en los valores de recobros y el porcentaje de retencion
de los analitos. En la tabla 5.13 se presentan los porcentajes de OFFs retenidos en la co-
columna de silice virgen colocada en el fondo del cartucho de DMFS para cada relacidn de
muestra y adsorbente de dispersion (Cys).

Tabla 5.13. Porcentajes de adsorcidn y recobros de los OFFs al incorporar una co-columna de silice
virgen en el cartucho de DMFS.

Mu(z;tra Adsorbente silice C,5(g) | Silice virgen(g) | *(%) Adsorcion de OFFs | Recobros (%)
0.5000 2.0000 0.500 0.1-4.0 95 -104
0.1250 0.5000 0.500 0.9-4.9 95-99
0.0625 0.2500 0.200 1.0-5.9 87-99
0.0625 0.2500 0.100 0.3-6.3 90 - 104
0.0500 0.2000 0.050 0.3-7.1 90-101

*(%) Adsorcion: Recobros obtenidos sin co-columna — Recobros obtenidos con co-columna
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De acuerdo con los porcentajes de adsorcion de los OFFs en la silice virgen para
cada relacién de muestra:adsorbente de dispersion (Cyg) fue posible optimizar la cantidad
de silice que permitiera la eliminacidn de algunos interferentes y mantuviese los recobros
cuantitativos. La retencién maxima de los OFFs en la co-columna de silice virgen fue del
7.1 % para un tamafio de muestra de 0.050 g, este valor es considerado como muy bajo
porque afecta poco a los valores de recobros, que oscilaron entre 90 y 101 % y se

consideran cuantitativos.

Solo para el tamaio de muestra de 0.0625 g fue necesario ajustar la cantidad de
silice virgen en la co-columna de 0.200 a 0.100 g para evitar la adsorcion del metil paratiéon
en el sistema y de esta forma mantener su recobro en 90 %. En la figura 5.5 se observan
los cromatogramas de un extracto de higado (0.050 g) a diferentes longitudes de onda,

obtenido al aplicar la DMFS bajo las condiciones hasta el momento optimizadas.

100

2.5 5.0 7.5 10.0 -
Minutes

Figura 5.5. Cromatogramas de un extracto de muestra de higado (0.050 g) homogeneizada en
0.200 g de silice Ci5 y con una co-columna de 0.050 g de silice virgen, a diferentes longitudes de
onda. Muestra fortificada a 200 ug g' de OFFs. Fase movil: metanol:agua 65:35 v/v en gradiente
lineal a 100 % de metanol. A. Muestra de higado sin fortificacion a 220 nm. 1. Metil paratidn. 2.
Fenitrotion. 3. Paration. 4. Clorfenvinfos. 5. Diazindn. 6. Etion. 7. Fenclorfos. 8. Clorpirifos. 9.
Carbofenotidn.
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Los picos cromatograficos presentan una adecuada resolucion ademas de muy
bajas interferencias registradas a 220 nm; a esa longitud de onda se esperaba que
existiera el mayor numero de interferentes espectrales debido a las contribuciones

espectroscépicas de moléculas organicas en esta zona.

5.3 Optimizacién de la pre-concentraciéon del extracto de DMFS mediante EFS en linea

(EFS-CLAR/DAD) para OFFs

Hasta el momento todos los resultados obtenidos para la extraccién de los OFFs se
realizaron en el modo fuera de linea “off-line”, es decir, todas las extracciones fueron
realizadas en un cartucho de polipropileno y el extracto final fue inyectado
posteriormente al sistema cromatografico. A continuacién se discuten los resultados
obtenidos cuando se utilizé la EFS (figura 4.2-seccidn experimental) como mecanismo de
pre-concentracion de los contaminantes analizados con el fin de aumentar la sensibilidad

del sistema y la viabilidad del acople entre la DMFS y la CLAR.

5.3.1 Efecto de la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de pre-concentracion de los

OFFs

El efecto del adsorbente en el proceso de pre-concentracion de los OFFs fue
evaluado en términos de la resolucién cromatografica de los analitos en estudio. De
acuerdo con los resultados mostrados en la figura 5.6, la separacién cromatrografica de
los 9 OFFs fue adecuada cuando se utiliz6 como adsorbentes la silice C;3 de 10 um vy el
polimero bondesil env de 40 um, el caso contrario fue observado con el polimero de
PLRP-S 100 A de 10-15 pm en el cual se presentd una mala resolucién y pobre

gaussianidad, ademas de problemas de solubilidad.
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100
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Figura 5.6. Cromatogramas de una disolucién de los 9 OFFs pre-concentrada en el sistema EFS-
CLAR/DAD (figura 4.2-seccion experimental) en diferentes adsorbentes, A= 220 nm. 1. Metil
paratién. 2. Fenitrotidn. 3. Paratién. 4. Clorfenvinfos. 5. Diazinén. 6. Etién. 7. Fenclorfos. 8.
Clorpirifos. 9. Carbofenotion.

Este comportamiento se debe muy posiblemente a los procesos de reparto y
adsorcién diferentes que se llevan a cabo en la fase de pre-concentracién del sistema de
EFS y en la columna analitica del sistema cromatografico. Teniendo como base los
resultados obtenidos, se continuaron los experimentos de optimizacion de la pre-

concentracion con el polimero bondesil env de 40 um y la silice C13 de 10 um.

5.3.2 Efecto de la proporcion de acetonitrilo proveniente del extracto DMFS en la eficiencia

de pre-concentracion de los OFFs

Teniendo en cuenta que los adsorbentes empleados en la EFS tienen
caracteristicas apolares, la retencion de los analitos en estudio debe realizarse con una
proporcidon de disolvente organico baja para que permita la retencidn cuantitativa de los
mismos, razon por la cual el extracto de la DMFS de 1.0 mL constituido de ACN:Agua al
80:20 v/v (conteniendo a los OFFs) presenta una fuerza de elucién muy alta para lograr la
retencién cuantitativa de los analitos antes mencionada cuando se aplica a una pre-
columna EFS. Por lo tanto, se necesitd diluir los extractos antes de la pre-concentracién,

para lo cual se realizé el siguiente ensayo.
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- Dilucidn del extracto proveniente del cartucho de dispersion con agua: al adicionar
diferentes volumenes de agua al volumen de 1.0 mL de ACN:Agua al 80:20 v/v que
proviene del cartucho de DMFS y que contiene a los OFFs, se observd una retencién
cuantitativa al pre-concentrar las disoluciones en un primer tiempo en el polimero de
bondesil por EFS, posteriormente en la silice Cyg. En la figura 5.7.a se indican los recobros

para los plaguicidas a diferentes porcentajes de ACN en el polimero bondesil-env.

110 ] . .z
100 B Metil paratién
90 M Fenitrotion
&£ 80 i Paration
a 70 M Clorfenvinfos
S =60 s
-] i Diazindn
S 50 )
€ 40 i Etidn
X 30 kd Fenclorfos
20 i Clorpirifos
10 L Carbofenotién
0
50 40 30 25
(%) Porcentaje de ACN en disoluciéon
a
110 -
100 H Metil paration
90 M Fenitrotion
o 80 M Paration
(T8
a 70 M Clorfenvinfos
_g 60 M Diazindn
g 0 Etion
€ 4
& 0 M Fenclorfos
- M Clorpirif
20 orpirifos
10 i Carbofenotién
0
50 40 30 25 20
(%) Porcentaje de ACN en disolucion

b

Figura 5.7. Porcentajes de recuperacién de los OFFs vs. Porcentaje de ACN en disolucion. Diluciéon
del volumen de 1.0 mL proveniente del cartucho de DMFS (al 80:20 v/v de ACN:Agua) con
diferentes volumenes de agua (3.0, 2.2, 1.6, 1.0 y 0.6 mL). a. Con el polimero bondesil env 40 um.
b. Con la silice Ci5 nucleosil 10 um. Pre-concentracién de disoluciones de 0.2 mg L* de OFFs a un
caudal de 1.0 mL min™.
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Se observa en las graficas que al diluirse el extracto con agua, predomina la fuerza
de adsorcion de los OFFs en el polimero respecto a la afinidad por el disolvente y de esta
forma su pre-concentracidn es cuantitativa. Sin embargo en los cromatogramas se detecté
una fuga del metil paratiéon del 10 % (es decir, el plaguicida empieza a eluirse de la pre-
columna de pre-concentracidn, hacia residuos, a una relacién de ACN:Agua de 25:75 v/v)

registrandose ademas la disminucién de la calidad cromatogréfica en los picos.

Por lo anterior se opté por emplear la silice C;5 como fase de pre-concentracion en
la EFS a diferentes porcentajes de ACN. Los resultados se presentan en la figura 5.7.b. En
este caso en los cromatogramas no se registraron comportamientos que indicaran la
presencia de fugas de los plaguicidas (elucidn de los analito de la pre-columna con silice
Cig) al pre-concentrar las disoluciones de OFFs diluidas con el porcentaje de ACN

apropiado.

De acuerdo con lo anterior, un porcentaje ACN:Agua comprendido entre el 20:80 y
el 25:75 v/v produce recobros cuantitativos de los analitos en estudio (entre 93 y 105 %),
ademas de presentar C.V. % inferiores al 9 %, lo cual confirma la precisién de la

metodologia de pre- concentracion mediante la EFS acoplada en linea a la CLAR/DAD.

Para realizar una pre-concentracién cuantitativa de los OFFs provenientes del
cartucho de DMFS en una pre-columna rellena de silice Cy15 fue necesario diluir el extracto
(1.0 mL de ACN:Agua al 80:20 v/v) con aproximadamente 2.2 mL de agua y de esta forma

alcanzar la retencion cuantitativa, sin fugas detectables.

5.3.3 Efecto del caudal en la eficiencia de pre-concentracion de los OFFs

Una vez establecida la proporcion de ACN requerida para el proceso de pre-
concentracion de los OFFs en una pre-columna con silice Cig, la cual se encuentra
acoplada al sistema cromatografico, el paso siguiente consistié en evaluar el efecto del
caudal de pre-concentracion sobre los valores de los recobros cuando se trabajé con

concentraciones bajas y altas. En la figura 5.8 se presentan los recobros de los 9 OFFs
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Figura 5.8. Efecto del caudal de pre-concentracion en el sistema EFS-CLAR/DAD, sobre los valores
de recobros en: disoluciones de OFFs en ACN:Agua al 25:75 v/v para concentraciones bajas
(2.5 ug L) y altas (50 ug LY.

cuando se pre-concentraron disoluciones a diferentes caudales en el sistema EFS-

CLAR/DAD.

El efecto del caudal sobre la retencién de los OFFs a concentraciones altas (50 pg L™)
muestra disminuciones de los valores de recobros en la pre-concentracidn que van desde
el 88 % al 76 % para el diazindn y del 104 al 96 % para el fenitrotién a medida que el
caudal aumenta. Este comportamiento es mas evidente a concentraciones menores
(2.5 pg L") donde, con un caudal de 1.5 mL min’, los primero 5 OFFs (de mayor polaridad)
no fueron detectados en el sistema cromatografico- detector UV. Los equilibrios entre la
fase (silice Cig) y los analitos son evidentemente afectados por el caudal de pre-
concentracién; solo a 0.8 mL min™ fue posible mantener una retencidn cuantitativa de los

9 OFFs de forma reproducible para concentraciones altas y bajas.

5.4 Acople de un cartucho en acero inoxidable (cartucho de DMFS) a una bomba Eldex y

valvula selectora de disolventes

Tomando como referencia los resultados obtenidos en la miniaturizacién de la
DMFS para una cantidad de muestra de 0.050 g y 0.200 g de silice C;5 (en la cual fue

necesario realizar una limpieza con 2.5 mL de agua, 0.60 mL de ACN:Agua al 30:70 v/v,
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0.40 mL de ACN:Agua al 40:60 v/v y posterior desorcién de los OFFs con 1.0 mL de
ACN:Agua al 80:20 v/v, co-columna de silice virgen de 0.050 g), se continto con la etapa
de acoplamiento entre un cartucho de DMFS de acero inoxidable a la EFS y al sistema

cromatografico (figura 4.3- seccidon experimental).

Los resultados obtenidos para los cinco ensayos realizados (tabla 4.5-seccién
experimental) con el cartucho en acero inoxidable y sin muestra de higado, se indican en
la figura 5.9. En términos generales los recobros para los 9 OFFs fueron aumentando a
medida que el volumen de ACN:Agua al 80:20 v/v se incrementd de 1.0 a 3.0 mL, este
efecto fue mas significativo para el diazindn, el cual presentd recobros de 64 y 79 %

respectivamente.

120 3.0mLde ACN:Agua
2.0mLde ACN:Agua 80:20 v/v
110 - 80:20 v/v 20mLdeACN100 % 20mLdeACN 100 %
M M sinsecado __consecado
100 1 1.0mLdeAcN:Agua M BT
80 :20 v/v e Sy ) M | I ||
90 4 M n e Bl i i6
_ - 1| || O Metil paration
» 80 =0 - O Fenitrotion
w -
O 40 u o O Paration
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° - O Clorfenvinfos
-n 60 b . . 7
9 O Diazinén
)
x 507 O Etion
X oF
< 40 enclorfos
O Clorpirifos
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O Carbofenotion
20 A
10 4
0
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Figura. 5.9. Recobros de los OFFs a partir del cartucho de DMFS en acero inoxidable (figura 4.3-
seccion experimental) con diferentes secuencias de limpieza y de elucién. Ensayos realizados
simulando la DMFS sin muestra de higado y fortificando 0.200 g de silice Ci3 con 10 pg de cada
OFF.

El aumento en el volumen de ACN:Agua al 80:20 v/v facilité la desadsorcion de los
OFFs a partir del cartucho de DMFS en acero inoxidable cuando éste se adaptd a una
bomba Eldex (ensayos del 1 al 3). Por lo anterior se analizd el efecto del porcentaje de

ACN en la desadsorcién de los OFFs (ACN al 100 %) para incrementar los valores en los

105



5. RESULTADOS Y DISCUSION

recobros (ensayo 4). Los resultados indicaron que al aumentar la proporcion de ACN

efectivamente la desadsorcidon de todos los OFFs fue cuantitativa.

Cuando el cartucho de DMFS fue sometido a secado con vacio (ensayo 5) previo a
la desadsorcidn con ACN al 100 %, se observo un leve aumento en los recobros. El proceso
de eliminacion de agua ayuda a la elucién de los analitos retenidos; esta estrategia ha sido
utilizada en algunas metodologias en las cuales se emplea N para el secado del cartucho
de extraccidn (Kristenson y Haverkate, 2001); sin embargo, este procedimiento no es
aconsejable en el momento de llevar a cabo el acople entre el cartucho DMFS vy la pre-
columna que contiene silice C15 para el proceso de pre-concentracion y de ésta al sistema
cromatografico, pues seria necesario adaptar un sistema de secado adicional en el

montaje en linea que incrementaria costos instrumentales innecesarios.

En los ensayos 4 y 5 se elimind la etapa de limpieza de 0.4 mL de ACN:Agua al
40:60 v/v, pues al aumentar el volumen de ACN:Agua al 30:40 v/v de 0.6 a 2.0 mL se
realizé una sola etapa de limpieza empleando un volumen mayor sin fugas detectables de
los OFFs de mayor polaridad. Por lo anterior, la secuencia en linea seleccionada para la
limpieza y posterior elucion de los OFFs desde el cartucho de DMFS en acero inoxidable,

fue la siguiente:
1. Agua (2.5 mL)
2. ACN:Agua al 30 v/v (2.0 mL)

3. ACN al 100 % (2.0 mL)

La anterior secuencia, que corresponde al ensayo 4, fue aplicada a muestras de
higado previamente fortificadas con 10 pug de OFFs (200 pg g de muestra), obteniéndose
recobros que oscilaron entre el 71 % (+ 8 % C.V.) para el diazindn y el 100 % (+ 4 % C.V.)

para el etion.
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5.5. Acople de la DMFS a EFS-CLAR/DAD

Tomando como base los resultados anteriores, se prosiguié con el estudio de tres
diferentes prototipos que permitieran el acople de la DMFS a la EFS y al sistema
cromatografico. A cada prototipo se le adaptd un dispositivo que favoreciera la dilucion de
los 2 mL de ACN al 100 % provenientes del cartucho DMFS, los cuales contenian a los
OFFs; lo anterior con el fin de lograr la pre-concentracién de los plaguicidas en la silice Cig
de forma cuantitativa. Para tal fin, fue necesario disminuir la concentracion de la mezcla
ACN:Agua aproximadamente entre 20:80 y 25:75 v/v. Los resultados obtenidos para los

tres prototipos estudiados se indican a continuacion.

1. Acople con tubo vacio: los primeros ensayos realizados con la configuracién descrita en
la figura 4.4.a (seccidon experimental), en la cual mediante la bomba Eldex y la valvula
selectora de disolventes se realizan las etapas de limpieza del cartucho de DMFS: 2.5 mL
de agua y 2.0 mL de ACN:Agua al 30:70 v/v, sin muestra, indicaron que al realizar la
desadsorcion de los OFFs con ACN, se presentaron caidas en la presion del sistemay en su
lugar se evidenciaron fugas en las diferentes conexiones. Por lo anterior la pre-
concentracion del extracto no se pudo llevar a cabo. Teniendo en cuenta los

inconvenientes de presidn en el sistema, este prototipo de acople fue descartado.

2. Acople con bucle de 5.0 mL: nuevamente se realizaron ensayos preliminares sin
muestra en el cartucho de DMFS; para favorecer la dilucién de los 2.0 mL de ACN al 100 %
provenientes del cartucho de DMFS se incorpord un bucle de 5.0 mL como dispositivo de
dilucién (figura 4.4.b-seccion experimental); este se llend con 5.0 mL de agua antes de
iniciar el proceso de elucién de los OFFs. Posteriormente, la mezcla fue conducida por la
bomba Eldex a un caudal de 1.0 mL mint a la pre-columna con silice Cig ubicada en la

valvula 2.

Los primeros resultados con simulacion de la DMFS y sin muestra presentaron
porcentajes de fuga de los OFFs del orden del 73 %, los cuales fueron monitoreados a la
salida del cartucho de pre-concentracion. Este comportamiento indicé una baja eficiencia

en la dilucion del extracto de ACN al 100 %. Otros ensayos realizados para optimizar la
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retencidn de los analitos en la pre-columna que contenia la silice Cyg indicaron la presencia
de un flujo laminar y no turbulento en el bucle. En consecuencia se decidié ensayar otro

tipo de configuracion.

3. Acople con camara dindmica de mezclado: se incorporé al sistema de acople una
camara dindmica de mezclado y una segunda bomba Eldex, esta ultima se encargé de pre-
concentrar la mezcla (extracto proveniente del cartucho DMFS mas el agua contenida en
la cdmara de mezclado) en la pre-columna que contenia la silice Cg (figura 4.4.c-seccion

experimental).

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 4.4.5, los ensayos realizados
simulando la DMFS sin muestra indicaron una pre-concentracion satisfactoria de los 9
OFFs en la pre-columna con silice-Ci3. En la figura 5.10 se presentan los recobros
promedio obtenidos mediante la configuracién de cdmara de mezclado sin y con muestras

de higado fortificadas.

120 ¢ 111.7% . .
n 1 Metil paration

100 + M Fenitrotién

& Fenclorfos
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& ~ ? — Paratid
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S : = Diazindn
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— Clorpirifos

) [ Carbofenotion
Sin muestra Con muestra

Figura 5.10. Porcentajes de recobros de OFFs en una pre-columna con nucleosil Cg, aplicacion de

la configuracion 3 con camara dindmica de mezclado como dispositivo de dilucion. Ensayos
. . e .. -1

realizados sin y con muestra, fortificacion a4.0 ug g™.

El valor de recobro mas bajo obtenido en los ensayos sin muestra y empleando la
configuracion 3 fue de 92 % para el etion y el mas alto fue de 112 % para el fenitrotion.

Evidentemente, con la cdmara de mezclado se obtuvo la mezcla necesaria para la dilucion
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del extracto proveniente del cartucho DMFS con el agua agregada en la misma camara
(por medio de un puerto de llenado), permitiendo asi la pre-concentracion de los OFFs de

manera cuantitativa sin fugas detectables.

Cuando se trabajé con muestras de higado fortificadas a las cuales se les aplicé la
metodologia en linea, se observaron recobros del 91 y del 100 % para el etién y el
clorfenvinfos respectivamente como valores extremos. En la figura 5.11 se esquematiza el
acople final entre la DMFS, EFS y el sistema cromatografico para el andlisis de OFFs en

muestras de higado.

Posicion de carga
————— Posicién de inyeccién B3

Transductor

de lasefial | et

Figura 5.11. Acople en linea de DMFS-EFS-CLAR/DAD. D;: Agua. D,: ACN:Agua 30:70 v/v. D;: ACN
100 %. D,: Metanol 100 %. Ds: Agua. VS: Valvula selectora de disolventes. B1: Bomba Eldex 1. CD:
Cartucho de DMFS. V1: Valvula de conmutacién 1. F: Puerto de llenado de agua. V2: Valvula de
conmutacion 2. CM: Camara de mezclado. B2: Bomba Eldex 2. P: Pre-columna rellena de silice Cys.
Pl: Puerto de inyeccion. VP: Vélvula de purga. B3: Bomba cromatografica. PC: Computador. CG:
Columna de guarda. CA: Columna analitica. DAD: Detector UV con arreglo de diodos. R: Residuos.

Mediante el acople de la DMFS-EFS-CLAR/DAD la secuencia de elucién optimizada
en etapas anteriores fue aplicada a las muestras de higado dispersadas en Cig vy
empacadas en el cartucho de dispersion (CD, el cual contenia una co-columna de silice
virgen en el fondo). Las disoluciones de lavado fueron enviadas por la bomba Eldex 1 (B1)
a un caudal de 1.0 mL min™ a través del cartucho de dispersion; cada una de ellas fue

seleccionada por la valvula selectora (VS) y los residuos generados de las etapas de
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limpieza fueron evacuados por la via 6 de la valvula 1 (V1), la cual se encontraba en

posicion de carga.

Los OFFs fueron eluidos del cartucho de dispersién (CD) con 2.0 mL de ACN al
100 % (Ds), los cuales se hicieron pasar a través de (CD) cuando la vélvula 1 (V1) se
encontraba en la posicidon de inyeccion. Simultdneamente 8.0 mL de agua desionizada
fueron depositados en la cdmara dindmica de mezclado (CM) mediante el puerto de
llenado “filler port” (F), logrando de esta forma la mezcla dindmica y continua del extracto
de acetonitrilo a medida que este uUltimo estaba saliendo del cartucho de dispersién (CD).
Con esta dilucion del extracto con agua se obtuvo una concentracion aproximada de
ACN:Agua del 20:80 v/v, la cual no causé disminucién en los valores de recobro para los

OFFs mas apolares.

Una vez terminada la elucién de los OFFs del CD con los 2.0 mL de ACN al 100 % y
su posterior dilucién con agua, la bomba Eldex 2 (B2) inicidé la pre-concentracion de la
mezcla a un caudal de 0.8 mL min™ previamente optimizado, ver seccion 5.3.3, en la pre-
columna P dispuesta en la valvula 2 (V2) del sistema. La pre-concentracién se efectud
cuando la V2 se encontraba en la posicién de carga y los respectivos desechos se

eliminaron por la via 6 de la misma valvula.

Todo el proceso de extraccidn que corresponde a la DMFS se llevé a cabo
simultdneamente al acondicionamiento de la columna analitica (CA) y la pre-columna de
pre-concentracion (P) con la fase moévil (65:35 v/v metanol:agua). En este caso el Pl podia
estar en la posicion de carga o de inyeccién y la V2 se encontraba en la posicidon de

inyeccidn.

Posteriormente se llevd a cabo la desadsorcion de los OFFs retenidos en P
mediante la fase moévil analitica; el giro de la V2 a la posiciéon de inyeccidn, permitié la
transferencia de los OFFs a la fase movil del sistema cromatografico para su posterior
separacion y deteccion con el detector ultravioleta arreglo de diodos (DAD). En la tabla

5.14 se presenta un resumen del proceso de operacion del sistema acoplado.
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Tabla 5.14. Modo de operacién secuencial del sistema acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD para el
analisis de OFFs en muestras de higado.

DMFS EFS CLAR/DAD
L Transferencia- . . . o ..
Operacién Limpieza Elucién (Ds) Pre- Anilisis Acondicionamiento Inyeccion
P (D, yD,) 3 concentracion (*D,:D;) (D4:Ds 65:35) directa
4-Y5,
Tiempo (min) 4.5 2.0 10 20 15 20
Posicién | V1 c l c/i c/ c/i c/
dela V2 C C C 1 1 C
vélvula | PI N c/l c/i c/l c/ I
Estado Bl | Encendida Encendida Apagada Apagada Apagada Apagada
de las B2 | Apagada Apagada Encendida Apagada Apagada Apagada
bombas | B3 | gncendida  Encendida Encendida Encendida Encendida Encendida

C: Posicion de carga. I: Posicion de inyecccidn

*Gradiente lineal: Fase mévil: metanol:agua 65:35 v/v a 100 % de metanol en 20 min. D;= Agua: 2.5 mL; D,= ACN:Agua
30:70 v/v: 2.0 mL; D3= ACN al 100 %: 2 mL; D,= Metanol; Ds= Agua.

*Acondicionamiento de la columna analitica (CA) y la pre-columna (P).

El analisis de una muestra de higado de bovino en el sistema acoplado toméd en
promedio un tiempo de 45 min. Tomando como referencia las condiciones establecidas
con la configuracion 3, se procedié a validar el método de extraccion y cuantificacién de

OFFs en muestras de higado.

5.6 Validacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD para la determinacion
de OFFs

5.6.1 Linealidad

El método en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD fue validado usando muestras de higado
libres de pesticidas, fortificadas con OFFs a diferentes niveles. Al relacionar el drea de pico
(en UA) vs. los diferentes niveles de concentracion para cada plaguicida se obtuvieron las
curvas de calibracion correspondientes. En la tabla 5.15 se indican las ecuaciones lineales
para los 9 OFFs, las desviaciones estandar asociadas a los valores de pendientes y las

ordenadas y los coeficientes de correlacién.

Los valores de los coeficientes de correlacién (0.988< r < 0.999) demuestran que
existe una adecuada linealidad entre la respuesta del detector con el incremento de la
concentracion de los 9 OFFs cuando se manejan las muestras de higado en el sistema

acoplado. El intervalo de linealidad para 6 de los 9 OFFs estuvo entre 0.5 a 10.0 pg g!
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mientras que para el etion, fenclorfos y clorpirifos fue de 1.0 a 10.0 ug g, De acuerdo con
lo anterior el sistema DMFS-EFS-CLAR/DAD, presenté una adecuada linealidad para el
analisis de OFFs en muestras de higado.

Tabla 5.15. Linealidad del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD. Ecuaciones lineales para el area
obtenida en funcion de la concentracion, intervalo de 0.50 a 10.0 pug de OFFs por gramo de

muestra. El intervalo de confianza de m y b esta calculado para un nivel de 95 % y 13 grados de
libertad.

Intervalo de ., Errorenla Errorenla ..
. . . . Ecuacion de . Coeficiente de
Pesticida concentracion calibracién pendiente ordenada correlacion (r)
(ngg™) (£1.) (£1.C)
1. Metil paration 0.5-10 y=8.39x + 0.42 0.12 0.64 0.999
2. Fenitrotion 0.5-10 y=5.68x + 3.15 0.08 0.40 0.988
3. Paration 0.5-10 y=7.65x+0.10 0.03 0.16 0.998
4. Clorfenvinfos 0.5-10 y=4.90x + 0.03 0.03 0.13 0.998
5. Diazinén 0.5-10 y=1.85x+0.39 0.02 0.10 0.993
6. Etion 1.0-10 y=2.96x- 0.22 0.01 0.07 0.998
7. Fenclorfos 1.0-10 y=5.35x+0.13 0.01 0.06 0.999
8. Clorpirifos 1.0-10 y=2.97x- 0.22 0.01 0.03 0.999
9. Carbofenotién 0.5-10 y=4.63x+0.75 0.02 0.09 0.999

I.C: Intervalo de confianza
5.6.2 Exactitud

Los recobros globales del método evaluado por la pendiente (al multiplicarla por
100) de las curvas de calibracién al relacionar la cantidad de OFFs recuperada (en ng) vs. la
cantidad de OFFs afiadidos a la muestra (en ng) se indican en la tabla 5.16. Los valores de
los recobros para los 9 OFFs oscilaron entre el 91 (+ 2 I.C) % obtenido para el diazinén y el
101 (£ 3 I.C) % obtenido para el fenitrotion. Estos valores estdn de acuerdo con la
Comision Europea de Decision 2002/657/EC/2002, la cual considera que un método es
exacto cuando sus recobros se encuentran entre el 80 — 110 % para fortificaciones por
encima de 10 ug kg cuando se emplea la CLAR como técnica de andlisis. Ademas se
observé una buena linealidad del método representada por sus valores de r que oscilaron

entre 0.995 al 0.999.
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En general, el método de extraccién y posterior cuantificacion empleando el acople
DMFS-EFS-CLAR/DAD para OFFs en muestras de higado de bovino presentd una adecuada
exactitud para aplicarse a muestras de higado.

Tabla 5.16. Recobro global del método con muestras de higado: cantidad recuperada en ng vs.

cantidad adicionada de OFFs (para un intervalo de fortificacion entre 25 - 500 ng). El intervalo de m
y b esta calculado con base a la distribucién t para un o= 0.05 y 14 grados de libertad.

Pesticida Recobro (%) (pendiente x 100) Ordenada’ Coef|C|.e lnte

correlacion (r)
1. Metil paratién 94 (£ 1) - 0.003 (+ 0.004) 0.999
2. Fenitrotién 101 (+3) 0.005 (+ 0.007) 0.995
3. Paration 96 (+2) -0.004 (+ 0.004) 0.998
4. Clorfenvinfos 100 (£ 1) -0.006 (+ 0.003) 0.999
5. Diazindén 91 (+2) -0.003 (+ 0.006) 0.995
6. Etion 96 (£ 1) - 0.004 (£ 0.004) 0.999
7. Fenclorfos 98 (£ 1) - 0.008 (+ 0.004) 0.999
8. Clorpirifos 100 (+ 1) - 0.008 (+ 0.003) 0.999
9. Carbofenotion 95 (1) - 0.001 (+0.003) 0.999
1

(£ 1.C): Intervalo de confianza a un95 % (t,.,).

5.6.3 Precision

La precision del método acoplado evaluado en funcidn de la repetibilidad intra-dia
para los diferentes niveles de fortificacion, se presenta en la tabla 5.17. Los C.V. %
globales fueron iguales o inferiores al 11 % para los diferentes niveles de fortificacidn, por
lo cual se puede indicar que existe una adecuada repetibilidad.

Respecto a la precision inter-dia para dos niveles de fortificacion, los valores de los
C.V. % fueron iguales o inferiores al 12 %, los cuales estan de acuerdo con la Comision
Europea de Decision 2002/657/EC/2002, misma que considera que un método es preciso
cuando los valores de la DER (%) son inferiores a un 20 %; por lo anterior, la metodologia
acoplada presentd una adecuada precision para ser aplicada a muestras de higado. En la

tabla 5.18 se presentan los C.V. % para los dos niveles de fortificacién.
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Tabla 5.17. Repetibilidad del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD para los 5 niveles de
concentracién con muestras de higado. La dispersidon de los promedios estd dada en C.V. % para

n=3.
besticida Nivel de fortificacién en pg g* Promedio
0.50 1.00 2.50 5.00 10.00 global
CV.%

1. Metil paratién 4 6 4 4 3 10
2. Fenitrotion 4 1 1 1 1 4
3. Paration 2 2 3 6 2 8
4. Clorfenvinfos 4 2 6 5 2 9
5. Diazinén 8 1 1 2 4 8
6. Etidon - 3 8 6 3 11
7. Fenclorfos - 3 3 4 1 5
8. Clorpirifos - 2 3 2 1 4
9. Carbofenotion 4 4 2 2 2 6

Tabla 5.18. Precisidn inter-dia del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD para 2 niveles de
concentracion (0.5 y 10.0 pg g™') con muestras de higado. La dispersién de los promedios esta dada
en C.V. % para un n=5, dias diferentes.

Nivel de fortificacién (ug g™)
Pesticida 05 10.0
C.V.%
1. Metil paratidn 4 5
2. Fenitrotidn 12 2
3. Paration 8 2
4. Clorfenvinfos 6 9
5. Diazindén 12 10
6. Etion 10* 6
7. Fenclorfos 5* 2
8. Clorpirifos 12* 6
9. Carbofenotion 10 5

*C.V. %: Correspondientes a un nivel de fortificacion de
1.0pgg”
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5.6.4 Limites de deteccion y de cuantificacion

Los limites de deteccién experimentales del método (LDEM) en linea para la
extraccion y posterior cuantificacion de los OFFs fueron determinados mediante
fortificacion secuencial decreciente con los OFFs a las muestras de higado (por debajo de

0.5 ug g de muestra), como se describié en la seccién 4.4.6.4 de la seccién experimental.

Los LDEM oscilaron entre 0.04 y 0.25 ug g de muestra en base humeda, los cuales
se encuentran por debajo de los LMP por la NOM-004-1994 para muestras de higado de
bovino, a excepcion del carbofenotion, el cual presenté un LDEM de 0.20 ug gt en tanto
que la norma establece 0.07 ug g, En la tabla 5.19 se reportan los valores de los LDM del

sistema acoplado para el analisis de los 9 OFFs.

Tabla 5.19. Limites de deteccion del método DMFS-EFS-CLAR/DAD estimados segun: “Code of
Federal Regulation (US, EPA) Appendix B to Part 16 Definition and Procedure for the Determination
of Method Detection Limit” y obtenidos con las ecuaciones 4.4 y 4.5 para 0.050 g de muestra.

LMP *Lbm lem
Pesticida (NOM-004-1994) |— . < .
1 LDEM (S/N=3) | “LDTMgsy, | LDTMggy, | LCEM (S/N= 10)

Hgg 1 1 1 il

(ngg ) (ngg ) (ngg ) (ngg )
1. Metil paration N.R 0.04 [0.25-0.86] 0.39 0.10
2. Fenitrotion 0.05 0.04 [0.16-0.55] 0.25 0.37
3. Paration 0.70 0.05 [0.20-0.70] 0.32 0.20
4. Clorfenvinfos 0.20 0.04 [0.24-0.81] 0.37 0.20
5. Diazinén 0.70 0.25 [0.13-0.46] 0.21 0.41
6. Etion 1.00 0.20 [0.19-0.66] 0.30 0.90
7. Fenclorfos 4.00 0.04 [0.14-0.48] 0.22 0.77
8. Clorpirifos 2.00 0.05 [0.28-0.97] 0.44 0.58
9. Carbofenotién 0.07 0.20 [0.18-0.62] 0.28 0.35

LMP: Limite Méximo Permisible. °LDM: Limite de Deteccién del Método. ‘LDEM: Limite de Deteccién
Experimental. dLDTMQS%: Intervalo para el Limite de Deteccién Tedrico del Método a un 95 % de
confiabilidad para 7 ensayos. °LDTMay: Limite de Deteccién para un 99 % de confiabilidad. LcM: Limite de
Cuantificacion del Método. 8LCEM: Limite de Cuantificacion Experimental del Método. N.R: No regulado

Al comparar los LDEM con los valores tedricos LDTM, obtenidos con la
metodologia del “Code of Federal Regulation” (ecuaciones 4.4 y 4.5), se observaron
limites de deteccidon mas bajos para la mayoria de los OFFs, es decir, el sistema DMFS-EFS-
CLAR/DAD tiene la capacidad de detectar cantidades mas bajas de los OFFs que los

modelos estadisticos aplicados a diferentes niveles de confianza 95 y 99 %.
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Los limites de deteccidn absolutos (LDA) fueron optimizados para un tamafio de
muestra de 0.100 g de higado. Sin embargo al utilizar mayor cantidad de muestra, los
interferentes aumentarian sustancialmente y las secuencias de limpieza y elucién

deberian ser nuevamente ajustadas.

Ensayos preliminares aplicando la metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD
para un tamafio de muestra de 0.10 g de higado y 0.40 g de silice Cig con diferentes
secuencias de limpieza y elucién de los OFFs indicaron que un volumen de 5.0 mL agua,
4.0 mL ACN:Agua al 30:70 v/v y 0.4 mL ACN:Agua al 50:50 v/v eliminan varias de las

interferencias presentes en la muestra, sin pérdidas significativas de los OFFs.

La elucion cuantitativa de los 9 OFFs se llevé a cabo con 3.0 mL de ACN:Agua al
75:25 v/v, pues la elucion de los pesticidas con ACN al 100 % incrementd
considerablemente las interferentes. Los 3.0 mL de ACN:Agua al 75:25 v/v fueron diluidos
con 8.5 mL agua desionizada en la cdmara de mezclado (este volumen fue optimizado por
pre-concentracidon de disoluciones estandar que contenian 0.2 pg de OFFs en la pre-
columna que contiene silice Cyg). Por lo anterior la secuencia de limpieza y elucién de los

OFFs para el analisis de 0.10 g de muestra de higado fue:

1.5.0 mL de agua

2.4.0 mL de ACN:Agua 30:70 v/v

3. 0.40 mL de ACN:Agua 50:50 v/v (este volumen complementa la limpieza de la muestra)
4. 3.0 mL de ACN:Agua 75:25 v/v

Con esta secuencia se procedid a estimar los LDA mediante fortificacion secuencial
decreciente de los OFFs a las muestras de higado (por debajo de 0.5 ug gl de muestra). En
la tabla 5.20 se presentan los valores de LDA para un tamafio de muestra de 0.10 g al
aplicar la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD. Los valores estimados para los LDA
variaron entre 2.0 a 10.0 ng de OFFs.

116



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.20. Limites de deteccién absoluto del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD estimados
por fortificacién sucesiva de OFFs hasta obtencion de una relacién S/N= 3 para una tamafio de

muestra de 0.10 g.

. °LDA
LMP
Pesticida (NOM-004;1994) Masa de OFFs Masa de OFFs
ng g (ng) detectable (ng) detectable
0.050 g 0.100g
1. Metil paration NR 2.0 2.0
2. Fenitrotion 0.05 2.0 2.0
3. Paration 0.70 2.5 3.0
4. Clorfenvinfos 0.20 2.0 3.0
5. Diazinén 0.70 12.5 10.0
6. Etion 1.00 10.0 10.0
7. Fenclorfos 4.00 2.0 2.0
8. Clorpirifos 2.00 2.5 3.0
9. Carbofenotion 0.07 10.0 10.0

3LMP: Limite Maximo Permisible. "LDA: Limite de Deteccién Absoluto. NR: No Regulado.
En general, se logré verificar que la metodologia acoplada presenta la capacidad de
extraer satisfactoriamente la misma cantidad de analitos independiente del tamafio de

muestra analizada.

Los valores de LCEM para los 9 OFFs oscilaron entre 0.10 y 0.90 ug g'l; de lo
anterior se pudo establecer que la metodologia acoplada para la determinacion de 9 OFFs
en higado de bovino presentd adecuados limites de deteccion para realizar analisis en

muestras de higado con enfermedades patoldgicas.

5.6.5 Robustez

Con las condiciones descritas en la seccidon 4.4.6.5 se aplicd el sistema acoplado
DMFS-EFS-CLAR/DAD a diferentes tejidos de bovino (musculo y pulmdn). El andlisis de
este tipo de muestras puede contribuir a un diagndstico médico veterinario y al control de
la calidad de alimentos de origen animal destinados al consumo humano. En la figura
5.12.a se presentan los recobros promedio obtenidos para los tres tejidos de bovino
analizados; los valores indicaron recobros cuantitativos entre 94 y 100 % para un nivel de

fortificacion de 10 ug g™ para higado, 93 al 104 % para musculo y del 92 al 100 % para

pulmén.
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Para un nivel mas bajo de concentracién (0.5 ug g para 6 OFFsy 1.0 ug g para

etidn, fenclorfos y clorpirifos), los recobros presentaron una leve disminucién para el etién

y fenitrotidon en muestras de higado y de pulmdn, estos valores oscilaron entre 83 y 100 %

para el higado, 92 y 99 % para musculo y 85 al 103 % para pulmén. La precisién del

método aplicado a los diferentes tejidos se indica en la figura 5.12.b; la precisidn intra-dia

e inter-dia, expresada como el C.V. %, tuvo valores entre 0.1 a 12 % para muestras de

higado y pulmdn mientras que para las muestras de musculo los C.V. % fueron mas bajos

(0.6 - 5.0 %); estos valores indican que al trabajar con muestras de musculo se presentard

una menor variabilidad dado la baja presencia de interferentes.
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Figura 5.12. Robustez de la metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD con diferentes tejidos de
bovino a dos niveles de fortificacion para 6 OFFs: 0.5 y 10 pg g' y para etién, fenclorfos y
clorpirifos: 1.0y 10 pug g™ a. Recobros. b. Precisién C.V. %.
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Por lo anterior, el método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DAD puede ser aplicado a
diferentes tipos de tejidos de bovino para la determinacion de los 9 OFFs sin cambios
significativos en la precisidon y en la exactitud del sistema. En la figura 5.13 se presentan
los cromatogramas obtenidos para los diferentes tipos de tejidos analizados mediante el
acople DMFS-EFS-CLAR/DAD, en cada uno de ellos se puede observar la ausencia de picos
interferentes a una longitud de onda de 220 nm, indicando de esta forma que las etapas

de limpieza optimizadas fueron eficientes.

Cabe aclarar que aquellos picos que presentaron tiempos de retencion similares a
los OFFs a 220 nm, no absorbieron a las longitudes de onda de cuantificacién del pesticida
en analisis; en el caso del paration en muestras de musculo, en donde aparece una
interferencia cercana, esta ultima no absorbe a 273 nm vy el pico cromatografico del OFF

puede integrarse automaticamente.

5.7 Aplicacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD a muestras de higado de

bovino con dafios patolégicos

El siguiente paso en la validacién del método en linea DMFS-EFS-CLAR/DAD fue
llevar a cabo la aplicacion del analisis de OFFs en muestras de higado con dafos
patoldgicos provenientes de ejemplares jovenes del Complejo Agroindustrial de Tizayuca
(CAIT). Las muestras una vez recolectadas fueron analizadas en el laboratorio con la

metodologia anteriormente validada.

Algunas de las muestras analizadas presentaron compuestos cuyos tiempos de
retencion fueron similares a los plaguicidas en estudio (las muestras enumeradas con: 8,
16, 17, 29 y 30), sin embargo los espectros UV no correspondieron a los registrados en la

base de datos de OFFs elaborada con muestras de higado sanas previamente fortificadas.
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Figura 5.13. Cromatogramas obtenidos mediante la aplicacion de DMFS-EFS-CLAR/DAD. A.
Disolucién estandar de 25 mg L™ de OFFs. B. Muestra fortificada a 10 pg g de OFFs. C. Muestra
sin fortificacion. a. Higado. b. Musculo c. Pulmén. 1. Metil paration. 2. Fenitrotidn. 3. Paratién 4.
Clorfenvinfos, 5. Diazindn 6. Etidn, 7. Clorpirifos, 8. Fenclorfos, 9. Carbofenotion. Gradiente lineal
con 65:35 v/v metanol:agua al 100 % de metanol. A=220 nm. Correccidn linea base.
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La muestra identificada con el nimero 27 presentd un pico cromatografico con el
mismo tiempo de retencion del fenitrotion y su espectro UV fue similar al presentado por
el control de fenitrotién en una muestra de higado sano fortificada con OFFs. Ademas, en
el cromatograma de la figura 5.14.a se observd el incremento en el area del pico

desconocido cuando se fortificd la muestra con 1.0 ug g™ de fenitrotion.
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Figura 5.14. Cromatogramas de la muestra de higado nimero 27 con patologia severa a
A= 268 nm. a. Verificacién de la presencia del fenitrotién: A. Muestra fortificada a 1.0 pug g™ de
OFFs. B. Muestra sin fortificar. b. Andlisis de muestra con gradiente lineal de 55:45 v/v
metanol:agua a 100 % de metanol en 30 min.

Otro ensayo realizado para evidenciar la presencia del fenitrotién consistié en
fortificar la muestra y realizar un gradiente lineal empezando con 55:45 v/v metanol:agua
hasta un 100 % de metanol en 30 min. Con estas condiciones el compuesto desconocido y
el estandar de fenitrotion deben presentar separacion cromatografica de las sefiales
correspondientes a cada compuesto en el caso de ser sustancias diferentes. Si los dos
compuestos son los mismos, los picos (compuesto desconocido y estandar de fenitrotion)

continuaran juntos en el frente de elucién.

El cromatograma resultante de este ensayo se presenta en la figura 5.14.b, en el
cual no se observd separacidén cromatografica entre el pico desconocido y el estandar de

fenitrotion adicionado al aplicar el gradiente lineal antes mencionado. La confirmacion de
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la identidad del compuesto registrado se realizé6 mediante andlisis por CLAR/EM. Para tal
efecto se someti6 a la muestra ndmero 27 y a una disolucién control de 2.5 mg L™ de
fenitrotion a un analisis de masas en el modo SIM con el fin de monitorear el ion

molecular de m/z de 277 unidades.

En la figura 5.15.a se presenta el cromatograma de la muestra 27 obtenido
mediante analisis por CLAR-EM/EM. El tiempo de retencién del compuesto desconocido
(supuesto fenitrotidn) correspondiente a 1.582 min presente en la muestra nimero 27 asi
como su masa (m/z: 277.00) son similares a los encontrados en el cromatograma y en el
espectro de la disolucién estandar del fenitrotion de 2.5 mg L™ (tr: 1.598 min y m/z:

277.00 unidades).

Por otra parte, en el cromatograma de la figura 5.15.b se indican los espectros UV
del pico cromatografico sospechoso de ser fenitrotién presente en la muestra nimero 27
y el de un estandar de fenitrotion en un extracto de una muestra de higado sano. Se
encontré un valor de similaridad espectral DR igual a 0.992, de acuerdo con los
parametros de pureza espectral, secciéon 4.4.7.1, indican una buena similaridad entre los

dos espectros.

Por lo anterior se concluyd que el compuesto desconocido en la muestra numero
27 correspondia al fenitrotidon. La cuantificaciéon del fenitrotion mediante la curva de
calibracion y adiciones estandar indicaron una concentracion promedio de 1.4 £ 0.3 ug de
fenitrotion por gramo de muestra; este valor se encuentra por encima del limite maximo
permitido de acuerdo con la NOM-004-Z00-1994 fijado en 0.05 ug g'1 del pesticida en

muestras de higado en base humeda, destinado a la alimentacién humana.
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Figura 5.15. a. Cromatogramas CLAR-EM/EM con el espectro de masas SIM (m/z: 277.00): A.
Disolucién estandar de fenitrotion (2.5 mg L™). B. Extracto de la muestra de higado niimero 27 con
dafios patoldgicos. Condiciones descritas en la seccion 4.4.7.1. b. Cromatograma de la muestra de
higado numero 27 con fenitrotidon. Deteccidon a A = 268 nm. Comparacién con espectro UV: a.

Disolucidn estandar de fenitrotidn. b. Espectro UV del pico cromatografico presente en la muestra.
c. Espectro SIM de masa m/z=277.00.
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5.8 Ventajas del manejo de la muestra por la metodologia analitica en linea DMFS-EFS-

CLAR/DAD para la determinacion de OFFs frente al método oficial: NOM-028-Z00-1995

Las metodologias usadas comunmente para la extraccidon y posterior analisis de
OFFs en tejidos bioldgicos emplean grandes cantidades de muestra, tiempos de analisis
entre 3y 26 h, alto consumo de reactivos y un gran nimero de pasos en el tratamiento de
la muestra, (NOM-028-Z00-1994; Diagne et al., 2002). En la tabla 5.21 se indican algunas

metodologias utilizadas para el andlisis de OFFs en diferentes matrices.

En la metodologia acoplada hay menor manipulacidon de la muestra, tiempo de
analisis de 45 min y bajo consumo de reactivos (4.0 mL) al compararlo con la NOM-028-
Z200-1995 en la cual se utilizan aproximadamente 10 reactivos diferentes, volumen total
de 270 mL ademads de un tiempo de andlisis de 3 h.

Tabla 5.21. Datos comparativos entre la metodologia analitica propuesta DMFS-EFS-CLAR/DAD y
otras metodologias de extraccién y analisis para OFFs en diferentes matrices.

, . | NOM- DMFS' fuera de | ELL-EFS™ | DMFS® en
Parametro Soxhlet e , ,
028 linea linea
Cantidad de muestra (g) 5-10° 50" 0.5’ 10" 0.05
Consumo de reactivos (mL) 232.5° 2708 7.0 123° 4
Tleln?[:?o de extraccion vy 26 h 3h 1h 1 hf40 45 min
analisis min
Limpieza (g) n.d’ 0.3" 0.5' n.d® 0.05
Recobros (%) 84-94 60-110 80-116 65-75 91-101
LDM (ugg™) n.r n.r 1.0 1x10 0.04

*Diagne et al., 2002. ° Frijol. “Hexano, diclorometano, ACN. %Silica virgen. °NOM-028-Z00-1995. 'Higado. ®Acetato de
etilo, hexano, éter de petroleo, ACN, metanol, carbén activado, cloruro de metileno, 6xido de magnesio PCarbon
activado. 'Garcia et al., 2007. Ipolvo. kHexano, acetona, acetato de etilo. 'Aldmina. "Pagliuca et al., 2005. "Higado de
jabali. °Acetona, ACN, diclorometano. °C;g monofuncional. %Este trabajo. n.d: No hay datos. n.r: No reportado.

Los LDM para la metodologia acoplada estuvieron del orden de 40 ug kg™ para el
metil paration y 250 ug kg™ para el diazindn, estos limites son aceptables teniendo en
cuenta la complejidad de la muestra y el tipo de detector utilizado. El acople de la DMFS al
sistema cromatografico permitié reducir los LDM de OFFs de 1.0 ug gla0.04 ug gt al
cambiar del modo fuera de linea al modo en linea; es decir, se aumentd la sensibilidad de
la metodologia de anadlisis en un factor de 25. En esta forma el sistema DMFS-EFS-

CLAR/DAD puede considerarse una excelente alterativa para el anélisis de OFFs en higado,
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pulmoén y musculo de bovino, la cual puede sustituir los métodos convencionales pues
presenta caracteristicas analiticas de calidad (linealidad, precisidn, robustez y exactitud)

para monitorear contaminantes en tejidos biolégicos destinados al consumo humano.

5.9 Adecuacion del método analitico acoplado para la determinacion de HAPs en

muestras de higado

Tomando como referencia las condiciones de acoplamiento optimizadas para el
analisis de OFFs, se adecud el sistema para la extraccidon y posterior analisis de HAPs en
muestras de higado. La primera etapa consistio en la optimizacion de las condiciones de

separacion y deteccién cromatograficas empleando el sistema CLAR/DFL.

5.9.1 Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y deteccion de los 4 HAPs por CLAR-
DFL

Se establecieron las longitudes de onda de excitacidn y emisidon dptimas para la
deteccion y cuantificacién de cada uno de los 4 HAPs, las cuales fueron seleccionadas
teniendo en cuenta la mayor intensidad de fluorescencia, representada en el incremento
del area de los picos cromatograficos. En la tabla 5.22 se indican las longitudes de onda de
excitacion y de emision empleadas para los analisis de los HAPs estudiados.

Tabla 5.22. Longitudes de onda de excitacién y emision para los 4 HAPs estudiados, empleando un
detector de fluorescencia “Prostar” 363.

. Longitudes de onda de Longitud de onda de
Hidrocarburo .. . .
excitacion (nm) emision (nm)
1. Benzo[a]antraceno 270 410
2. Benzo[b]fluoranteno 263 410
3. Benzo[k]fluoranteno 263 410
4. Benzo[a]pireno 263 410
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Mediante los valores del logaritmo del factor de retencion cromatografico Log k’
obtenidos con diferentes proporciones de metanol:agua se establecieron las condiciones
Optimas de separacion cromatografica asi como el orden de elucion para los cuatro
hidrocarburos. En la figura 5.16 se presentan las curvas correspondientes a los Log k" en

funcién de la composicion de la fase mévil en una columna Cys.

Las curvas indican una adecuada separacion de los 4 HAPs hacia porcentajes
menores en metanol que la relacion de fase mavil 95:5 v/v metanol:agua; sin embargo, los
isdbmeros estructurales de benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno solo presentaron
una separacion adecuada (Rskp= 1.2) con una relacién de 91:9 v/v metanol:agua. Por lo
anterior, la composicion de la fase mavil utilizada para los posteriores andlisis fue 91:9 v/v
metanol:agua en el modo isocratico. En la tabla 5.23 se indican los tiempos de retencién y

los respectivos Log k" para los 4 HAPs a un flujo de 1.0 mL min’.
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Figura 5.16. Variacion del Log del factor de retencién (k’) en funcion del porcentaje de metanol en
la fase mévil, en una columna analitica Spheri-5 ODS (5 um x 250 mm x 4.6 mm 1.D.) a un flujo de
1.0 mL min™* con una mezcla de los 4 HAPs con concentracién de 1.0 pug L™ cada uno.

De acuerdo con los valores reportados de Log K, para los 4 HAPs, los cuales se
presentan en la tabla 5.23, estos compuestos tienen una alta afinidad por la fase
estacionaria de la columna analitica (silice Cig) y su elucién se realiza a tiempos mayores

respecto a los presentados por los OFFs.
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Tabla 5.23. Factores de retencién (Log k), logaritmo de los coeficientes de particién octanol-agua
(Kow) Y tiempos de retencién de los 4 HAPs. Columna analitica Spheri-5 ODS a flujo de 1.0 mL min™.
Composicion de la fase mavil 91:9 v/v metanol:agua, modo isocratico.

: Tiempo de ,
Hidrocarburo retenciénp(tr, min) Log k™* Log Kow™
1. Benzo[a]antraceno 12.801 0.786 5.70-5.91
2. Benzo[b]fluoranteno 18.350 0.964 5.80-6.37
3. Benzo[k]fluoranteno 19.576 0.995 6.84-6.87
4. Benzo[a]pireno 22.160 1.054 6.12-6.74

*Reportados en: (Tollback et al., 2008), (Mackay et al., 1992) y (Wang et al., 2009).
" t,= 1.800 min

En general, los HAPs tienen muy bajas solubilidades en agua, razén por la cual,
cantidades relativamente pequefias de este disolvente en la fase mdvil incrementan
considerablemente el tiempo de analisis y la factibilidad de precipitacion de los

hidrocarburos.

El tiempo de elucidén del benzo[a]antraceno es adecuado para permitir la elucidn
de compuestos interferentes mas polares presentes en las muestras de tejidos bioldgicos.
En la figura 5.17 se presenta un cromatograma obtenido en el sistema CLAR/DFL de una
disolucion estandar de 1.0 pg L? de los 4 HAPs, con las condiciones anteriormente

descritas.

5.9.2 Validacion del sistema cromatogrdfico para HAPs: linealidad, precision y limites de

deteccion y cuantificacion

Tomando como referencia las condiciones anteriormente optimizadas se llevd a
cabo el proceso de validacién del sistema cromatografico como fue descrito en la seccién
4.4.8.2. Se elaboraron las curvas de calibracién relacionando el darea de pico
cromatogrdfico (en unidades arbitrarias AU) con la concentracion de HAPs (en ug L) para

definir la linealidad del sistema CLAR/DFL.
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Figura 5.17. Cromatograma de una disolucién estandar de 1.0 pg L™ de la mezcla de los 4 HAPs.
Elucién en el modo isocratico con 91:5 v/v metanol:agua. Columna analitica Spheri-5 ODS (5 pm x
250 mm x 4.6 mm 1.D.) a flujo de 1.0 mL min™. Volumen de inyeccién 20 pL. Longitudes de onda
indicadas en la tabla 5.22.

En la tabla 5.24 se indican las respectivas ecuaciones de la recta y los coeficientes
de correlacion lineal (r) para cada uno de los HAPs en estudio. Los valores de los
coeficientes oscilaron entre 0.9951 < r £ 0.9969 indicando una respuesta lineal del
detector DFL a las variaciones de las concentraciones respectivas. Por lo anterior, se
puede indicar que existe una adecuada linealidad del sistema cromatografico para un
intervalo de concentraciones comprendido entre 0.25y 1.50 g L™

Tabla 5.24. Ecuaciones lineales de calibracién para los 4 HAPs en el sistema CLAR/DFL por
inyecciones sucesivas de disoluciones estandar entre 0.25 a 1.50 ug L

Hidrocarburo Coeficiente de correlacion  Pendiente (m £1.C) Ordenada (b £ I.C)
(r)
1. Benzo[a]antraceno 0.9969 1488696 + 61683 -51912 + 96807
2. Benzo[b]fluoranteno 0.9952 605473 + 31193 -24581 + 48955
3. Benzolk]fluoranteno 0.9952 1656874 + 85141 -67775 + 133624
4. Benzo[a]pireno 0.9951 1820032 + 94167 -66304 + 147789

I.C= Intervalo de confianza al 95 %

En la tabla 5.25 se presentan los C.V. % correspondientes para cada una de las

disoluciones estandar inyectadas el mismo dia. La repetibilidad del sistema
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cromatografico, evaluado mediante los C.V. %, indic6é valores por debajo del 5 % para

n=3.

Tabla 5.25. Repetibilidad del sistema CLAR/DFL evaluado en términos de las C.V. % para cada nivel
de concentracién. n= 3.

Concentracion (ug L)

Hidrocarburo 0.25 050 1.0 1.5
CV.%

1. Benzo[a]antraceno 31 06 09 31

2. Benzo[b]fluoranteno 29 09 1.2 26

3. Benzo[k])fluoranteno 4.3 0.6 2.6 3.0

4. Benzo[a]pireno 1.4 05 21 3.2

La precision inter-dia del sistema CLAR/DFL en dias diferentes para dos niveles de
concentracion (0.25y 1.50 pg L) report6 valores de C.V. %, inferiores al 6 %. En la tabla
5.26 se presentan los respectivos C.V. % para los 4 HAPs cuando disoluciones estandar
fueron inyectadas en dias diferentes (n=5).

Tabla 5.26. Precision inter-dia del sistema CLAR/DFL evaluada en términos de los C.V. % para dos
niveles de concentracién para n= 5 realizado en dias diferentes.

Concentracion (pg L)

Hidrocarburo 0.25 1.50
CV.%

1. Benzo[a]antraceno 3.3 2.1

2. Benzo[b]fluoranteno 2.7 2.1

3. Benzol[k]fluoranteno 5.7 2.5

4. Benzo[a]pireno 2.4 2.9

Con base en los resultados de repetibilidad y precisidn inter-dia es posible indicar
que el sistema cromatografico CLAR/DFL presenté una adecuada precision (C.V % por

debajo del 6 %, baja variabilidad), para el nivel de confianza del 95 %.

La sensibilidad del sistema CLAR/DFL puede analizarse mediante los valores
obtenidos en las pendientes de las curvas de calibracién linealizadas por el método de

minimos cuadrados. El benzo[a]pireno presentd la mayor pendiente seguida del
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benzo[k]fluoranteno y el benzo[a]lantraceno; por el contrario, el benzo[b]fluoranteno
mostré el valor mds bajo. Este comportamiento fue verificado con los LDE que también
son un indicio de la sensibilidad del sistema de medida. En la tabla 5.27 se presentan los
correspondientes valores de LDE y LCE de los 4 HAPs segun el procedimiento indicado en
la seccion 4.4.8.2.

Tabla 5.27. Limites de deteccidon y cuantificacion experimentales del sistema CLAR/DFL, S/N= 3y
S/N= 10 respectivamente. Volumen de inyeccién: 20 pL.

Hidrocarburo LDE (pg L") LDA* (pg)  LCE (ugL™)
1. Benzo[a]antraceno 0.015 0.3 0.05
2. Benzo[b]fluoranteno 0.030 0.6 0.10
3. Benzolk]fluoranteno 0.015 0.3 0.05
4. Benzo[a]pireno 0.015 0.3 0.05

*LDA: Limite de deteccion absoluto

Los valores de los LDE oscilaron entre 0.015 y 0.030 pg L™ correspondientes a los
limites absolutos de 0.3 a 0.6 pg de HAPs detectables segun la relacion S/N= 3. A
excepcion del benzo[b]fluoranteno, todos los HAPs presentaron LDE de 0.015 ug L™, este
comportamiento estd de acuerdo con los valores de pendientes encontrados para cada
uno de los hidrocarburos en las respectivas curvas de calibracidn. Con el sistema CLAR/DFL
se pueden cuantificar con exactitud concentraciones por encima de 0.05 g L™ para
benzo[a]antraceno, benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno y sobre 0.10 ug L? para el

benzo[b]fluoranteno.
5.9.3 Aplicacion de la metodologia de DMFS para la extraccion de 4 HAPs fuera de linea

La optimizacion de la secuencia de limpieza y de elucidén de los HAPs del cartucho
de dispersién se llevd a cabo con el sistema CLAR/DAD vy se trabajé con la relacién
muestra:adsorbente de 0.050:0.200. Los resultados obtenidos para cada una de las
secuencias analizadas (ver seccion experimental 4.4.9-tabla 4.6) sin muestra de higado
indicaron que con la secuencia de 5.0 mL de agua, 5.0 mL de ACN:Agua 30:70 v/v, 4.0 mL
de ACN:Agua 40:60 v/vy 3.0 mL ACN al 100 %, fue posible obtener recobros cuantitativos

de los HAPs. Esta secuencia fue aplicada a muestras de higado previamente fortificadas a
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las cuales se les aplico la DMFS. En las tablas 5.28 y 5.29 se indican los valores de los
recobros obtenidos para cada una de las fracciones (de 0.5 mL) en los ensayos realizado.
Tabla 5.28. Aplicacion del método de DMFS. Recobros de la secuencia de limpieza y de elucién de

los 4 HAPs de un cartucho de DMFS con 0.20 g de silice Cyg sin muestra y fortificada con 0.5 ug de
cada HAPs.

Limpieza Limpieza Limpieza Elucion
Recobro
. : ACN 100 %
Hidrocarburo Agua ACN:Agua  ACN:Agua " . Global
30:70v/v  40:60 v/v Fracciones de 0.5mL (%)
5mL 5mL 4mL 05 1 15 20 25 3.0
. Benzo[a]antraceno N.I. N.I. N.D. 4 52 13 ND ND NI 107
. Benzol[b]fluoranteno N.I. N.I. N.D. 22 53 21 ND ND N.I 96
. Benzo[k]fluoranteno N.I. N.I. N.D. 20 50 20 N.D ND N.I 90
. Benzo[a]pireno N.I. N.I. N.D. 24 50 20 4 ND NI 98

N.l: No inyectado. N.D. No detectado

Tabla 5.29. Aplicacién del método de DMFS. Recobros de la secuencia de limpieza y de elucién de
los 4 HAPs de un cartucho de DMFS con 0.050 g de muestra y 0.200 g de silice C,g. Fortificacion a
10 pg g de HAPs.

Limpieza Limpieza Limpieza Elucién
Recobro
: : ACN 100 %
Hidrocarburo Agua ACN:Agua  ACN:Agua " i Global
30:70v/v  40:60 v/v Fracciones de 0.5mL (%)
5mL 5 mL 4mL 05 1 15 20 25 3.0
. Benzo[a]antraceno N.I. N.I. N.D. 95 19 N.D NI NI N 114
. Benzo[b]fluoranteno N.I. N.I. N.D. 74 33 ND NI NI NI 107
. Benzo[k]fluoranteno N.I. N.I. N.D. 66 39 ND NI NI NI 105
. Benzol[a]pireno N.I. N.I. N.D. 57 48 ND NI NI NI 105

N.l: No inyectado. N.D. No detectado

El volumen de elucién de HAPs con ACN al 100 % fue establecido en 3.0 mL (2.0 de
elucién mas 1.0 mL de seguridad adicional), mientras que, cuando la muestra estd
presente el volumen de elucion de HAPs fue de 1.5 mL, (1.0 mL de elucién mas 0.5 mL de
seguridad adicional). Cuando la muestra se encuentra presente las interacciones de los
analitos con el adsorbente cambian, pues se crea una nueva fase: adsorbente-muestra, en
este caso hay menor fuerza de interaccion de los HAPs en la nueva fase, razén por la cual
el volumen de elucion es menor (1.0 mL) respecto al volumen encontrado en los ensayos

en ausencia de muestra (2.0 mL).
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En la figura 5.18 se presentan los frentes de elucion con acetonitrilo al 100 % para
los 4 HAPs al aplicar la DMFS con y sin muestra. Las lineas puntedas indican los volumenes

maximos de elucion de los 4 HAPs.
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Figura 5.18. Frentes de elucidon de HAPs al aplicar la DMFS, con la secuencia: 5.0 mL agua, 5.0 mL
ACN:Agua 30:70 v/v, 4.0 mL ACN:Agua 40:60 v/v y 3.0 mL ACN 100 %. a. Sin muestra b. Con

muestra: fortificacién a 10 ug g HAPs.

Por el comportamiento de los frentes de elucidon se puede concluir que, en
ausencia de muestra, las interacciones de adsorcién entre la silice Cig y los analitos son
mayores que cuando la muestra esta presente, debido a que la matriz forma otro tipo de
superficie de interaccién que modifica la fuerza de adsorcion y los equilibrios entre los
HAPs y la mezcla muestra:adsorbente. Este comportamiento molecular se refleja a nivel
macroscopico en la diferencia de los voliumenes de elucién con el disolvente
anteriormente indicado. El volumen maximo de eluciéon se alcanza a los 2.0 mL sin

muestra y al 1.0 mL con muestra.

En general, los recobros cuando se procedid a simular la DMFS sin muestra
oscilaron entre 93 % (+ 2 % C.V) y 97 % (£ 3 % C.V) para benzo[b]fluoranteno vy el
benzo[k]fluoranteno respectivamente. Cuando la muestra se encontraba presente los
valores de los recobros no presentaron diferencias significativas, estos valores estuvieron

entre 93 % (+ 1 % C.V) y 96 % (+ 3 % C.V) para el benzo[a]antraceno y el benzo[a]pireno
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respectivamente. En la figura 5.19 se presenta el comportamiento de los recobros para los
4 HAPs al aplicar la DMFS con una relacién muestra:adsorbente de 0.050:0.200 y con la

secuencia de limpieza y de elucién anteriormente descrita.
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Figura 5.19. Recobros promedio de extraccion de HAPs sin y con muestras de higado fortificadas a
30 ug g’y aplicando la DMFS para una relacién muestra:adsorbente de 0.050:0.2000.

5.9.3.1 Limpieza del extracto con silice virgen “clean up” fuera de linea

Una vez optimizadas las secuencias de limpieza y de elucidon de los HAPs con
muestras de higado, se evaluo el efecto de incluir en el fondo del cartucho de DMFS una
co-columna de silice virgen (0.050 g) con el fin de eliminar la mayor cantidad de
interferentes presentes en el extracto, tal como se procedid con los pesticidas
organofosforados. Los ensayos realizados con la co-columna de silice virgen en la DMFS
para el analisis de los HAPs en muestras de higado fortificadas (0.01 pug de HAPs ¢
0.2 ug g'l) indicaron una disminucidon del recobro promedio para el benzo[a]pireno de un
10 %; ademas no se observd ningun efecto en la limpieza del extracto al utilizar una co-

columna de silice virgen, por lo que su uso no se considerd necesario.

En la tabla 5.30 se presentan los recobros por triplicado de los analitos extraidos
con DMFS para 0.050 g de muestra y 0.200 g de silice C1g, empleando una co-columna de

silice virgen para efectuar una limpieza o “clean up” del extracto.
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Tabla 5.30. Recobros obtenidos por triplicado con muestras de higado* en el modo fuera de linea
del método, empleando 0.050 g de muestra con 0.200 g de silice Ci5 y una co-columna de silice
virgen (0.050 g). Muestras fortificadas a 0.2 pug g™ de HAPs, extracto pre-concentrado.

Hidrocarburo Replical | Replica2 | Replica3 | Promedio | s | C.V.%
1. Benzo[a]antraceno 93 91 93 92 1 1
2. Benzo[b]fluoranreno 99 93 101 98 4 4
3. Benzo[k]fluoranteno 92 91 98 94 4 4
4. Benzo[a]pireno 81 78 91 83 7 8

*Secuencia de limpieza: 5.0 mL agua, 5.0 mL ACN:Agua 30:70 v/v, 4.0 mL ACN:Agua 40:60 v/v. Elucién con 1.5 mL
ACN 100 %.

Este ensayo presentd mayor variabilidad en los valores de los recobros para el
benzo[a]pireno (C.V: 8 %), ademas no hubo disminucién de los picos cromatograficos
concernientes a las impurezas de la matriz al emplear la co-columna. Por lo anterior, no se
incluyd la co-columna de silice virgen al final del cartucho de DMFS en el proceso de

extraccion.

5.9.4 Optimizacion de la pre-concentracion del extracto de DMFS mediante EFS en linea

(EFS-CLAR/DAD) para HAPs

Para la optimizacion de la pre-concentracion de los HAPs mediante EFS (figura 4.2-
seccion experimental) se evaluaron los mismos pardmetros considerados para la pre-

concentracion de los OFFs.

5.9.4.1 Efecto de la naturaleza del adsorbente en la eficiencia de pre-concentracion de los

HAPs

El efecto en el acoplamiento del adsorbente usado en el proceso de pre-
concentracion de los HAPs fue analizado en términos de la resoluciéon cromatografica de
los analitos en estudio. En la pre-concentracién de la disolucién estandar de los 4 HAPs
solo se empled silice C;gde 10 um como adsorbente en la pre-columna EFS. Se obtuvieron
picos cromatograficos detallados con adecuada resolucién; por lo anterior se continué

trabajando con este adsorbente en los ensayos posteriores.
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5.9.4.2 Efecto de la proporcion de acetonitrilo proveniente de la DMFS en la eficiencia de

pre-concentracion de los HAPs

Teniendo en cuenta que el adsorbente empleado en la EFS tiene caracteristicas
apolares, la retencién de los analitos en estudio debe realizarse con una proporcion de
disolvente orgdnico baja para que permita la retencién cuantitativa de los mismos. Razén
por la cual el extracto de la DMFS de 1.5 mL de ACN al 100 % (que contiene a los HAPs)
presenta una fuerza de elucion muy alta para lograr la retencion cuantitativa antes
mencionada. Por lo tanto, se necesité diluir el extracto proveniente del cartucho de DMFS
previo al proceso de pre-concentracién de los analitos en la pre-columna que contiene la

silice Cis.

- Dilucion del extracto proveniente del cartucho de dispersion con agua: al adicionar
diferentes volumenes de agua al volumen de 1.5 mL de ACN al 100 % proveniente del
cartucho de DMFS y que contiene a los HAPs, se observo el incremento de la retencion de
los analitos al pre-concentrar las disoluciones en la silice C15. A medida que la cantidad de
agua se incrementa en las disoluciones que contienen a los hidrocarburos, los recobros
mejoran sustancialmente, registrandose un aumento del 50 al 96 % cuando la
concentraciéon de ACN:Agua fue del 40:60 v/v (figura 5.20); sin embargo, por debajo de
este valor los recobros de los dltimos hidrocarburos, benzo[k]fluoranteno vy
benzo[a]pireno disminuyen en un 10 %. Este comportamiento se debe a la baja solubilidad

de estos compuestos en agua, lo cual afecta la desadsorcion cuantitativa a otro sistema.

Con base en lo anterior se establecié que los 1.5 mL de ACN al 100 % provenientes
del cartucho de DMFS deberian ser diluidos con aproximadamente 2.2 mL de agua para
obtener una disolucion de 40:60 v/v de ACN:Agua; en esta forma se concluyé que la
relacion ACN:Agua mds apropiada para pre-concentrar a los HAPs fue de 1.0 mL ACN al

100 % por 1.5 mL de agua.
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Figura 5.20. Efecto del porcentaje de ACN en el extracto proveniente del cartucho de DMFS sobre
la eficiencia de la pre-concentracion de los HAPs en una pre-columna con silice Cyg. Pre-
concentracién de disoluciones con 0.01 pg HAPs a caudal de 1.0 mL min™.

5.9.4.3 Efecto del caudal en la eficiencia de pre-concentracion de los HAPs

Una vez establecida la concentracion de ACN requerida para el proceso de pre-
concentraciéon de los HAPs en una pre-columna con silice Cys, la cual se encuentra
acoplada al sistema cromatografico, el paso siguiente consistiéo en evaluar el efecto del
caudal de pre-concentracidon sobre los valores de los recobros cuando se trabajé a
concentraciones bajas y altas. En la figura 5.21 se presentan los recobros de los 4 HAPs
cuando se pre-concentraron disoluciones estandar a diferentes caudales en el sistema

EFS-CLAR/DAD.

La alta afinidad que presentan los HAPs por el material particulado hace posible
que el efecto del caudal de pre-concentracion sobre los valores de recobros para bajas y
altas concentraciones sea despreciable. Los recobros se mantuvieron entre el 92 y 101 %
(figura 5.21). Por lo anterior, para la pre-concentracion de los extractos provenientes de la

DMFS (que contienen a los 4 HAPs) se utilizé un caudal de 1.0 mL min™.
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Figura 5.21. Efecto del caudal de pre-concentracién, en el sistema EFS-CLAR/DAD, sobre los
valores de recobros en disoluciones de HAPs en ACN:Agua al 40:60 v/v, para concentraciones bajas
(1.0 pg L") y altas (0.4 pg L™).

5.9.4.4 Acople de la DMFS a EFS-CLAR/DFL

Para el andlisis de los HAPs en tejidos de bovino se utilizé el acople descrito en la
figura 5.11, en el cual se realizé la deteccidon por fluorescencia (DFL) y se utilizd un
reservorio adicional en la valvula selectora de disolventes (D3) para el ACN:Agua al
40:60 v/v y en esta forma se aplico la secuencia de limpieza y de elucion de HAPs en
muestras de higado anteriormente optimizada. El primer ensayo de extraccion para HAPs
en muestras de higado en el modo acoplado consistid en llevar a cabo la secuencia de
limpieza y elucidén previamente optimizadas en el modo fuera de linea bajo las siguientes

condiciones de operacion:

- 5.0 mL agua, 5.0 mL ACN:Agua 30:70 v/v, 4.0 mL ACN:Agua 40:60 v/v, 1.5 mL ACN
100 %

- Caudal de pre-concentracién: 1.0 mL min™

- Volumen de dilucién: 2.250 mL de agua que se mezclaron con 1.5 mL de ACN al 100 %,
provenientes del cartucho en acero inoxidable de la DMFS y que contenian a los HAPs.

- Fase Movil: 91:9 v/v metanol:agua
- Flujo bomba cromatografica: 1.0 mL min™ en modo isocratico

- Cantidad muestra:adsorbente: 0.050:0.200
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Al aplicar la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL para la determinacion de los
4 HAPs, se obtuvieron recobros entre 77 y 93 % cuando se utilizé 1.5 mL de ACN al 100 %
como volumen de elucién; los bajos recobros obtenidos fueron un indicio de que el
volumen de elucién empleado fue insuficiente para extraer cuantitativamente a los
hidrocarburos del cartucho de DMFS. Los resultados obtenidos con esta secuencia se

presentan en la figura 5.22.
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Figura 5.22. Recobros de HAPs aplicando el acople DMFS-EFS-CLAR/DFL en muestras de higado
fortificadas a 0.4 ng gy aplicando 1.5y 2.0 mL de ACN al 100 % como volumenes de elucién de
los HAPs del cartucho de DMFS.

El segundo ensayo consistié en eluir a los HAPs con 2.0 mL de ACN al 100 % y
diluirlos en la cdmara de mezclado con 3.0 mL de agua. Con este ultimo procedimiento los
recobros aumentaron satisfactoriamente para todos los hidrocarburos (94 — 98 %) (figura
5.22) y por tanto se establecid la siguiente secuencia final de limpieza y elucion de los
HAPs en muestras de higado utilizando la metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DFL:

1. Agua (5.0 mL)
2. ACN:Agua al 30:70 v/v (5.0 mL)
3. ACN:Agua al 40:60 v/v (4.0 mL)

4. ACN al 100 % (2.0 mL)

El ACN gue contiene a los hidrocarburos y que proviene del cartucho de DMFS fue
diluido en la cdmara de mezclado con 3.0 mL de agua para su posterior pre-concentracion

en la pre-columna P del sistema en linea. Con los pardmetros anteriormente optimizados
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para la determinacion de HAPs en muestra de higado, se prosiguié con la validacién del

sistema DMFS-EFS-CLAR/DFL.

5.9.5 Validacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL para la determinacion
HAPs

5.9.5.1 Linealidad

El método en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL fue validado usando muestras de higado
libres de hidrocarburos, fortificadas con HAPs a diferentes niveles. Al relacionar el drea de
pico (en UA) vs. los diferentes niveles de concentracion para cada hidrocarburo se
obtuvieron las curvas de calibracién correspondientes. En la tabla 5.31 se indican las
ecuaciones lineales para los 4 HAPs asi como las desviaciones estandar asociadas a los
valores de pendientes y ordenada ademads de los coeficientes de correlacion.

Tabla 5.31. Linealidad del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DFL. Ecuaciones lineales para el drea
obtenida en funcién de la concentracién, intervalo de 0.10 a 0.60 ng de OFFs por gramo de

muestra; el intervalo de confianza de m y b esta calculado para un nivel del 95 % y 10 grados de
libertad.

Intervalo de Errorenla Errorenla -
. P iy . ‘s . Coeficiente de
Hidrocarburo concentracion  Ecuacion de calibracion  pendiente  ordenada correlacion (r)
(ngg™) (+1.0) (+1.0)
1. Benzo[a]antraceno 0.1-0.6 y=3175160x + 3355 49413 18653 0.999
2. Benzo[b]fluoranteno 0.1-0.6 y=1123700x + 57332 562 212 0.994
3. Benzo[k]fluoranteno 0.1-0.6 y=6029018x - 19082 1288 486 0.999
4. Benzol[a]pireno 0.1-0.6 y=6545219x + 191059 2846 1074 0.995

I.C: Intervalo de confianza a 95%

Los valores de los coeficientes de correlacién (0.994< r £ 0.999) demuestran que
existe una adecuada linealidad entre la respuesta del detector con el incremento de la
concentracion de los 4 HAPs cuando las muestras de higado se encuentran presentes en el
sistema acoplado. El intervalo de linealidad para los 4 HAPs estuvo entre 0.10y 0.60 ng g™
De acuerdo con lo anterior, el sistema DMFS-EFS-CLAR/DFL presenté una adecuada

linealidad para el analisis de HAPs en muestras de higado.
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5.9.5.2 Exactitud

Los recobros globales del método, evaluados por el valor de la pendiente (al
multiplicarla por 100) de las curvas de calibracidon al relacionar la cantidad de HAPs
recuperada (en pg) vs. la cantidad de los HAPs afiadidos a la muestra, se indican en la
tabla 5.32. Los valores de los recobros para los 4 HAPs oscilaron entre el 96 (+ 2 I.C) %
obtenido para el benzo[a]pireno y el 99 (£ 1 I.C) % obtenido para el benzo[a]antraceno.
Estos valores estan de acuerdo con la Comisién Europea de Decision 2002/657/EC/2002, la
cual considera que un método es exacto cuando sus recobros se encuentran entre el 50-
120 % para fortificaciones iguales o inferiores a 1 ug kg'1 cuando se emplea la CLAR como
técnica de analisis. Ademas se observé una buena linealidad del método representada por
sus valores de r que oscilaron entre 0.998 y 0.999.

Tabla 5.32. Recobro global del método: cantidad recuperada en pg vs. cantidad adicionada de

HAPs (para un intervalo de fortificacidon entre 5 - 30 pg). Los intervalos de m y b estan calculados
con base en la distribucidn t para un a= 0.05 y 11 grados de libertad.

Recobro (%) (pendiente x Coeficiente correlacion

Hidrocarburo 100) Ordenada’ (")
1. Benzo[a]antraceno 99 (+1) -0.27 (£ 0.26) 0.999
2. Benzo[b]fluoranteno 97 (£ 2) 0.21 (£ 0.28) 0.999
3. Benzol[k]fluoranteno 98 (+2) -0.12 (+0.31) 0.999
4. Benzo[a]pireno 96 (+ 2) 0.40 (£ 0.29) 0.998

'1.C: Intervalo de confianza a un 95 % (t,.,).

En general, el método de extraccion y posterior cuantificacion de HAPs empleando
el acople DMFS-EFS-CLAR/DFL en muestras de higado de bovino presenté una adecuada

exactitud.
5.9.5.3 Precision

En la tabla 5.33 se presentan los datos de precision del método acoplado, evaluada
en funcién de la repetibilidad intra-dia para los diferentes niveles de fortificacidn. Los
C.V. % globales fueron inferiores al 10 % para los diferentes niveles de fortificacion por lo

que se infiere que existe una adecuada repetibilidad. Respecto a la precisién inter-dia para
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los dos niveles de fortificacidon, los valores de los C.V. % fueron inferiores al 11 %, los
cuales estan de acuerdo con la Comision Europea de Decision 2002/657/EC/2002,
organismo que considera que un método es preciso cuando los valores de la C.V. % son
inferiores a 20 %. En la tabla 5.34 se presentan los C.V. % para los dos niveles de
fortificacion; por lo anterior, se puede indicar que la metodologia acoplada presentd una
adecuada precisidn para ser aplicada a muestras de higado.

Tabla 5.33. Repetibilidad del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DFL para los 4 niveles de

concentracién con muestras de higado. La dispersidon de los promedios estd dada en C.V. % para
n= 3.

Nivel de concentracién en ng g"* de higado

Hidrocarburo 0.10 0.20 0.40 0.6 Promedio global
C.V. (%)
1. Benzo[a]antraceno 2 2 4 1 5
2. Benzo[b]fluoranteno 4 8 2 2 9
3. Benzo[k]fluoranteno 2 2 1 2 4
4. Benzo[a]pireno 2 4 2 4 6

Tabla 5.34. Precision inter-dia del método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DFL para 2 niveles de
concentracién (0.10 y 0.60 ng g) con muestras de higado. La dispersién de los promedios estd
dada en C.V. % para n=5 en dias diferentes.

Nivel de fortificacion (ng g™)
Hidrocarburo 0.10 0.60
C.V. (%)
1. Benzo[a]antraceno 10 3
2. Benzo[b]fluoranteno 3 2
3. Benzol[k]fluoranteno 1 2
4. Benzo[a]pireno 2 4

141



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.9.5.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién experimentales del método (LDEM) en linea para la
extraccion y posterior cuantificacion de los HAPs fueron determinados mediante
fortificacion secuencial en concentraciones decrecientes con estandares de los 4 HAPs a
las muestras de higado (por debajo de 0.1 ng g™ de muestra), en la forma descrita en la
seccion 4.4.11.4 de la seccion experimental. En la tabla 5.35 se reportan los valores de los
LDM para los 4 HAPs. Los LDEM fueron iguales a 0.012 ng g™ de muestra y los LCEM fueron
de 0.040 ng g'1 para todos los hidrocarburos.

Tabla 5.35. Limites de deteccidon del método DMFS-EFS-CLAR/DFL estimados segun: “Code of

Federal Regulation (US, EPA) Appendix B to Part 16 Definition and Procedure for the Determination
of Method Detection Limit”, obtenidos con las ecuaciones 4.4 y 4.5 para 0.050 g de muestra.

’LDM ‘Lcm {LDA
Hidrocarburos “LDEM ‘LDTMgsy LDTMggy LCEM Masa de HAPs (pg)
(S/N=3) 1 1 (S/N=10)
2l (ngg) (ngg) o detectable
1.Benzo[a]antraceno 0.012 [0.010-0.036] 0.016 0.04 0.6
2.Benzo[b]fluoranteno 0.012 [0.019-0.066] 0.030 0.04 0.6
3.Benzo[k]fluoranteno 0.012 [0.010-0.033] 0.015 0.04 0.6
4.Benzo[a]pireno 0.012 [0.012-0.042] 0.019 0.04 0.6

LDM: Limite de Deteccién del Método. °LDEM: Limite de Deteccién Experimental del Método. ‘LDTMgsy:
Intervalo para el Limite de Deteccidon Tedrico del Método a un 95% de confiabilidad para 7 ensayos.
dLDTM%%: Limite de Deteccidn para un 99% de confiabilidad. °LCM: Limite de Cuantificacién del Método.
*LCEM: Limite de Cuantificacién Experimental del Método. 5LDA: Limite de Deteccién Absoluto

Al comparar los LDEM con los valores tedricos (LDTM) obtenidos con la
metodologia del “Code of Federal Regulation” (ecuaciones 4.4 y 4.5), se observd que los
valores se encontraban en el intervalo correspondiente al 95 % de confiabilidad para
benzo[a]antraceno, benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno; en estos casos el modelo
estadistico aplicado para este tipo de metodologias incorpord facilmente los valores

experimentales obtenidos.

Para el caso del benzo[b]fluoranteno se obtuvo un LDEM de 0.012 ng g’l, el cual es
considerado bastante bueno para este compuesto. Otras metodologias analiticas que han
empleado el sistema CLAR/DFL reportan LDE del orden de 0.01 ng g* para el

benzo[b]fluoranteno en carne de res y en pollo ahumado (Farhadian et al., 2010). Por lo
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anterior, el sistema DMFS-EFS-CLAR/DFL presento la sensibilidad adecuada para el andlisis

de 4 HAPs en muestras de higado de bovino.
5.9.5.5 Robustez

Con la metodologia descrita en la seccion 4.4.11.5 se aplicé el sistema acoplado
DMFS-EFS-CLAR/DFL a diferentes tejidos de bovino (musculo y pulmdn), los cuales
facilmente pueden acumular hidrocarburos por su alto contenido de lipidos. El analisis de
este tipo de muestras puede contribuir a un diagndstico médico veterinario y al control de

la calidad de alimentos de origen animal destinados al consumo humano.

En la figura 5.23.a se indican los recobros promedio obtenidos para los tres tejidos
de bovino analizados; los valores indicaron recobros cuantitativos para un nivel de
fortificacion de 0.6 ng g entre 96 y 99 % para higado, 98 y 102 % para musculo y del 97 y
100 % para pulmaén. Para un nivel mas bajo de concentracion (0.1 ng g™) los recobros para
los tres diferentes tipos de tejidos presentaron un comportamiento similar sin cambios
significativos en los valores (96 al 97 % para el higado, 98 al 110 % para musculo y 98 al

99 % para pulmoén).

La precisién del método aplicado a los diferentes tejidos se indica en la figura
5.23.b; la precision intra-dia e inter-dia, expresada como el C.V. %, tuvo valores entre 1y
9 % para muestras de higado y pulmdn, mientras que para las muestras de musculo los
C.V. % fueron ligeramente mas altos (1 - 10 %). Sin embargo no existen diferencias

significativas entre los valores de los C.V. % de los tejidos analizados.

Por lo anterior, el método acoplado DMFS-EFS-CLAR/DFL puede ser aplicado a
diferentes tipos de tejidos de bovino para la determinacién de los 4 HAPs sin cambios
significativos en la precisidon y exactitud del sistema. En la figura 5.24 se presentan los
cromatogramas obtenidos para los diferentes tipos de tejidos analizados mediante el
acople DMFS-EFS-CLAR/DFL, en cada uno de ellos se puede observar la ausencia de picos
interferentes a los tiempos de retencion de los analitos de interés, indicando de esta

forma que las etapas de limpieza optimizadas fueron eficientes.
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Figura 5.23. Robustez de la metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DFL con diferentes tejidos de
bovino a dos niveles de fortificacion (0.1y 0.6 ng g'). a. Recobros. b. Precisién C.V. %.

5.9.6 Aplicacion de la metodologia en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL a muestras de higado con

dafos patoldgicos y productos alimenticios de origen animal

El siguiente paso en la validacion del método en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL

consistiod en aplicar la metodologia analitica a 4 muestras de higado de bovino con dafios

patoldgicos (muestras identificadas con los numeros 2, 17, 27 y 30) provenientes de

ejemplares jovenes del Complejo Agroindustrial de Tizayuca (CAIT). También fueron

analizadas muestras de jamdn ahumado de dos marcas registradas comercialmente con la

metodologia en linea.

1
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Figura 5.24. Cromatogramas obtenidos mediante la aplicacién de DMFS-EFS-CLAR/DFL. A. Disolucion
estandar de 1.5 ug L™ de HAPs. B. Muestra fortificada a 0.6 ng g* de HAPs. C. Muestra sin fortificacién. a.
Higado. b. Mdusculo c. Pulmén. 1. Benzo[a]antraceno. 2. Benzo[b]fluoranteno. 3. Benzo[k]fluoranteno. 4.
Benzo[a]pireno. Modo isocrético con 91:9 v/v metanol:agua a flujo de 1.0 mL min’.
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Las muestras de jamén analizadas no presentaron picos cromatograficos
detectables por el método analitico propuesto que indicaran la presencia de los HAPs

como puede observarse en la figura 5.25.a, cromatograma C.

Muestra 27 sin fortiicar

mvolis}” | Compuesto desconocido

200

150
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100

40

—
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Figura 5.25. Cromatogramas aplicando la metodologia DMFS-EFS-CLAR/DFL a. A. Muestra de
patologia nimero 27, zoom de pico sospechoso con adicién de benzo[k]fluoranteno y muestra 27
fortificada. B. Disolucién control de 0.15 pg L™ de HAPs. C. Muestra de jamén ahumado. b. A.
Disolucién control de 0.25 pg L™. B. Muestra de patologia nimero 17.

146



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de higado con dafos patologicos identificadas con los niumeros 2, 17
y 30 no presentaron picos cromatograficos detectables que indicaran la presencia de los
HAPs por este método (figura 5.25.b, cromatograma B). En el caso de la muestra
identificada con el numero 27 presentd un pico cromatografico con el tiempo de
retenciéon del benzo[k]fluoranteno, este comportamiento fue corroborado mediante
triplicados y fortificacion de la muestra a 0.1 ng g de benzo[k]fluoranteno; en la figura

5.25.a se presentan los cromatogramas (A y B) respectivos.

Los cromatogramas obtenidos del analisis de la muestra de higado nimero 27
indicaron un incremento de pico del compuesto desconocido por la adicidon del
benzo[k]fluoranteno. Por lo anterior se considera que la muestra 27 probablemente
presentd el benzo[k]fluoranteno a niveles no cuantificables, pues la especificidad de la
metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DFL con la deteccidon fluorescente es una
herramienta confiable para indicar la presencia del HAP, sin embargo un analisis por CLAR-

EM verificaria completamente esta afirmacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible indicar que el método analitico
utilizado ofrece resultados confiables, sensibles, exactos, precisos y rapidos para la

elaboracidén de un diagndstico veterinario.

5.10 Ventajas de la metodologia analitica en linea DMFS-EFS-CLAR/DFL para la
determinacion de HAPs en tejidos de bovino frente a otras metodologias aplicadas en
alimentos

Los reportes publicados acerca de trabajos realizados con muestras de higado en la
determinaciéon de HAPs son escasos; son predominantes los andlisis en muestras de
mariscos y aceites comestibles. En la tabla 5.36 se indican algunas metodologias utilizadas

para el analisis de HAPs en diferentes matrices.

Es evidente que la DMFS, bien sea en el modo fuera de linea o en linea ofrece un
menor consumo de disolventes (11 mL), bajos tiempos de andlisis (1 h), cantidades
pequefias de muestra y limites de deteccidn lo suficientemente bajos para competir con

otros sistemas de andlisis como CG-EM. Incluso el método EPA 8310 para residuos sdlidos
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Tabla 5.36. Datos comparativos entre la metodologia analitica propuesta DMFS-EFS-CLAR/DFL y
otras metodologias de extraccién y analisis para HAPs en diferentes matrices.

U Soxhlet® Método DMFS fuera de EAM! DMFS™ en
8310 EPA linea linea

Cantidad de muestra (g) 10° 10° 0.05" 1-0.2 0.05
Consumo de reactivos 160° 300° 105 18' 11
(mL)
Tiempo de extraccion y | gy | 16241 1h 45 min 1h
analisis
Limpieza n.d° silica gel s.| silica gel s.|
Determinacion CG-EM | CLAR-DFL CLAR-DFL Céﬁf’ CLAR-DFL
Recobros (%) 70-118 n.d 99 -103 86 - 98 96 - 99
LDM (ug kg™) 20-75 | 0.013-0.66 0.4-0.9 0.1-0.5 0.012

®Anyakora et al., 2005. PMuestras marinas. ‘Diclorometano, cloruro de metileno, ACN. °Sélidas, suelos, agua 16 HAPs.
*Acetona:Hexano (1:1 v/v) ®Trabajo realizado en el laboratorio de analisis de trazas. "Muestras de higado y camarén.
iACN, metanol. ‘Pena et al., 2007. *salmén y trucha. 'Hexano’ metano con hidréxido de potasio, diclorometano. "El
presente trabajo. n.d: No hay datos. n.r: No reportado. s.l: Sin limpieza. EAM: Extraccidn Asistida por Microondas.

emplea grandes cantidades de disolventes en la metodologia de extraccidon (soxhlet) y
tiempo realmente prolongados (16-24 h), sin tener en cuenta el tiempo de analisis

cromatografico para los 16 HAPs prioritarios (37 min).

De acuerdo con los lineamientos del Reglamento (Comunidad Europea CE) No
333/2007 de la Comision 28 de marzo de 2007, en el que se establecen los métodos de
muestreo y anadlisis para el control oficial de los niveles de benzo[a]pireno en productos
alimenticios, los LD recomendados para mariscos son menores de 0.3 ng g'l. La
metodologia DMFS-EFS-CLAR/DFL satisfactoriamente con este

acoplada cumple

parametro de calidad, pues el LDEM para el benzo[a]pireno fue de 0.012 ng g'l.

Mediante el sistema acoplado fue posible aumentar la sensibilidad de Ia
metodologia en un factor de 75 veces respecto al sistema fuera de linea para el analisis de
HAPs. Por lo anterior se puede considerar que la metodologia analitica propuesta es
amigable con el ambiente al compararla con las metodologias convencionales (Método
EPA 8310 con LDM: 0.013-0.66 ug kg™), ademds de ser rapida, exacta, precisa y con un
alto potencial de automatizacion para monitorear este tipo de sustancias en tejidos

bioldgicos.
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El uso de pequenas cantidades de muestras permitird a futuro realizar los analisis
de biopsias y obtener, en un tiempo maximo de una hora, resultados rdpidos y exactos de

la muestra.

5.11 Comparacion de los métodos analiticos acoplados para la determinacidon de OFFs y

HAPs en muestras de bovino

En la tabla 5.37 se presentan las condiciones de operacion mas relevantes entre
los dos métodos analiticos acoplados para la determinaciéon de OFFs y HAPs en tejidos de
bovinos. Las diferencias fisicoquimicas (principalmente solubilidad) entre los dos grupos
de contaminantes son las responsables de las diferencias en las secuencias de limpieza y
elucién finales para los OFFs y HAPs empleando la configuracion de la figura 5.11. Los
parametros determinados para la retencidén cuantitativa de los analitos en estudio en la
columna de pre-concentracién con silice Cy3 (P, figura 5.11) se indican en la tabla 5.37.

Tabla 5.37. Parametros optimizados de las metodologias acopladas DMFS-EFS-CLAR/DAD y DMFS-
EFS-CLAR/DFL para la determinacién de OFFs y HAPs respectivamente, en muestras de bovino.

Parimetro DMFS-EFS-CLAR/DAD DMFS-EFS-CLAR/DFL
OFFs HAPs
- Tamafio de la muestra (g) 0.050 0.050
_ o 1. Agua (2.5 mL). 2. 1. Agua (5.0 mL). 2. ACN:Agua
- Secuencia de limpieza ACN:Agua 30:70 v/v (2.0 | 30:70 v/v (5.0 mL). 3. ACN:Agua
mL) 40:60 v/v (4.0 mL)
- Elucién ACN al 100 % (2.0 mL) ACN al 100 % (2.0 mL)
- Caudal de prg;concentraaon del 0.8 1.0
extracto (mL min™)
- Volumen de agua de dilucién en la
. S 8.0 3.0
camara dinamica de mezclado (mL)
- Tiempo de analisis (min) 45 60
- Limites de  deteccion vy 1 1
cuantificacion 0.04-0.25 ng g 0.012ngeg
- Recobros (%) 91-101 96-99
- Robustez C.V. % <12 <10

Los 9 OFFs se retienen satisfactoriamente en el sistema acoplado cuando el
porcentaje de ACN:Agua presente estuvo entre 25:75 y 20:80 v/v, mientras que los 4 HAPs

lo hacen al 40:60 v/v de ACN:Agua; siendo en cada caso, la concentracién mas adecuada
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para evitar fugas en el sistema de medida. De acuerdo con los valores de Log K, de los
primeros 4 OFFs (metil paration, fenitrotion, paratidn, clorfenvinfos y diazindn) estos se
encuentran por debajo de 4.5, lo cual indica menor fuerza de adsorcion en la silice Cig
cuando la concentracién de ACN:Agua es igual o mayor al 50:50 v/v. Razén por la cual la
concentracion de disolvente organico en las etapas de limpieza fue relevante para

mantener los recobros de los 9 OFFs cuantitativos.

Cuando se pre-concentraron disoluciones de los HAPs en ACN:Agua al 50:50 v/v los
4 HAPs presentaron recobros por encima del 40 %; es decir, la capacidad de retencién de
este tipo de compuestos es evidentemente mayor respecto a los OFFs en silice Cig dadas
sus propiedades hidrofébicas. Las etapas de limpieza en la muestra de higado cuando los
HAPs estan presentes en el cartucho de DMFS fueron 3, mientras que, con los OFFs, 2

etapas fueron requeridas para evitar fugas de los OFFs mas polares.

El tiempo de andlisis para los dos grupos de contaminantes con las metodologias
acopladas oscilé entre 45 y 60 minutos; la elucidon de los HAPs presentd tiempos mayores
con respecto a los presentados por los OFFs, debido a las altas retenciones que presentan
los HAPs en la columna analitica. Para los OFFs se presentd una amplia gama de
interacciones tanto polares como apolares dada la estructura quimica de esta familia de

plaguicidas.

Las dos metodologias acopladas mostraron la robustez suficientes para aplicarse a
diferentes tejidos de bovinos sin cambios en la precision del método inicial (para muestras
de higado). Los valores de los C.V. % fueron inferiores al 13 % lo cual es bastante

aceptable teniendo en cuenta la alta complejidad de las muestras analizadas.

Los limites de deteccidn para los HAPs son evidentemente mds bajos que los
obtenidos para los OFFs. Esta diferencia es debido a la estructura molecular muy
conjugada que caracteriza a los HAPs, los cuales presentan propiedades fluorescentes que
permiten su deteccidn a nivel de ultra-trazas. El analisis de los HAPs por cromatografia
liguida con detector de fluorescencia es una de las metodologias mas sensibles y

selectivas para este tipo de contaminantes (Smoker et al., 2010).
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Caso contrario sucede con los OFFs, los cuales presentan absorciones en la regién
del UV (e:coeficientes de absortividad molar, bajos) y la presencia de dobles enlaces

conjugados es mas baja que en los sistemas policiclicos.

En general los sistema acoplados DMFS-EFS-CLAR/DAD y DMFS-EFS-CLAR/DFL
deben ajustarse para cualquier tipo de analito tomando como referencia las propiedades
fisicoquimicas de solubilidad, volatilidad, estabilidad fotoquimica y térmica, etc., que
permitan la extraccion y posterior andlisis de los analitos de forma exacta y precisa para

cualquier tipo de diagndstico.
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La metodologia analitica acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD para la determinacion de
OFFs, presenté la calidad analitica de linealidad (0.995 < r £0.999), precisiéon (C.V. % < 12),
exactitud (91 - 101 %) y robustez necesaria para su aplicacion en diferentes tejidos de
bovino para el control de calidad en productos destinados al consumo humano y para la
elaboraciéon de un diagndstico veterinario en ejemplares expuestos a este tipo de
contaminantes. Los limites de deteccidn alcanzados con la metodologia propuesta son
aceptables, teniendo en cuenta los limites maximos permisibles de la Norma Mexicana.

Estos valores oscilaron entre 0.04 y 0.25 ug g'1 de muestra en base humeda.

Dentro de las ventajas obtenidas con el método DMFS-EFS-CLAR/DAD se
encuentran: el bajo consumo de disolventes (disminucién de costos), manipulaciéon de
pequeiias cantidades de muestra, tiempos de andlisis cortos, ademas de un menor
numero de pasos en el proceso de tratamiento de la muestra, si se compara con el
Método Oficial Mexicano NOM-Z00-026-1994 que regula este tipo de contaminantes en

tejidos de bovino.

La metodologia analitica acoplada DMFS-EFS-CLAR/DFL para la determinacion de
HAPs, presenté la calidad analitica de linealidad (0.998 < r £ 0.999), precisién (C.V. % < 10),
exactitud (96 - 99 %) y robustez necesaria para su aplicacién en diferentes tejidos de
bovino para el control de calidad en productos destinados al consumo humano y para
contribuir al diagnéstico médico veterinario en ejemplares expuestos a este tipo de
contaminantes. Los limites de deteccién y cuantificacidon alcanzados con la metodologia
propuesta son aceptables (LD: 0.012 ng g*) si se comparan con otros sistemas de anélisis
de mayor costo como lo es un sistema CLAR-EM/EM (aprox. LD: 0.03 ng g), lo cual

representa una gran ventaja respecto a la relacidn costo:sensibilidad.

En general la robustez de la metodologia de analisis permite ser aplicada
rapidamente a otros tipos de tejidos (musculo, pulmdn y jamdn) sin cambios en las

caracteristicas estadisticas de calidad (precision y exactitud).
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El acople de dos metodologias de extraccidon y posterior analisis por cromatografia
de liquidos con un detector con arreglo de diodos o de fluorescencia, ha sido el primer

trabajo reportado sobre esta tematica en la literatura especializada.
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Los resultados obtenidos en este trabajo abren la posibilidad de ahondar en el
estudio del comportamiento fisicoquimico de otro tipo de contaminantes al aplicar la
metodologia acoplada DMFS-EFS-CLAR/DAD o DMFS-EFS-CLAR/DFL en diferentes
muestras soélidas o de alta viscosidad que requieran resultados de forma rapida,

econdmica y confiable.

Con los resultados obtenidos en el desarrollo de la primera metodologia acoplada
entre la DMFS al sistema cromatografico mediante la EFS, es posible continuar con el
proceso de automatizacion del sistema analitico propuesto. La incorporacién de
electrovalvulas, bombas controladas a través de un “software” y un automuestreador con
varios cartuchos de DMFS en acero inoxidable serian requeridos para lograr la total

automatizacién de la metodologia aqui desarrollada.

Se debe continuar con el estudio de otros contaminantes presentes en muestras
alimenticias destinadas para el consumo humano y de esta forma concientizar la
necesidad del control de calidad de los alimentos desde el origen hasta su destino final.
Las metodologias acopladas brindan suficientes ventajas analiticas que permitirian
desplazar a las ya existentes, las cuales requieren un mayor consumo de reactivos, tiempo

de andlisis prolongados y una mayor generacioén de residuos.

Dada la robustez de los sistemas acoplados DMFS-EFS-CLAR/DAD y DMFS-EFS-
CLAR/DFL su aplicaciéon a otro tipo de matrices es promisoria pues su adecuacion no

requiere de otros aditamentos que incrementen el costo de los analisis.

Finalmente, las metodologias analiticas propuestas DMFS-EFS-CLAR/DAD y DMFS-
EFS-CLAR/DFL deben validarse mediante la aplicacion de estudios inter-laboratorio que
garanticen la reproducibilidad, robustez, selectividad y exactitud bajo otras condiciones de

operacion.

154



8. Referencias Bibliograficas




8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

&

Aboudania, M., and Lapadula, D.M. 1990. Mechanisms of organophosphorus ester induced
delayed neurotoxicity: Type | and Type Il. Annual Reviews Pharmacology Toxicology, 30, 405-440.

Alcaide-Molina, M., Ruiz-Jiménez, J., Mata-Granados, J.M and Luque de Castro, M.D. 2009. High
through-put aflatoxin determination in plant material by automated solid-phase extraction on-line
coupled to laser-induced fluorescence screening and determination by liquid chromatography—
triple quadrupole mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1216, 1115-1125.

Anyakora, C., Ogbeche, A., Palmer, P., and Coker, H. 2005. Determination of polynuclear aromatic
hydrocarbons in marine samples of Siokolo Fishing Settlement. Journal of Chromatography A,
1073, 323-330.

B

Barker, S. 2000. Applications of matrix solid-phase dispersion in food analysis. Journal of
Chromatography A, 880, 63-68.

Barker, S. 2007. Matrix solid phase dispersién (MSPD). Journal of Biochemical Biophysical
Methods, 70, 151-162.

Barranco, A., and Alonso-Salces, R.M. 2003. Solid-phase clean-up in the liquid chromatographic
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in edible oils. Journal of Chromatography A,
988, 33-40.

Belkessam, L.P., Lecomte, V., and Milon, A. 2005. Influence of pre-treatment step on PAHSs
analyses in contaminated soils. Chemosphere, 58, 321-328.

Berrueta, L.A., Fernandez-Armentia, M., and Bakkali, A. 2001. Matrix solid-phase dispersion
technique for the determination of a new antiallergic drug, bilastine, in rat faeces. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 760, 185-90.

Beyer, A., and Marek, B. 2008. Applications of sample preparation techniques in the analysis of
pesticides and PCBs in food. Food Chemistry, 108, 669-680.

Bird, S.B., Stherland, T.D., Gresham, C., Oakeshott, J., Scott, C., and Eddleston, M. 2008. OpdA
Bacterial Organophosphorus Hidrolase Persevents Lethality in Rats after Poisoning with Highty
Organophosphorus pesticides. Toxicology, 247, 88-92.

Bogialli, S., and Di Corcia, A. 2007. Matrix solid-phase dispersion as a valuable tool for extracting
contaminants from foodstuffs. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 70, 163-179.

Bostrom, C.E., Gerde, P., Hanberg, A. Jernstrom, B., Johansson, C., and Kyrklund, T. 2002. Cancer
Risk Assessment, Indicator, and Guidelines for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in the Ambient
Air. Environmental Health Perspectives, 110, 451-488.

155



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Brian, P., and Scoot, J. 1994. Determination and confirmation of organophosphate pesticides and
their metabolites en Beef Tissue Using Thermospray/LC-MS. Journal of Agriculture Food Chemistry,
42,2619-2624.

Buonasera, K., D'Orazio, G., Fanali, S., Dugo, P., and Mondello, L. 2009. Separation of
organophosphorus pesticides by using nano-liquid chromatography. Journal of Chromatography A,
1216, 3970-3976.

C

Caballo-Lépez, A., and Luque de Castro, M.D. 2003. Continuous ultrasound-assisted extraction
coupled to on line filtration—solid-phase extraction—column liquid chromatography—post column
derivatisation—fluorescence detection for the determination of N-methylcarbamates in soil and
food. Journal of Chromatography A, 998, 51-59.

Campone, L., Piccinell, A.L. Ostman, C., and Rastrelli, L. 2010. Determination of
organophosphorous flame retardants in fish tissues by matrix solid-phase dispersion and gas
chromatography. Analytical Bioanalytical Chemistry, 397, 799-806.

Capriotti, A.L., Cavaliere, Ch., Giansanti, P., Gubbiotti, R., Samperi, R., and Lagana, A. 2010. Recent
developments in matrix solid-phase dispersion extraction. Journal of Chromatography A, 1217,
2521-2532.

Casarett, D. 1996. Toxicology. The Basic science of poisons. 5°Ed. 655-667.

Chen, L., Ding, L., Jin, H., Song, D., Zhang, H., Li, J., Zhang, K., Wang, Y., and Zhang, H. 2007. The
determination of organochlorine pesticides based on dynamic microwave-assisted extraction
coupled with on-line solid-phase extraction of high-performance liquid chromatography. Analytica
Chimica Acta, 589, 239-246.

Ciganek, M., and Neca, J. 2006. Polycyclic aromatic hydrocarbons in porcine and bovine organs
and tissues. Veterinarni Medicina, 51, 239-247.

Code of Federal Regulation (CFR). Title 40, Vol 20. Appendix B to Part 136- Definition and
Procedure for the Determination of the Method Detection Limit- Revision 1.11. From the U. S.
Government Printing Office via GPO Access. [40CFR136].

COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS, Diario Oficial de la Unién Europea. Por el que se
fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios.
REGLAMENTO (CE) No 1881/2006 DE LA COMISION de 19 de diciembre de 2006.

COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS, Diario Oficial de la Unién Europea. Por el que se
establecen los métodos de muestreo y analisis para el control oficial de los niveles de plomo,
cadmio, mercurio, estafio inorganico, 3-MCPD y benzo[a]pireno en los productos alimenticios.
REGLAMENTO (CE) No 333/2007 DE LA COMISION de 28 de marzo de 2007.

Coster, S., and Gudrun, K. 2008. Pollutant effects on genotoxic parameters and tumor-associated
protein levels in adults: a cross sectional study. Environmental Health, 7, 1-9.

156



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Coulibaly, K., and Scoot, J. 1993. Thermostability of Organophosphate Pesticides and Some of
Their Major Metabolites in Water and Beef Muscle. Journal Agriculture Food Chemistry. 41, 1719-
1723.

Coulibaly, K., and Scoot, J. 1994. Effect of pH and Cooking Temperature on the Stability of
Organophosphate Pesticides en Beef Muscle. Journal of Agriculture and Food Chemistry. 42, 2035-
2039.

Covaci, A., Mashiya, J., Molope, I., Tshiame, I., Molatlhegi, R., and Ngobeni, P. 2010. Miniaturized
methods based on matrix solid-phase dispersion for the rapid screening of 36 pesticides in
agricultural food commodities. Analytical Letters, 43, 1400-1410.

Currie, L. 1995. Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection and
quantification capabilities. Pure Applied Chemistry, 67, 1699-1723.

D

Diagne, R., Foster, G., and Khan, S. 2002. Comparison of Soxhlet and microwaveassisted
extractions for the determination of fenitrothion residues in beans. Journal of Agriculture and
Food Chemistry, 50, 3204-3207.

Dias, C., Alves, R.S., Casal, S. Oliveira, M.B., and Oliveira J. 2010. Development and Validation of
aMatrix Solid-Phase DispersionMethod to Determine Acrylamide in Coffee and Coffee Substitutes.
Journal of Food Science, 75, T57-T63.

Diaz-Plaza, E. M., Cortés, J.M., Vazquez, A. and Villén, J. 2007. Automated determination of
pesticide residues in olive oil by on-line reversed-phase liquid chromatography gas
chromatography using the through oven transfer adsorption desorption interface with electron-
capture and nitrogen-phosphorus detectors operating simultaneously. Journal of Chromatography
A, 1174, 145-150.

Dobrinas, S., Birghila, S., and Coatu, V. 2008. Assessment of polycyclic aromatic hydrocarbons in
honey and propolis produced from various flowering trees and plants in Romania. Journal of Food
Composition and Analysis, 21, 71-77.

E

Ericsson, M., and Colmsjo, A. 2003. Dynamic Microwave-Assisted Extraction Coupled On-Line with
Solid-Phase Extraction and Large-Volume Injection Gas Chromatography: Determination of
Organophosphate Esters in Air Samples. Analytical Chemistry, 75, 1713-1719.

European Commission Decision 2002/657/EC/2002. Implementing Council Directive 96/23/EC
concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results. Official
Journal of the European Communities. 17, 8, 2002.

157



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

F

Farhadian, A., Jinap, S., Abas, F., and Sakar, Z.I. 2010. Determination of polycyclic aromatic
hydrocarbons in grilled meat. Food Control, 21, 606-610.

Fernandez, V., and Gonzidlez, E. 2010. A matrix solid-phase dispersion—gel permeation
chromatography—programmed temperature vaporisation—GC-MS procedure for the analysis of
polycyclic aromatic. Journal of Separation Science, 33, 3741-3750.

Fernandez, M., Llomparta, M., Lamasa, J., Loresa, M., Garcia, C., Cela, R., and Dagnac, T. 2008.
Development of a matrix solid-phase dispersion method for the simultaneous determination of
pyrethroid and organochlorinated pesticides in cattle feed. Journal of Chromatography A, 1216,
2832-2842.

Jiménez-Soto, J.M., Cardenas, S., and Valcarcel, M. 2012. Evaluation of single-walled carbon
nanohorns as sorbent in dispersive micro solid-phase extraction. Analytica Chimica Acta, 714, 76-
81.

Finizio, A., Vighi, M., and Sandroni, D. 1997. Determination of N-Octanol/Water partition
coefficient (Kow) of pesticide critical review and comparison of methods. Chemosphere, 34, 131-
161.

Frenich, A., and Plaza, P. 2007. Multiresidue analysis of pesticides in animal liver by gas
chromatography using triple quadrupole tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, 1153, 194-202.

G

Garcia de Llasera, M.P., and Reyes-Reyes, M.L. 2009. A validated matrix solid-phase dispersion
method for the extraction of organophosphorus pesticides from bovine samples. Food Chemistry,
114, 1510-1516.

Garcia de Llasera, M.P., Cruz-Reyes, L., and Vera-Avila, L. 2010. A method for the analysis of
organophosphorus pesticide residues in Mexican axolotl. Journal of Environmental Science and
Health - Part B Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes, 45, 25-32.

Garcia, M., Rodriguez, |., and Cela, R. 2007. Optimisation of a matrix solid-phase dispersion
method for the determination of organophosphate compounds in dust samples. Analytica Chimica
Acta, 590, 17-25.

Garrido-Frenich, A., Plaza-Bolafios, P., and Martinez-Vidal, J. L. 2007. Multiresidue analysis of
pesticides in animal liver by gas chromatography using triple quadrupole tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 1153, 194-202.

158



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

H

Hajslova, J., and, Zrostlikova, J. 2003. Matrix effects in (ultra)trace analysis of pesticide residues in
food and biotic matrices. Journal of Chromatography A, 1000, 181-197.

Hankemeier, Th. and Rozenbrand, J. 1998. Data Correlation in On-Line Solid-Phase Extraction-Gas
Chromatography-Atomic Emission/Mass Spectrometric Detection of Unknown
Microcontaminants. Chromatographia, 48, 273-283.

Hennion, M.C. 1999. Solid-phase extraction: Method development, sorbents and coupling with
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 856, 3-54.

Hennion, M.C., Pichon, V. 1994. Solid-phase extraction of polar organic pollutans from water.
Environmental Science Technology, 28, 576A-583A.

Herrera, M.C., Prados-Rosales, R.C., Luque-Garcia, J.L., and Luque de Castro, M.D. 2002. Static-
dynamic pressurized hot water extraction coupled to on-line filtration-solid-phase extraction-high
—performance liquid chromatography-post-column derivatization-fluorescence detection for the
analysis of N-methylcarbamates in food. Analytica Chimica Acta, 463, 189-197.

Hyotylainen, T., and Riekkola, M.L. 2004. Approaches for on-line coupling of extraction and
chromatography. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 378, 1962-1981.

Ishizaki, A., Saito, K., Hanioka, N., Narimatsu, S., and Kataoka, H. 2010. Determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons in food samples by automated on-line in-tube solid-phase microextraction
coupled with high-performance liquid chromatography-fluorescence detection. Journal of
Chromatography A, 1217, 5555-5563.

K

Kalender, S., Ogutca, A., Uzunhisarcikli, M., Agikgoz, F., Durak, D., Ulusoy, Y., and Kalender, Y.
2005. Diazinon-induced hepatoxicity and protective effect of vitamin E on some biochemical
indices and ultrastructural changes. Toxicology, 211, 197-206.

Kalachova, K., Pulkrabova, J., Drabova, L., Cajka, T., Kocourek, V., and Hajslova, Jana. 2011.
Simplified and rapid determination of polychlorinated biphenyls, polybrominated diphenyl ethers,
and polycyclic aromatic hydrocarbons in fish and shrimps integrated into a single method
Analytica Chimica Acta, 707, 84-91.

Karageorgou, E.G., and Samanidou, V.F. 2011. Development and validation according to European
Union Decision 2002/657/EC of an HPLC-DAD method for milk multi-residue analysis of penicillins
and amphenicols based on dispersive extraction by QUEChERS in MSPD format. Jounal of
Separation Science, 34, 1893-1901.

159



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Kazerouni, N., Sinha, R., Hsu, C., Greenberg, A., and Rothman, N. 2001. Analysis de 200 food items
for benzo(a)pyrene and estimation of its inatake in an epidemiologic study. Food Chem. Toxicol.
39, 423-436.

Kristenson, E.M., and Shahmiri, S. 2004. Matrix solid-phase dispersion micro-extraction of
pesticides from single insects with subsequent GC—MS analysis. Chromatographia, 59, 315-320.

Kristenson, E.M., and Haverkate, E.G.J. 2001. Miniaturized automated matrix solid-phase
dispersion extraction of pesticides in fruit followed by gas chromatographic—mass spectrometric
analysis. Journal of Chromatography A, 917, 277-286.

Kruve, A., and Kunnapas, A. 2008. Matrix effects in pesticide multi-residue analysis by liquid
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1187, 58-66.

L

Lagang, A., and Faberi, A. 2004. Application of an innovative matrix solid-phase dispersion-solid-
phase extraction-liquid chromatography-tandem mass spectrometry analytical methodology to
the study of the metabolism of the estrogenic mycotoxin zearalenone in rainbow trout liver and
muscular tissue. Environmental Analytical Chemistry, 84, 1009-1016.

Lagunas-Allué, L., Sanz-Asensio, J., Martinez-Soria, M.T. 2010. Response surface optimization for
determination of pesticide residues in grapes using MSPD and GC-MS: assessment of global
uncertainty. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 398, 1509-1523.

Ledn-Gonzdlez, Z., Ferreiro-Vera, C., Priego-Capote, F., and Luque de Castro, M.D. 2011. Targeting
metabolomics analysis of the sunscreen agent 2-ethylhexyl 4-(N,N-dimethylamino)benzoate in
human urine by automated on-line solid-phase extraction—liquid chromatography—tandem mass
spectrometry with liquid chromatography—time-of-flight/mass spectrometry confirmation. Journal
of Chromatography A, 1218, 3013-3021.

Liang, H.D., Hana, D.M., and Yan, X.P. 2006. Cigarette filter as sorbent for on-line coupling of solid-
phase extraction to high-performance liquid chromatography for determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons in water. Journal of Chromatography A, 1103, 9-14.

Liguori, L., Heggstad, K., Hove, H.T., and Julshamn, K. 2006. An automated extraction approach for
isolation of 24 polyaromatic hydrocarbons (PAHs) from various marine matrixes. Analytica Chimica
Acta, 573, 181-188.

Liu, Q., Shi, J., Sun, J., Wang, T. Zeng, L. Zhu, N., and Jiang, G. 2011. Graphene-assisted matrix solid-
phase dispersion for extraction of polybrominated diphenyl ethers and their methoxylated and
hydroxylated analogs from environmental samples. Analytica Chimica Acta, 708, 61-68.

Liu, W,, Qj, J., Yan, L, Jia, Q., and Yuc, C. 2011. Application of poly(butyl methacrylate-co-ethylene
glycol dimethacrylate) monolith microextraction coupled with high performance liquid
chromatography to the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked meat
products. Journal of Chromatography B, 879, 3012-3016.

Long, G.L., and Winefordner, J.D. 1983. Limit of Detection: A closer look at the IUPAC definition.
Analytical Chemistry, 55, 7, 712-724A.

160



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Lundstedt, S., Haglund, P., and Oberg, L. 2000. Pressurised liquid extraction of polycyclic aromatic
hydrocarbons from contaminated soils. Journal of Chromatography A, 883, 151-162.

M

Mackay, D., Shiu, W.Y., and Ma, K.C. 1992. Illustrated Handbook of Physical-Chemical Properties
and Environmental Fate for Organic Chemicals, vol. Il, Lewis Publishers, Michigan.

Maldaner, L., Santana. C.C., and Jardim, I.C.F. 2008. HPLC Determination of Pesticides in Soybeans
using Matrix Solid Phase Dispersion. Journal of Liquid Chromatography, 31, 972-983.

Martinez-Nieto, L., Hodaifa, G., and Casanova, M.S. 2009. Elimination of pesticide residues from
virgin olive oil by ultraviolet light: Preliminary results Hazard, Journal of Hazardous Materials, 168,
555-559.

Moliner, Y. Campins, P. Molins, C. Segovia, L. and Seco, A. 2009. Miniaturized matrix solid phase
dispersion procedure and solid phase microextraction for the analysis of organochlorinated
pesticides and polybrominated diphenylethers in biota samples by gas chromatography electron
capture detection. Journal of Chromatography A, 1216, 6741-6745.

Monika, M., and Buszewski, B. 2004. Optimization of a matrix solid-phase dispersion method for
the determination analysis of carbendazim residue in plant material. Journal of Chromatography B,
800, 309-314.

Moreda-Pifieiro, J., Alonso-Rodriguez E., Ldopez-Mahia P., Muniategui-Lorenzo, S., Prada-
Rodriguez, D., Romaris-Hortas V., Miguez-Framil, M., Moreda-Pifieiro A., and Bermejo-Barrera, P.
2009. Matrix solid-phase dispersion of organic compounds and its feasibility for extracting
inorganic and organometallic compounds. Trends in Analytical Chemistry, 28, 110-116.

N

Nam, J.J., Song, K. C., Eom, S.H., and Lee, A. 2003. Distribution of polycyclic aromatic hydrocarbons
in agricultural soils in South Korea. Chemosphere, 50, 1281-1289.

Ndsz, S., Debreczeni, L., Rikker, T., and Eke, Z. 2012. Development and validation of a liquid
chromatographic-tandem mass spectrometric method for determination of eleven coccidiostats in
milk. Food Chemistry, 133, 536-543.

Norma Oficial Mexicana. NOM-028-Z00-1995. Determinacion de residuos de plaguicidas
organofosforados, en higado y musculo de bovinos, equinos, porcinos, ovinos, caprinos, cérvidos y
aves, por cromatografia de gases. Enero 1996.

161



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

0

Obiols, J., 2000. Plaguicidas organofosforados (I): Aspectos generales y toxicocinética. Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Espana. Disponible en:
ww.siafa.com.ar/notas/notal05/plaguicidas

P

Pagliuca, G., Gazzotti, T., Zironi, E., and Sticca, P. 2005. Residue analysis of organophosphorus
pesticides in animal matrices by dual column capillary gas chromatography with nitrogen—
phosphorus detection. Journal of Chromatography A, 1071, 67-70.

Pena, M.T., and Casais, C.M. 2008. Development of a matrix solid-phase dispersion method for the
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in sewage sludge samples. Analytica Chimica
Acta, 626, 155-165.

Pena, M.T., Casais, M.C., and Cela, M. 2007. Optimization of the matrix solid-phase dispersion
sample preparation procedure for analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in soils:
Comparison with microwave-assisted extraction. Journal of Chromatography A, 116, 32-38.

Pensado, L., Casais, M.C., Mejuto, M.C., and Cela, R. 2005. Application of matrix solid-phase
dispersion in the analysis of priority polycyclic aromatic hydrocarbons in fish samples. Journal of
Chromatography A, 1077, 103-109.

Panuwet, P., Nguyen, J.V., Kuklenyik, P., Udunka, S. O., Needham, L.L., and Barr, D.B. 2008.
Quantification of atrazine and its metabolites in urine by on-line solid-phase extraction-high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 391, 1931-1939.

Priyanthi, R.M.A., Wei, Hua., Chen, R.C., and Li, A. 2009. Optimization of the Matrix Solid Phase
Dispersion Extraction Procedure for the Analysis of Polybrominated Diphenyl Ethers in Human
Placenta. Analatical Chemistry, 81, 9795-9801.

Purcaro, G., Moret, S., and Conte, L.S. 2009. Optimisation of microwave assisted extraction (MAE)
for polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) determination in smoked meat. Meat Science, 81, 275-
280.

Q

Quintana, M.C., Ramos, J.J., Hernandez, L., and Ramos, L. 2010. Determination of residual
phenothiazines in liver by matrix solid phase dispersion combined with HPLC with fluorescence
detection. Journal of Liquid Chromatography, 33, 270-282.

Qiao, F. and Suna, H. 2010. Simultaneous extraction of enrofloxacin and ciprofloxacin from chicken
tissue by molecularly imprinted matrix solid-phase dispersion. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 53, 795-798.

162



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

R

Radisic, M., Grujic, S., Vasiljevic, T., and Lausevic, M. 2009. Determination of selected pesticides in
fruit juices by matrix solid-phase dispersion and liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Food Chemistry, 113, 712-719.

Ramos, J.J., Gonzdlez, M.J., and Ramos, L. 2009. Comparison of gas chromatography-based
approaches after fast miniaturized sample preparation for the monitoring of selected pesticide
classes in fruits. Journal of Chromatography A, 1216, 7307-7313.

Ravelo, L., Hernandez, J., and Rodriguez, M. 2008. Multi-walled carbon nanotubes as efficient
solid-phase extraction materials of organophosphorus pesticides from apple, grape, orange and
pineapple fruit juices. Journal of Chromatography A, 1211, 33-42.

Relya, R. 2005. Impact of insecticides and herbicides on the biodiversity of aquatic communities.
Ecological Applications. 15, 618-627.

Reyes, M.L. Tesis Maestria. Determinacién de residuos de plaguicidas organofosforados en higado
de res mediante dispersidon de matriz en fase sélida y cromatografia de liquidos con deteccion UV.
(2008). UNAM.

Russo, M., and Luigi, C. 2002. Determination of organophosphorus pesticide residues in human
tissue by capillary gas chromatography-negative chemical ionization mass spectrometry analysis.
Journal of Chromatography B, 780, 431-441.

S

Salas, J. Gonzdlez, M. and Noa, M. 2003. Organophosphorus Pesticide Residues in Mexican
Commercial Pasteurized Milk. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 4468-4471.

Salm, P., Taylor. P.J., Roberts, D., and De Silva, J. 2009. Liquid chromatography—tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantitative determination of the organophosphorus
pesticides dimethoate, fenthion, diazinon and chlorpyrifos in human blood. Journal of
Chromatography B, 877, 568-574.

Sanchez-Brunete, C., and Ester, M. 2007. Analysis of 27 polycyclic aromatic hydrocarbons by
matrix solid-phase dispersion and isotope dilution gas chromatography-mass spectrometry in
sewage sludge from the Spanish area of Madrid. Journal of Chromatography A, 1148, 219-227.

Scott, S., and Abdul, M. 2008. Solvent-resistant sol-gel polydimethyldiphenylsiloxane coating for
on-line hyphenation of capillary microextraction with high-performance liquid chromatography
Journal of Chromatography A, 1205, 26-35.

Self, R.L., Wu, W-H., and Marks, H.S. 2011. Simultaneous Quantification of Eight Biogenic Amine
Compounds in Tuna by Matrix Solid-Phase Dispersion followed by HPLC-Orbitrap Mass
Spectrometry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59, 5906-5913.

163



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Serrano, R., Barreda, M., Pitarch, E., and Hernandez, F. 2003. Determination of low concentrations
of organochlorine pesticides and PCBs in fish feed and fish tissues from aquaculture activities by
gas chromatography with tandem mass spectrometry. Journal of Separation Science, 26, 75-86.

Serrano, R., and Lépez. F.J. 1999. Multiresidue determination of persistent organochlorine and
organophosphorus compounds in whale tissues using automated liquid chromatographic clean up
and gas chromatographic-mass spectrometric detection. Journal of Chromatography A, 855, 633-
643.

Serrano, R., Lépez, F.J., Hernandez, F., and Pefa, J.B. 1997. Bioconcentration of Chlorpyrifos,
Chlorfenvinphos, and Methidathion in Mytilus galloprovincialis. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, 59, 968-975.

Serpe, F.P., Esposito, M., Gallo, P., and Serpe, L. 2010. Optimisation and validation of an HPLC
method for determination of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in mussels. Food Chemistry,
122, 920-925.

Shabir, G.A. 2003. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis. Journal of Chromatography A, 987, 57-66.

Shamsipur, M., and Hassan, J. 2010. A novel miniaturized homogenous liquid-liquid solvent
extraction-high performance liquid chromatographic-fluorescence method for determination of
ultra traces of polycyclic aromatic hydrocarbons in sediment samples. Journal of Chromatography
A, 1217, 4877-4882.

Shen, Z-L., Yuan, D., Zhang, H., Hu, M., Zhu, J-H., Zhanga, X-Q and Suc, Q-D. 2011. Matrix Solid
Phase Dispersion-Accelerated Solvent Extraction for Determination of OCP Residues in Fish
Muscles. Journal of the Chinese Chemical Society, 58, 494-502.

Simon, R., Palme, S., and Anklam, E. 2006. Single laboratory validation of a gas chromatography
mass spectrometry method for quantification of 15 European priory polycyclic aromatic
hydrocarbons in spiked smoke flavourings. Journal of Chromatography A, 1103, 307-313.

Singh, K. 2008. Comparison of polycyclic aromatic hydrocarbon levels in placental tissues of Indian
women with full- and preterm deliveries. International Journal of Hygiene and Environmental
Health, 211, 639-647.

Smoker, M., Tran, K., and Smith, R. 2010. Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHs) in Shrimp. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 58, 12101-12104.

Su, R., Wang, X., Xu, X., Wang, Z., Li, D., Zhao, X,, Li, X., Zhang, H., and Yu, Aimin 2011. Application
of multiwall carbon nanotubes-based matrix solid phase dispersion extraction for determination of
hormones in butter by gas chromatography mass spectrometry. Journal of Chromatography A,
1218, 5047-5054.

Sun, F., and Chen, H-S. 2008. Monitoring of pesticide chlorpyrifos residue in farmed fish:
Investigation of possible sources. Chemosphere, 71, 1866-1869.

164



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

T

Teixeira, D., and Teixeira, C. 2005. Novel methods to extract flavanones and xanthones from the
root bark of Machura pomifera. . Journal of Chromatography A, 1062, 175-181.

Tollback, J., Blasco-Bigatd, M., Crescenzi, C., and Strom, J. 2008. Feasibility of Analyzing Fine
Particulate Matter in Air Using Solid-Phase Extraction Membranes and Dynamic Subcritical Water
Extraction. Analytical Chemistry, 80, 3159-3167.

U

US Department of Health and Human Services (ATSDR). 1995. Toxicological profile for polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs)(Update). Atlanta, GA, US.

v

Valcarcel, M., and Gémez, A. 1994. Técnicas Analiticas de Separacién. Editorial Reverté, S.A.
Barcelona. Capitulo 12. 337.

Valsamaki, V.., and Boti, V.. 2006. Determination of organochlorine pesticides and
polychlorinated biphenyls in chicken eggs by matrix solid phase dispersion. Analytical Chimica.
Acta, 195, 573-574.

Vives, I., Grimalt, J. O., and Guitart, R. 2001. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos y la salud
humana. Apuntes de Ciencia y Tecnologia, 3, 45-51.

Vuontisjarvi, H., Keinanen, M., Vuorinen, P., and Peltonen, K. 2004. A comparison of HPLC with
fluorescence detection and fixed wavelength fluorescence methods for the determination of
polycyclic aromatic hydrocarbon metabolites in fish bile. Polycyclic Aromatic Compounds, 24, 333-
342.

W

Walter, C., and Lott, H. 1993. Matrix solid-phase dispersidon extraction and the analysis of drugs
and enviromental pollutants in aquatic species. Journal of Chromatography A, 642, 225-242.

Wang, S., Mu, H., Bai, Y., Zhang, Y., and Liu, H. 2009. Multiresidue determination of
fluoroquinolones, organophosphorus and N-methyl carbamates simultaneously in porcine tissue
using MSPD and HPLC-DAD. Journal of Chromatography B, 877, 2961-2966.

Wang, Y., Xiao, L., and Cheng, M. 2011. Determination of phenylureas herbicides in food stuffs
based on matrix solid-phase dispersion extraction and capillary electrophoresis with
electrochemiluminescence detection. Journal of Chromatography A, 1218, 9115-9119.

165



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Wang, Z., Ma, X,, Na, G., Lin, Z., Ding, Q., and Yao, Z. 2009. Correlations between physicochemical
properties of PAHs and their distribution in soil, moss and reindeer dung at Ny-Alesund of the
Arctic. Environmental Pollution, 157, 3132-3136.

Webster, L., McKenzie, G.F., and Moriarty, H.T. 2002. Organophosphate-based pesticides and
genetic damage implicated in bladder cancer. Cancer Genetics and Cytogenetics, 133, 112-117.

Wood, R. 1999. How to validate analytical methods. Trends in Analytical Chemistry, 18, 624-632.

Y

Yin, H., Tan, Q., Chen, Y., Lv, G., and Hou, X. 2011. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs)
pollution recorded in annual rings of gingko (Gingko biloba L.): Determination of PAHs by GC/MS
after accelerated solvent extraction. Microchemical Journal, 97, 138-143.

Z

Zafer, A., and Guler, E. 2007. Histopathological changes in the livers and kidneys of fish in Sariyar
Reservoir, Turkey. Environmental Toxicology and Pharmacology. 23, 242-249.

Zang, X., Luo, R,, Song, N., Chen, T. K., and Bozigian, H. 2005. A novel on-line solid-phase extraction
approach integrated with a monolithic column and tandem mass spectrometry for direct plasma
analysis of multiple drugs and metabolites. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 19,
3259-3268.

Zhang, H., Xue, M., and Dai, Z. 2010. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in aquatic
products by HPLC-fluorescence. Journal of Food Composition and Analysis, 23, 469-474.

Zhao, M., and Wielen, F. 1999. Optimization of a matrix solid-phase dispersion method with
sequential clean-up for the determination of alkylphenol ethoxylates in biological tissues. Journal
of Chromatography A, 837, 129-138.

Zhu, L. 2008. Effect of rhamnolipids on the uptake of PAHs by ryegrass. Environmental Pollution,
156, 46-52.

166



ANEXOS




ANEXO |

Fichas de seguridad de los contaminantes estudiados

Clorfenvinfos Nombre comun: Clorfenvinfos (BSI), E-ISO,
O\ T T (m)F-ISO, BPC); CVP (JMAF); a excepcion de
AN (EUA).

ClHe=c—0 O CH,—CH; Nombre IUPAC: (EZ)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)

cl vinil dietil fosfato. Nombre C.A. 2-cloro-1-(2,4-
diclorofenil)etenil dietil fosfato.

Numero CAS: [470-90-6], OMS 1328 ENT
c1 24969. CGA 26351

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 359.56 g/mol. Férmula molecular: C;,H;,Cl;0,P
Forma cristalizacion: Liquido de color amarillo claro, con olor ligero. Punto de fusién: -23 y -19 °C.
Punto de ebullicién: 167-179 °C. Presién de vapor: 0.53 mPa. n&? = 1.5281. K,,, Log P: 3.85-4.22:
Solubilidad 23°C: 145 mg/L en agua, es soluble en los disolventes organicos mas comunes como:
acetona, etanol, xileno, propilen gllicol, diclorometano y hexano: Estabilidad: Es corrosivo para los
metales, ataca al estafio, latén, hierro y acero. Se descompone al calentarse y al quemarse,
produciendo gases toxicos y corrosivos como el cloruro de hidrégeno y los dxidos de fésforo.

Aplicaciones: Para control de garrapatas, moscas, piojos, pulgas, gusano barrenador, acaros,
moscas en bovinos, porcinos, equinos, ovinos, caprinos, caninos y sarna en bovinos: como
concentrado emulsionable en equivalentes gramos de ingrediente activo (I.A./kg o L) 200 y como
solucién concentrada acuosa en equivalentes gramos de ingrediente activo (I.A./kg o L) 300

Analisis: Andlisis de residuos por GLC-FID (CIPAC Handbook, 1980, 1A, 1131;FAQ Specification)

Toxicologia en mamiferos: Oral para ratas: LDsy: 9.7-39.0 mg tech/kg. Para perros > 12000 mg/kg.
Inhalacion aguda LCsq: (4 h) para ratas

Ecotoxicologia: Es extremadamente téxico para peces, insectos y zooplancton. Ademas, es
moderadamente téxico para anfibios, moluscos y aves. En este Ultimo grupo de animales puede
ocasionar los siguientes efectos subletales: reduccién del vuelo y canto, ataxia, ataraxia,
postracidn, debilidad en las alas, plumaje erizado, postura alterada, rigidez, caidas al caminar, falta
de alimentacién y pérdida de peso, lagrimeo, disnea, temblores y convulsiones. Algunas especies
de frijol son susceptibles a este plaguicida. Asimismo, puede ocasionar dafios por aplicacion
directa en semillas de ciertos cultivos.

Destino Ambiental: Al ser liberado al aire puede presentarse como vapor y como particulas. El
vapor reacciona con radicales hidroxilo y ozono para ser eliminado de la atmdsfera, con una vida
media de 7 y 92 horas respectivamente. Las particulas son removidas fisicamente por
precipitacién con la lluvia y el polvo. La fotélisis directa es también otro mecanismo posible de
eliminacion de este compuesto en condiciones ambientales. En suelo la movilidad del
Clorfenvinfos es moderada y puede lixiviarse hasta las aguas subterraneas. Su persistencia puede
llegar a ser elevada dependiendo del tipo de suelo, la formulacién y la dosis aplicada. Su vida
media en los sistemas terrestres varia entre 14 y 84 dias para suelos minerales y es mayor de 150
dias en suelos organicos. El 1-(2,4-diclorofenil) etanol, la 2,4-dicloroacetofenoca y la sal sédica del
desetil-clorfenvinfos han sido identificados como los principales productos de su biodegradacion
en suelos. En el agua se adsorbe a los sélidos suspendidos y sedimentos (vida media de 13.2 dias).
La volatilizacidn y la hidrdlisis no son importantes para este plaguicida ni en el suelo ni en los
cuerpos de agua. No parece acumularse en animales o en plantas. Sin embargo, en especies
vegetales como la calabaza, zanahoria, cebolla, maiz y papa puede ser absorbido y translocado.
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Carbofenotion Nombre comun: Carbofenotién (BSI, E-ISO, (m)
Sx. F-1SO, ANSI, ESA).Trition
Po Nombre IUPAC: S-4-Clorofeniltiometil O,O-

;S 3 dietilfosforoditioato. Nombre C.A. S-[[(4-
Cl S clorofenil)tio]metil]-O,0-dietil fosforoditioato
Numero CAS: [786-19-6]

N4

O.__CHj
0.__CH

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 342.86 g/mol Férmula molecular: C;,;H;¢,CIO,PS;
Forma: Liquido incoloro con un olor similar al mercaptano. Punto de ebullicién: 82 °C. Punto de
fusion: Desconocido. Presién de vapor: 1.07 mPa (25 °C). n3? = 1.598. Kow, Log P: 4.72-5.12.
Solubilidad: < 1 mg/L en agua, es soluble en los disolventes organicos mas comunes como:
acetona, etanol, keroseno, 4-metilpentano-2-ona, xileno. Estabilidad: Es relativamente estable a la
hidrdlisis y calor (< 80 °C), la oxidacidn ocurre en el fosforotioato

Aplicaciones: Es un acaricida no sistémico e insecticida con una larga accién residual, es usado en
combinacion con aceite de petréleo en spray para el control de plagas en arboles con frutas
citricas y en algoddn. En combinacion con el metil-paratidon para el control en cultivos de uva y
Oidium spp. y Delia coarctata en granos

Analisis: Andlisis de productos GLC (AOAC Methods, 1984, Pestic. Anal. Man., 1979. Analytical
methods estan disponibles de Stauffer Chemical Co. AOAC Method 968.24. Organophosphorus
Pesticide Residues Sweep codistillation method).

Toxicologia en mamiferos: Oral para ratas albino: LDsy: 79.4 mg/kg, hembras 20.0 mg/kg

Ecotoxicologia: Esta sustancia puede ser peligrosa para el ambiente; deberia prestarse atencion
especial a peces, abejas y pajaros. Los LD50 para ratas macho es de 79.4 mg/kg y hembras de 20
mg/kg, en conejos 1850 mg/kg. Toxicidad aguda en peces en agua fria con truchas arcoiris 56 ppb
en agua calida 13 ppb. En invertebrados adultos 1.2 ppb. Toxicidad aguda en peces de agua dulce:
peces de agua fria, trucha arco iris - 56 ppb; Peces de aguas calidad: pez sol - 13 ppb. — Toxicidad
oral aviar aguda: codorniz - 320 mg/kg. - Toxicidad aguda para los invertebrados de agua dulce:
Palaemontes adultos 1.2 ppb - Toxicidad aguda para los organismos marinos y estuarinos: el
camaron rosado 0.47 ppb, pez sheepshead - 17 ppb. - Toxicidad crénica para los organismos
marinos y estuarinos: camardn hierba estudio del ciclo de vida - la concentracién maxima
aceptable Tedrica (MATC) >0.22<0.36 ppb; embriones de pececillo sheepshead / juveniles estudio
MATC >1.3<2.8 ppb. - Carbofenotidon se caracteriza por ser altamente téxico para los organismos
de agua dulce y marinas / estuarinas y altamente toxico para aves de caza de tierras altas.

Destino Ambiental: La excrecién del carbofenotidn es rapida. Los metabolitos del carbofenotion
fueron encontrados en ratas, donde los productos de 4-clorotiofenol metilsulfona, 3-hidroxilacion
y el acido p-clorobencenosulfinico fueron detectados. Existen pocos datos sobre la distribucion del
carbofenotion en el medio ambiente. Estudios preliminares indican que este plaguicida es
relativamente inmdvil en suelos franco arenosos, sin embargo no se puede indicar la
contaminacidn en aguas superficiales. Presenta bajo potencial de lixiviacion pero genera varios
productos de degradacién, aquellos con grupos sulfona y sulfoxido pueden tener mayor movilidad
en el suelo. Puede ser susceptible de biodegradacion en agua despues de dos semanas;
aproximadamente el 10% de la concentracidn inicial de 10 mg/L permanece en muestras de agua
de rio. La Hidrdlisis del compuesto puede ser una ruta de degradacién en agua; sin embargo, no
hay datos registrados bajo condiciones ambientales (pH 5-9). El valor de su log Kow y algunos
studios realizados sugieren que su potencial de bioconcentraciéon en organismos acuaticos es muy
alto.
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Paration Nombre comin: Paration (BSI, E-ISO, F-ISO,
° S ESA, JMAF); thiophos (anteriormente a

\P// excepcion de Rusia).
/ \O/\CH3 Nombre IUPAC: 0,0-Dietil-O-4-nitro-
o feniltiofosfato . Nombre C.A.: O,0-dietil O-(4-
OZN/ nitrofenil) fosforotioato. Nombre Bayer: E-605
Numero CAS: [56-38-2], Codigo oficial OMS 19

HyC ENT 15 108.

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 291.3 g/mol. Férmula molecular: C.,H;,NOsPS
Forma cristalizacion: Liquido de color amarillo claro, con olor ligero. Punto de ebullicion: 157-162
°C (0.6 mmHg). Presidn de vapor 5.0 mPa (20 °C). Solubilidad en agua 24 mg/L (25 °C), ligeramente
soluble en aceites de petréleo, completamente miscible con la mayoria de solventes orgdnicos. El
productor técnico es de color marrén con olor a acido garlico. Estabilidad: Es rdpidamente
hidrolizado en medio alcalino. Por calentamiento forma el isémero O,S-dietil.

Aplicaciones: Es un insecticida no sistémico, prohibido en USA y la Unién Europea pero empleado
en muchos paises del mundo. Se usa como fumigante y acaricida en el tratamiento foliar y del
suelo antes de la cosecha en una gran variedad de cultivos, tanto al aire libre como en
invernaderos.

Analisis: Andlisis del producto por CLAR (CIPAC Handbook, 1983, 1B, 1875;A0AC Methods 1984,
6.463-6.471, 6.493-6.499) o por titulacidn redox (ibid 6.472-6.478).

Toxicologia en mamiferos: El paratidn inhibe la actividad de la colinesterasa en todas las especies
gue han sido sometidas a estudio. No se han obtenido pruebas de su capacidad cancerigena en
estudios de dos afios en ratas. La JMPR concluyé que el paratién no es genotdxico. Se puede
calcular un valor de referencia basado en efectos sobre la salud para el paratién de 10 pg/l a partir
de una IDA de 0,004 mg/kg de peso corporal basada en una DSEAO de 0,4 mg/kg de peso corporal
al dia obtenida en un estudio de dos afios en ratas, correspondiente a la atrofia retiniana y la
inhibicion de la acetilcolinesterasa cerebral con la dosis mas alta, y aplicando un factor de
incertidumbre de 100. LD50 oral aguda: Para ratas machos 13 mg/kg, para hembras 3.6 mg/kg,
ADI para hombre 0.005 mg/kg.

Ecotoxicologia: LD50 para pato silvestre 1.9-2.1 mg/kg, para faisan 12.4 mg/kg, paloma 2.5 mg/kg.
LD50 percutanea aguda: para ratas machos 21 mg/kg, para hembras 6.8 mg/kg, LC50 (96 h) es:
Trucha arco iris 1.5 mg/L, piscardo 1.4-2.7 mg/L. Su toxicidad es mejorada por la oxidaciéon
metabdlica a dietil 4-nitrofenil fosfato.

Destino Ambiental: En aguas de superficiales desaparece normalmente en una semana, debido a
la absorcién sobre las particulas en suspension y sobre los sedimentos. Al ser absorbido es objeto
de degradacion por accién de los microorganismos y por hidrdlisis quimica. Por foto degradacion
presenta una vida media de 1 a 10 dias en el agua. Su descomposicion se acelera por incremento
del valor de pH. Cuando se libera al ambiente se adsorbe fuertemente en la capa superior del
suelo y no es probable que se filtre en cantidades significativas. Desaparece en el transcurso de
una semana de las aguas superficiales.

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=13081&loc=ec_rcs
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Etion Nombre comun: Etién (BSI, E-ISO, (m) F-1ISO, ANSI, ESA,

S S JMAF); Dietién ((m) Francia, Sudafrica, anteriormente
H3C\/O\P// \\P/O\/CH3 India); Excepcidn (Italia, Portugal).

/ \S/\S/\ Nombre IUPAC: 0,0,0,0- tetraetil S,S-metilen

0 0 bis(fosforoditioato). Nombre C.A.: S,S'-metilen

/_ _\ 0,0,0',0'- tetraetil di(fosforoditioato). ENT 24,105;

HC CH; | USEPA/OPP PC Code 058401; Ethanox; Ethiol 100;

Nudmero CAS: 563-12-2

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 384.48 g/mol. Férmula molecular: CoH,,0,P,S,
Forma cristalizacién: Liquido incoloro a ambar, sin olor, pero el producto técnico tiene olor muy
desagradable, densidad relativa 1.22 (20°C). Punto de fusién: -12 a -13 °C, Presion de vapor 0.2
mPa (25 °C). Solubilidad: Escasamente soluble en agua, soluble en la mayoria de solventes
organicos incluyendo kerosene, miscible con disolventes aromaticos. Estabilidad: Es lentamente
oxidado en aire e hidrolizado tanto en medio acido como en medio basico. Se descompone al
calentarse o arder, produciendo gases téxicos y corrosivos, entre los cuales se incluyen éxidos de
fésforo y de azufre.

Aplicaciones:  Acaricida e insecticida no sistémico, Agricola: Para aplicacion al follaje,
especialmente en cultivos de manzana vy citricos: Pecuario: Para el control de garrapatas, piojos y
moscas en bovinos, ovinos, equinos y aves:

Analisis: Analisis del producto por CLAR (CIPAC Handbook, 1983, 1B, 1826; AOAC Methods 1984,
6.436-6.459), los residuos pueden ser determinados por glc (ibid., 29.001-29.028, 29.059-29.064).

Toxicologia en mamiferos: LD50 para ratas 208 mg A.l./kg, para hembras de rata 24.4 mg tec/kg.
LD50 percutanea aguda: para conejos 915. Con ensayos de alimentacién en 2 afos: En ratas de 6
mg/kg (con dieta de 0.3 mg/kg diarios) perros 2 mg/kg (dieta de 0.05 mg/kg diarios).

Ecotoxicologia: Su toxicidad para aves puede variar desde casi nula hasta extremadamente alta,
dependiendo de la especie. Es muy tdxico para aves cantoras, moderadamente téxico para aves de
talla media (codorniz virginiana y estornino) y no téxico para aves de zonas elevadas (faisan de
cuello anillado y pato silvestre). Es extremadamente toxico para peces e invertebrados
(crustaceos, insectos y zooplancton) marinos y de agua dulce. Es ligera a moderadamente téxico
para moluscos. No es fitotdxico, excepto para algunas variedades de manzana.

Destino Ambiental: Cuando es liberado al aire puede presentarse en forma de vapor y particulas.
El vapor reacciona rapidamente con radicales hidroxilo (vida media 40 min) y se deposita con la
lluvia y el polvo. Puede sufrir fotdlisis directa en la atmdsfera. Segun estudios de laboratorio, su
vida media en suelo es de 1.3 a 8 semanas, pero en suelos organicos bajo condiciones de
invernadero su vida media puede prolongarse hasta 49 semanas. Tras uso repetido, sus residuos
se acumulan en suelo en donde se une fuertemente a las particulas, por ello es poco probable que
se lixivie y contamine las aguas subterrdneas. Puede ser degrado por accién de los
microorganismos. En condiciones de laboratorio su vida media en agua fluctia entre 4 y 22
semanas. En los cuerpos de agua no se biodegrada, pero puede ser hidrolizado. La velocidad de Ia
hidrélisis depende del pH; en aguas acidas o neutras su vida media es de 25 a 63 semanas,
mientras que en aguas alcalinas (pH 10) se reduce a tan sdlo unos dias. En rios y lagos se une a los
solidos suspendidos y sedimentos. Su volatilizaciéon es poco importante tanto en suelo como en
agua, excepto en arroyos o rios con corrientes rapidas. Puede ser almacenado en los tejidos de las
plantas y se bioacumula significativamente en los animales (peces).

Referencia: http://www?2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/etion.pdf
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Fenclorfos Nombre comun: Fenclorfos, (BSI, E-ISO, (m) F-ISO,
Cl BPC) el nombre “ronnel” es usado en Canadd vy
S USA, Fenclofos es el nombre por la OMS, OMS 123,
O\ // ENT 23 284. No aprobado en Reino Unido.
/P\ Nombre IUPAC: O,0-dimethyl 0-2,4,5-
(@) | trichlorophenyl phosphorothioate. Nombre C.A.:
Cl \ CHg 0,0-dimetil 0-(2,4,5-triclorofenil) fosforotioato.
Numero CAS: 299-84-3. Nombres comerciales:
ClI Ectoral, Troleno, Viozeno, Nankor y Korlan.

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 321. 5 g/mol. Férmula molecular: CgHgCl;05PS
Forma de cristalizacion: Polvo blanco o cristales incoloros, Punto de fusiéon: 41 °C, Punto de
ebullicion: 97 °C (1.3Pa), Densidad relativa 1.48, Presién de vapor: 0.1 mPa (25 °C), Solubilidad:
Soluble en la mayoria de disolventes organicos y escasamente soluble en agua, 40 mg/L (20 °C),
Coeficiente de particién Octanol-agua a pH 7 (20 °C) como log Pow 4.88, Estabilidad, Temperatura
de descomposicion desconocida en la literatura. Con leve olor a mercaptano, degrada
rapidamente en el ambiente por hidrélisis o por oxidacion. No es inflamable ni combustible, se
descompone al calentarse produciendo vapores corrosivos (cloruro de hidrégeno, éxidos de
fosforo y éxidos de azufre), incompatible con agentes oxidantes fuertes. Biocida (toxico para toda
vida animal en diferentes grados, debido a que inhibe la colinesterasa.

Aplicaciones: Insecticida. En agricultura es altamente tdxico para muchos insectos, aunque no
para larvas de mariposa. En ganado para control de moscas y parasitos de la piel.

Analisis: Analisis del producto por cromatografia de gases (AOAC 2005, method 985.22, EPA
Method 8140) y por CLAR.

Toxicologia en mamiferos: Agudos oral LD50 rata >2000 mg/kg, conejo 640 mg/kg, perro >500
mg/kg. cutaneo LD50 >2000 mg/kg, conejo 640 mg/kg, perro >500 mg/kg.

Ecotoxicologia: La sustancia es muy tdxica para organismos acuaticos. Puede ocurrir
bioacumulacion en en peces. LD50 aguda pajaros 3500 mg/kg, peces 96 horas LC50 0.74. LD50
anade real macho cerca de 2000 mg/kg, faisan macho oral 611 mg/kg. LC50 trucha arco iris
550ug/L, LC50 bagre 1600 ug/L. LC50 mojarra de agallas azules 1300ug/L. LC50 trucha 555 ug/L.
LC50 trucha de lago 490ug/L. LC50 oral codorniz japonesa (5 dias en la dieta) >5.000 ppm, 14 dias
de edad sin signos manifiestos de toxicidad a 5000 ppm/grado técnico.

Destino Ambiental: La EPA cancelé el registro de todos los productos que contienen fenclorfos
como ingrediente activo el 22 de enero de 1991. Si es liberado al suelo, la eliminacién se producira
por la biodegradacion. La eliminacién del suelo debido a la volatilizaciéon, fotdlisis e hidrdlisis es
relativamente lenta. Se espera que tenga una baja movilidad en la mayoria de los suelos. En
cuerpos de agua se adsorbe a los sélidos suspendidos y sedimentos. En agua puede sufrir
biodegradacidn, hidrélisis y fotdlisis. La bioconcentracidon en los organismos acudticos puede ser
importante. La reaccién con radicales hidroxilo producidos fotoquimicamente es un proceso de
degradacion importante para fenclorfos en fase de vapor. La vida media debido a esta reaccién ha
sido estimada en 2,1 horas. Aunque rapidamente sufre fotdlisis con luz de 290 nm, la fotdlisis es
lenta en agua con luz natural. Con 12 horas de luz natural, su vida media es de 17.5 dias sobre la
superficie del agua. En suelos la biodegradacién puede ser rapida ya que la vida media en aguas
superficiales es 8.4 dias. Respecto a su destino en la atmdsfera, su presidon de vapor indica que
puede estar presente en fase de vapor y adherido a las particulas presentes en el aire.

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=74540&loc=es_rss#x351
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Clorpirifos Nombre comuin: Clorpirifos, (BSI, E-ISO, ANSI, ESA,

Cl BAN), clorpirifos ((m) F-ISO, JMAF), chlorpyriphos-
5 S ethyl ((M) Francia).

||/O—CH2—CH3 Nombre IUPAC: O,O-dietil 0-3,5,6-tricloro-2-

Cl O—P\ piridil fosforotioato. Nombre C.A.: O,0O-dietil O-

[3,5,6-tricloro-2-piridinil] fosforotioato . Numero

Cl CAS: 2921-88-2. Codigo de desarrollo: Dowco

179. Codigo oficial OMS 971; ENT 27 311.

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 350.6 g/mol. Férmula molecular: C4H;;,CIsNO;PS
Forma de cristalizacion: Cristales incoloros con un ligero olor a mercaptano, Punto de fusion: 42-
43.5 °C, Presion de vapor: 2.7 mPa (25 °C), Kow 50000. Solubilidad: En agua: 1.4 mg/L (25 °C). En
benceno 7900, acetona 6500, cloroformo 6300, disulfuro de carbono 5900, éter etilico 5100,
xileno 5000, isooctanol 790, metanol 450 (todos en mg/kg, 25 °C) Estabilidad, La velocidad de
hidrélisis incrementa con el pH y con la presencia de cobre y otros metales con los que puede
formar quelatos. DT50 1.5 d (agua pH 8, 25°C) a 100 d (buffer fosfatos pH 7, 15 °C).

Aplicaciones: Insecticida no sistémico con accidn de contacto, digestiva o respiratoria. Inhibidor de
la colinesterasa. Usos: Control de insectos coledpteros, dipteros, homdpteros y lepiddpteros en el
suelo o en follaje de una gran variedad de cultivos incluyendo frutas citricas, nogal fresas, platanos
peras, vegetales, papas, betabel, cacahuates, tabaco, cereales, esparrago, maiz, sorgo, alfalfa,
algodén, arroz, cultivo ornamental, cultivo de viveros, cultivo forestal, etc. Insectos del suelo,
moscas de champiiidn, tratamiento de productos almacenados. Fitotoxicidad: No es téxico para la
mayoria de las especies vegetales, a excepcion de azaleas, camelias y rosas.

Analisis: Analisis del producto por CLAR (CIPAC Handbook 1985, IC 2018, AOAC Methods 1990
981-03). Determinacion de residuos por GLC (A Ambrus et al.J. Assoc. Anal. Chem. 1981, 64, 733,
AOAC Method 985.22. Residuos de pesticidas organoclorados y organofosforados).

Toxicologia en mamiferos: LD50 oral ratas 135-163 mg/kg, conejo 1000-2000 mg/kg, Piel y ojos
LD50 aguda percutanea para ratas >2000, conejos 2000 mg/kg. Inhalacién LC50 (4-6 horas) para
ratas 0.2 mg/L de aire (14 ppb), NOEL (2 afios) basada en en la actividad de la colinestera en
plasma sanguineo para ratas 0.03 y perros 0.01 mg/kg diario. ADI (JMPR) 0.01 mg/kg b.w. (1982).
Clase toxicoldgica: WHO II, EPA 1l o lll. Otros: No teratogénico.

Ecotoxicologia: Pajaros: LD50 oral aguda 32-102 mg/kg para pollo. Peces LC50 (96 horas) para
trucha arco iris 0.003 mg/L. Abejas: Tdxico para las abejas. Dafnia: EC50 (48 horas) 1.7 ug/L.

Destino Ambiental: Animales. En ratas perros y otros mamiferos después de la administracién se
lleva a cabo su metabolismo rapidamente, siendo su principal metabolito el 3,5,6.tricloro piridinol.
Se excreta en la orina principalmente. Plantas: No es sistémico en los vegetales, no es absorbido a
través de las raices. Los metabolitos absorbidos por las plantas son metabolizados rapidamente a
3,5,6.tricloro piridinol, el cual es conjugado y secuestrado. Agua y suelo: En el suelo es degradado
en forma lenta, con vida media de 60 a 120 dias a 3,5,6-tricloropiridin-2-ol, el cual es
posteriormente degradado al compuesto organoclorado y a biéxido de carbono. Valores medidos
de Koc de 995 a 31,000, indican que clorpirifos debe tener baja o nula movilidad en suelos. La
volatilizacidn desde la superficie del agua se espera que sea atenuada por la adsorcidn en sélidos
suspendidos y en sedimentos en la columna de agua. El tiempo de vida media esperado por
volatilizacién es de 15 afios si se considera la adsorcidn.
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Diazin6n Nombre comun: Diazinén, (BSI, E-ISO, (m) F-ISO,

CH; ANSI, ESA, BAN, JMAF), dymplilato (nombre BAN
inicial).

CH;—CH S\ /D_CHE_CH‘& Nombre IUPAC: O,0-dietil  O-2-isopropil-6-

=\ F metilpirimidil-4-il fosforotioato. Nombre C.A.:

I D/ \D—CHE—CH:; 0,0-dietil O-[6-metil-2-(1-metiletil)-4-pirimidil]

%, / fosforotioato . Niumero CAS: 333-41-5. Cédigo de
desarrollo: G 24 480. Cédigo oficial OMS 469; ENT
CH, 19 507.

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 304.3 g/mol. Férmula molecular: C;,H,,;N,0;PS
Forma de cristalizacion: Aceite claro incoloro, (El grado técnico es un liquido amarillo). Punto de
ebullicién: 83-84 °C a 0.0002 mmHg y 125 °C a 1 mmHg, Presién de vapor: 1.2x107 Pa (25 °C),
(OECD 104). Gravedad especifica / Densidad1.116-1.118 (20 °C). Kow, Log P: 3.30 (OECD 107).
Solubilidad: En agua: 60 mg/L (20 °C). Completamente miscible con la mayoria de los disolventes
organicos comunes. Estabilidad, Susceptible a la oxidacién por encima de los 100 °C. Estable en
medio neutro pero se hidroliza lentamente en medio alcalino y mas rapido en medio acido. DT50
(20 |) 11.77 horas (pH 3.1), 185 d(pH 7.4); 6.0 d(pH 10.4). Se descompone arriba de los 120 °C.

Aplicaciones: Insecticida y acaricida no sistémico con accién de contacto, digestiva o respiratoria.
Inhibidor de la colinesterasa. Usos: Control de insectos succionadores y trituradores un una gran
variedad de cultivos incluyendo los arboles frutales deciduos, frutas citricas, olivos, platanos
peras, vegetales, papas, betabel, cana de azucar, café cacao, arroz, cultivo ornamental, cultivo de
viveros, cultivo forestal, etc. Insectos del suelo, moscas de champifidn, moscas, piojos, garrapatas,
pulgas, cucarachas, chinches, hormigas y otros insectos. Uso doméstico. También se usa para
ectoparasitos veterinarios. No es fitotdxico empleado en la forma recomendada, Compatible con
muchos otros plaguicidas pero incompatible con los compuestos que tienen cobre. Nombre
comercial principal: Basudi, Diandn, Diazol, Ectoban, Knox-out.

Andlisis: Andlisis del producto por GLC con FID (CIPAC Handbook 1980, IA 1199, AOAC Methods
1990 971.08, 982.06). Determinacidn de residuos por GLC con TID o MCD (ibid, 968.24, 970.33,
970.52). AOAC Método 970.53. Residuos de pesticidas organoclorados y organofosforados,
Método de confirmacion: polarografia oscilatoria de barrido simple, AOAC Método 968.24, AOAC
Método 982.06.

Toxicologia en mamiferos: LD50 oral ratas 300-400, ratones 80-135 mg/kg, piel y ojos: LD50
aguda percutanea para ratas >2150, conejo 540-650 mg/kg, irritante ligero para la piel y ojos
(conejos). Inhalacién LC50 (4 horas) para ratas 3.5 mg/L de aire, NOEL (90 dias) para ratas 0.1 y
para perros 0.02 mg/kg diario. ADI (JMPR) 0.002 mg/kg b.w. (1993). Clase toxicolégica: WHO I,
EPA 1l o Il

Ecotoxicologia: Pajaros: LD50 oral aguda 3.5 mg/kg. Peces LC50 (96 horas) para trucha arco iris
2.6-3.2 mg/L, carpa 7.6-23.4 mg/L. Abejas: Altamente tdoxico para las abejas. Dafnia: EC50 (24
horas) 1.4 mg/L.

Destino Ambiental: Animales. Los principales metabolitos son dietil tiofosfato y dietil fosfato.
Plantas: Los estudios con diazindbn marcado con 14C muestran una absorcidén y translocacion
rapida en las plantas. El metabolismo procede mediante la hidrélisis y la posterior transformacion
y degradacién de los derivados de hidroxipirimidina a CO,. Agua y suelo: La degradacién involucra
la oxidacién del azufre (formacion de diaxozon) y la hidrélisis del compuesto. Es facil y
fuertemente adsorbido en el suelo, KOM 332 mg/g o M. Su movilidad es baja.
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Fenitrotion Nombre comun: Fenitrotion, (BSI, E-ISO, (m) F-ISO, ESA,

3 0—=CH; | BAN). MEP (JMAF).

\F'/ Nombre IUPAC: 0,0-dimetil O-4-nitro-m-tolil

N fosforotioato. Nombre C.A.: O,0-dimetil O-[3-metil-4-
QM 0 O—~CH, nitrofenil] fosforotioato.. Numero CAS: 122-14-5.

Cddigo de desarrollo: Bayer 41831, S-5660, S1102A.
Cadigo oficial OMS 43, OMS 223 ENT 25715

CH,

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 277.2 g/mol. Férmula molecular: CsH,,NOsPS

Forma de cristalizacién: Liquido aceitoso color café claro o café rojizo con olor suave
caracteristico. Punto de fusion: 3.4 °C. Punto de ebullicién: 140-145 °C. Presién de vapor: 18 mPa
(25 °C). Gravedad especifica / Densidad 1.328 (20 °C). Kow, Log P: 3.43 (20 °C). Punto de ignicion:
88 °C. Solubilidad: En agua: 21 mg/L (20 °C). Altamente soluble en alcoholes, ésteres, cetonas,
hidrocarburos aromaticos e hidrocarburos clorados. En hexano 24, en isopropanol 128 g/L a 20 °C.
Estabilidad: Relativamente estable a la hidrélisis en condiciones normales. DT50 calculada 108.8 d
(pH 4), 84.5d (pH 7), 75 d (pH 9) (22 °C).

Aplicaciones: Insecticida no sistémico con acciéon por contacto digestiva. Inhibidor de la
colinesterasa. Usos: control de insectos en cereales, fruta suave, fruta tropical, arroz, cafia de
azucar, pastizales y cultivos forestales. También se usa como insecticida para cuidar la salud
publica (control de mosquitos) para control de insectos domésticos, insectos plaga en granjas. No
es fitotodxico si se emplea en la forma recomendada. Altas proporciones en su aplicacidon pueden
danar cultivos de algoddn y algunas frutas. Tipo de formulacién: GR, EC, WP, DP, UL; AL.
Compatibilidad: Compatible con la mayoria de insecticidas y fungicidas, incompatible con
compuestos alcalinos. Nombres comerciales: Folithion, Sumithion, Dicofen,

Anglisis: Analisis del compuesto por GLC (CIPAC Handbook 1985, IC, 2117. AOAC 1990 método
981.07, 989.02. EPA Método 622.1 con deteccidon de ionizacidn de llama, EPA Método 507 con
detector NPD, AOB Método OA-002-1 con detector de espectrometria de masas), FDA Método
211.1, FDA Método 232.1.

Toxicologia en mamiferos: LD50 oral ratas 1700 mg/kg, piel y ojos: LD50 aguda percutinea para
ratas 810 mg/m>. NOEL (2 afios) para ratas 10 y (1 afio) para perros 50 mg/kg diario. ADI (JMPR)
0.005 mg/kg b.w. (1988). Clase toxicolégica: WHO Il, EPA 1I.

Ecotoxicologia: Pajaros: LD50 oral aguda 1192 mg/kg para patos. Peces LC50 (48 horas) para carpa
4.1 mg/L. Abejas: Toxico para las abejas.

Destino Ambiental: Animales. EIl compuesto es rapidamente secretado en la orina y las heces.
Después de tres dias, c. 90% ha sido excretado por ratas, ratones y conejos. Los metabolitos mas
importantes son dimetilfenilnitrooxon y 3-metil-4-nitrofenol. Plantas: El compuesto es aplicado en
los bosques y se degrada con DT50 4 d: 70-85% se degrada en dos semanas. Los metabolitos
principales son 3-metil-4-nitrofenol, el andlogo oxigenado y sus productos de descomposicion
desmetilfenitrotion, acido dimetilfosforotionico y el acido fosforotionico. Agua y suelo: DT50 12-
28 dias en la superficie y 4-20 dias a mayor profundidad. Los metabolitos mas importantes en la
superficie son 3-metil-4-nitrofenol y CO, y a mayor profundidad es aminofenitrotion. Presenta baja
a moderada movilidad en suelos y puede perderse por biodegradacién. En el agua la degradacion
ocurre hasta en un 82% con una vida media de 4 a7 dias. En la atmdsfera existe en estado de
vapor y adherido a particulas, pero se degrada por reaccién con radicales hidroxilo generados
fotoquimicamente. También se degrada por fotdlisis directa con vida media de 61 minutos. La
bioacumulacién en organismos acudticos varia de baja a alta. Puede degradarse por hidrélisis
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Metil Paration Nombre comun: Metil Paratidn, (BSI, E-ISO, (m) F-ISO,
3 O—CH; | metil paratién (ESA, JMAF), metaphos (RUSIA).
\F'/ Nombre IUPAC: dimetoxi-(4-nitrofenoxy)-sulfanilideno-
AN A5-fosfano. Nombre C.A.: O,0-dimetil O-[4-nitrofenil]
O O—CH: | fosforotioato.. Numero CAS: 298-00-0. Cédigo de
desarrollo: E-120; Bayer 11405. Cédigo oficial OMS 213,
ENT 17292

Q.M

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 263.2 g/mol. Férmula molecular: CgH,,NO5PS

Forma de cristalizacion: Cristales incoloros, inodoros (técnico, liquido oscuro). Punto de fusion:
35-36 °C. Punto de ebulliciéon: 154 °C/136 Pa. Presion de vapor: 0.2 mPa (20 °C). Gravedad
especifica / Densidad: 1.358 (20 °C), técnico 1.20-1.22. Kow, Log P: 3.0. Punto de ignicién: >150
°C. Solubilidad: En agua: 55 mg/L (20 °C). Altamente soluble en disolventes organicos comunes
como diclorometano, tolueno (>200), hexano (10-20) g/L (20 °C). Ligeramente soluble en éter de
petréleo y algunos tipos de aceite mineral. Estabilidad: Se hidroliza en medio acido o alcalino.
DT50 (25 °C) 68 d (pH 5), 40 d (pH 7), 33 d (pH 9). Se isomeriza bajo calentamiento al analogo O, S-
dimetil. Fotodegradacidn en la luz.

Aplicaciones: Insecticida no sistémico con acciéon por contacto digestiva. Inhibidor de la
colinesterasa. Usos: control de insectos succionadores o trituradores en una gran variedad de
cultivos, incluyendo cereales, frutas, vid, cultivos forestales y ornamentales. No es fitotdxico si se
emplea en la forma recomendada. Altas proporciones en su aplicacion pueden dafiar cultivos de
alfalfa, sorgo, variedades de frutas, rosas y otras. Tipo de formulacion: EC, WP, DP, UL; CS.
Compatibilidad: Compatible con la mayoria de plaguicidas, incompatible con compuestos alcalinos.
Nombres comerciales: Folidol M, Metacide, Cekumethion, Fostox metil, Penncap-M.

Analisis: Analisis del compuesto por GLC (Con deteccién FID: CIPAC Handbook 1985, IC, 2169.
AOAC 1990 método 977.04, método 980.11, método 968.24, EPA método 8140, método 8141), o
por CLAR (AOAC 1990 método 977.05 y 1B 1879).

Toxicologia en mamiferos: LD50 oral ratas 6 mg/kg, piel y ojos: LD50 aguda percutanea para ratas
45 mg/kg., inhalacidn: LC50 (4 h) para ratas 0.17 mg/L aire. NOEL (2 afios) para ratas 2 y (1 afio)
para perros 50 mg/kg diario. ADI (JMPR) 0.02 mg/kg b.w. (1988). Clase toxicolégica: WHO I, EPA I.

Ecotoxicologia: El metil paration ha sido detectado en abejas con concentracién de residuos desde
0.04 a 5.80 ppm. También en muestras de peces de estuarios, con concentracion de 47 ug/kgy en
peces provenientes de lagos, con concentracion de 15.96 ug/kg.

Destino Ambiental: Animales: El compuesto es radpidamente secretado en la orina durante las 24
horas siguientes a la ingesta. Sus metabolitos principales son el 4-nitrofenol y el dimetil fosfato.
Plantas: En las plantas los metabolitos principales son p-nitrofenol glucopirandsido y P-S demetil
paration metil. Agua y suelo: De acuerdo al valor de Koc y alos estudios de lixiviacion, el
compuesto presenta una movilidad entre media y baja. En suelos biolégicamente activos se
degrada rapidamente mediante oxidacidén a fosfato, la desmetilacién de los grupos éster y la
hidrélisis hasta acido fosférico y 4-nitrofenol. La biodegradacién es también un proceso bastante
probable de eliminacion. En agua se adsorbe a sdélidos suspendidos y sedimentos. Valores hallados
de BCFs de 8.3 y 959 sugieren que el compuesto puede tener de baja a alta bioconcentracion en
organismos acuaticos pero se espera que sea rapidamente metabolizado. En la atmdsfera esta
presente en fase de vapor y adsorbido a las particulas; en estado de vapor es degradado mediante
reaccién con radicales hidroxilo generados fotoquimicamente con vida media de 6.5 horas.
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Benzo[a]antraceno Nombre comun :benzo[a]antraceno
Nombre IUPAC: benzo[a]antraceno
Numero CAS: 56-55-3

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 228.3 g/mol. Formula molecular: C;sH;,. Forma
cristalizacion: placas incoloras recristalizadas en acido acético glacial o alcohol, presenta
fluorescencia verde-amarilla. Punto de fusién: 158-160 °C. Punto de fusién: 437.6 °C. Presion de
vapor: 2.2x10® mmHg a 20°C. Ko: 10°°. Solubilidad: 0.010 mg/L en agua a 25 °C, ligeramente
soluble en acido acético y etanol caliente, soluble en acetona y éter dietilico, muy soluble en
benceno. Estabilidad: se caracteriza por una gran estabilidad debido a las multiples formas
resonantes que presenta, susceptible a fotooxidacidn.

Aplicaciones: Se genera en el alquitran de hulla, se utiliza como endurecedor, en la fabricacién de
colorantes y en sintesis quimicas. El antraceno se utiliza en la produccién de antraquinona, una
importante materia prima para la fabricaciéon de colorantes rapidos. Se emplea también como
diluyente para conservantes de la madera y en la produccidon de fibras sintéticas, plasticos y
monocristales.

Analisis: Andlisis del compuesto por GC (deteccion por espectrometria de masas: EPA método 625,
EPA método 1625). Ademas por CLAR con deteccidn por fluorescencia.

Toxicologia en mamiferos: posible carcindgeno en humanos, produce tumores en ratones vy
mutaciones en células de mamifero in vitro La exposicion cronica a este compuesto condiciona la
formacidn de tumores a nivel pulmonar, dérmico y renal en animales, almacenandose
principalmente en el tejido lipidico. En el intestino se transporta por difusion pasiva. No se ha
detectado en higado pero si en tejido graso. Se ha detectado gran cantidad de derivados en ratas y
conejos: 3-hidroxibenzantraceno, 8-hidroxibenzantraceno, 9-hidroxibenzantraceno, 7,12-dihidro-
7,12-dihidroxibenzantraceno, trans-8,9-dihidro-8,9-dihidroxibenzantraceno y muchos otros. Los
derivados diol-epdéxido de los HAPs son la ultima forma carcinégena de estos compuestos
encontradas en vivo. Los diolepdxidos unidos a la doble hélice del AND en una inclinacion de 50
grados; esto puede indicar un comportamiento sistematico en las asociaciones moleculares que
preceden a la carcinogénesis.

Ecotoxicologia: compuesto persistente y bioacumulable en tejido adiposo, presencia amplia en
particulas de aire, presente en aguas contaminadas por derrames petroleros.

Destino Ambiental: El benzo[alantraceno se genera en productos de combustién incompleta, lo cual
incluye madera y vegetacion asi como productos alimenticios tales como hamburguesas carbonizadas,
pollo al carbon, cereales y mariscos. También se genera como producto de la combustién en motores
como automoviles o calentadores de gas, plantas de cocina y diferentes plantas industriales. En la
atmdsfera puede existir en fase gaseosa y unido a particulas atmosféricas y alli es degradado por
reaccién con radicales hidroxilo producidos fotoquimicamente, teniendo una vida media de 7.7 horas.
Segun su valor de Koc (545000 a 1870000) el compuesto no presenta movilidad en suelos, aunque se
espera algo de volatilizacién. Disuelto en agua sufre fotdlisis con una vida media de horas hasta pocos
dias y en cuerpos eutréficos de agua, es posible la oxidacidn por radicales alkilperéxido. Se adsorbe a
sélidos suspendidos y sedimentos en agua. EI compuesto no contiene grupos hidrolizables por lo que
esta forma de degradacidén es muy poco probable. Algunas pruebas de biodegradacion eliminacion
total la concentracién del compuesto generando CO,.
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Benzo[k]fluoranteno Nombre comun :benzo[k]fluoranteno
Nombre IUPAC: benzo[k]fluoranteno
Numero CAS: 207-08-9

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 252.3 g/mol Férmula molecular: C,;H;,. Forma
cristalizacion: agujas de color amarillo claro recristalizadas en benceno. Punto de fusién: 215-217.
Punto de ebullicién: 480 °C. Presiéon de vapor:1.03x10°mm Hg a 25 °C Kow:10°°
Solubilidad:0.00076 mg/L de agua a 25 °C soluble en benceno, diclorometano, etanol, acido
acético y acetona. Estabilidad: Gran estabilidad por resonancia, susceptible a fotooxidacién. Puede
ser oxidado a quinona y metilado en la posicion 8. No sufre fotooxidacidn en disolventes organicos
bajo luz fluorescente o luz del sol en interiores.

Aplicaciones: involucrado en procesos de combustidn, fabricacién de productos quimicos de uso
industrial: pigmentos, colorantes, polimeros, fabricacion del negro de humo, estabilizante o
pigmento en polimeros, presente en el asfalto.

Analisis: Analisis del compuesto por CLAR (Con detector de fluorescencia y UV: EPA método 610,
NIOSH método 5506, EMSLC método 550) CG-MS (con detector FID Método NIOSH 5515, con
detector de espectrometria de masas EPA 625 método, EPA método 1625).

Toxicologia en mamiferos: Esta sustancia es probablemente carcinégena para los seres humanos,
Los estudios realizados han probado que produce tumores en ratones y mutaciones en células de
mamifero. Se absorbe rdpidamente del tracto gastrointestinal y del pulmén. En general, los HAPs
son altamente liposolubles y pueden pasar a través de la membrana epitelial. Es metabolizado a
8,9 dihidroxibenzo[k]fluoranteno en ratones.

Ecotoxicologia: presencia amplia en el medio ambiente en general. A lo largo de la cadena
alimentaria de interés para el ser humano, se produce una bioacumulacién, especialmente en
aceites y grasas.

Destino Ambiental: Se genera en combustibles fdsiles, hay evidencias de biosintesis en plantas.
Suelos: De acuerdo al valor de Koc 7.9x10°, se espera que sea inmévil en el suelo y de acuerdo
con su presién de vapor, tampoco se espera que se volatilice desde el suelo. En un estudio de
largo término, un residuo contaminado con HAPs fue aplicado a suelos agricolas; valores de vida
media de 8.7 y 2.9 afios fueron calculados para benzo[k]fluoranteno. Se sospecha que la
biodegradacidn es la forma mas importante de degradacion en suelos. Agua: Segun los valores de
Koc, 3.3X10° a 8.7X10° es de esperar que se adsorba a sélidos suspendidos y sedimentos y no se
espera que se volatilice desde la superficie del agua. Su concentracién en organismos acudticos
puede llegar a ser muy alta. Organismos acudticos con sistemas de desintoxicacién enzimatico
muy pobre tienden a acumular HAPs. No se espera que sufra hidrdlisis en el ambiente debido a la
carencia de grupos funcionales hidrolizables. De acuerdo a su presidén de vapor, se espera que
exista solo unido a particulas en la atmédsfera.

La biodegradacion reduce sustancialmente la concentracién del compuesto en agua, segun
resultados de estudios de laboratorio. Los procesos anaerobios no tuvieron efectos significativos
sobre la concentracidn del compuesto.

Las concentraciones reportadas en aguas subterrdneas contaminadas estan en orden de 0.02 ng/L
a 3 ug/L, mientras que en aguas potables la concentraciones reportadas llegan hasta los 300 ng/L.
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Benzo[b]fluoranteno Nombre comun :benzo[b]fluoranteno

Nombre IUPAC: Benzo[e]acefenantrileno

Numero CAS: 205-99-2

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 252.3 g/mol. Férmula molecular: C,;H,;, Forma
cristalizacion: agujas (recristalizadas en benceno), agujas incoloras (recristalizadas en tolueno o
acido acético glacial) Punto de fusiéon 168 °C Presiéon de vapor:5.0x10'mm Hg de 20 a 25 °C
Kow:10°%. Los coeficientes de particion para Ciclohexano/metanol-agua y para 1:4
nitrometano/ciclohexano son 14.7 y 1.94 respectivamente. Solubilidad:0.0012 mg/L de agua, muy
soluble en benceno, ligeramente soluble en acetona. Estabilidad: gran estabilidad por resonancia,
susceptible a fotooxidacion. Forma un picrato con punto de fusion de 156 °C.

Aplicaciones: no tiene usos intencionales conocidos pero pueden ser productos intermedios y
subproductos no intencionales en diversos procesos tales como: i) procesos de combustion, ii)
fabricacion de productos fitosanitarios, iii) fabricacion de productos quimicos de uso industrial
(pigmentos, colorantes, polimeros, iv) fabricacion del negro de humo, el cual es usado a su vez
como aditivo de carga, estabilizante o pigmento en polimeros, v) componentes biocidas en el
alquitran (creosota y productos similares) para la conservaciéon de la madera y otros materiales
tales como el asfalto.

Anglisis: Analisis del compuesto por CLAR (Detector UV y fluorescencia: EPA método 610, NIOSH
5506), CG (Detector de espectrometria de masas: EPA método 8270, EPA método 8250, EPA
método 1625; detector de ionizacion de llama: EPA método 8100, NIOSH 5515).

Toxicologia en mamiferos: Esta sustancia es probablemente carcinédgena para los seres humanos.
La forma carcinogénica de los HAPs resulta de su oxidacion por la funcién mixta del sistema
oxidasa a los derivados diol-epoxi; estos compuestos contienen regiones altamente reactivas que
probablemente se unen covalentemente al ADN.

Ecotoxicologia: presencia amplia en el medio ambiente en general. A lo largo de la cadena
alimentaria de interés para el ser humano, se produce una bioacumulacién, especialmente en
aceites y grasas.

Destino Ambiental: Es una sustancia ubicua que se origina como consecuencia de la combustion
incompleta de hidrocarburos, carbdn, biomasa y emisiones de vehiculos. Ha sido identificado
como componente del humo de cigarrillo. Por el valor de su presién de vapor, existe en fase fase
gaseosa y también adherido a particulas de la atmdsfera. En fase gaseosa es degradado por
reaccion con radicales hidroxilo generados fotoquimicamente, con una vida media atmosférica de
21 horas. Se produce fotélisis del compuesto al irradiarlo con luz de 290 nm, teniendo una vida
media de 9 horas, por lo cual se espera su degradacion mediante ese proceso. Se espera que sea
inmovil en el suelo, basados en el valor de Koc (6.26 — 6.70) medido en sedimentos. No se espera
volatilizacidn de cuando se encuentra adherido al suelo, teniendo en cuenta su presion de vapor;
sin embargo se presenta su lenta biodegradacion en suelo y agua, con un tiempo de vida medio
que puede ir desde varios meses hasta afos. La vida media estimada en el proceso de
volatilizacidn a partir de aguas de rios y lagos es de 116 y 852 dias respectivamente, por lo que se
deduce que el compuesto se volatiliza lentamente. Tiene un alto potencial de bioconcentracién en
organismos acuaticos, esto se confirma con el valor de BFC de 2800 medido en almejas.
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Benzo[a]pireno Nombre comun :benzo[a]pireno
Nombre IUPAC: benzo[a]pireno
‘e Numero CAS: 50-32-8

Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular: 252.31 g/mol. Férmula molecular: C,;H;,. Forma
cristalizacion: Agujas monoclinicas de color amarillo claro recristalizadas en benceno y metanol;
los cristales pueden ser monoclinicos y ortorrdmbicos; placas amarillentas (recristalizadas en
benceno vy ligroina). Punto de fusidn: 179 °C. Punto de ebullicion: 495 °C. Presion de vapor:
5.6x10°mm Hg a 25 °C Log Kow: 6.13. Solubilidad: 0.0023 mg/L de agua a 25 °C es muy soluble en
solventes apolares tales como el benceno, tolueno, xileno, ciclohexano, acetona, éter,
dimetilsulféxido, dimetilformamida. Es poco soluble en etanol, metanol. Estabilidad:
Relativamente estable puede ser atacado por oxidantes, susceptible a fotooxidacién, reacciona
con agentes oxidantes (tales como percloratos, perdxidos, permanganatos, cloratos, nitratos,
cloro, bromo y flor)

Aplicaciones: Se utiliza puro como reactivo de laboratorio, se usa como marcador de la incidencia
y efectos carcinogénicos de los HAPs. Involucrado en procesos de combustion, fabricacién de
productos fitosanitarios, fabricacion de productos quimicos de uso industrial (pigmentos,
colorantes, polimeros, fabricacidon del negro de humo, el cual es usado a su vez como aditivo de
carga, estabilizante o pigmento en polimeros, componentes biocidas en el alquitran (creosota y
productos similares) para la conservacién de la madera y otros materiales como el asfalto.

Analisis: Andlisis del compuesto por GC (deteccidn por FID: EPA-OSW método 8100, deteccidn por
espectrometria de masas: NOAA-NST método 130.30, EPA-OSW método 8270D, EPA-NERL método
625, EPA-NERL método 525.2, EPA-EAD método 1625). CLAR (deteccion por UV y fluorescencia:
EPA-OSW método 8310, EPA/NERL método 550, EPA-EAD método 610, NIOSH método 5506)

Toxicologia en mamiferos: posible carcinégeno en humanos, puede causar dafio al feto en
desarrollo. Existen indicios de que causa cancer de estémago, piel, sangre, bazo, pancreas y mama
en animales

Ecotoxicologia: A lo largo de la cadena alimentaria de interés para el ser humano se produce una
bioacumulacién especialmente en tejido adiposo. Es metabolizado principalmente en el higado
por las enzimas citocromo P 450 1A1 y 1B1 formando una gama de metabolitos polares mas
activos, de ellos el principal es el Benzo[a]pireno-7,8-epoxido, el cual es metabolizado por la
epoxido hidrolasa formando Benzo[a]pireno-7,8-dihidrodiol que luego es epooxidado por la
CYP1A1 formando el Benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epoxido, el cual es el metabolito mas téxico y el
responsable de la carcinogenicidad por su capacidad de reaccionar con el ADN.

Destino Ambiental: Es producido por combustion incompleta, se encuentra en combustibles
fésiles, es emitido el ambiente por erupciones volcdnicas y se une a las particulas de la atmédsfera.
Una vez en el medio ambiente tiene un tiempo de vida media bastante prolongado: t;, aire=
170 h. t;, agua= 1700 h. t;;, sedimento= 8000 h. Tiene cromoforos que absorben luz de 290 nmy
por tanto es susceptible de degradarse por fotdlisis. De acuerdo con el valor de Koc de 930 a
6,300, presenta poca o ninguna movilidad en el suelo. En procesos de biodegradacion se han
observado tiempos de vida media de 229 y 309 dias. En el agua se adsorbe a sélidos suspendidos y
sedimentos y puede bioacumularse en organismos acuaticos. No se degrada por hidrdlisis por
carecer de grupos funcionales hidrolizables.
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ANEXO Il

Espectros de ultra-violeta visible de los contaminantes estudiados: Disoluciones control de
10 mg L* para los OFFs y de 0.5 mg Lt para HAPs en metanol
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Calculo de la ecuacion linealidad, coeficientes de correlacidn y desviacidn estandar de
pendiente y ordenada para el benzo[a]pireno para la metodologia acoplada DMFS-EFS-

ANEXO Il

CLAR/DFL
Benzo[a]antraceno

Concentracién ng g™ Area UA xi—%) | ;=22 | i—=y) | i—p? | «i—-D@i-»

0.1 327177 -0.23 0.050625 |[-708105.17 |5.0141E+11 159323.663

0.1 315990 -0.23 0.050625 |[-719292.17 |5.1738E+11 161840.738

0.1 317127 -0.23 0.050625 |[-718155.17 |5.1575E+11 161584.913

0.2 629022 -0.13 0.015625 |[-406260.17 | 1.6505E+11 50782.5208

0.2 611088 -0.13 0.015625 |[-424194.17 |1.7994E+11 53024.2708

0.2 625946 -0.13 0.015625 |[-409336.17 |1.6756E+11 51167.0208

0.4 1318675 0.08 0.005625 |283392.83 |8.0311E+10 21254.4625

0.4 1255427 0.08 0.005625 |220144.83 |4.8464E+10 16510.8625

0.4 1350165 0.08 0.005625 [314882.83 |9.9151E+10 23616.2125

0.6 1872078 0.28 0.075625 |[836795.83 |7.0023E+11 230118.854

0.6 1896962 0.28 0.075625 |[861679.83 |7.4249E+11 236961.954

0.6 1903729 0.28 0.075625 |868446.83 |7.542E+11 238822.879

________ x=0325 _____1y=103528217., _ __ _ | __ __ _ o |
o Sumatorias ______ . 1000 1 04425 1 0.00 _[4472E+i2 | _ 140500835,

Pendiente de la regresion y sobre x (m)

_ XilCe =)y — W]

Yilx; —Xx)?
_ 289625928 . . .
Mm=""04425 '

Ordenada en el origen (b)
b=y—-—mx
b =1035282.17 — 3175160.1x0.325 = 3355.1
Coeficiente de correlacion momento- producto (r)

2ilGg =) — )]
VIZi G — 0212 — M2}

182



1405008.35

r= = 0.999
V0.4425 x 4.472E + 12
Concentracién ng g™ Area UA (x)? | (x; —X)?%| (y:i—9) (yi — 9)?
0.1 327177| 0.01|0.050625 | 6305.8588|  39763854.66
0.1 315990 | 0.01|0.050625 | -4881.1412|  23825539.83
0.1 317127| 0.01|0.050625 | -3744.1412|  14018593.65
0.2 629022 | 0.04|0.015625 | -9365.1525|  87706082.14
0.2 611088 | 0.04|0.015625 |-27299.1525| 745243729.53
0.2 625946 | 0.04|0.015625 |-12441.1525| 154782276.58
0.4 1318675 | 0.16|0.005625 | 45255.8249 | 2048089683.65
0.4 1255427 | 0.16|0.005625 |-17992.1751| 323718366.31
0.4 1350165 | 0.16|0.005625 | 76745.8249 | 5889921633.25
0.6 1872078 | 0.36|0.075625 |-36373.1977| 1323009513.84
0.6 1896962 | 0.36|0.075625 |-11489.1977| 132001664.71
0.6 1903729 | 0.36|0.075625 | -4722.1977|  22299151.50
e X=0325 L] y=1035282.17| ___| _ ____ | ___
! Sumatorias | 11.710] 0.4425 0.00 |10804380089.66 |

Desviacion estandar de la pendiente (Sm)

Para calcular la Sm primero hay que encontrar el valor del dato estadistico (Sy/)

, (v )2 ~ .
Sy/x = El(z#y), dato estadistico, J : valores sobre la recta de regresion

10804380089.66

= 32870.
P 32870.0

y/x =

Sy/x

V2i(x — x)?
328700
v0.4425

m
Desviacion estandar de la ordenada (Sb)

Sm =

= 49413.2

Sb=S

y/x
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1.710
12x0.4425

S, = 32870.0 = 18653.1
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Aminiaturized method based on matrix solid-phase dispersion coupled to solid phase extraction and high
performance liquid chromatography with diode array detection (MSPD-SPE-HPLC/DAD) was developed
for the trace simultaneous determination of the following organophosphorus pesticides {OPPs) in bovine
tissue: parathion-methyl, fenitrothion, parathion, chlorfenvinphos, diazinon, ethion, fenchlorphos, chlor-
pyrifos and carbophenothion. To perform the coupling between MSPD and SPE, 0.05 g of sample was
dispersed with 0.2 g of Cye silica sorbent and packed into a stainless steel cartridge containing 0.05g of
silica gel in the bottom. After a clean-up of high and medium polarity interferences with water and an
Solid-phase extraction acetonitrile: water mixture, the OPPs were desorbed from the MSPD cartridge with pure acetonitrile and
On-line coupling analysis directly transferred to a dynamic mixing chamber for dilution with water and preconcentration into an
HPLC SPE 20mm x 2.0mm LD. Cys silica column. Subsequently, the OPPs were eluted on-line with the chro-
Organophosphorus pesticides matographic mobile phase to the analytical column and the diode array detector for their separation and
Bovine tissues detection, respectively. The method was validated and yielded recovery values between 91% and 101%
and precision values, expressed as relative standard deviations (RSD), which were less than or equal to
12%. Linearity was good and ranged from 0.5 to 10ugg™", and the limits of detection of the OPPs were in
the range of 0.04-0.25 pgz'. The method was satisfactorily applied to the analysis of real samples and
is recommended for food control, research efforts when sample amounts are limited, and laboratories
that have ordinary chromatographic instrumentation.

Keywords:
Matrix salid-phase dispersion

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction (UV-vis) are the most commonly used systems for the analysis of

OPPs at trace-levels [4-7]. The most used extraction techniques

Organophosphorus pesticides (OPPs) are esters of phospharic
acid with different substituents that are commonly used to control
pests in crops and livestock. Persistent OPPs can be found in the
liver from exposed animals because they are trapped and metab-
olized in its lipophilic tissues. Dichlorvos and parathion are highly
toxic and rapidly acting OPPs [1]. Also, it is known that the hepa-
totoxic effect of diazinon causes biochemical and ultrastructural
changes in adult male Wistar rats [2] and that OPPs have been
associated with pathology and chromosomal damage in humans
[3]. As a result of all of the damage caused by OPPs, the develop-
ment of analytical methods to measure these compoundsin animal
matrices and animal-derived food products has recently become a
very important field. Gas chromatography and liquid chromatogra-
phy with mass spectrometry (MS) and ultraviolet-visible detection

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223899-44051;
fax: 452 55 5622389944051
E-miail address: pgcllas@servidor.unam.mx ( M.P. Garcia de Llasera).

0021-967 3/§ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doiz10.1016/j.chroma.2011.08.011

invalved in the sample preparation methods for OPPs from ani-
mal tissues are the classic solid-liquid and liquid-liquid extraction
(5SLE and LLE), but the sorbent-based technique matrix solid phase
dispersion (MSPD) has also been used successfully [8-14]; these
methods were all performed using the off-line mode, which means
that extraction and analysis are separated.

To the best of our knowledge, on-line coupled analytical meth-
ods to facilitate the trace determination of OPPs in animal tissues,
such as bovine liver or muscle, have not reported in the litera-
ture; this is the case not only for food surveillance but also for
other kind of applications where the amount of sample is limited,
e.g., biopsy or necropsy samples collected for veterinary stud-
ies. In fact, methodologies that include sample treatment on-line
coupled to measurement systems have been shown to be impor-
tant. The manipulation of small quantities of sample and solvents,
reduction of error sources (because of minimal sample contam-
ination) and analysis time. better sensitivity and lower limits of
detection than off-line methods make the on-line approach a great
alternative for the analysis of organic pollutants in a wide range
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Fig. 1. MSPD=-SPE-HPLC/DAD assembly. ) =water; 5;=30:70 (v/v) acetonitrile:water; 5; =acetonitrile; Sy=methanal; Ss=water; 55V=solvent selector valve; P1 = pump
1; M=MSPD cartridge; SV = six-port switching valve 1; F= filler part; 5V2=six-port switching valve 2; MC= dynamic mixing chamber; P2=pump 2; P=Cg-bonded silica
precolumn; SV3=chromatographic injection port switching vahve; PV = purge valve; P3=chromatographic pump; PC=computer; GC =guard column; AC= analytical column;

DAD = diade array detector UV; W=waste.

and the capillary voltage was 4000 V. This analysis was performed
in the Bioequivalence Laboratory of the Faculty of Chemistry,
UNAM.

2.3, Matrix solld phase dispersion coupled to on-lne solid phase
extraction high performance liquid chromatography

2.3.1. Sample preparation

The bovine liver tissue samples used for development and val-
idation of the coupled method were obtained in supermarkets
from Mexico City; the samples were stored at —4=C until anal-
ysis, The bovine liver tissue samples used for application of the
validated method were obtained from the Animal Pathology Labo-
ratory of the Facultad de Estudios Superiores FES-Cuaurtitlan, UNAM.
The samples collected from animals suspected of death by intoxi-
cation were immediately stored at —20°C until analysis. Five grams
of liver were homogenized with an Ultraturrax apparatus (IKL-
Labortechnik, Staufen, Germany). Then, 50mg of homogeneous
sample was placed into an agate mortar (50 mLcapacity ) containing
200 mg of Cyg-sorbent, that had been previously washed with 1 mL
of methanol by each gram of sorbent and vacuum dried. Next, the
sample and sorbent were gently blended for a few minutes using a
pestle until a homogeneous mixture was obtained. The dispersed
phase was packed into a 30mm = 8.0mm [D. stainless steel car-
rridge with a polytretafluoroethylene (PTFE) frit and with 0.050 g of
sorbent silica gel compressed in the bottom, to act as a co-column.
The dispersed phase and co-column were separated by a PTFE frit
and compressed by another PTFE frit used for cover. The MSPD car-
tridge was closed with two steel nuts and was connected to the
coupled system.

2.3.2. Coupling

The on-line coupling of MSPD-SPE-HPLC and accessories used
are described next. A schema of the complete assembly and oper-
ation mode are shown in Fig. 1 and Table 1.

Two Eldex model CC-100-S (CA, USA) reciprocal pumps (P1 and
P2)were used. The P1 pump sent the cleaning and elution solvents
to the 30 mm x 8.0 mm LD. MSPD stainless steel cartridge (M) via
a solvent selector Upchurch Scientific (Washington, USA) six-port
valve(S5V) at aflow rate of 1 mL min='. The complete MSPD solvent
sequence was as follows: 2.5 mL warter (S1), 2.0mL 30:70 (v/v) ace-
ronitrile:water (52) and 2.0 mL acetonitrile (S3). After application
to the cartridge, S1 and 52 were discarded, but 53 was sent into
a 6.0cm x 2.5cm LD, dynamic mixing chamber (MC), built in the
laboratory, containing a magnetic stirrer; here 53 was diluted with
8 mL of pure water introduced by a Rheodyne (Berkeley, CA, USA)
maodel 7012 filler port (F). At the same time, P2 was activated for
the preconcentration of the diluted extract on a previously equili-
brated 20 mm x 2.0 mm 1D, SPE stainless steel column (P). M and P
were connected, each one to the two Rheodyne model 7000 six-port
switching valves (5V1 and SV2) used. Finally, the analytes trapped
on the SPE column (P) were eluted through the guard-column (GC)
and the analyrical column (AC) with the mobile phase, constituted
by agradient of methanol(54) and water (55}, which wassent by the
chromatographic pump(P3 )via the chromatographic injection port
switching valve (SV3) for subsequent analysis by the HPLC/DAD
system.

2.4. Method validation

The linearity and precision of the MSPD-SPE-HPLC/DAD
method were evaluated by analyzing bovine liver tissue samples

Table 1
Operation made of the an-line coupling of MSPD-SPE-HPLE.
MSPD SPE HPLC
Operation Clean-up Elution(53)  Equilibrare (54:55, Concentration  Equilibrare (54:55, Transfer (gradient®  Direct
(51and 52} 65:35) 65:35) S4 and 55) injection
Valve position W1 Inject Load Inject Inject Inject Inject Inject
5v2 Inject Inject Inject Load Load Inject Load
SV3* Load Load Load Load Load Load Inject
Pump mode (1 mLmin-') Pl Activated Activated Activated Stopped Activated Stopped Stopped
P2 Stopped Stopped Stapped Activated Stapped Stopped Stopped
P3 Activated Activated Activated Activated Activated Activated Activated

* Injection port 7725i.

* Mobile phase: methanol:water 65:35 (v/v) to 100% methanol during 20min; §1=25mL water; 52=2.0mL 30:70 (v/v) acetonitrile:water; $3=2mL acetonitrile;

S4=methanol; 55=water.
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Fig. 2. Optimization of the SPE conditions, (A) The effect of the percentage of acetanitrile on recoveries of OPPs when loading 10 mL of a hidra-organic standard solution at
10 pgL~1.(B) The effect of flow rate on recoveries of OPPs preconcentrated at two concentrations.

Table 3
Method validation: parameters from the added vs. recovered amount curves (linearity range of spiked samples (25-500ng). Precision is expressed as relative standard
deviation (RSD), limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ).

Pesticides B Intercept® Correlation RSD&(pgg') LOQ (s/n=10]) LOD (s/n=3) MRL?! (pgeg-')
(slope x 100) coefficient (1) (ngg') (ngg")

Intra-day® Inter-day*
05 10 0.5 10

Parathion methyl 93.6(+14) —0.003 (£0.004) 0.999 39 29 45 54 010 0.04 nr

Fenitrothion 1007 (£28) 0.005 (0007 0.995 g 01 1.5 18 037 0.04 0.05
Parathion 96.3(x1.8) —0.004 (£0.004) 0.998 1.6 2.1 8.0 25 020 .03 070
Chlorfenvinphos 99.8 (£1.1) -0.006 (£0,003) 0.999 7 15 6.2 89 020 0.04 0.20
Diazinon 91.1(+25) —0.003 (+0.006) 0.995 7.8 36 124 105 041 0.25 0.70
Ethion 955(£14) ~0.004 (£0.004) 0.999 102 2% 103 55 090 020 1.00
Fenchlorphos 98.4(£1.4) —0.008 (£0.004) 0.999 (=1 0.3 52 20 077 0.04 4.00
Chlorpyrifos 99.8 (£1.3) ~0.008 (£0.003) 0.999 9.5 12 1.7 60 058 0.05 2,00
Carbnphennl:h ion 952(x1.1) —0.001 (£0.003) 0.999 35 25 10.0 5.0 0.35 0.20 0.07

H=Recovery; n.r.= not regulated.
* Interval at level of confidence 95% (fy-2).
b Repeatability (n=3L
¢ Reproducibility (n=5)
4 Maximum residue level (Norma Oficial Mexicana NOM-004-1994).
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Fig. 3. Variation of the logarithm of the retention factor k' of pesticides with the percentage of methanal contained in the water-methanol mobile phase. Measured on a

150 mm = 4.6mm LD, column packed with a 5 jum RES-ELUT Cig silica.

(RSD) and correlation coefficients (). Also, the global recoveries
were deduced from the slope of this curve; they ranged between
91% and 101% for diazinon and fenitrothion, respectively. These
values were in agreement with European Commission Decision,
2002/657/EC/ 2002 which considers that a method is accurate when
analyte recoveries are between 88 and 110%.

3.4.2. Precision and lower limit values

Table 3 also shows the precision of the MSPD-SPE-HPLC/DAD
method, which was evaluated with the relative standard devi-
ation parameter RSD in terms of repeatability (intra-day) and
reproducibility (inter-day) at twao levels of fortification (0.5 and
10 pgg~"). Adequate precision was found for all pesticides; intra-
day RDS values were <10% and inter-day values were <12%, These
values were in agreement with European Commission Decision
2002/657/EC/ 2002 which considers a method to be precise when
RSD% is less than 20%. The limits of detection (LODs) and lim-
its of quantification (LOQs) were calculated at the wavelength of

"ol
A Mud‘uxd b\w\_
h—\&’sfjkj‘-ﬁ_j\fj\ 'kﬂrgj\p“l\}h

M
u-_.._-_L' "(\v_,_..._.___.- —_——rere N

+ —
Q '5 10 5
Minutes

Fig. 4. Chromatograms abtained with the coupled an-line MSPD-SPE-HPLC/DAD
method. Detection at A= 220nm. (A) Standard solution of OPPs (25 mgL-'). (B)
Healthy liver tissue spiked with a mixture of the tested OPPs (10pgg-') (C)
Non-spiked healthy liver tissue sample. (1) Parathion-methyl, (2) fenitrothion, (3)
parathian, (4) chlorfenvinphos, (5] diazinon, (8] ethion, (7) fenchlorphas, (8) chlor-
pyrifas, (9) carbophenothion.
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maximum absorption for each pesticide and were similar to other
MSPD-based methodologies for OPPs [13,31]. The LODs ranged
from 0.04 and 0.25ugg~!, and the LOQs ranged from 0.1 and
0.9pgg=". All LOD values were below the maximum residue level
established in Mexico NOM-004-1994 [35]. with the exception of
the LOD carbophenathion.

3.4.3. Ruggedness

The ruggedness of the coupled method was determined by the
evaluation of recoveries and precision obtained at two levels of
fortification (0.5 and 10 ugg=") using three different bovine tis-
sues: liver, muscle and lung, Fig. 5A shows that the recoveries were
quantitative and similar within all type of matrices. At 10pgg™!
recoveries from liver, muscle and lung ranged from 94% to 100%,
03% to 104% and 92% to 100%, respectively. At 0.5 pgg—! recover-
ies from liver, muscle and lung ranged from 83% to 100%, 92% to
09% and 85% to 103%, respectively. Fig. 5B shows that the intra-day
repeatability and inter-day reproducibility, expressed as RSDs from
recoveries, were equal for liver and lung (0.1-12%) but lower for
muscle (0.6-5%). Therefore, this method can be applied to different
types of bovine tissues without significant changes to its precision
and accuracy,

3.5. Application to real samples

The proposed MSPD-SPE-HPLC/DAD method was applied ta the
analysis of 23 real liver samples from unhealthy juvenile animals.
Previous histopathological studies found severe liver injury inadedi-
tion to the presence of necro-inflammatory activity and fibrosis
stage. According to this analysis, fenitrothion was detected in one
of the unhealthy samples. Fig. 6 presents the chromatogram of
this sample, in which the pesticide peak and its UV-vis spectra
are compared with a peak from a standard solution. The pesti-
cide concentration was 1.4+0.3 pgg='. Subsequent analysis of the
extract using HPLC-MS/MS (for conditions, see Section 2.2) with
acquired ion signals using time-scheduled multiple-ion SIM mode
was able to confirm the presence of this pesticide. Fig. 7 shows
the chromatograms and the selected ion for monitoring (molecular
ion m/z: 277) of a standard solution of fenitrothion at 2.5 pug mL=!
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